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Resumen

RESUMEN

La presente Tesis Doctoral se desarrolla en el ambito de las energias renovables,
centrandose en los biocombustibles y, en concreto, en el biodiesel. Para su estudio, se ha
optimizado el proceso de produccién basado en la reaccién de transesterificacion con catalisis
homogénea alcalina, a partir de aceites vegetales, sin usar o procedentes de procesos de
fritura, asi como diversas metodologias analiticas para determinar su contenido en FAMEs y
elementos metalicos y semimetalicos, evaluar sus pardmetros de calidad y estabilidad a la
oxidacién, y caracterizar su composiciéon mediante MALDI-TOF MS, técnica novedosa en este

tipo de muestras.

En la primera parte de esta Tesis, se presenta una introduccién general sobre el sector
de los biocombustibles, su clasificacién, y sus ventajas e inconvenientes. Se analiza el pasado,
presente y futuro del biodiesel, desde una perspectiva mundial, asi como en Europa, Espafia y,
en especial, en las Islas Canarias. Ademas, se detallan aspectos relativos a las principales

materias primas empleadas y a los distintos procesos existentes para su produccion.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis se muestran y discuten en los Capitulos
IV a IX. En el Capitulo IV, se ha desarrollado una nueva metodologia analitica para la
separacion y determinacién de trece FAMEs mediante GC-FID. Se han optimizado las variables
fisicas que afectan al método desarrollado y se han establecido sus parametros de calidad. La
metodologia propuesta ha permitido la cuantificacién de los trece FAMEs estudiados en

muestras de biodiesel, con tiempos de analisis relativamente cortos y buena sensibilidad.

En el Capitulo V, se ha optimizado el proceso de produccion de biodiesel, basado en la
reaccion de transesterificacién con catalisis homogénea alcalina, aplicando la metodologia del
diseno factorial de experimentos y la superficie de respuesta. De esta forma, se han obtenido
los valores dptimos para la temperatura de reaccion, concentracion de catalizador y relaciéon
molar metanol-aceite, que permitian obtener el maximo porcentaje de FAMEs en muestras de
biodiesel obtenidas a partir de aceites vegetales sin usar. Asimismo, el método optimizado se

aplicé a la produccién de biodiesel a partir de aceites de fritura.

La determinacién de los pardmetros de calidad del biodiesel obtenido, siguiendo el
procedimiento optimizado en el capitulo anterior, establecidos en la normativa europea UNE-
EN 14214:2009, se muestra en el Capitulo VI. Asimismo, algunos de estos pardmetros fisico-
quimicos también se han determinado en las muestras de aceite empleadas como materia
prima, con objeto de verificar la mayor o menor necesidad de conversion durante la reaccion

de transesterificacion.
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En el Capitulo VII, se ha evaluado la estabilidad a la oxidacidn del biodiesel con el
tiempo, en términos de variacién de la composicién de FAMEs. Para ello, se ha estudiado la
variacion del porcentaje de FAMEs en el biodiesel conservado a temperatura ambiente y a
+4 °C, durante seis meses. Por otro lado, se ha estudiado el empleo de varios antioxidantes con

objeto de estudiar la conservacién del biodiesel, durante tres y seis meses de almacenamiento.

La determinacién mediante ICP-AES de 19 elementos metdlicos y semimetdlicos
(aluminio, arsénico, bario, calcio, cadmio, cobalto, cromo, cobre, hierro, potasio, magnesio,
manganeso, molibdeno, sodio, niquel, fosforo, plomo, vanadio y cinc) en los biodiesel y aceites
vegetales empleados como materias primas se recoge en el Capitulo VIII. Para ello, se ha
desarrollado un método de digestion acida en horno de microondas para este tipo de
muestras. Por otro lado, la calidad de las muestras de biodiesel y aceite, en cuanto al
contenido metalico legislado, se ha evaluado mediante la aplicacién de las normas UNE-EN
14538:2006 y UNE-EN 14107:2003.

Finalmente, en el Capitulo IX se ha llevado a cabo la caracterizacién de las muestras de
biodiesel mediante una nueva metodologia analitica, basada en el empleo de la técnica
MALDI-TOF MS, que no ha sido utilizada previamente de acuerdo con la bibliografia
consultada, para verificar el éxito de la reaccion de transesterificacion de aceites vegetales. Se
han registrado y analizado los espectros de masas de las muestras de aceites vegetales
utilizadas, tanto sin usar como de fritura, y se han caracterizado los di y triglicéridos presentes
en las mismas, asi como los posibles productos originados por la degradacién térmica de las
muestras de aceite de fritura. De la misma forma, se han analizado los espectros de masas de
las muestras de biodiesel, comprobandose que la mayoria de ellas no presentaban di y
triglicéridos, lo que permite confirmar la transformacion de los triglicéridos en FAMEs, de
forma rdpida y sencilla. Esta metodologia se ha utilizado también para estudiar la posible

adulteracion del biodiesel con los aceites vegetales de procedencia.
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CAPITULO |

INTRODUCCION




os combustibles obtenidos a partir de la naturaleza (biocombustibles) han sido

utilizados por los seres humanos desde la antigliedad. Sin embargo, en los

ultimos anos, se ha empezado a explotar su potencial como combustibles
alternativos al petréleo, ya que las nuevas tecnologias desarrolladas permiten aprovecharlos
eficazmente. El encarecimiento de la energia debido a la escasez de reservas de combustibles
fésiles, la dependencia energética de muchos de los paises econdmicamente desarrollados y
los graves problemas medioambientales asociados al empleo de estos combustibles, han
impulsado el desarrollo de alternativas energéticas, medioambientalmente sostenibles,
renovables y econdmicas, llamadas energias limpias, que seran las sustitutas de los recursos
energéticos actuales. El biodiesel obtenido a partir de biomasa se encuentra entre estas

energias renovables.

El modelo energético vigente en la actualidad es insostenible, por lo que serd
necesario un cambio en el estilo de vida de las sociedades para no tener que enfrentarse a una
crisis energética de consecuencias todavia impredecibles, fomentando soluciones energéticas
gue no contaminen, que sean accesibles a todos los paises y que sustituyan al soporte

energético actual basado en los combustibles fdsiles.
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1.1 Fuentes de energia y clasificacién

La energia ni se crea ni se destruye, sélo se transforma. No obstante, el hecho de que
las transformaciones empleadas no sean reversibles, hace que la energia se degrade. Se
denomina fuente de energia a los recursos existentes en la naturaleza que el ser humano
utiliza para la obtenciéon de energia. Se pueden clasificar como renovables y no renovables, en

funcién de su capacidad de renovacidn y de que sean recursos limitados o ilimitados.

Las fuentes de energia renovables son aquellas que pueden considerarse como
inagotables debido a que recuperan su estado original después de su uso, natural o
artificialmente, de forma que ciertos recursos renovables pueden dejar de serlo si su tasa de
utilizacion es tan elevada que su renovacion total no es posible. Algunos recursos renovables
se pueden considerar perpetuos, ya que su agotamiento no es posible por muy intensiva que
sea su utilizacion. Normalmente, el empleo de una energia renovable implica un impacto
medioambiental mucho menor con respecto a la utilizacién de una energia no renovable. Las
energias solar, edlica, mareomotriz, hidraulica y la biomasa son consideradas como fuentes de
energia renovables inagotables, ya sea por la inmensa cantidad de energia que contienen o por

ser capaces de regenerarse por medios naturales.

Las fuentes de energia no renovables son aquellas que se encuentran en la naturaleza
en una cantidad limitada y que acabardn por agotarse en un plazo de tiempo mas o menos
cercano, ya que la velocidad de su consumo es mayor que la de su regeneracién. Una vez
consumidas en su totalidad, no pueden reponerse a corto o medio plazo, como en el caso de
los combustibles fdsiles (carbén, petréleo y gas natural) y las nucleares (fision y fusién).
Muchas de estas fuentes son altamente contaminantes por la elevada toxicidad de los residuos
que generan. El hidrégeno necesario como combustible para la fusién nuclear y el propio globo
terraqueo como fuente de energia geotérmica se pueden considerar, desde un punto de vista
estricto, como energias no renovables, aunque éstas se encuentran en tales cantidades que se
podran emplear durante milenios sin temor a que se agoten, por lo que se les suele dar un

tratamiento similar a las renovables.

Ante la tendencia mundial de crecimiento del consumo energético y la dependencia
global con respecto a los hidrocarburos como fuente energética, los paises desarrollados, asi
como los emergentes, estan prestando una mayor atencién a las fuentes de energia
renovables como alternativa para reducir dicha dependencia. De esta tendencia surgid el
desarrollo de energias renovables tales como la hidraulica, la edlica y la solar, con un mayor
grado de implantacién y, mas recientemente, el aprovechamiento energético de la biomasa,
mediante el empleo de biocombustibles. Es necesario que las energias renovables sean
fomentadas a través de un marco legal que incluya mecanismos de estimulo a su generacidn,
como primas a la produccién, compras obligatorias, comercializacién de energia verde, etc.
Todas las reformas que no se realicen en este campo en la actualidad supondran una

problematica para las generaciones futuras.
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Por otro lado, la situacidn empeora alin mas si se analiza desde el punto de vista
medioambiental, debido a los graves problemas de contaminacion asociados al empleo de los
combustibles fdsiles. Entre ellos se encuentra la emision a la atmodsfera de distintos
contaminantes, como el didxido de carbono, uno de los principales gases responsables del
efecto invernadero; el mondxido de carbono, que tiene efectos letales sobre la salud humana;
los 6xidos de nitrégeno e hidrocarburos, causantes de la niebla fotoquimica sobre las grandes
ciudades; las emisiones sulfurosas responsables de la denominada lluvia 4cida y el material
particulado causante de enfermedades respiratorias y algunos tipos de cancer. Los efectos
cada vez mds evidentes del calentamiento global, asociados al efecto invernadero, han
activado las alarmas y dado lugar a la aparicién de leyes proteccionistas para el medio

ambiente en la mayoria de los paises.
1.2 Tipos de biocombustibles

Los biocombustibles son compuestos quimicos como alcoholes, éteres, ésteres, etc.,
producidos a partir de biomasa, como plantas herbaceas y lefiosas, residuos procedentes de la
agricultura y actividad forestal, y una gran cantidad de desechos industriales, como los de la

industria alimentaria.

Los biocombustibles se pueden clasificar, en funcidn de su estado de agregacidn, en
solidos, liquidos o gaseosos, siendo el biodiesel y el bioetanol los mds importantes y mas

comUnmente consumidos a nivel mundial.
1.2.1 Biocombustibles sélidos

Son obtenidos directa o indirectamente a partir de la biomasa, por lo que son
susceptibles de ser utilizados en aplicaciones energéticas. Estan formados por materia
organica de origen vegetal o animal, en su mayoria celulosa, hemicelulosa y lignina, o
producidos a partir de la misma mediante procesos mecanicos, quimicos o bioldgicos. La
utilizacion de estos biocombustibles requiere de una elevada inversién y esfuerzos en 1+D para
disponer de cultivos energéticos adecuados, crear sistemas de secado, procesos de pirdlisis y
gasificacidon de bajo consumo energético y mejorar el control de procesos de combustion y de
transformacion de la biomasa. Algunos ejemplos de biocombustibles sélidos son restos de
poda de vid, olivo y frutales, lefa sin procesar, astillas, serrin y triturados finos de menos de 2
mm, pelets, briquetas y carbdn vegetal, entre otros. Algunas de las materias primas empleadas
para la fabricacién de biocombustibles sélidos son las cdscaras de frutos secos y huesos de
aceituna y otros frutos, los orujillos procedentes de la extraccidon del aceite de orujo en las

almazaras y los restos de las industrias del corcho, la madera y los muebles.
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1.2.2 Biocombustibles liquidos

Esta denominacidn se aplica a una serie de productos, de origen bioldgico, utilizables
como combustibles de sustitucion de los derivados del petréleo o como aditivos de éstos para
su empleo en los motores de combustién. Actualmente, los biocombustibles liquidos son los

mas empleados y consumidos a nivel mundial. Se pueden clasificar en:

1. Bioetanol: es un alcohol etilico deshidratado producido a partir de la
fermentacién de productos de la biomasa ricos en componentes azucarados, amildceos v,
ultimamente, lignoceluldsicos. Entre los productos agrarios empleados para su produccion se
encuentran la cafia de azucar, remolacha, maiz, trigo y cebada, asi como tallos de maiz y
residuos celulésicos. Puede ser empleado como sustitutivo o mezcla para gasolina, incluso en
elevados porcentajes de mezcla en los llamados vehiculos FFV (Flexible Fuel Vehicles). En su
produccidn se obtienen fertilizantes como subproducto.

2. Biodiesel: es una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) que se
obtiene mediante un proceso de transesterificacidon, principalmente a partir de aceites
vegetales y grasas animales y, mds recientemente a partir de algas. Puede emplearse como
sustituto del diésel convencional, ya que presenta propiedades similares, reduciendo la
contaminacion y alargando la vida del motor de los vehiculos. En su produccién se obtiene
glicerina como subproducto, con multiples aplicaciones a nivel industrial.

3. Biometanol: se obtiene a partir de la biomasa. Puede convertirse en una opcidn
interesante para los vehiculos propulsados mediante pilas de combustible (con reprocesado
del hidrégeno a bordo) debido a su elevado contenido en hidrégeno.

4. Biodimetiléter (DME): se produce a partir de la biomasa. Es un biocombustible
prometedor para motores diésel debido a sus propiedades de combustion y emision.

5. Aceite vegetal: su utilizacién sin sufrir ninguna transformacién es posible en
determinados motores en un porcentaje variable junto con diésel.

6. BioETBE (Etil ter-butil éter): es un aditivo obtenido a partir de la mezcla de
bioetanol (47 % en volumen) e isobutileno, empleado en las gasolinas.

7. BioMTBE (Metil ter-butil éter): es similar al BioETBE, obtenido mediante la mezcla
del biometanol (36 % en volumen) e isobutanol.

8. Biocarburantes sintéticos: son hidrocarburos sintéticos o sus mezclas, producidos
a partir del biogds derivado de la biomasa mediante el proceso Fisher-Tropsch, construyendo
cadenas de polimeros a partir de las moléculas bésicas del CO y H,. A través de este proceso se

puede producir un amplio abanico de combustibles de gran calidad.
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1.2.3 Biocombustibles gaseosos

Entre los biocombustibles gaseosos que se pueden obtener a partir de la biomasa se

encuentran:

1. Gas de gaségeno. Al someter la biomasa a elevadas temperaturas (entre 800 y
1.500 °C) en ausencia de oxigeno, se originan productos gaseosos con un bajo poder calorifico
(de 1.000 a 1.200 kcal-m?), consistentes principalmente en N,, CO, H,, CH; y CO, en
proporciones variables. Este proceso se realiza en los llamados gaségenos, que se utilizan con
fines térmicos, o en combinacién con motores, para producir energia mecdnica o eléctrica. En
principio, el destino del gas de gasdgeno suele ser la produccidon de calor por combustiéon
directa en un quemador o la generacion de electricidad por medio de un motor o turbina.

2. El biogas es un combustible gaseoso producido en condiciones anaerdbicas a
partir de la biomasa himeda y/o a partir de la fraccién biodegradable de los residuos por
descomposicion bacteriana, y que se puede purificar hasta alcanzar una calidad similar a la del
gas natural, para su empleo como biocombustible o gas de madera. La composicidon de biogas
es variable, pero estad formado principalmente por CH4 (55-65 %) y CO, (35-45 %) y, en menor
proporcién, por N, (0-3 %), H, (0-1 %), O, (0-1 %) y H,S (trazas). Este tipo de transformacion se
produce de manera espontdnea en pantanos o fondos de lagunas y lagos en los que existan
depdsitos de materia organica. Por este motivo al CH,; se le ha denominado “gas de los
pantanos”. También se producen en los vertederos de residuos sélidos urbanos, pudiéndose
obtener el gas mediante perforaciones.

3. El biohidrégeno consiste en la separacion, mediante diversos procesos bioldgicos,
del oxigeno e hidrogeno del agua. Actualmente, su grado de desarrollo se situa en fases
iniciales, con rendimientos energéticos muy reducidos, siendo éste el principal reto para su

utilizacion operativa, de forma que permita reducir la dimensién de las instalaciones.
1.3 Evolucidn histdrica de los biocombustibles. Crisis energéticas

La historia de los biocombustibles y la idea de emplearlos como carburantes para los
motores de combustidn se remonta a finales del siglo XIX. Los considerados como padres de la
industria automotriz son Rudolph Diesel y Henry Ford (Mittelbach et al., 2004; Knothe et al.,
2005).

La utilizacion de los biocombustibles liquidos es tan antigua como la de los
combustibles fésiles y la de los motores de combustién. Cuando en 1895 Rudolph Diesel
disend el prototipo del motor de combustién interna, que lleva su nombre, ya estaba previsto
que funcionara con aceites vegetales. Durante la presentacion del motor diésel en la
Exposicion Mundial de Paris, en el aino 1900, Diesel empled aceite de cacahuete (mani) como
combustible, o mejor dicho como biocombustible, en lugar de utilizar petréleo, que en esa
época era barato, razonablemente eficiente y facilmente disponible, debido a que en 1886

habia entrado en servicio el primer barco especialmente construido para el transporte de
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crudo. Todo ello provocd que uno de sus derivados, el gasdleo, se convirtiera rapidamente en

el combustible mas utilizado en el motor diésel (Pahl, 2005).

Afos después Diesel fue muy claro al sefialar que “el motor diésel puede funcionar con
aceites vegetales, lo que podria ayudar considerablemente al desarrollo de la agricultura de los
paises que asi lo usen”. Diesel habia concebido a su motor para el uso de aceites vegetales
como combustibles y fue quien predijo el futuro empleo de biocombustibles. De hecho, en
1912 dijo: “El uso de los aceites vegetales como combustibles puede parecer insignificante
ahora. Pero estos aceites pueden convertirse con el paso del tiempo en combustibles tan

importantes como los productos del petréleo o del carbdn son ahora”.

Por otro lado, cuando Henry Ford realizd el primer disefio de su automovil en 1908
esperaba utilizar etanol como combustible. De hecho, de 1920 a 1924, la Standard Oil
Company comercializé6 un 25 % de etanol en la gasolina vendida en el drea de Baltimore,
Maryland, EE.UU. Sin embargo, los elevados precios del maiz, junto con las dificultades de
almacenamiento y transporte, hicieron abandonar el proyecto. Segun se indicé en 1925 en el
New York Times, Henry Ford predijo que el etanol seria el combustible del futuro: “Existe
combustible en cada particula de materia vegetal que puede ser fermentable. Existe suficiente
alcohol en la cosecha de un afio de un acre de patatas como para mover la maquinaria

necesaria para cultivar estos campos durante 100 afios”.

A lo largo de la historia, el motor de desarrollo de los biocombustibles han sido las
crisis de los recursos petroliferos, que han incentivado la busqueda de nuevas fuentes
energéticas. Durante el siglo XX se llevaron a cabo varias experiencias sobre la utilizacién de

aceites vegetales como combustible, que no alcanzaron mayor trascendencia.

El mes de octubre de 1973 pasé a la historia por la aparicidon de una fuerte crisis del
petréleo asociada a la cuarta guerra drabe-israeli. La negativa de la Organizacion de Paises
Exportadores de Petréleo (OPEP) de exportar crudo a los paises que habian apoyado a Israel
durante la guerra del Yom Kippur (EE.UU. y sus aliados de Europa Occidental) fue una de sus
principales causas. Durante ese mes, el precio de la gasolina, que se habia mantenido
practicamente constante durante los ultimos cinco afios en los paises industrializados, se
incrementd al doble del precio que habia mantenido durante los meses anteriores. El mundo
desarrollado se resintio y los sectores mas radicales comenzaron a justificar la idea de un
posible ataque militar hacia los paises arabes para defender sus intereses. La escasez de
petréleo hizo peligrar el suministro y este hecho provocé la biusqueda de combustibles
alternativos a los derivados del petrdleo, por lo que, a raiz de la primera crisis del petrdleo, los
biocombustibles comenzaron a desarrollarse de forma significativa. En la Figura I.1 se muestra

la evolucidn histérica del precio del barril de petréleo Brent de 1860 a 2008.




Introduccion

120

110

100 +—}
90 -
80
70

60

50 i

40

” M.
20 MUA

10
o 11

’—

S/barril Brent

>

¢

1861

1864 -
1871 A
1878
1885 ~
1892 ~
1899 +
1906 -
1913
1920 ~
1927
1934
1941 ~
1948
1955 +
1962 A
1969 -
1976 A
1983 A
1990 +
1997 A
2004 -

Figura I.1.- Evolucidn del precio del petréleo, en ddlares, durante el periodo 1860-2008.
Fuente: Statistical Review of World Energy 2009. BP.

En 1975, con el lanzamiento en Brasil del Programa WNacional de Alcohol
(PROALCOHOL), se puso en marcha el que se considera el primer y mayor programa de
energias renovables a gran escala hasta la fecha, cuyo objetivo era la de estimular la
sustitucion total de los combustibles fésiles por alcohol y, en consecuencia, reducir la
dependencia del pais frente a la utilizacion de petréleo. La alternativa propuesta era el
bioetanol, obtenido a partir de la cafia de azlcar. A finales de 1979, a raiz de la preocupacion
generada por la primera crisis del petrdleo, una mezcla de gasolina y etanol se comercializé en
EE.UU. Los combustibles alternativos se convirtieron asi en la solucién al problema que
representaba el agotamiento de los recursos no renovables. De esta forma, la American Oil
Company y otras empresas abanderadas en el sector comenzaron a comercializar etanol para

diluir la gasolina y aumentar asi el octanaje de la misma.

A comienzos de la década de los ochenta, la aparicién de una segunda crisis del
petrdleo relacionada con el inicio de la guerra irano-iraqui, provocd una nueva caida en el
consumo de petrdleo. El conflicto produjo la congelacidn de las exportaciones de crudo iraniy
una subida desorbitada de los precios. En esta ocasidn, las medidas paliativas no se hicieron
esperar y las grandes potencias mundiales pusieron en marcha de inmediato restricciones al
consumo. No obstante, el aumento de la produccidon de crudo por parte de Arabia Saudi y la
posterior reanudacion de las exportaciones de Irdn, provocaron el abaratamiento del precio
del petréleo. Estos hechos promovieron el abandono de las estrategias de fomento de los

biocombustibles iniciadas unos afios antes con motivo de la primera crisis del petréleo.

Las primeras pruebas técnicas con biodiesel se realizaron en Austria y Alemania en
1982, y fue en 1985 cuando en Silberberg (Austria) se construyo la primera planta piloto de

produccion de biodiesel a partir de semillas de colza. Actualmente, paises como Alemania,
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Francia, Austria, Estados Unidos, Canadd, Suecia y Brasil son pioneros en el desarrollo,

produccidn y utilizacion de biodiesel como biocombustible para automoviles.

La década de los noventa comenzd con una nueva crisis del petrdleo, esta vez derivada
de la invasidon de Kuwait por Irak. Nuevamente, el petréleo se encarecid y los biocombustibles

volvieron a la escena energética y politica de la mayoria de los paises.

A raiz de la destruccién del World Trade Center de Nueva York, el 11 de septiembre de
2001 por un atentado de la organizacién terrorista Al Qaeda y de los conflictos generados a
partir de este suceso, comenzd de nuevo la pugna por los recursos petroliferos y el precio del
crudo se inestabilizé. El terrorismo y la opresidon sobre las clases mds desfavorecidas estan
relacionados con la localizacién de los combustibles fésiles en determinados paises y la fuerte
dependencia econdmica que tiene la humanidad de éstos. Potenciando la produccion y
consumo de biocombustibles se contribuye a redistribuir la riqueza y a minimizar la
dependencia de los combustibles fésiles. La necesidad de encontrar alternativas energéticas se
debe, fundamentalmente, al agotamiento de los recursos fésiles, al incremento de las
emisiones de contaminantes, que se sitlan por encima de la capacidad de regeneracién de los
ecosistemas, y a que las dos terceras partes de las reservas petroliferas estan en la regién del

golfo Pérsico.

Posteriormente, en el afio 2008, el comienzo de la actual crisis econdmica mundial
provocd un aumento considerable del precio del barril de petréleo. A diferencia de las
anteriores crisis del petréleo, ésta no fue originada por un enfrentamiento bélico entre los
grandes paises productores de petrdleo. Las principales causas de esta crisis estaban en los
elevados precios de las materias primas, la sobrevalorizacion de los productos, una crisis
alimentaria mundial y energética, una elevada inflacion planetaria y la amenaza de una
recesion mundial, asi como una crisis crediticia, hipotecaria y de confianza en los mercados.
Ese afo el barril de crudo superd los 100 ddlares por primera vez en la historia y llegd a costar
147 délares el 11 de julio de 2008, aunque en 2009 bajd hasta los 40 délares.

Durante el presente afio 2011, las tensiones en los paises arabes se han traducido no
solo en pérdidas materiales y humanas, sino también en una amenaza para el crecimiento de
la economia mundial. La tensidn en Tunez, Egipto, Libia y Siria ha disparado los precios del
petréleo y de la gasolina a niveles histéricos. El mercado ve con preocupacion si el efecto
domind sigue su curso a Argelia, Bahrein, Arabia Saudi, Yemen e Irdn, que junto con Libia,
generan alrededor del 30 % de la demanda mundial de petréleo. Durante esta nueva crisis, el
barril de crudo Brent esta rozando la barrera de los 130 ddlares (mayo 2011), un nivel no
alcanzado desde agosto de 2008, como consecuencia de lo ocurrido en Libia. En la Figura |.2 se
muestran los principales paises exportadores de petréleo a Espafia durante el afio 2010. Se
observa que, aproximadamente, el 64 % del petréleo que importa nuestro pais procede de
paises del continente africano, por lo que la dependencia espafiola y el precio de los

combustibles comercializados en Espafia esta en manos de la situacién politica de estos paises.
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Figura 1.2.- Principales paises exportadores de petrdleo a Espafia durante el aio 2010.
Fuente: Boletin estadistico de CORES (Diciembre de 2010).

En la Figura 1.3 se muestra la evolucién actual del precio del barril de petréleo desde
1991 hasta mayo de 2011, donde se observa principalmente la crisis econdmica del 2008 y la
actual crisis de los paises arabes, de la que Espafa no puede permanecer indiferente.
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Figura 1.3.- Evolucién del precio del petrdleo, en ddlares, desde 1991 hasta mayo de 2011.
Fuente: http://www.24hgold.com.

En 1956, el gedlogo norteamericano M.K. Hubbert analizdé la evolucidon de la
produccidn de petréleo en EE.UU., calculando con bastante exactitud el momento en que ésta
alcanzaria su maximo. Ese momento se conoce como pico de Hubbert o cenit del petréleo. El
tramo de bajada de la curva de Hubbert esta caracterizado por una extraccién mas lenta, mas
costosa energéticamente y mas compleja tecnolégicamente. Extrapolando los cdlculos a nivel
mundial, los gedlogos Campbell y Laherrére afirmaron en 1998 que alrededor del afio 2010 se
alcanzaria el Peak Oil global. La teoria del pico de Hubbert es una teoria influyente acerca de la
tasa de agotamiento a largo plazo del petréleo, asi como de otros combustibles fésiles. Predice
que la produccién mundial de petrdleo llegara a su cenit y después disminuira tan rapido como
crecid, resaltando el hecho de que el factor limitante de la extraccidn de petrdleo es la energia

requerida y no su coste econdmico. En la Figura 1.4 se muestra la curva de produccién de
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petrdleo, en la que se observa el decaimiento previsto en la produccién de petrdleo a nivel
mundial, a mayor velocidad de como se produjo el aumento de la misma, basicamente debido
al incremento de la poblacién mundial (se prevé alrededor de 8.000 millones de habitantes

para el afio 2030), por lo que se aumentara el consumo de combustibles fésiles.
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Figura 1.4.- Teoria del pico de Hubbert o del punto de inflexidn.
(Fuente: International Energy Agency).

Segun informes a largo plazo de la Agencia Internacional de la Energia (AIE), la
demanda de petrdleo crecerd un 1,9 % anualmente de aqui al aflo 2030, pasando de los 84
millones de barriles diarios (mbd) a los 116 mbd. Sin embargo, en su ultimo informe a medio
plazo sobre el mercado del petréleo, la misma agencia ha expresado su preocupacion por las
dificultades que entrafara satisfacer la demanda de petréleo ya en 2012. Las razones que
esgrime la AIE son la disminucidn de la capacidad de produccién excedentaria, el declive de la
produccion de petrdleo fuera de la OPEP, y los llamados “factores de superficie”, como los
retrasos en la exploracién y produccién, la falta de profesionales, la concentracion de las
reservas de petréleo en zonas politica y meteoroldgicamente inestables y la insuficiente
aportacién de liquidos sustitutivos del petréleo, como los biocombustibles o los petréleos no
convencionales (petréleos que no se encuentran en forma suficientemente liquida o que

requieren de transformaciones adicionales antes de poder ser refinados en otros productos).

Por lo tanto, los biocombustibles se han transformado hoy en dia en una importante
fuente natural de energia alternativa. Debido a la enorme volatilidad del precio del petréleo, al
eventual agotamiento de los combustibles fésiles y al calentamiento global, los

biocombustibles son cada vez mas empleados a nivel mundial.
1.4 Biocombustibles: definicion y clasificacion

La Real Academia de la Lengua Espaiola define la palabra “biocombustible” como un
combustible obtenido mediante el tratamiento fisico o quimico de materia vegetal o de
residuos organicos. Segun esta definicidn, incluso el petréleo se podria considerar como un

biocombustible porque procede de restos fésiles de seres que vivieron hace millones de afios.
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En la actualidad, se tiende a definir como biocombustible a un carburante de origen bioldgico

obtenido de manera renovable a partir de restos organicos o de semillas oleaginosas.

La American Society for Testing and Materials (ASTM) define al biodiesel como ésteres
monoalquilicos de acidos grasos de cadena larga derivados de lipidos renovables, tales como
aceites vegetales o grasas animales, y que se emplean en motores de ignicién de compresién
(motores diésel) o en las calderas de calefaccion. Esta definicion incluye ademas de los ésteres
metilicos o etilicos, otros ésteres de monoalcoholes como iso-propilicos y butilicos, entre

otros.

El biodiesel puro no es tdxico para las plantas, animales y seres humanos. Se produce a
partir de aceites vegetales obtenidos a partir de diferentes tipos de semillas oleaginosas
(Bernardo et al., 2003; Demirbas, 2003; Abreu et al., 2004; Azcan et al., 2007, 2008; Akoh et
al., 2007; Tiwari et al., 2007; Berchmans et al., 2008; Srivastava et al., 2008; Leung et al., 2010;
Singh et al., 2010), de grasas animales (Goodrum et al., 2003; Liu et al., 2004; Saraf et al., 2007
Jeong et al., 2009; Santos et al., 2009; Baquero et al., 2010), de algas con un elevado contenido
oleaginoso (Molina Grima et al., 1999, 2001, 2003; Miao et al., 2006; Xu et al., 2006; Chisti,
2007; Mata et al., 2010; Ahmad et al., 2011; Demirbas et al., 2011; Garcia Camacho et al.,
2011) e incluso a partir de aceites procedentes de procesos de fritura (Dorado et al., 20033,
2003b; Cetinkaya et al., 2004; Encinar et al., 2005, 2007; Felizardo et al., 2006; Leung et al.,
2006a, 2010; Georgogianni et al., 2007; Utlu et al., 2007, 2008; Wang et al., 2007; Issariyakul et
al., 2008; Phan et al., 2008), lo que permite la eliminacién de un residuo muy contaminante

para los acuiferos.

Los biocombustibles, de acuerdo con el tipo de materia prima que se utiliza para

elaborarlos, pueden clasificarse en de primera, segunda, tercera o cuarta generacion.

e Los biocombustibles de primera generacién fueron los primeros en fabricarse y
son los que despiertan una mayor preocupacién, ya que utilizan como materia prima cultivos
alimentarios o forrajeros tradicionales. Las materias primas empleadas para la produccién de
biodiesel de primera generacién son obtenidas, principalmente, a partir de semillas
oleaginosas comestibles, como la soja, colza, girasol y palma (Mittelbach et al., 2004; Knothe et
al., 2005; Canakci et al., 2008; Sumathi et al., 2008; Tang et al., 2008; Moser, 2009; Pinzi et al.,
2009; Atadashi et al., 2010; Celikten et al., 2010; Rattanaphra et al., 2010). Ademas de estas
semillas oleaginosas, existen otras plantas que producen aceites comestibles con las que se
pueden elaborar biocombustibles, como son los aceites de coco (Karmakar et al., 2010; Kumar
et al., 2010a), cacahuete, algodén (Georgogianni et al., 2008; Rashid et al., 2009), mostaza
(Demirbas, 2009), oliva (Dorado et al., 2003a, 2003b), etc. Este tipo de biocombustible es
viable a corto plazo ya que es limitado el uso de las tierras agricolas para cultivos que luego se
empleen en fabricar biocombustibles sin que se genere inseguridad alimentaria o incrementos
de los precios de los alimentos de consumo para los sectores mdas desfavorecidos de la

poblacién. Ademas, es necesario tener en cuenta los problemas medioambientales, como
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agotamiento del suelo, deforestacidn, uso extensivo de la tierra, etc. Es importante aprovechar
los beneficios de la bioenergia sin crear nuevos problemas sociales y ambientales.

e Los biocombustibles de segunda generacidn son los obtenidos a partir de especies
vegetales oleaginosas que no entran en competencia directa con el mercado alimentario,
empleando como materias primas productos que no estan destinados a la alimentacion y
cultivados en terrenos no agricolas o marginales. Por lo tanto, se emplean semillas oleaginosas
no comestibles, residuos vegetales y animales y aceites o grasas usados, procedentes de
procesos de fritura que son desechos de la industria alimentaria y del sector servicios. Incluso
es posible el empleo de residuos organicos urbanos. Mediante procesos termoquimicos
basados en la gasificacién de la biomasa lignoceluldsica se puede obtener gas de sintesis, que
constituye la materia prima para la produccion de diferentes biocombustibles liquidos como el
biodiesel sintético o Fischer-Tropsch o el biometanol, entre otros, que son considerados como

biocombustibles de segunda generacion.

El principal problema que presentan las semillas oleaginosas no comestibles es su
elevado precio, ya que el costo de la produccién del aceite representa un 75-85 % del coste
final del biodiesel. La busqueda de nuevas materias primas que no compitan con el mercado
de la alimentacién, tanto humana como animal, es un tema que despierta gran interés en la
comunidad cientifica. Ademads, una semilla oleaginosa alternativa ideal para la elaboracion de
biodiesel debe caracterizarse por presentar una gran adaptabilidad climatica a la region donde
se cultiva (lluvias o sequias, tipo de suelo, latitud, etc.), disponibilidad regional, alto contenido
de aceite, bajo contenido en acidos grasos libres (FFA), compatibilidad con la estructura
existente en el campo, bajas necesidades agricolas (fertilizantes, agua, pesticidas), crecimiento
definido por temporada, maduracién uniforme de su cosecha, mercado potencial para los
subproductos y disponibilidad de crecimiento en tierras no aptas para la agricultura tradicional
o0 en campos de cultivo que se utilizan fuera de temporada de las plantaciones habituales
(Moser, 2009).

Una gran variedad de semillas oleaginosas no comestibles se han estudiado con objeto
de encontrar una alternativa econdmicamente viable, capaz de competir con los actuales
precios del petréleo y que, ademas, sea una solucién sostenible que cumpla con una serie de
consideraciones técnicas, éticas, econdmicas y sociales para la produccién de biodiesel (Leung
et al., 2010, Balat, 2011). Por ejemplo, la Jatropha curcas produce una semilla oleaginosa a
partir de la cual se obtiene un aceite que no tiene uso alimentario al ser altamente téxica y
presenta exigencias reducidas en cuanto a fertilizacién, calidad del suelo y agua, en relacion
con los cultivos de primera generacién (Pramanik, 2003; Lu et al., 2009; Pinzi et al., 2009; Qian
et al., 2010; Ying Koh et al., 2011). Otras semillas de este tipo son: Pongamia pinnata (Meher
et al., 2006a; Naik et al., 2008; Mukta et al., 2010; Kumar et al., 2011), Ricinus communis (Da
Silva et al., 2006; Hincapié et al., 2010; Martin et al., 2010), Maclura pomifera (Saloua et al.,
2010), Arachis hipogea L. (Kaya et al., 2009; Pérez et al., 2010), Cynara cardunculus (Pinzi et al.,
2009; Gominho et al., 2011), Eruca sativa gars (Li et al., 2009; Chakrabarti et al., 2010),
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Madhuca indica (Puhan et al., 2005; Ghadge et al., 2006), Azadirachta indica (SathyaSelvabala
et al., 2010), Hibiscus sabdariffa L. (Nakpong et al., 2010), Hibiscus esculentus (Anwar et al.,
2010), Calophyllum inophyllum L. (Venkanna et al., 2009; SathyaSelvabala et al., 2011), Hevea
brasiliensis (lkwuagwu et al., 2000; Melvin Jose et al., 2011), Brassica carinata (Bouaid et al.,
2009), Camelina sativa (Frohlich et al., 2005; Moser et al., 2010), Asclepias syriaca (Holser et
al., 2006), Terminalia belerica Robx. (Chakraborty et al., 2009), Moringa oleifera (Da Silva et al.,
2010), Nicotiana tabacum (Veljkovi¢ et al., 2006; Pirola et al., 2010), Zanthoxylum bungeanum
(zZhang et al., 2008), Balanites aegyptiaca (Chapagain et al., 2009a), Terminalia catappa L. (Dos
Santos et al., 2008), Sesamun indicum L. (Saydut et al., 2008), Cucurbita pepo (Mittelbach et
al., 2004; Singh et al., 2010).

e Los biocombustibles de tercera generacion son los obtenidos a partir de
microalgas, que son organismos unicelulares fotosintéticos, procariotas o eucariotas, que
presentan un elevado contenido de lipidos que permiten obtener un tipo de aceite vegetal a
partir del cual se puede producir biodiesel. El cultivo de microalgas se puede hacer en sistemas
abiertos, tales como lagos o estanques, y en sistemas cerrados llamados fotobiorreactores.
Pueden crecer en medios acuosos, pero necesitan menos agua que los cultivos terrestres, por
lo que reducen la carga sobre las fuentes de agua dulce. También pueden cultivarse en agua
salada por lo que no provocan el cambio del uso del suelo, reduciendo al minimo los impactos
ambientales asociados, si bien no comprometen la produccidn de alimentos y otros productos
derivados de los cultivos. A gran escala, las microalgas necesitan condiciones cuidadosamente

controladas y un ambiente natural 6ptimo, con el reto de reducir el costo por unidad de éarea.

Las microalgas son capaces de reproducirse durante todo el afio por lo que la
productividad del aceite obtenido a partir de ellas supera el rendimiento de los mejores
cultivos de semillas oleaginosas. A partir de microalgas, se obtiene una cantidad de aceite
correspondiente al 30-50 % del peso seco de la biomasa inicial. Las microalgas son fuentes
ideales para la produccién de biodiesel debido a la gran capacidad que presentan para
aumentar su tamafio poblacional. Su elevada velocidad de crecimiento permite duplicar su
biomasa en periodos de tiempos de 3,5 h (Christi, 2007). Su fuente de alimentacién es el CO,,
reduciendo los niveles de este gas en la atmdsfera, que es uno de los principales gases de
efecto invernadero (GEI) (el cultivo de 1 kg de microalgas consume alrededor de 1,8 kg de
CO,). Los nutrientes para el cultivo de microalgas (N, y P) pueden obtenerse a partir de aguas
residuales, por lo que los efluentes organicos de la industria agroalimentaria pueden
proporcionar un adecuado medio de crecimiento. El cultivo de microalgas origina
subproductos muy valiosos como biopolimeros, proteinas o carbohidratos, y los residuos
obtenidos después de la extraccién del aceite se utilizan como fertilizantes en los campos de

cultivo tradicionales al no emplearse herbicidas o pesticidas (Rodolfi et al., 2009).

Las actuales limitaciones para extender la utilizacidn de esta materia prima tienen que
ver con la optimizacién de la recoleccidon y de los procesos de extraccion para mejorar la

eficiencia de la produccion de microalgas. Asimismo, otros pardmetros que necesitan ser
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ajustados cuidadosamente son la luz, nutrientes, temperatura, turbulencias, niveles de CO, y
0,, con objeto de obtener condiciones dptimas para conseguir los mejores rendimientos en
cuanto al contenido de aceite (Mata et al., 2010). La biodiversidad de las microalgas es
enorme: se han identificado alrededor de 40.000 especies, aunque se estima que existen mas
de 100.000, de las que se desconoce su composicion bioquimica y metabolismo. Algunos
ejemplos de microalgas son la familia de las bacillariophyceae, chlorophyceae, chrysophyceae y

cianobacterias (Ahmad et al., 2011).

e Los biocombustibles de cuarta generacion llevan los de tercera generacidon un
paso mas alla. La clave es la captacion y almacenamiento de carbono (CAC), tanto a nivel de la
materia prima como de la tecnologia del proceso. La materia prima no sélo se adapta para
mejorar la eficiencia del proceso, sino que se disefia para captar mas CO, a medida que el
cultivo crece. Los procesos (principalmente termoquimicos) también se combinan con
tecnologias de captacion y almacenamiento de carbono, que encauzan el CO, generado en las
formaciones geoldgicas (por ejemplo, yacimientos petroliferos agotados) o a través del
almacenamiento en minerales (en forma de carbonatos). De esta manera, se cree que los
biocombustibles de cuarta generacion contribuyen mas a la reduccidn de las emisiones de GEl,
porque son mas neutros o incluso negativos en carbono si se comparan con los

biocombustibles de las otras generaciones.
1.5 Biodiesel: ventajas e inconvenientes

La produccidn y utilizacién del biodiesel como combustible alternativo al diésel de

petréleo presenta una serie de ventajas, asi como también algunos inconvenientes.
1.5.1 Ventajas

Se distinguen principalmente tres tipos de ventajas para el uso y la produccion de

biodiesel: medioambientales, técnicas y socioeconémicas.
1.5.1.1 Ventajas medioambientales

El biodiesel es un combustible renovable, al obtenerse a partir de la biomasa, por lo
que no existe riesgo de agotarse por su empleo como si ocurre con los combustibles fdsiles.
Ademas, si la materia prima empleada es aceite de fritura, se elimina un residuo altamente
contaminante de las aguas, el cual es dificil de tratar en las depuradoras. Por otro lado, el
biodiesel es biodegradable, ya que esta formado por cadenas hidrocarbonadas, lo que lo hace
biolégicamente activo, a diferencia del diésel convencional, que no lo es al estar formado por
una mezcla de alcanos lineales y ramificados, alquenos, cicloalcanos e hidrocarburos
aromaticos que son dificiles de degradar. Zhang et al. (1998) mostraron que el biodiesel
derivado del aceite de colza y de soja posee una biodegradabilidad de 88,5% en 28 dias,
indicando que el biodiesel presenta una mayor degradacién que el diésel convencional en

ambientes acuosos. Segun estos autores, en presencia de mezclas diésel-biodiesel los

17



Introduccion

microorganismos pueden utilizar los acidos grasos del biodiesel como fuente de energia para
promover la degradacion del combustible diésel. Sin embargo, Cerverd et al. (2008) indicaron
que el biodiesel se degrada en medios acuosos en un 95 % a los 28 dias, mientras que, en el
mismo periodo de tiempo, sdélo el 40 % del diésel sufrié la degradacién microbiana, puesto que
los microorganismos pueden degradar mds facilmente los alquenos que los compuestos
aromaticos presentes en el diésel. Por lo tanto, el biodiesel se degrada de 4 a 5 veces mas
rapido que los combustibles de origen fésil, por lo que un vertido de biodiesel se podria

eliminar en un periodo de, aproximadamente, 28 dias (Pasqualino et al., 2006).

Los beneficios medioambientales asociados al consumo de bioetanol y biodiesel son
principalmente la reduccidon de las emisiones de GEIl, la disminucidon de la contaminacion

atmosférica y la mejora de la eficiencia energética (APPA Biocarburantes, 2008).

El biodiesel disminuye las principales emisiones contaminantes de los vehiculos con
motores diésel, como son el CO, los hidrocarburos volatiles, los metales pesados y el material
particulado, al tratarse de un combustible 100 % vegetal. Asimismo, supone un ahorro de,
aproximadamente, un 80 % de las emisiones de CO, producidas por los combustibles derivados
del petrdleo, disminuyendo notablemente la emisién de los GEIl producidos por el transporte.
Ademas, practicamente no contiene azufre, por lo que no genera SO,, un gas que contribuye
en forma significativa a la lluvia acida. Por lo tanto, en comparaciéon con los combustibles
tradicionales, la combustiéon de biodiesel genera menos elementos nocivos para el medio

ambiente (Demirbas, 2003; Koh et al., 2008).

Por otro lado, no contiene ni benceno ni otras sustancias aromaticas cancerigenas
(hidrocarburos poliaromaticos, hidrocarburos no poliaromdticos u olefinas e hidrocarburos
oxigenados), a diferencia de los combustibles fdsiles que presentan concentraciones de estos
compuestos que son perjudiciales para la salud. La ausencia de estas sustancias contaminantes

en las emisiones disminuye el riesgo de enfermedades respiratorias y alergias.

Las emisiones de la mayoria de los principales contaminantes son netamente inferiores
en comparacién con el gasdleo de origen fésil, lo que ayudaria a mitigar el efecto invernadero.
El biodiesel hace innecesaria una cantidad equivalente de diésel, cuya extraccion y refino
generan graves dafios al medio ambiente, incluso antes de haberse quemado en un motor de
combustidn. Para su comercializacidon, normalmente el biodiesel se mezcla con diésel hasta un
20 % como maximo (B20), aunque en la actualidad se llega a comercializar puro, sin mezclas, lo
que le proporciona una mayor lubricidad a los motores. En la Figura 1.5 se muestran las
emisiones generadas mediante la combustion del biodiesel, segun la Agencia de Proteccion
Medioambiental de EE.UU. (EPA).
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Figura 1.5.- Principales emisiones originadas por la combustidn del biodiesel
(Fuente: Environmental Protection Agency, 2002).

En esta gréfica se puede observar que las emisiones de mondxido de carbono (CO),
hidrocarburos no quemados (HC) y material particulado (PM) disminuyen, mientras que la
emisiéon de oxidos de nitrégeno (NO,) aumenta ligeramente. Para el B20 y el biodiesel puro, las
emisiones de HC, CO y PM disminuyen entre un 20 y un 67 %, un 12 y un 50 %, y un 12 y un

48 %, respectivamente.

La materia prima del biodiesel ha mostrado influencia en las emisiones de NO, debido
al mayor contenido en O, presente en la misma. De forma general, la emisidon de este
contaminante es mayor cuanto mayor es el grado de insaturacién del biodiesel o menor es la
longitud de cadena del mismo (Castro et al., 2007). Sin embargo, existe una gran controversia
entre los diferentes autores consultados en cuanto a la emisién de este contaminante. La
mayoria de ellos encontraron un ligero incremento en la emisién de NO, (10-15 %) al emplear
biodiesel (Agarwal et al., 2001; Monyem et al., 2001; Cardone et al., 2002; Yamane et al.,
2004), si bien también es posible encontrar algunos autores que no encontraron diferencias
significativas (Durbin et al., 2000; Wang et al., 2000) o que determinaron incluso pequefias
disminuciones en las emisiones de NO, al emplear biodiesel (Ballesteros, 2002; Lapuerta et al.,
2002, 2005; Dorado et al., 2003a; Sahoo et al, 2007).

Tradicionalmente, el adelanto de la inyeccion, el mayor nimero de cetano del
biodiesel y la mayor presencia de oxigeno procedente de la materia prima han sido tratados en
la bibliografia para justificar el ligero incremento de NO, con el empleo del biodiesel. El
incremento del indice de cetano disminuye el tiempo de retraso y adelanta asi el inicio de la
combustién en el motor, por lo que su efecto puede ser igual que el del adelanto de la
inyeccion. La otra razon por la que se pueden incrementar las emisiones de este contaminante
se basa en la mayor disponibilidad de O, en la cdmara de combustién para combinarse con el
N, del aire y formar NO, (Schmidt et al., 1996; Monyem et al., 2001).
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En general, dos son las medidas que mas han sido comentadas en la bibliografia
consultada para eliminar el incremento de NO, al sustituir diésel por biodiesel. La primera de
ellas consiste en una modificacién de la inyeccidn que, como ya se ha discutido, es la causa
mas probable del incremento de NO,. La segunda medida es la utilizacion de biodiesel mas
saturado. Leung et al. (2006) propusieron variaciones de diversa naturaleza en la inyeccion
para optimizar las emisiones de estos gases con el biodiesel. Estos autores encontraron
mayores emisiones de NO,, pero demostraron que estableciendo convenientemente la presion
y el adelanto de inyeccién, asi como las dimensiones de los componentes de la bomba de
inyeccidén, se reducen las emisiones de NO, del biodiesel con respecto al diésel, sin aumentar

las emisiones de particulas e hidrocarburos.

Por otra parte, otros autores han propuesto la utilizacidn de biodiesel con mayor grado
de saturacién para disminuir la emision de NO,. Chapman et al. (2004) estudiaron dos
posibilidades para reducir la emision de NO, de mezclas de biodiesel con diésel. Por un lado,
aumentaron la saturacién del biodiesel mezclando 85 % de biodiesel de soja y 15 % de un
aditivo a base de ésteres saturados formado por 60 % de éster metilico caprilico (C8:0) y 40 %
de éster metilico caprico (C10:0). Los autores eligieron ésteres saturados de cadena corta para
compensar el deterioro de las propiedades de flujo en frio con la saturacion, con la esperable
mejora debida a la menor longitud de cadena. Probaron este nuevo biodiesel mezclado al 20 %
con diésel convencional y observaron una disminucién en la emisién de NO, del 2,8 % respecto

de la misma mezcla al 20 % de biodiesel sin diésel.

Otro atractivo del biodiesel desde el punto de vista medioambiental es que su
produccidn supone una alternativa de uso de aquellas tierras agricolas que, por razones de
mercado, estan siendo abandonadas por los agricultores, evitando asi los fenédmenos de
erosidon y desertificaciéon. La materia prima con la que se produce el biodiesel son vegetales
que, en su crecimiento, fijan en forma de carbono una parte del CO, que se encuentra en la
atmoésfera, de manera que se recicla casi todo el carbono involucrado desde el crecimiento del
grano hasta su combustidon en el motor, lo que favorece el cumplimiento de compromisos
internacionales ya adquiridos, como el Protocolo de Kioto. En la Figura .6 se muestra un

esquema del Ciclo del Carbono para el biodiesel.
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Figura 1.6.- Esquema del Ciclo del Carbono del biodiesel.
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Se puede considerar que el CO, que emite el biodiesel a la atmdsfera durante el
proceso de combustidn entra a formar parte del ciclo cerrado del carbono de la biosfera, con
lo que se consigue que el balance neto de CO, sea muy bajo. La combustion de una tonelada
de diésel emite, aproximadamente, tres toneladas de CO, que llega a ser practicamente lo
mismo que la combustién de una tonelada de biodiesel. Sin embargo, debido a que el biodiesel
recicla CO,, la sustitucion del diésel de petrdleo por biodiesel reduciria la emision neta de CO,.
Por tanto, se puede decir que el uso de biodiesel tiene un impacto directo y muy positivo en la
reduccion de la cantidad de CO, emitida por los motores de combustion, ya que es el mismo

que capté la planta oleaginosa durante su etapa de crecimiento mediante la fotosintesis.
1.5.1.2 Ventajas técnicas

La incorporacién del biodiesel al sistema de almacenamiento, distribucion y venta es
sencilla, posibilitando el empleo de la infraestructura actual de las gasolineras. Por otro lado, y
a diferencia de lo que ocurre con otros combustibles alternativos como el H,, el biodiesel
adquiere mas importancia aun, debido a la facilidad que supondria introducirlo en el mercado,
puesto que sus caracteristicas son muy similares a las del diésel convencional que se emplea
actualmente en automocidn. Esto implica que no es necesario introducir cambios significativos

en la actual logistica de distribucidn y venta utilizada para el gaséleo.

El empleo del biodiesel puede aumentar la vida util de los motores de los vehiculos, al
evitar el desgaste de todo el sistema de inyeccién de combustible, y su utilizacién no requiere
modificacién alguna en los motores actuales, ya que, desde los afios 90, la mayoria de los
fabricantes de automaviles han reemplazado las gomas y cauchos para la fabricacién de tubos
y juntas por otros pldasticos y polimeros que el biodiesel no es capaz de disolver. Ademas, la
renovacion de las instalaciones de distribucion de combustibles no es necesaria, con el
consiguiente ahorro en inversiones para la utilizacion de este biocombustible considerado
ecoldgico con el medio ambiente. Asimismo, posee mejores cualidades lubricantes que los
combustibles obtenidos a partir del petréleo (Knothe et al.,, 2005). Al mismo tiempo, es el
Unico combustible alternativo que funciona en cualquier proporcién con el combustible diésel
de petréleo, desde el B10 hasta el B100. Ademas, el punto de inflamacion (temperatura
minima a la cual un combustible liquido, por evaporacién, puede formar mezclas explosivas
con el aire) del biodiesel es el doble del diésel convencional. Esta ventaja es de vital
importancia debido a los requerimientos legales en lo que se refiere a la seguridad en el
manejo, transporte y almacenamiento del biocombustible. Otra de las ventajas es que, por
regla general, presenta un mayor indice de cetano que el diésel, lo que se traduce en una

mayor eficiencia en el motor.
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1.5.1.3 Ventajas socioeconémicas

La produccidn de biodiesel constituye una alternativa para aquellas tierras agricolas en
desuso, promoviendo la economia rural y manteniendo el empleo en el sector agricola.
Ademds del desarrollo econémico del medio rural, mejora el autoabastecimiento de
combustible y reduce la dependencia del petréleo. La disponibilidad de combustibles es clave
para mover la maquinaria utilizada en las labores agricolas. En este sentido, la posibilidad de
gue los productores rurales puedan autoabastecerse del combustible necesario redundard de
manera positiva tanto en la autonomia como en la economia de dichos medios. De esta forma,
se fijaria la poblacién en el ambito rural en paises no europeos, manteniendo los niveles de

trabajo y renta, y fomentando la creacién de diferentes industrias.

Por otra parte, el uso del biodiesel diversifica el origen de las materias primas
energéticas e implica por tanto una menor dependencia energética del petréleo y una mayor
seguridad en el suministro. Finalmente, reduce las importaciones de crudo y ayuda a equilibrar
la balanza de pagos. Otras de las ventajas es la posibilidad de la utilizacién de biodiesel
obtenido a partir de aceites y grasas de fritura, con lo que se elimina un contaminante que

presenta un fuerte impacto medioambiental.
1.5.2 Inconvenientes

A pesar de sus multiples ventajas y beneficios, la utilizacién de biodiesel también
presenta una serie de inconvenientes que son precisamente los que hay que superar para

romper las barreras existentes para su comercializacién.
1.5.2.1 Inconvenientes socioecondomicos

La mayor desventaja actual del biodiesel es su elevado coste de produccion en
comparacion con los carburantes procedentes del petrdleo, aunque ha ido disminuyendo con
el tiempo debido a los continuos aumentos del precio del crudo. En algunos paises el biodiesel
tiene subvenciones y exenciones de impuestos de los Gobiernos, por lo que se puede
comercializar a menor precio para los consumidores finales, ya que sin estas ayudas la
produccidn de biodiesel no seria factible econdmicamente (Girard et al.,, 2006; Wassell et al.,
2006; Frondel et al., 2007). En EE.UU., el Departamento de Agricultura ha establecido una
subvencién para los productores que empleen aceite de soja como materia prima para la
produccion de biodiesel. En Espafia, el biodiesel estd exento del Impuesto Especial de
Hidrocarburos, al menos hasta el 31 de diciembre de 2012, por lo que resulta un combustible
mas econdmico que el diésel tradicional. Esta exencidon tiene como objeto fomentar la
utilizacion de los carburantes de origen agricola, por sus ventajas energéticas vy

medioambientales, compensando asi su mayor coste de produccion.
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1.5.2.2 Inconvenientes técnicos

El biodiesel presenta una mayor viscosidad que el diésel por lo que pueden surgir
problemas de pérdidas de flujo a través de los filtros e inyectores. Si el flujo de combustible
altera el spray, se puede formar hollin en el inyector o una dilucién del lubricante (Demirbas,
2007). Debido a su mejor capacidad como disolvente con respecto al diésel, los residuos
existentes en el depdsito son disueltos y enviados al motor por la linea de combustible,
pudiendo obstruir los filtros. Este hecho sélo se produce cuando se utiliza biodiesel por
primera vez después de haber estado consumiendo diésel mineral, y es funcion del nivel de

suciedad que haya en el motor y en el depdsito de combustible.

El biodiesel presenta problemas para funcionar a bajas temperaturas. Generalmente,
el punto de congelaciéon (PC) y el punto de obstruccion de filtro en frio (POFF) son superiores al
diésel, dependiendo de la materia prima con la que se produjo el biodiesel. A bajas
temperaturas puede empezar a solidificar y formar cristales que pueden obstruir los conductos
del biocombustible. Esto origina que el biodiesel no pueda emplearse en temporadas
invernales pero si en verano o en paises tropicales (Benjumea et al., 2009). Sin embargo, se
pueden emplear aditivos en concentraciones elevadas para cumplir las exigencias de los

gasodleos en invierno.

El poder calorifico inferior (PCl) del biodiesel es menor que el del diésel, por lo que la
potencia del motor disminuye. El calor de combustién se reduce en, aproximadamente, un
12 % debido a la presencia de O, en la molécula, disminuyendo el par motor y la potencia en
un 10 %, aunque este fendmeno no es tan evidente al compensarse con un mayor indice de

cetano del biodiesel, siendo la combustién mas completa con una menor compresion.

Por otro lado, pueden aparecer algunos problemas debido a corrosién y particulas de
desgaste en el tanque, ya que el biodiesel es un producto hidréfilo y degradable. Los FAMEs
son mas agresivos que el diésel con materiales como el caucho y los tipos mds comunes de
pinturas, aunque la gran mayoria de los vehiculos que se comercializan actualmente son
fabricados con componentes resistentes al biodiesel, como son aluminio, acero, acero
inoxidable y polimeros como el tefldn, nylon, vitdn, cauchos fluorados, etc. Materiales como el
cobre, latén, bronce, plomo, estafio y zinc tienen un efecto catalitico sobre el proceso de
oxidacién del biodiesel, formandose gran cantidad de sedimentos, depdsitos en los inyectores
y colmatacidn en los filtros, por lo que debe evitarse su uso en los elementos del sistema de
combustible (Mittelbach et al., 2003). De igual forma, si se utiliza B100 se recomienda que las
pinturas del depdsito de combustible y demdas partes en contacto con el combustible se

sustituyan por otras acrilicas (Lépez Diaz, 2005).

Hasta el momento, no estd claro el tiempo de vida util del biodiesel; algunos autores
sostienen que posee un tiempo de vida muy corto, mientras que otros afirman que su vida util
llega a igualar o superar los 10 afios. Sin embargo, la bibliografia coincide en sefialar que su

vida util depende de su manipulacién y almacenamiento, por lo que es necesario consumirlo lo
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antes posible una vez producido, o recurrir a aditivos (antioxidantes) que suponen un coste

adicional.
1.6 Situacidn actual del biodiesel
1.6.1 Situacion actual del biodiesel en el mundo

La produccién de biocombustibles a nivel mundial ha crecido exponencialmente en los
ultimos afios. Como ya se ha comentado, su desarrollo ha estado ligado a la subida del precio
del petrdleo, a las politicas de promocién adoptadas por los gobiernos de los distintos paises y
a la creciente concienciacion social desarrollada en torno al cuidado medioambiental. El
mundo apuesta actualmente por el biodiesel y por el bioetanol como alternativa a los
combustibles de origen fésil, dado que ambos proceden de fuentes renovables y permiten
reducir de modo significativo las emisiones de CO, a la atmdsfera. El continente americano
concentra mas del 95 % de la produccién mundial de bioetanol, mientras que la producciéon de
biodiesel procede principalmente de la Unién Europea (UE). Segin el Departamento de
Biocarburantes del Instituto para la Diversificaciéon y Ahorro de la Energia (IDAE) del Ministerio
de Industria, Turismo y Comercio de Espafia, la produccion mundial de biodiesel se ha
multiplicado por 10 en los ultimos 8 afios hasta alcanzar practicamente los 24 millones de
toneladas durante el afio 2010. En la Figura I.7 se muestra la evolucién exponencial de la

cantidad de biodiesel producida en el mundo durante los Ultimos 20 afios.
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Fuente: Earth Policy Institute y F.O. Licht.

La mayor parte del crecimiento en la produccion de biodiesel se estd originando

principalmente en EE.UU., Brasil y Alemania, que reinen mas de la mitad de la produccién
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mundial de biodiesel. En 2009, Europa siguié liderando el mercado de biodiesel, con una cuota
de produccién de aproximadamente el 50 %. El segundo puesto lo ocupd el continente
americano con una cuota cercana al 33 %. Los cinco principales paises productores a nivel
mundial durante el afio 2009 fueron Alemania, EE.UU, Francia, Argentina y Brasil, que en su
conjunto produjeron aproximadamente el 68 % del total del biodiesel que se elabora en el
mundo. Australia es el mayor productor en la region Asia-Pacifico, seguido de China y la India
(Infinitas Renovables, 2010). En la Figura 1.8 se muestra la produccién de biodiesel por

continentes durante el afio 2009.
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Figura 1.8.- Produccién de biodiesel por continentes. Fuente: Eurobserver 2009.

La utilizacién de biodiesel como combustible permitird sustituir o disminuir la
importaciéon de petréleo, asegurando el abastecimiento energético de los diferentes paises. Sin
embargo, una sustitucion total en el contexto actual resultaria agricolamente imposible. Segun
el Movimiento Mundial por los Bosques (WRM), se requeririan unos 26 millones de hectareas
de terreno para mover los coches y autobuses europeos con biodiesel. A nivel mundial, una
sustitucion completa del petrdleo por biodiesel implicaria que la mayor parte de la superficie
cultivable del planeta deberia dedicarse a producir biocombustibles, asi como enormes
cantidades de agua potable, y no a producir alimentos, por lo que en la actualidad pensar que
el biodiesel sea una alternativa real es una utopia. Es de vital importancia la toma de
decisiones estratégicas que permitan seleccionar tipos de cultivo mas adecuados para que
ocupen la menor extension de tierra posible, logrando el mayor rendimiento para la obtencién

de biocombustibles sin que esto produzca una merma en la oferta alimentaria.

La utilizacion de aceites procedentes de procesos de fritura como materia prima
permitiria la eliminacién de estos residuos, a la vez que impulsaria los parques
automouvilisticos. Otra alternativa muy interesante es el empleo de aceites producidos a partir
de semillas oleaginosas no comestibles, es ya que permitiria la utilizacién de terrenos de

cultivo actualmente en desuso, lo que generaria puestos de trabajo. Por ultimo, la utilizacidn
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de microalgas es una de las alternativas que mads beneficios estdn generando en los ultimos
afios, debido a su enorme facilidad de reproduccion y a la elevada cantidad de aceite que se

puede extraer a partir de ellas para la produccién de biodiesel.

Recientemente, se ha inaugurado en Singapur la mayor planta de produccién de
biodiesel del mundo, construida por la compaiiia finlandesa Neste Oil. La planta tiene una
capacidad de produccion de 800.000 toneladas anuales de biodiesel, obtenido a partir de
aceite de palma de Malasia e Indonesia y grasa animal, y serd exportado a los mercados de
Europa, Canadd y EE.UU. Esta compaiiia ha desarrollado su propia tecnologia para producir
biocombustibles, denominada NExBTL, utilizando cualquier tipo de grasa vegetal o animal

como materia prima

Segun la revista Biofuels International, los biocombustibles podrian ser comercializados
en EE.UU. en el sector del transporte aéreo a partir del afio 2015, siendo previsible que
aproximadamente el 1 % del combustible empleado en dicho sector proceda de
biocombustibles, empleando unos 73 millones de litros. Este hecho ha provocado que las
empresas del sector estén trabajando en la incorporacién de la nueva mezcla sin que se
produzcan efectos negativos en las aeronaves, al tiempo que se reduzcan las emisiones de CO,

a la atmodsfera.
1.6.2 Situacidn actual del biodiesel en Europa

Para tener una idea de la dimensidn del proceso industrial de produccidn del biodiesel,
resulta oportuno observar la reciente evoluciéon de este mercado a nivel europeo. En julio de
2010 se contabilizaban en Europa 245 plantas de produccion de biodiesel, lo que suponia un
descenso del 13 % en el numero de instalaciones respecto a 2009. Sin embargo, a pesar de
este descenso, la capacidad de produccién aumentéd un 38 % en 2010, hasta alcanzar
aproximadamente los 24 millones de toneladas. La causa de este desajuste se debe
principalmente a que las plantas que han desaparecido han sido las de menor tamano.
Ademas, los proyectos de |+D+i y la experiencia adquirida durante estos ultimos afios han

hecho posible que las instalaciones de biodiesel sean cada vez mas productivas.

Alemania es el pais con mayor capacidad de produccién de biodiesel del mundo, a
pesar de que su capacidad descendié en 280.000 toneladas en el aifio 2009. Durante el ultimo
afio, Espafia y Francia han reducido su capacidad de produccion en aproximadamente, un 3y
un 1,5 %, respectivamente. ltalia ha sido el pais europeo que ha experimentado el mayor
crecimiento en capacidad productiva en el mismo periodo, alrededor de un 25 %, mientras que
otros paises como Holanda, Polonia o Bélgica se encuentran a mayor distancia. En la Figura I.9
se muestra la capacidad de produccion de biodiesel de los paises de la UE durante los afios
2008 y 2009.
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Figura 1.9.- Capacidad de produccion de biodiesel por paises de Europa.
Fuente: Eurobserver 2009.

Segun European Biodiesel Board (EBB), la industria europea del biodiesel continud
creciendo durante el afo 2009. En total, se produjeron 9 millones de toneladas, un 17 % mads
que durante el afio 2008. Asimismo, durante el afio 2008 se obtuvieron en Europa,
aproximadamente, 8 millones de toneladas, un 36 % mas que durante el afio 2007. Espafia fue
el pais que experimentd el mayor crecimiento, pasando de 207.000 toneladas durante el afio
2008 a 859.000 toneladas en el 2009, adelantando a paises como Italia, Bélgica, Polonia o
Portugal, entre otros, y pasando a ocupar la tercera posicién en el ranking europeo de paises
productores. También incrementaron su produccién Austria, Bélgica, Finlandia, Italia, Holanda
y Polonia, mientras que Alemania, Grecia y Reino Unido redujeron su tonelaje. En Europa, el
biodiesel continla siendo el biocombustible mas comercializado, logrando el 75 % del total de

toneladas producidas.
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A pesar de las medidas puestas en marcha para fomentar la produccién de
biocombustibles, ningln pais europeo produce al 100 % de su capacidad. El principal
productor de biodiesel, Alemania, tiene el 50 % de su capacidad detenida. El caso de Espafia es
especialmente llamativo, ya que tiene capacidad para generar un 80 % mas de lo que produce
en la actualidad. Estos datos ponen de manifiesto que las perspectivas de negocio sobre el
mercado de los biocombustibles lanzaron a los productores a poner en marcha numerosas
plantas que, en la actualidad, se encuentran cerradas o paradas como consecuencia de las
dificultades a las que se enfrenta el sector para su consolidacidon. La UE ha aprobado el
objetivo de un consumo minimo de biocarburantes en todos los Estados Miembros del 10 % en
relacion a los carburantes destinados al transporte durante el afio 2020, objetivo dificilmente
alcanzable debido a las actuales normativas y a la influencia de los paises productores de

petrdleo.

Las practicas comerciales desleales en el mercado internacional del biodiesel
contindan siendo el principal obstaculo de la industria europea, que esta viendo cémo se frena
su crecimiento y se desaprovecha su potencial. Este hecho, unido al despertar productivo de
algunos paises subdesarrollados, ha afectado gravemente la rentabilidad de los productores de
biodiesel de la UE desde principios de 2007. Durante mas de dos afios, los productores de
biodiesel europeos tuvieron que competir con importantes subvenciones y el dumping
(introduccién de un producto en un pais a un precio inferior al del pais de origen) de biodiesel
de los EE.UU., conocido como B99. El biodiesel B99 se ha comercializado en Europa con un
descuento considerable, incluso a menor precio que el aceite crudo de soja. Tras la aprobacion
por la UE, en marzo de 2009, de la imposicion de medidas arancelarias antidumping contra el
biodiesel B99, comenzaron a surgir practicas similares, como la importacion de biodiesel B19
(con mezclas artificiales) o la importacidn a través de varios paises. Asi, en los Ultimos meses se
ha venido importando a Europa biodiesel de Canada a un precio menor que la propia materia
prima (aceite de soja y colza) y con dudas razonables sobre su verdadero origen (EE.UU.),
situacion que esta siendo investigada por la UE En julio de 2009, estas medidas antidumping

fueron prorrogadas durante 5 afios mas con la aprobacion del Consejo de Ministros Europeos.

Asimismo, las exportaciones de biodiesel de Argentina a Europa contintdian en auge en
perjuicio de los productores europeos. En 2009 se importaron a Europa 850.000 toneladas de
biodiesel argentino, y en los cuatro primeros meses de 2010 ya se habian alcanzado las
260.000 toneladas. Esto es debido a la politica argentina de impuestos diferenciales, que
establece un incentivo fiscal artificial a la exportacién de biodiesel, imponiendo menos
impuestos al producto que a la materia prima, proporcionando mayor valor agregado al aceite

de soja.

El compromiso de la UE para luchar contra el cambio climatico y el calentamiento
global del planeta se actualizé en 2009 con la aprobacién de la Directiva 2009/28/CE, del 23 de
abril, mediante la que se establece un marco comun para el fomento de la energia procedente

de fuentes renovables. Esta nueva normativa deroga las directivas 2001/77/CE, de fomento de
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las energias renovables en la generacion de electricidad, y la 2003/30/CE, sobre el uso de
biocombustibles en el transporte. El texto fija los objetivos “nacionales obligatorios” para cada
uno de los Estados Miembros sobre la cuota de energia procedente de fuentes renovables en
el consumo final bruto para el horizonte del afio 2020 y se ajusta el objetivo global “20-20-20",
es decir, reducir un 20 % el consumo de energia primaria en la UE y las emisiones de GEl y
elevar la contribucidon de las energias renovables al 20 % del consumo. La lucha contra el
cambio climatico y la creciente dependencia del petréleo estdn promoviendo el desarrollo de
investigaciones y proyectos tecnoldgicos que aporten nuevos métodos de produccién de

biodiesel.

La entrada en vigor, en diciembre de 2010, de la Directiva de Calidad del Combustible,
2009/30/CE, obliga a productores y comercializadores europeos a aplicar la normativa sobre la
sostenibilidad de los biocombustibles. Esta directiva permitird que biocombustibles y
combustibles fésiles puedan competir en el mercado en igualdad de condiciones respecto a su
emisiéon real de GEIl, ya que contardn con el mismo sistema de medicién. Asi, los
biocombustibles deberan garantizar una reduccién minima de GEI del 35 % en comparacion

con la gasolina y el gasdéleo, porcentaje que aumentara al 50 % a partir del afio 2017.
1.6.3 Situacion actual del biodiesel en Espaiia

La mayor parte de la produccion espafiola de biodiesel procede de aceites de fritura, y
el resto se elabora con aceite de soja importada y otros productos oleaginosos. Durante el afo
2010, el nimero de plantas de produccion de biodiesel en Espaiia se redujo de 53 a 46, debido
a que los fabricantes espafioles han tenido grandes dificultades para utilizar toda su capacidad
industrial, dar salida comercial a su produccidn y rentabilizar sus inversiones por los mismos
problemas que han tenido el resto paises de la UE, dato que contrasta con el crecimiento
continuado en el nimero de plantas que se ha registrado durante los ultimos afios. Castilla La
Mancha es la Comunidad Auténoma que concentra el mayor nimero de plantas instaladas
(Infinitas Renovables, 2010). Aunque el descenso en el nimero de plantas se situdé en un 13 %,
la capacidad productiva espafiola tan sdlo se redujo en un 3 %. En 2010, la capacidad de
produccion de las plantas de biodiesel en Espafia superaba los 4 millones de toneladas al aio,
lo que situd a nuestro pais como el segundo pais europeo con mayor capacidad productiva. En
la Figura 1.10 se muestra la evolucion de la capacidad de produccion de biodiesel en Espafia

durante los Ultimos afios.
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Figura 1.10.- Evolucion, en toneladas, de la capacidad de produccién de biodiesel en Esparia.
Fuente: European Biodiesel Board, 2010.

A pesar de tener instalada una gran capacidad de produccién, los datos contrastan con
el consumo de biodiesel que, segun la Asociacién de Productores de Energias Renovables
(APPA), se ha multiplicado durante los ultimos afos. En esta linea se indica que el incremento
del consumo no tuvo una repercusién directa sobre el mercado espafiol debido a que la
mayoria del biodiesel consumido en Espafia proviene de importaciones desleales procedentes
en su mayoria de Argentina e Indonesia. Los productores temen que si las autoridades
espafiolas no lo remedian en breve, las importaciones desleales se hardn con la totalidad del

mercado espainol de biodiesel.

El cierre de plantas ha provocado que Andalucia deje de ser la comunidad con mayor
capacidad productiva de biodiesel a favor de la Comunidad Valenciana, que concentra el 15 %
de la capacidad espafiola, debido a la presencia en Castellén de la mayor planta de produccién
de Espafia. En la Tabla 1.1 se muestran las plantas de produccién de biodiesel en
funcionamiento en Espafia, a 31 de marzo de 2010, de mayor a menor capacidad de
produccion, asi como las provincias donde se encuentran radicadas. En abril de 2011, se
inauguré una nueva planta de biodiesel en Ledn, de la empresa Vecernegy Bida Toreno S.L.,
con una capacidad productiva de 120.000 toneladas anuales, utilizando como materia prima

aceites vegetales, incluidos los procedentes de fritura, asi como grasas animales.
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Tabla I.1.- Plantas de biodiesel en funcionamiento en Espafia a 31 de marzo de 2010.

(Fuente: http://www.appa.es).

EMPRESA LOCALIDAD PROVINCIA  CAPACIDAD (t/a)
Infinita Renovables Castelldn Castelldn 600.000
Infinita Renovables Ferrol La Coruiia 300.000
Bioenergética Extremeiia 2020 Valdetorres Badajoz 250.000
Bio Oils Huelva | Palos de la Frontera Huelva 250.000
Iniciativas Bioenergéticas Calahorra La Rioja 250.000
Biodiesel Bilbao Zierbena Vizcaya 200.000
Saras Energia Cartagena Murcia 200.000
Biocombustibles de Zierbana Zierbena Vizcaya 200.000
Entaban Biocomb. Galicia Ferrol La Coruiia 200.000
Abengoa San Roque San Roque Cadiz 200.000
Combustibles Ecoldgicos Biotel Barajas de Melo Cuenca 150.000
Biocom Energia Algemesi Valencia 110.000
Greenfuel Extremadura Los Santos de Maimona Badajoz 110.000
Biocarburantes CLM Ocaiia Toledo 105.000
Linares Biodiesel Technology Linares Jaén 100.000
Biodiesel Aragén Altorricén Huesca 100.000
Sdad. Coop. Gral. Agrop. Acor Olmedo Valladolid 100.000
Biodiesel Caparroso Caparroso Navarra 70.000
Bionet Europa Reus Tarragona 50.000
Entaban Biocomb. Guadalquiv. Sevilla Sevilla 50.000
Ecoproductos Cast. La Mancha Montalbo Cuenca 50.000
Biodiesel Castilla La Mancha Santa Olalla Toledo 45.000
Biocombustibles de Cuenca Cuenca Cuenca 40.000
Energia Gallega Alternativa Cerceda La Corufia 40.000
Combunet Monzoén Huesca 40.000
Bionor Berantevilla Berantevilla Alava 36.000
Biocarburantes de Galicia Begonte Lugo 35.000
Grupo Ecolégico Natural Llucmajor Baleares 33.000
Stocks del Valles Montmeld Barcelona 31.000
Biodiesel de Andalucia 2004 Fuentes de Andalucia Sevilla 30.000
Solartia Los Arcos Navarra 28.500
Hispanergy Puertollano Puertollano Ciudad Real 25.000
Hispanergy del Cerrato Herrera de Valdecafas Palencia 25.000
Entaban Biocomb. del Pirineo Alcalad de Gurrea Huesca 25.000
Bionorte San Martin del Rei Asturias 25.000
Biocarburantes Almadén Almadén Ciudad Real 21.000
Biocarburantes de Castilla Valdescorriel Zamora 20.000
Diesol Alcala de Henares Madrid 15.000
Comb. Ecol. Mediterraneo Elda Alicante 10.000
Biocomb. de Castillay Leén San Crlsto'bal de Zamora 6.900
Entrevias
Albabio Andalucia Nijar Almeria 6.000
Biocarburos de Almanzora Cuevas de Almanzora Almeria 6.000
Biodiesel Carburantes Carranque Toledo 6.000
Bercam Los Yébenes Toledo 6.000
Bioteruel Albalate del Arzobispo Teruel 5.000
Transportes Ceferino Martinez Vilafant Gerona 5.000
TOTAL 4.210.400
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En la Figura .11 se muestra la capacidad de produccién de biodiesel por Comunidades
Auténomas en Espafia.
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Figura I.11.- Capacidad de produccion de biodiesel por Comunidades Autdnomas en Espafia durante el
afio 2010. Fuente: European Biodiesel Board, 2010.

En Cantabria no hay ninguna planta de produccion de biodiesel, aunque la empresa
General de Biocarburantes S.A. tenia previsto la instalacién de una planta con una capacidad
de produccién de 150.000 toneladas por afio, aunque todavia no ha entrado en
funcionamiento. En las Islas Canarias aun se esta lejos de los inicios y despegue en el consumo
de biodiesel, ya que la situacion geografica del archipiélago y los precios no han motivado el
desarrollo de esta alternativa energética. No obstante, se estdn realizando estudios para la

introduccion del biodiesel en las islas.

El crecimiento en la capacidad de produccién no ha ido acompafnado de una evolucién
similar en el consumo de biocarburantes, por lo que para incentivar su consumo se han
tomado varias medidas, entre las que destaca la aprobacion de la Orden ITC/2877/2008, de 9
de octubre, por la que se establecid un mecanismo de fomento del uso de biocarburantes y
otros combustibles renovables para el transporte. De esta forma, el consumo de biodiesel en
Espana durante el afio 2009 se incrementd en un 142 % con respecto al 2008. Segun datos de
APPA, el consumo superd durante ese afio, por primera vez, la barrera del milléon de toneladas

como consecuencia de la entrada en vigor de la obligatoriedad en el uso de biocombustibles.

Durante el afio 2010 el consumo de biodiesel ascendié a 1.213.747 toneladas, siendo
importado el 60 % del biodiesel consumido en Espafia. Actualmente, las plantas espafiolas sélo

producen el 20 % de su capacidad. Las causas de este bajo nivel de produccién son,
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principalmente, que los fabricantes espafioles siguen teniendo que hacer frente a las
importaciones de biodiesel procedentes de otros paises donde la produccién esta
subvencionada (Argentina, Canada o Indonesia) y al retraso en la adopcion de medidas que
fomenten el consumo de biocombustibles en Espafia. En la Figura .12 se muestra la evolucién
del consumo de biodiesel en Espafia en el periodo 2005-2010, observandose como el consumo

procedente de importaciones ha ido aumentando anualmente.
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Figura 1.12.- Evolucion del consumo de biodiesel en Espafia en el periodo 2005-2010.
Fuente: CORES y APPA biocarburantes.

Cabe mencionar que la actitud politica es fundamental para fomentar el uso de los
biocombustibles, pero en la actualidad el Gobierno de Espafia no ha presentado una opinion
concreta sobre este tema. Por un lado, debe sefialarse la reciente decisién del Ministerio de
Industria, Turismo y Comercio de rebajar la obligacién global de biocarburantes de 2010 desde
el 5,83 % hasta el 4,78 % en términos energéticos. Con esta medida, que adoptd a principios
de 2011 mediante una Resolucidn de la Secretaria de Estado de Energia, Espafia ha incumplido
el objetivo minimo de biocarburantes fijado por la Directiva Europea de biocarburantes de
2003 (5,75 %), objetivo que, aumentando hasta el 5,83 %, habia quedado recogido en el Plan
de Energias Renovables 2005-2010 y hecho obligatorio en 2007 mediante una reforma de la
Ley del Sector de Hidrocarburos. Por otro lado, el Gobierno habia aprobado mediante el Real
Decreto 1738/2010, de 23 de diciembre de 2010, unos objetivos obligatorios de
biocarburantes para los proximos afios de 5,9 %, 6,0 % y 6,1 % para 2011, 2012 y 2013,

respectivamente.

Debido a la actual crisis energética, el Consejo de Ministros de 25 de febrero de 2011

modificéd las obligaciones sobre el uso de los biocarburantes para 2011 hasta un 7 % en
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términos energéticos sobre el conjunto de gasolinas y gaséleos de automocién, lo que
incrementard las obligaciones previstas para 2012 y 2013. Los productores consideran esta
nueva medida como positiva, pero resulta inutil para disminuir la dependencia energética del
exterior si el Ministerio de Industria, Turismo y Comercio no muestra la misma decisién politica
para aprobar de inmediato el proyecto de Orden Ministerial, presentado en octubre de 2010,
para evitar las importaciones desleales de biocarburantes, apoyar la sostenibilidad econémica
del sector e impulsar la produccidon de biodiesel nacional. La aprobacidon de esta medida
permitiria a las plantas espanolas poder producir biodiesel, al tiempo que podrian competir en
el mercado nacional e internacional. Ademas, se espera que esta rectificacion del Gobierno,
respecto a lo aprobado el 23 de diciembre de 2010, sea el primer paso de una politica de
biocarburantes mds ambiciosa, que permita seguir incrementando los objetivos de consumo
hasta el 10 % en el periodo 2013-2014 y poder alcanzar asi el objetivo del 20 % de consumo
marcado por la UE para el afio 2020 (APPA Biocarburantes, 2010, 2011).

En la actualidad, la empresa espafiola Bio Fuel Systems (BFS) ha conseguido un sistema
de conversion de energia que permite la produccion masiva y sostenible del primer
biopetréleo existente en el mundo mediante un “Acelerador Bio Electromagnético”, que
incrementa el crecimiento de las microalgas y recupera la energia captada durante la
fotosintesis con una extrema eficacia de transferencia energética. Partiendo de cepas de
microalgas de origen natural, pero adaptadas y modificadas posteriormente para que
presenten una elevada tasa de reproduccion y produccién de compuestos energéticos
(fitoplancton, diatomeas, cloroficeas) con tiempos para la cosecha entre 8 y 24 horas, esta
empresa ha obtenido cantidades de biomasa superiores a los que se consiguen con cualquier
otro sistema en el que se emplean cultivos terrestres (palma, girasol, colza), asi como sistemas
convencionales de crecimiento de microalgas mediante los fotobioreactores, lo que garantiza
una alta eficacia de su sistema. De esta forma, se podrian producir 95 millones de barriles de
biopetréleo al dia, en una superficie de 50.000 km?® Esto resulta una alternativa a los
combustibles de origen fésil, ya que no seria necesaria una gran superficie de terreno para

producir este biocombustible.
1.6.4 Situacion actual del biodiesel en las Islas Canarias

La situacion de las Islas Canarias con respecto a la implantacion de plantas de
produccidn de biodiesel ha sufrido algin revés durante los ultimos afos. En 2007 la empresa
Biodiesel Canarias S.L. presentd un proyecto de instalacion de una planta de fabricaciéon de
biodiesel para el transporte en la zona franca del Puerto de la Luz, en Las Palmas de Gran
Canaria. El funcionamiento de la instalacion se centraba en la utilizacién de aceite de soja,
colza, girasol, etc. procedente de Brasil y Argentina, pero el objetivo final era la utilizacion de
Jatropha curcas como materia prima, con la que se produce el doble de cantidad de aceite y

biodiesel de mejor calidad. Dicho proyecto fue avalado por la Zona Especial Canaria, pero
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nunca llegd a buen fin, puesto que aparecié publicado en el BORME la extincion de la

mencionada empresa el pasado mes de octubre.

Mediante Resolucién de Viceconsejeria de Medio Ambiente y Ordenacidn Territorial
del Gobierno de Canarias n2 31, de 8 de febrero de 2010, se otorga Autorizacion Ambiental
Integrada (AAl) a la empresa DISA renovables S.L.U., para la implantacién de una planta de
biodiesel a partir de aceites vegetales comestibles, no comestibles y de fritura en el poligono
industrial de Granadilla, en el sur de Tenerife (BOC, 2010/096). El permiso se otorga a la
empresa para producir, a partir de aceites vegetales, 150.000 toneladas anuales de biodiesel.
La AAl es una licencia que deben tener aquellas empresas que realizan actividades industriales
contaminantes en las Islas Canarias, con el objetivo de reducir la contaminacién de la
atmoésfera, del agua y del suelo, para alcanzar un nivel elevado de proteccién del medio
ambiente. Posteriormente, y mediante Resolucién n° 245, de 12 de mayo de 2010, se otorga
otra AAIl a la entidad Biodiesel Lanzarote S.L. en relacién al proyecto basico correspondiente a
la instalacion denominada "Instalaciones de Biodiesel Lanzarote" en el término municipal de
Arrecife, Lanzarote (BOC, 2010/114). De esta forma, se instalaran en las Islas Canarias las

primeras dos plantas para la produccion de biodiesel.

Por otra parte, la empresa DISA S.L. estd impulsando desde 2007 un ambicioso
proyecto para la obtencidn de biodiesel a partir de Jatropha curcas en las Islas Canarias. El
Proyecto “DISA Biocombustible Jatropha” se centra, por un lado, en desarrollar biocombustible
a partir del aceite de Jatropha, una planta de origen caribefio cultivada en Fuerteventura y, por
otro, en la recuperacion medioambiental de suelos degradados de la isla para ayudar asi a
reducir el problema de la desertizacién. Estas directrices, segun detalla el proyecto de DISA,
estan contenidas en la “Estrategia de Sostenibilidad: Energia y Agua”, en el ambito del Plan
Energético de Canarias (PECAN) y en la Convencidon de Naciones Unidas de Lucha contra la
Desertizacion. El Proyecto nacié en 2007 con la firma de un convenio entre DISA y la
Universidad de La Laguna, con la colaboracién de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
y el apoyo del Cabildo de Fuerteventura, que ha cedido los terrenos para la plantacién piloto,

asi como del Gobierno de Canarias.

Las conclusiones obtenidas en una primera fase del proyecto, desarrollada entre 2007
y 2010, han sido positivas ya que se ha observado que el cultivo de la Jatropha curcas es viable
en la isla de Fuerteventura debido a su clima y a la existencia de terrenos baldios, no utiles
para otros cultivos. En esta primera fase, se ha experimentado sobre el crecimiento de la
Jatropha curcas y se han estudiado las variedades que mejor responden a las condiciones
climaticas del territorio de la isla de Fuerteventura, distintos tipos de regadio, productividad,
abonos y posibles enfermedades de las plantas. El objetivo de la segunda fase del proyecto,
que se prolongara hasta 2014, es incorporar al estudio el riego con aguas regeneradas y
analizar el método mas adecuado para la extraccién del aceite, su rendimiento, composicion y
aprovechamiento del biocombustible obtenido a partir de ella. Si finalmente se lograse el

objetivo de hacer posible la explotacidon industrial del primer biocombustible netamente
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canario, supondria la creacidn de una nueva industria, diversificacidon agricola, creacién de
empleo, nuevas estructuras del transporte y uso del agua, recuperacion de suelos degradados,

posibles cultivos de forrajes para la ganaderia de la isla y un impacto positivo en el PIB canario.
1.7 Utilizacidn de aceites de fritura como materia prima

Los aceites de fritura son considerados actualmente como una de las alternativas mas
econdmicas para la produccién de biodiesel, y con su utilizacién se evitarian los enormes
gastos econdmicos que supone su tratamiento como residuo. Ademas, los aceites de fritura
presentan un gran nivel de reutilizacion y muestran una buena aptitud para su
aprovechamiento como biocombustible (Agarwal, 2007). El aceite de cocina procedente de
procesos de fritura es uno de los grandes responsables de la contaminacién de las aguas
subterrdneas, fluviales y marinas, asi como de la vida que en ellas habita, formando en la
superficie del agua una pelicula dificil de eliminar, que afecta al intercambio de O, y altera el

ecosistema.

Los aceites residuales de cocina proceden principalmente de restaurantes, cafeterias,
hospitales, hoteles, industrias alimentarias, comedores colectivos o de puntos limpios para su
reciclaje. Su coste puede ser hasta un 60 % inferior al de los aceites refinados, dependiendo de
la fuente y la disponibilidad, o incluso nulo (Predojevic, 2008). En la actualidad y gracias a la
concienciacion ciudadana, los ayuntamientos espafioles estan promoviendo la recogida de
este residuo generado en los domicilios particulares, pero el porcentaje de aceite recogido
sigue siendo muy inferior al consumido, por lo que debe fomentarse que este residuo no acabe

por los desagties de los hogares espafioles.

Estos aceites tienen propiedades tanto del aceite crudo como del refinado. El calor y el
agua aceleran la hidrélisis de los triglicéridos, por lo que el contenido de FFA en el aceite
aumenta. La materia insaponificable, la viscosidad y la densidad aumentan considerablemente
debido a la formacién de dimeros y polimeros, pero el indice de yodo y la masa molecular
disminuyen (Enweremadu et al., 2009), por lo que el aceite de fritura requiere de varias etapas
de acondicionamiento, previas a la reaccién de transesterificacién, produciendo un incremento
en los costos de produccion (Canakci et al., 2008). A pesar de estos problemas, los aceites
reciclados son considerados como una de las alternativas con mejores perspectivas en la
produccion de biodiesel, ya que es la materia prima mas barata, y con su utilizacion se

evitarian los costes de su tratamiento como residuo.

Los estudios sobre la utilizacién de aceite de oliva para producir biodiesel son
practicamente inexistentes, estando limitados a aquellos en los cuales este aceite procede de
procesos de fritura (Dorado et al., 2003a, 2003b, 2004). Este hecho se debe a que el aceite de
oliva tiene, casi exclusivamente, un uso alimentario, lo que le confiere un elevado valor
econdmico que hace innecesario disefiar mercados alternativos para los excedentes. A pesar

de ello, este aceite puede tener muy diversas calidades, desde el virgen extra hasta el de orujo.
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Recientemente se ha asociado la existencia de benzopirenos al aceite de orujo de oliva, que lo
convierten en inadecuado para el consumo humano por la elevada toxicidad de estos
productos. Por ello, el biodiesel abre nuevas posibilidades para estos aceites de oliva de dificil

comercializacion.

Espafia es un gran consumidor de aceites vegetales, principalmente de oliva y girasol.
Estos aceites presentan un bajo nivel de reutilizacién, por lo que no sufren grandes
alteraciones y muestran una buena actitud para su aprovechamiento como biocombustible.
Los datos de consumo en Espafia se sitlan en torno al millén de toneladas, lo que implica una
produccidn de aceites de fritura en torno a las 750.000 toneladas al afio. La estructura de este
consumo se caracteriza por un peso muy elevado del sector hogar, alrededor del 70 % del
total, y el resto corresponde al sector hostelero e industrial (Lépez Diaz, 2005). Ademas, como
valor anadido, la utilizacidon de aceites de fritura se traduce en signos de una buena gestién
medioambiental, pero su recogida es problematica. La Comisién Europea propone que los
Ministerios de Medio Ambiente y los Ayuntamientos creen un sistema de recogida de aceite
frito, oleinas y grasas a tres niveles (industrial, hostelero y doméstico), con especial atencion a

su control y trazabilidad.

En el caso de Espafia, dicha recogida no esta siendo promovida enérgicamente por la
Administracion Publica, pese a que la Ley 10/98 de Residuos establece la prohibicién de verter
aceites de fritura, lo cual es un incentivo mas para su utilizacién en la fabricacién de biodiesel.
De igual forma, en las Islas Canarias se establecid la Ley 1/1999, de 29 de enero, de Residuos
con los mismos objetivos y con la premisa de que los residuos se revalorizaran y eliminaran sin
poner en riesgo la salud de las personas y sin emplear procedimientos ni métodos que puedan
perjudicar al medio ambiente. En la Tabla I.2 se muestran las toneladas de los diferentes tipos
de aceites importados a las Islas Canarias, durante el periodo 2006-2010.

Tabla I.2.- Cantidad de aceite importada a las Islas Canarias, en toneladas, durante el periodo 2006-

2010. Fuente: Instituto Canario de Estadistica (ISTAC) a partir de datos de la
Agencia Tributaria.

Tipos de aceite 2006 2007 2008 2009 2010
Soja y sus fracciones 10.471,9 8.256,5 11.688,5 6.080,9 5.154,3
Aceite de cacahuete 0,04 0,14 0,91 0,10 19,50
Oliva y sus fracciones 17.763,7 18.938,5 17.408,7 16.474,4 19.246,2
Otros a partir de aceituna 491,1 421,1 366,0 393,7 543,1
Palma y sus fracciones 2.390,8 2.060,5 2.096,8 2.052,1 1.811,6
Girasol y sus fracciones 13.424,9 14.196,2 12.859,6 15.761,4 13.896,7
Coco, palmiste, babasu 1,7 1,4 5,2 9,0 3,9
Nabina, colza, mostaza 651,1 0,5 10,3 1,3 130,9
Jojoba y otras aceites vegetales 998,8 770,4 1.312,4 931,1 894,6
Otras grasas animales o vegetales 9.146,7 9.490,5 9.955,8 9.646,7 10.332,5
TOTAL (t/afio) 55.340,9 54.135,7 55.704,3 51.350,8 52.033,3
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En esta tabla se observa que el aceite importado mayoritariamente durante los ultimos
cinco afos ha sido el aceite de oliva, seguido por el de girasol. Segin Enweremadu et al. (2009)
y Math et al. (2010), aproximadamente el 70 % del aceite empleado en las cocinas puede
utilizarse para la produccidon de biodiesel, siempre que exista un adecuado sistema de
recoleccion de este residuo. Suponiendo que todo el aceite importado durante un afio sea
consumido ese mismo afo, se puede establecer, de forma aproximada, que el residuo de
6 entre 35.946 vy

aceite vegetal generado en Canarias durante el periodo 2006-2010 osci
38.993 toneladas al afio, por lo que se justificaria su aprovechamiento para la obtencién de
biodiesel, maxime habitando en un territorio limitado cuyo principal problema es la
eliminacion de los residuos contaminantes de los acuiferos de las islas, ayudando a disminuir
las emisiones de CO, a la atmdsfera y sin necesidad de enviarlos a la Peninsula para su

revalorizacion.

En Tenerife, existen al menos dos empresas que recogen aceites y grasas procedentes
de procesos de fritura, cuyo objetivo es la recogida y posterior reciclaje del aceite para su
transformacién en biodiesel, generalmente en plantas de la Peninsula al no existir, en la
actualidad, plantas de biodiesel en las islas. Una de estas empresas es RECYOIL, que ha
instalado contenedores especiales, de color naranja, para la recogida de este residuo urbano
donde los vecinos de algunos municipios tinerfefios pueden depositar el aceite empleado en
los domicilios particulares en botellas de plastico, con capacidades comprendidas entre 1y
8 litros. La otra empresa es REAGRA, que es un gestor autorizado para la recogida de aceites
procedentes de procesos de fritura en muchas localidades de Espafia. El tratamiento del
residuo queda centralizado en la planta que esta empresa tiene en Reus, donde se eliminan las
impurezas propias de su procedencia y, gracias a la colaboracién de Bionet Europa, se
trasforma en biodiesel. Ademas, en cada isla hay una serie de puntos limpios, cuya gestién
depende de los correspondientes Cabildos, en donde los ciudadanos pueden depositar los
restos de aceite de fritura en contenedores de polietileno y, posteriormente, se envian a una

planta de tratamiento de aceites para la obtencién de biocombustibles.
1.8 Utilizacidn de aceites vegetales como biocombustible

Desde que se plantedé la posibilidad de emplear los aceites vegetales como
combustible en los motores diésel, han surgido diversas alternativas. Entre ellas destacan su
uso sin sufrir ninguna modificacion, su mezcla con diésel de origen fdsil o la alteracidon quimica
de estos aceites mediante dilucidon, microemulsion, pirdlisis o por transesterificacién, que es la

empleada mas frecuentemente (Meher et al., 2006a; Enweremadu et al., 2009).

La utilizacién de aceites vegetales sin modificacion alguna como combustible en
motores diésel provoca diversos problemas, como taponamiento de filtros, lineas e inyectores,
depdsitos de carbdn en la cdmara de combustion (inyector, pistdn y culata), excesivo desgaste
del motor, degradacién del aceite lubricante por polimerizacidén, etc. Otra opcidon que se

plantea en la bibliografia es la modificacion de los motores actuales para ser adaptados al
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empleo de aceites vegetales como combustibles alternativos (motores con precdmara o con
sistemas de precalentamiento de aceite). Con objeto de paliar los problemas que suponia el
empleo de aceites vegetales sin modificar, se propuso la utilizacion de mezclas de aceites y
diésel en distintas proporciones (Narayan et al., 2002). La elevada viscosidad de los aceites
(aproximadamente 10 veces mas que la del diésel) fue un factor limitante para su utilizacion
como combustible sin modificacién, debido a que implicaba una pobre atomizacién del
combustible y se obtenia una combustién incompleta. No obstante, existen varios procesos
gue permiten reducir la viscosidad de los aceites hasta valores cercanos a los del diésel
tradicional para que puedan ser empleados como combustible en un motor diésel, como son la

microemulsion, pirdlisis, dilucidn y reaccidn de transesterificacion.
1.8.1 Microemulsién

La formacién de microemulsiones, idnicas y no idnicas, permite solucionar el problema
de la elevada viscosidad de los aceites vegetales. Las microemulsiones son dispersiones
coloidales termodindmicamente estables formadas por dos liquidos normalmente inmiscibles,

en las que el didmetro de las particulas de la fase dispersa esta entre 1y 150 nm.

En el caso de los aceites, la microemulsién consiste en la suspensidn del aceite vegetal,
finamente dividido, en otro combustible liquido en el que no sea soluble, normalmente un
alcohol. De esta forma, una microemulsion de metanol con aceite vegetal puede funcionar tan
bien como el gasdleo. La viscosidad del aceite se reduce para mejorar la combustion y
disminuir la formacion de gomas. Las microemulsiones son estables a temperaturas por debajo
de -10 °C, siempre que el contenido de agua no supere el 1 %, y reducen en gran medida la
viscosidad de los aceites. Sin embargo, el empleo de microemulsiones no se ha extendido

debido al bajo poder calorifico del combustible resultante.
1.8.2 Pirdlisis

La pirdlisis consiste en un cambio quimico causado por la aplicacién de calor, en
ausencia de 0O,, dando lugar a la descomposicién térmica o craqueo del producto en
compuestos mas simples. Asi, la pirdlisis del aceite crudo implica la ruptura de los enlaces
quimicos de los componentes del aceite, mediante su calentamiento en atmdsfera inerte, con
objeto de obtener moléculas mds pequeias. Los aceites se empiezan a descomponer a una
temperatura de aproximadamente 250 °C, probablemente debido a que los dobles enlaces

sufren ciertas reacciones térmicas. La escision ocurre si la temperatura supera los 300 °C.

Los biocombustibles asi obtenidos presentan una elevada acidez, la cual provoca la
corrosion de los aceros que se encuentren en contacto con ellos, siendo poco estables con el
tiempo. Aunque de esta forma se consigue disminuir la viscosidad, ésta sigue siendo alta v,
ademds, aparecen otras moléculas que ensucian los inyectores por la accién de los radicales.
Este proceso incrementa la emision de NO, y CO al disponer de una relacidn elevada

combustible/aire.
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1.8.3 Dilucion

La dilucién es otra alternativa que consiste en la mezcla de aceites vegetales puros con
gasolina (14 %) y etanol (5 %), cuya mezcla se puede utilizar como combustible en los motores
diésel, con resultados similares a los gaséleos comerciales. La dilucién de los aceites vegetales
puede ser realizada utilizando el mismo diésel o metanol. Sin embargo, la utilizacion de esta
técnica implica una dependencia de combustibles fdsiles para la obtencidon del combustible

final.
1.8.4 Reaccion de transesterificacion

Tradicionalmente, el biodiesel se ha obtenido mediante un proceso de
transesterificacion de aceites o grasas. La reaccidén de transesterificacién o alcoholisis de un
aceite vegetal, ya sea sin usar o procedente de procesos de fritura, es aquella en la que una
molécula de triglicérido, componente mayoritario del aceite, reacciona con un alcohol de baja
masa molecular o de cadena corta, en presencia de un catalizador adecuado que aumente la
velocidad del proceso, para producir FAMEs y glicerina. En la Figura .13 se muestra el
esquema general de la reaccion de transesterificacion de aceite vegetal con metanol
(metanolisis).

)
R;—C—0—CH, H,C—OH
2 | 0

]
Ry—C—O0—CH + 3 H3C—OH 3 R—C—0—CH; + HC—OH

n
Triglicérido Metanol FAMEs Glicerina

Figura 1.13.- Representacién esquematica de la reaccion de transesterificacion de
aceites vegetales con metanol (metanolisis).

Segun la estequiometria de la reaccidn, por cada mol de triglicérido transesterificado
se necesitan tres moles de metanol, obteniéndose tres moles de FAMEs y uno de glicerina. En
la practica, se ha comprobado que afiadiendo un exceso de metanol se consigue desplazar el
equilibrio hacia la formacién de FAMEs, consiguiendo asi un elevado rendimiento del proceso.
La reaccion de transesterificacién de aceites vegetales con metanol consta de tres reacciones
consecutivas reversibles en las que el triglicérido es convertido consecutivamente en
diglicérido, monoglicérido y glicerina. En cada reaccion se libera una molécula de FAME (Kee
Lam et al., 2010). En la Figura 1.14 se muestra la secuencia de etapas que tiene lugar durante la

transesterificacion de un aceite vegetal con metanol.
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(A)
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©)
H,C—OH H,C—OH

Catalizador 0]
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HC—OH + H3C—OH
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R;:Cadena carbonada del &cido graso

Figura 1.14.- Representacion esquematica de las etapas de la reaccidn de transesterificacidon de aceite
vegetal con metanol para producir ésteres metilicos de acidos grasos y glicerina.

La reaccién de transesterificacién se produce en presencia de un catalizador
homogéneo, que puede ser de cardcter acido o alcalino, heterogéneo, como resinas u éxidos
metdlicos, e incluso enzimatico. Esta reaccidn se lleva a cabo generalmente con calentamiento
y agitacidn vigorosa para asegurar un contacto intimo entre reactivos y disminuir asi efectos de
transferencia de masa. Por lo tanto, esta reaccién supone la transformacién de las moléculas
de triglicéridos, que son grandes y ramificadas, en moléculas de FAMEs, que son lineales, no
ramificadas, mds pequefas y muy similares en tamafio a los componentes del diésel. Los
FAMEs vy la glicerina y son productos inmiscibles y se distribuyen en dos fases después de la
reaccion, separandose mediante decantacion y centrifugacién. Este procedimiento se utiliza
para reducir considerablemente la elevada viscosidad de los triglicéridos, facilitando su empleo
como combustible alternativo al diésel (Meher et al., 2006b; Albuquerque et al., 2009;
Demirbas, 2009; Murugesan et al., 2009; Leung et al., 2010).

1.8.4.1 Variables que afectan a la reaccion de transesterificacion

Las principales variables que afectan a la reaccién de transesterificacién son la calidad

y la pureza de las materias primas, el tipo de alcohol, la temperatura, la concentracién de

41



Introduccion

catalizador, la relacidon molar alcohol:aceite, el grado de agitacién y el contenido en humedad y
FFA (Mittelbach et al., 2004).

1.8.4.1.1 Calidad y pureza de las materias primas

La obtencidn de un biodiesel de buena calidad requiere que el aceite empleado sea lo
mas refinado posible, debe estar exento de material sélido libre y en suspension y debe poseer
un bajo contenido de FFA, en especial cuando se emplean catalizadores homogéneos, ya que
el exceso de estos acidos se puede ver reflejado en una baja conversidén en la reaccién. La
presencia de ciertas sustancias coloidales o sélidos en suspensién generan reacciones
competitivas con el catalizador o el alcohol, ademds de dificultar el proceso de separacién y
purificacién. Entre estas sustancias pueden destacarse las pectinas, resinas, gomas, fosfatidos,

proteinas, sustancias mucilaginosas, etc.

La procedencia de los aceites puede ser variada y su principal diferencia radica en la
composicion de la molécula de triglicérido, es decir, el tipo de acido carboxilico unido al
esqueleto carbonado del glicérido, y en la cantidad de FFA. Como ya se ha comentado
anteriormente, las materias primas convencionales son los excedentes de produccién de
aceites de semillas oleaginosas, que presentan un elevado coste y los mencionados problemas
asociados con la alimentacidn. Los aceites no comestibles son una alternativa interesante para
la produccion de biodiesel. Asi, por ejemplo, el aceite obtenido a partir de Brassica carinata,
que es una semilla oleaginosa con un elevado contenido en 4cido erucico, provoca problemas

cardiovasculares y no puede utilizarse para la alimentacién.

Otra de las materias primas que se puede emplear en la produccion de biodiesel es el
aceite procedente de procesos de fritura. Es una alternativa muy atractiva, si se tiene en
cuenta el bajo coste de la materia prima, generado por la recoleccién, transporte vy
almacenamiento de la misma hasta la realizacion del proceso de transformacién. El aceite de
fritura se debe tratar antes de iniciar la reaccidon de transesterificaciéon, con procesos de
filtracidn para eliminar residuos sélidos contenidos en el aceite, disminuir la acidez y secarlo a
una temperatura entre 100 y 104 °C o con sulfato de magnesio (Felizardo et al., 2006). El
aceite, asi como los otros reactivos empleados (catalizador y alcohol), deben ser
esencialmente anhidros, ya que el agua favorece la formacién de jabones mediante procesos
de saponificacién, dificultando la purificacidon del biodiesel (Canakci et al., 2001; Knothe et al.,
2005).

1.8.4.1.2 Tipo de alcoholes

Los alcoholes mds empleados en la reaccion de transesterificacidon son etanol (Pisarello
et al., 2010; Silva et al., 2011), metanol (Helwani et al., 2009; Ferella et al., 2010), butanol
(Pappu et al., 2011) e isopropanol (Chang et al., 2009), siendo el metanol y el etanol los mas
empleados en la bibliografia. De todas formas, el metanol suele ser el mas empleado debido a

sus ventajas quimicas y a su bajo coste con respecto a los demas alcoholes mencionados, los

42



Introduccion

cuales requieren relaciones molares y temperaturas elevadas para obtener buenos

rendimientos.

Aunque el metanol es téxico e inflamable, su empleo se prefiere al butanol debido al
pequeno tamano de las moléculas de metanol, lo que facilita el ataque simultdneo de éste
sobre la molécula de triglicérido, al no existir impedimentos de tipo estérico. Por otro lado, la
polaridad del anion metdéxido es mucho mayor que la del anién butéxido, lo que favorece la
reaccion. El metanol y el etanol no son miscibles con los triglicéridos a temperatura ambiente,
por lo que es necesario agitar mecanicamente para favorecer la transferencia de masa. Sin
embargo, durante el transcurso de la reaccidn se produce la formacion de emulsiones, que se
transforman en una fase homogénea al formarse los FAMEs. En el caso de la metanolisis,
dichas emulsiones son facil y rapidamente disueltas tan pronto se forman cantidades
considerables de glicerina, formando una fase inferior rica en glicerina y una superior rica en
FAMEs, mientras que son mds estables en el caso de la etanolisis, complicando algo mas el

proceso de separacién y purificacién de los FAEEs (Meher et al., 2006b).

Una de las desventajas del empleo del metanol es su origen, ya que alrededor del 90 %
del mismo se obtiene a partir de gas natural. De esta forma, el biodiesel no contribuiria a los
aspectos ambientales y de sostenibilidad al tener un componente fésil aportado por el alcohol.
Para que el biodiesel se convierta en un combustible realmente “verde”, es necesario un
método alternativo de produccién de metanol que no dependa de los combustibles fosiles. El
profesor E. Tsang, de la Universidad de Oxford, ha desarrollado recientemente un nuevo
método para producir metanol a partir de la glicerina, obtenida como subproducto de la
reaccion de transesterificacion. Este nuevo método estd basado en la hidrogenolisis catalitica
de la glicerina bajo condiciones suaves: 100 °C de temperatura y una presion de H, de 20 bares

(Isis Innovation, 2008).
1.8.4.1.3 Temperatura y tiempo de reaccion

La reaccién de transesterificacion puede ocurrir a presién atmosférica y a diferentes
temperaturas, dependiendo del tipo de aceite empleado como materia prima. A medida que la
temperatura aumenta, también lo hace el rendimiento de la reaccién. Sin embargo, después
de un determinado tiempo, en funcidn del tipo de materia prima, el cambio de temperatura no
afecta de manera considerable al rendimiento del proceso (Meher et al., 2006b). Por lo
general, la transesterificacién se realiza cerca del punto de ebullicion del metanol (60-70 °C),
pero también se ha estudiado con temperaturas que varian desde 25 hasta 250 °C (Fukuda et
al., 2001). El biodiesel puede ser producido mediante métodos a alta presién, por ejemplo, a
100 bares y 250 °C empleando grandes volumenes de metanol, sin necesidad de
pretratamiento del aceite, o en condiciones supercriticas a 350 °C y 43 MPa, pero los elevados

costes de los equipos hacen que no sean viables a nivel industrial.
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En cuanto al tiempo de reaccion, a medida que éste crece, se incrementa la conversion
de la reaccién, pudiendo variar en funcion del catalizador empleado (Fangrui et al., 1999). Los
tiempos alcanzados por diferentes autores en la bibliografia varian en el rango de 30 minutos
hasta 20 horas. La velocidad de reaccion se incrementa con el tiempo y la conversion de
biodiesel se ve afectada de manera directa por aumentos de temperatura (Meher et al.,
2006b). Experimentalmente, se ha encontrado que, con una buena agitacion, el avance de la

reaccion es practicamente nulo para tiempos superiores a 90 minutos (Darnoko et al., 2000).
1.8.4.1.4 Naturaleza del catalizador

El empleo de catalizadores resulta indispensable para que la reaccién de
transesterificacién sea favorable desde un punto de vista cinético. Si no se empleara
catalizador, la temperatura de reaccidon deberia estar por encima de 250 °C (Fukuda et al.,
2001). Las condiciones y operaciones de separacion posteriores a la reaccion de
transesterificacion se determinan por la naturaleza y cantidad de catalizador empleado, en

funcidn del tipo de materia prima usada.

Los catalizadores empleados en el proceso de produccién de biodiesel se pueden
clasificar en homogéneos, heterogéneos y enzimaticos. Los catalizadores homogéneos son
solubles en el medio de reaccidn, es decir, se encuentran en una sola fase (liquida o gaseosa) y
los tiempos de reaccidn son inferiores a los obtenidos mediante la catalisis heterogénea, en la

que existen dos fases y una superficie de contacto.
1.8.4.1.5 Relacidn molar alcohol-aceite

Una de las variables mas importantes que afectan al rendimiento de la reaccion de
transesterificacion es la relacion molar entre el alcohol y los triglicéridos, es decir, la cantidad
de moléculas de alcohol necesarias para reaccionar con una molécula de aceite. Sin embargo,
la transesterificacién es una reaccidon de equilibrio reversible, es decir, se necesita un gran
exceso de alcohol para desplazar la reaccidon hacia los productos. Por esto, en la practica,
cuando se trabaja con metanol se recomienda una relacién molar de 6:1 para asegurar una
conversion maxima de los triglicéridos a FAMEs. En el caso del etanol, algunos estudios indican
que una relacion molar de 9:1 seria la mas apropiada. Si la cantidad de alcohol no es suficiente,
el producto contendrd monoglicéridos vy diglicéridos (productos intermedios de la
transesterificacion), los cuales cristalizan muy facilmente en el biodiesel y pueden originar la
obstrucciéon de los filtros, lo que ha llevado a concluir que, hasta cierto limite, las relaciones

molares altas generan mayores conversiones en tiempos cortos.

La reaccion es incompleta para relaciones molares inferiores a 6:1, mientras que para
una relacién 15:1, la separacién de la glicerina es dificil y la produccién de FAMEs disminuye,
debido a que una porcidn de glicerina permanece en la fase biodiesel. Por lo tanto, una
relacion molar alta puede interferir negativamente en el proceso de separacion de la glicerina,

debido al aumento de la solubilidad de ésta en el alcohol. La relacion molar éptima se debe
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determinar experimentalmente, ya que depende del tipo y calidad del aceite empleado
(Vicente et al., 2007a, 2007b).

1.8.4.1.6 Grado de agitacion

Los aceites son inmiscibles con la mezcla alcohol-catalizador, por lo que es necesario
emplear agitacion para facilitar el mezclado entre las dos fases y llevar a cabo la reaccién sin
limitaciones debidas a transferencia de masa, ya que si la agitacidn es pobre, la conversion de
los triglicéridos en FAMEs es reducida. La agitacion mecdnica es el método de
homogeneizacion mas utilizado, ya que permite el contacto intimo de los reactivos, logrando

muy buenos resultados.

La agitacidn con ultrasonidos de baja frecuencia, con formacidn de una emulsién entre
el aceite y el alcohol, es otro método de homogeneizacion de los reactivos. Otra alternativa es
la adiciéon de un disolvente comuin al alcohol y al aceite, como el tolueno, fracciones de
hidrocarburos alifaticos o tetrahidrofurano. Sin embargo, el consumo de disolvente es muy
elevado, incrementando los costes de produccion, ya que el disolvente se debe recuperar al

final de la reaccion mediante destilacion de los FAMEs (Mittelbach et al., 2004).
1.8.4.2 Cinética de la reaccion

Generalmente, la reacciéon de transesterificacién de aceites vegetales se realiza en
presencia de un catalizador, aunque también se ha estudiado en condiciones supercriticas y en

ausencia de catalizador o por métodos enzimaticos.
1.8.4.2.1 Transesterificacidn catalitica. Clasificacion

En las reacciones de transesterificacion, la velocidad de la reaccidon se incrementa
mediante el empleo de catalizadores de diferente naturaleza y comportamiento, que originan
diversas modificaciones de las condiciones de reaccion. Como se ha comentado, los
catalizadores de la reaccién pueden ser homogéneos, tanto alcalinos como a&cidos,

heterogéneos y enzimaticos.
1.8.4.2.1.1 Transesterificacion mediante catalisis homogénea alcalina

La reaccion de transesterificacion realizada con un catalizador homogéneo alcalino es
mas rapida que cuando se emplea uno dacido y necesita condiciones de operacién mas
moderadas. En la Figura 1.15 se muestra un esquema del mecanismo de la reaccién de

transesterificacion homogénea alcalina para los triglicéridos.
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Figura 1.15.- Mecanismo de la reaccion de transesterificacion por catalisis alcalina para los triglicéridos.
ROH: Alcohol; B: Catalizador alcalino; Ry, R, y R3: Cadenas alifaticas.

La primera etapa del mecanismo de reaccién empleando un catalizador alcalino
consiste en la reaccion entre el catalizador y el alcohol para producir un i6n alcéxido y el
catalizador protonado (A). A continuacidn, se produce el ataque nucleofilico del i6n alcéxido
sobre el grupo carbonilo del triglicérido, produciendo un tetraedro como intermedio de
reaccion (B), a partir del cual se genera una molécula de FAME y el correspondiente aniéon del
diglicérido (C). El ultimo paso es la desprotonacidon del catalizador, regenerandose y
reaccionando con otra molécula de alcohol y comenzando el ciclo de nuevo (D). Los di- y
monoglicéridos se convierten en una mezcla de FAMEs y glicerina a partir del mismo

mecanismo.

A nivel industrial, la transesterificacién homogénea alcalina es el proceso preferido
para producir biodiesel, debido a que estos catalizadores son menos agresivos que los acidos,
actian mas rdpidamente y requieren pequefios volimenes de metanol. Las bases fuertes
como el hidréxido sédico (NaOH) y el hidroxido potdsico (KOH) son los catalizadores mas
empleados y no se requieren condiciones experimentales muy severas. El proceso requiere de
una materia prima de alta calidad, por lo que es preciso que la humedad de los reactivos sea
minima para evitar reacciones secundarias de saponificacién, neutralizacién e hidrdlisis.
Ademads, los catalizadores deben mantenerse en estado anhidro, por lo que se debe evitar su

contacto con el aire, ya que éste disminuye su efectividad debido a la humedad y al CO,
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(Meher et al., 2006b). La Figura .16 muestra las reacciones de saponificacién, hidrdlisis y

neutralizacién que se pueden originar al emplear un catalizador homogéneo.

0
I (A)
H,C—0—C—R; H,C—OH
H,O (0]
0 0] N
HC—O—C—R, + 3 NaOH 3 Ri—C—O—Na + HC—OH
0 |
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|9 |9 0
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Triglicérido Agua Diglicérido Acido graso libre
0 H,0 9
I
HO—C—R  +  NaOH 3R—C—0-Na + H,0 ©
Acido graso libre Hidroxido Jabén Agua

Figura 1.16.- Reacciones de saponificacion (A) y de hidrdlisis de triglicéridos (B), y de neutralizacion de
acidos grasos libres (C).

Como se observa en la Figura 1.16, el triglicérido en presencia de agua reacciona con el
catalizador alcalino, consumiéndolo y originando la reaccién de saponificacién del mismo. Esta
reaccion se ve favorecida cuando se emplea NaOH o KOH como catalizadores, puesto que sus
moléculas contienen grupos OH responsables de la formacién de jabones. Por el contrario,
cuando se emplean metdxidos de sodio o potasio como catalizadores, que sélo contienen el
grupo OH como impureza, no se originan practicamente jabones ya que no producen agua
sobre la reaccidn con los alcoholes. Por otra parte, la presencia de agua puede originar la
hidrélisis del triglicérido en diglicérido y formar FFA, que se pueden neutralizar reaccionando
con el catalizador y originando jabdén. La formacién de jabones consume parcialmente el
catalizador, disminuye el rendimiento de la reaccidn y dificulta las etapas de separacién vy
purificacién. Es necesario evitar todos estos procesos para obtener un biodiesel que cumpla
con las especificaciones de calidad. Ademds, se debe prestar especial atencidon a las
condiciones de reaccién, especialmente a la temperatura y concentracién de catalizador, para

reducir al maximo la saponificacién (Dias et al., 2008).

Cuando la materia prima es un aceite con un elevado contenido en FFA, como los
aceites de fritura y la mayoria de los no comestibles, no es posible transesterificar
eficientemente con catalizadores alcalinos. En estos casos es necesaria una etapa previa de

preesterificacion acida, que permita reducir el contenido de estos FFA a valores inferiores a
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1 mg KOH g para poder transformarse en biodiesel, evitando la formacién de jabones, lo que
aumentara el costo de su produccién, pudiendo disminuir el rendimiento de los FAMEs
presentes en el biodiesel a valores inferiores a los requeridos por los estandares de calidad
establecidos en la normativa europea UNE-EN 14214:2009 (Sahoo et al., 2009; Patil et al.,
2009; Haas, 2005). En una segunda etapa, es necesario realizar una catalisis alcalina para
transformar los restos de triglicéridos a FAMEs (Dorado et al., 2002). Al igual que la
transesterificacion alcalina, la reaccidn de preesterificacién se ve afectada por la presencia de

agua, disminuyendo su rendimiento (Mosser, 2009).

Las grasas animales contienen elevados contenidos de acidos grasos saturados, los
cuales se encuentran en estado sélido a temperatura ambiente, lo que origina problemas en el
proceso de produccién de biodiesel al tener que licuar las grasas, aumentando los costes de

elaboracion del biocombustible (Leung et al., 2010).

En la bibliografia consultada se han encontrado muchos trabajos en los que se emplea
NaOH, KOH, NaOCH; y KOCH; como catalizadores de la reaccién de transesterificacion de
aceites de fritura y refinados, pero los resultados no son uniformes debido a que cada aceite
tiene un comportamiento diferente, aunque sea de la misma naturaleza. Los valores oscilan
entre 0,4y 1,5 % (m/m) siendo necesario su optimizacion en cada caso (Felizardo et al., 2006;
Phan et al., 2008).

1.8.4.2.1.2 Transesterificacion mediante catalisis homogénea acida

En el caso de los catalizadores homogéneos acidos, la reaccién de transesterificacion
estd catalizada por un acido de Bronsted, como puede ser el H,SO,4, H3PO, 0 HCI, entre otros.
Estos catalizadores proporcionan un elevado rendimiento en FAMEs, pero la reaccidon es muy
lenta, por lo que no se suele emplear a nivel industrial, requiriendo condiciones de

temperatura y presion elevadas.

Los catalizadores acidos pueden ser utilizados para la transesterificacion directa de los
FFA. Cuando el indice de acidez es superior al 5 %, los jabones dificultan la separacién de la
glicerina de los FAMEs, contribuyendo a la formacién de emulsiones durante la etapa de
lavado del biodiesel. El principal problema que presenta la catalisis acida es el elevado tiempo
de reaccion que se necesita (varias horas), asi como elevadas cantidades de alcohol (relacidn
molar metanol-aceite 15:1 o superiores), condiciones que no la hacen viable econdmicamente.
Ademas, los catalizadores acidos son mucho mas corrosivos para los equipos que los alcalinos
(Mittelbach et al., 2004). En la Figura 1.17 se muestra el mecanismo de la reaccion de

transesterificacion homogénea 4acida (Schuchardt et al., 1998).
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Figura 1.17.- Mecanismo de la reaccién de transesterificacién mediante catélisis acida para los
triglicéridos. ROH: Alcohol; Ry, R, y R3: Cadenas alifaticas.

En la catalisis 4cida ocurre un mecanismo similar al que se produce en la catdlisis
alcalina, existiendo la transferencia de un protdn. En primer lugar, ocurre la protonacion del
oxigeno del grupo carbonilo del triglicérido, generando un carbocatién (A). Asi, el carbono es
mas electrofilico para el ataque nucledfilo del alcohol, formdandose un intermediario
tetraédrico (B), el cual es desprotonado por otra molécula de alcohol, formando el nuevo éster
y el respectivo diglicérido y regenerando el catalizador acido (C). Estas etapas se repiten de

forma andloga para los intermedios di- y monoglicérido.
1.8.4.2.1.3 Transesterificacion mediante catalisis heterogénea
1.8.4.2.1.3.1 Catalizadores sélidos

Los catalizadores heterogéneos son aquellos que se encuentran en un estado diferente
al de los reactivos, es decir, que no se encuentran disueltos en el alcohol o en el aceite, sino
que son solidos facilmente recuperables (Helwani et al., 2009). La principal ventaja del uso de
estos catalizadores es que simplifica y hace mas econdmico el proceso final de purificacién del
biodiesel, debido a la facil separaciéon de los productos y reactivos mediante decantacién o
filtracidn, existiendo la posibilidad de recuperar su actividad mediante regeneracidon. Ademas,
se eliminan los problemas de corrosién asociados a los catalizadores acidos y el posterior

tratamiento de los desechos liquidos (Kim et al., 2004).

Se han utilizado catalizadores heterogéneos sélidos con diferentes grados de basicidad

como hidrotalcitas, zeolitas, zeolitas intercambiadas, carbonato de calcio, 6xidos de estaio,

49



Introduccion

estroncio, magnesio, zinc, etc. (Brito et al., 2006, 2007, 2009; Diaz et al., 2010). Esta catalisis
solo requiere la evaporacion del metanol sin produccién de efluentes residuales obteniéndose
una glicerina pura sin contaminantes. Sin embargo, su elevado coste econédmico debido a la
necesidad de emplear elevadas condiciones de temperatura y presion, asi como grandes
voliumenes de metanol, no permite todavia una aplicacién comercial en la produccién de
biodiesel a nivel industrial. Los catalizadores heterogéneos, en ocasiones, se deben sintetizar
asegurando que sus componentes cumplan con sus caracteristicas fisicas y quimicas (Semwal
etal., 2011; Sharma et al., 2011).

Entre los principales inconvenientes que presenta la utilizacion de este tipo de
catalizadores se encuentra la desactivacién de los mismos por envenenamiento (adsorcion
quimica de impurezas sobre los centros activos como H,0 y CO,), ensuciamiento (degradacion
de productos y reactivos por impurezas que se depositan sobre el sélido o formaciéon de
coque) y sinterizacion (transformacion estructural de la superficie catalitica debido a
incrementos de temperatura locales o al medio reactivo con lo que el catalizador no puede ser

regenerado).
1.8.4.2.1.3.2 Catalizadores enzimaticos

La catdlisis enzimatica se caracteriza porque los productos obtenidos son mas puros,
no se forman jabones, no se emplean catalizadores quimicos que afectan el medio ambiente,
se evita la neutralizacién acida y la recuperacion del catalizador es facil. Los catalizadores
enzimaticos, como las lipasas, son mas faciles de recuperar en el subproducto de la
transesterificacién que los catalizadores homogéneos, sin necesidad de utilizar procesos
complejos, con la ventaja de que el elevado contenido de FFA en el aceite, principalmente de
fritura, no es un problema, ya que las lipasas los transforman completamente en FAMEs. Se
pueden emplear lipasas intra- y extracelulares, siendo efectivas en las reacciones de
transesterificacién ya sea en medio acuoso o no acuoso. Estas lipasas son extraordinariamente
selectivas, lo que permite que se lleve a cabo un proceso concreto evitando reacciones
secundarias. Otra ventaja es que la conversion alcanzada es similar a la que se obtiene con
procesos catalizados por acidos o bases. Los valores de conversidon empleando lipasas como
catalizador varian entre el 60 y el 100 %, dependiendo del alcohol y aceite utilizado. Su mayor
inconveniente es el coste de la produccién de las enzimas, que es mucho mayor que el de los

catalizadores homogéneos.

Las lipasas que se suelen emplear son Rhizomucor miehei, Pseudomonas cepacia,
Rhizopus orizae, Candida antdrctica, Staphylococcus xylosus y Candida rugosa, entre otras.
Estas enzimas se utilizan en forma libre o inmovilizada durante la reaccion de
transesterificacion. Las enzimas libres se agregan directamente al medio de reaccién, pero
debido al contacto directo con el alcohol, se reduce su actividad catalitica y se dificulta su
recuperacion al final del proceso. Las enzimas inmovilizadas son lipasas que se adhieren o

confinan en particulas sélidas (soportes de inmovilizacién), con el propdsito de mantener su
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actividad catalitica y posibilitar su reutilizacién. Entre los soportes de inmovilizacion mas
utilizados se encuentran espumas de poliuretano reticulado, celitas, soportes de polipropileno

y resinas de intercambio idnico (Guncheva et al., 2011).
1.8.4.2.2 Transesterificacidn no catalitica

La transesterificacion supercritica no catalitica del aceite vegetal con metanol ofrece
una nueva forma de produccién de biodiesel. El estado supercritico del metanol evita la
separacion natural de las fases aceite-metanol para formar una Unica fase, debido a una
disminucién de la constante dieléctrica del alcohol. La reaccidn de transesterificacion en
condiciones supercriticas se completa en minutos, mientras que la transesterificacion
convencional necesita un mayor tiempo para completarse, ya que en condiciones supercriticas
la mezcla se convierte en una fase Unica y homogénea, acelerando la reaccién, ya que no hay
intercambio de masa en la interfase, que limita la velocidad de reaccion. Otro efecto positivo
del empleo de las condiciones supercriticas es que el propio alcohol no sdélo es un reactivo,
sino que ademds actla como catalizador debido a las elevadas presiones y temperaturas
alcanzadas durante el proceso. Este tipo de transesterificacion ha alcanzado mucha

popularidad en los ultimos afios -(Sawangkeaw et al., 2010; Marulanda et al., 2010).
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Objetivos

Actualmente, no cabe duda de que la sustitucion de los combustibles fdsiles por
biocombustibles presenta un elevado interés, ya que constituyen una fuente de energia
renovable cuyo empleo permitiria disminuir nuestra dependencia de dichos combustibles. Por
otro lado, el empleo de aceites vegetales de fritura como materia prima para la obtencién de
biocarburantes permitiria paliar, al menos en parte, el problema de recogida y eliminacion de
estos aceites. En este contexto, la presente Tesis Doctoral tiene como principal objetivo la
obtencidn y caracterizacion de biodiesel obtenido a partir de aceites vegetales, tanto sin usar
como procedentes de procesos de fritura, utilizando nuevas metodologias analiticas que
faciliten el seguimiento del proceso y la calidad y estabilidad del biocombustible obtenido.

Para ello, sera necesario abordar los siguientes objetivos especificos:

@ Desarrollo de una nuevas metodologias analiticas para:

1. La determinacion simultanea de FAMEs en muestras de biodiesel mediante GC-

FID de una forma rapida y sencilla.

2. La determinacion de elementos metdlicos y semimetalicos, en muestras de
aceite y biodiesel, basada en la mineralizacién en horno de microondas y

analisis mediante ICP-AES.

3. La incorporacion de la técnica de espectrometria de masas por
desorcidn/ionizacién por laser asistida por una matriz (MALDI-TOF MS) para la
caracterizacion del aceite de partida y del biodiesel obtenido o para analizar el

grado de conversion de la reaccion.

@ Optimizacién del proceso de obtencion de biodiesel mediante reaccién de
transesterificacion con catdlisis homogénea alcalina, a partir de aceites vegetales sin usar y de

fritura.

@ Evaluacion del comportamiento frente a la oxidacion del biodiesel obtenido. Para
ello, se estudiard la calidad del biocombustible obtenido, la influencia del tiempo de

almacenamiento asi como el empleo de antioxidantes como medio de conservacion.
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PARTE EXPERIMENTAL




n el presente capitulo se presenta una relacidn de los reactivos, instrumentos y

muestras de aceites vegetales, sin usar y de fritura, utilizados en el desarrollo

de la presente Memoria. Asimismo, se describen los procedimientos
experimentales empleados para la produccion de biodiesel a partir de distintos tipos de
aceites; el estudio de la composicion en FAMEs mediante GC-FID de las muestras de biodiesel
producidas; la evaluacién de la calidad de las muestras de aceite y biodiesel mediante la
determinacion de los principales parametros fisico-quimicos correspondientes a los requisitos
de calidad establecidos en la normativa europea UNE-EN 14214:2009; el estudio de la
estabilidad de las muestras de biodiesel mediante el empleo de antioxidantes por GC-FID; la
determinacion del contenido de elementos metdlicos y semimetalicos mediante ICP-AES vy la
caracterizacion de la composicion mediante MALDI-TOF MS de las muestras de aceite y

biodiesel estudiadas.
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Ill.1 Reactivos y disoluciones

@ Disoluciones patrén liquidas de metil caprato (metil decanoato), metil undecanoato
(metil undecanoato), metil laurato (metil dodecanoato), metil miristato (metil
tetradecanoato), metil palmitato (metil hexadecanoato), metil palmitoleato (metil cis-9-
hexadecenoato), metil estearato (metil octadecanoato), metil oleato (metil cis-9-
octadecenoato), metil linoleato (metil cis,cis-9,12-octadecadienoato), metil linolenato (metil
cis-cis-cis-9,12,15-octadecatrienoato), metil araquidato (metil araquidato), metil eicosenoato
(metil cis-11-eicosenoato), metil behenato (metil docosanoato), metil erucato (metil cis-13-
docosenoato) de (10.000 + 2) mg L™ y pureza > 99,0 %, suministrados por AccuStandard (New
Haven, EE.UU.). Se prepararon disoluciones madre de cada uno de los FAMEs a una
concentracion de 100 mg L mediante disolucién con n-hexano (Scharlau, Barcelona, Espafia)
de los patrones analiticos y se conservaron en el frigorifico a 4 °C. A partir de la disolucion
madre, se prepararon diariamente las disoluciones de trabajo mediante diluciones apropiadas

con n-hexano hasta la concentracion final.

@ Se empled metanol, éter de petrdleo y dietil-éter, suministrados por Merck
(Darmstadt, Alemania), para activar los cartuchos de SPE y eluir la muestra de biodiesel

retenida en los mismos.

@ El catalizador empleado para la obtencién del biodiesel (metéxido sddico) se prepard
utilizando metanol (pureza > 99 %) e hidroxido sddico (pureza > 99 %), ambos suministrados
por Merck (Darmstadt, Alemania). El hidroxido sddico que no reacciond en la reaccién de
transesterificacion se elimind con 4acido fosfdrico (pureza > 85 %), suministrado por Merck. Se
empled agua desionizada Milli-Q®, obtenida de un sistema Milli-Q Gradiente A10 (Millipore,
Bedford, MA, USA) para la preparacion de las correspondientes disoluciones. Las muestras de
aceite procedentes de procesos de fritura se sometieron a un proceso de deshidratacién con

sulfato de magnesio anhidro, suministrado por Panreac (Barcelona, Espafia).

@ Los reactivos empleados para la caracterizacién de las muestras de aceite y biodiesel

fueron los siguientes:
o Indice de acidez

o Eter dietilico estabilizado con 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol y etanol 95 %,
suministrados por Scharlau (Barcelona, Espafia), e hidroxido potasico en disolucidén etandlica
0,1 N obtenido de Panreac (Barcelona, Espafia). Se empled fenolftaleina al 1 % en etanol como

indicador (Panreac, Barcelona, Espafia).
o Indice de yodo

¢ Sulfato sddico anhidro y acido acético glacial, de Panreac (Barcelona, Espafia) y
ciclohexano, reactivo de Wijs (solucion de yoduro de cloro) 0,1 N, yoduro potasico y tiosulfato

sédico 0,1 N suministrados por Scharlau (Barcelona, Espafia).
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o Indice de peréxidos

¢ 1-decanol obtenido de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), acido
acético glacial de Panreac (Barcelona, Espafia) y yodo, yoduro potasico y tiosulfato sddico 0,01

N suministrados por Scharlau (Barcelona, Espafia).
e Contenido en agua en biodiesel

¢ Hydranal® Coulomat A y Coulomat C (Riedel-de Haén, Seelze, Alemania) para el
anolito y el catolito, respectivamente. Se empledé Hydranal® Check Solution 0,1 (Riedel-de

Haén, Seelze, Alemania) para comprobar, periddicamente, la fiabilidad del equipo.

@ Los antioxidantes empleados en el estudio de estabilidad del biodiesel fueron
3-tert-butil-4-hidroxianisol (pureza > 99,2 %), 3,5-di-tert-butil-4-hidroxitolueno
(pureza > 99,9 %), 2,4,5-trihidroxibutirofenona (pureza > 99,5 %), 2,6-di-tert-butil-4-
(hidroximetil)fenol (pureza > 97,4 %), etoxiquin (pureza > 86,2 %), acido nordihidroguaiarético
(pureza > 96,9 %), tert-butil hidroquinona (pureza > 97,4 %), octil galato (pureza > 99,9 %),
propil galato (pureza > 98,9 %) y dodecil galato (pureza > 99,3%), suministrados por Supelco
(Bellefonte, PA, EE.UU.).

@ La determinacién del contenido de Na, K, Ca, Mg y P por ICP-AES en matrices
organicas, segun las normas UNE-EN 14538:2006 y UNE-EN 14107:2003, se realizé empleando
patrones de dichos metales en base organica de (1.000 + 2) mg L™ e Y de 1.000 mg L™ como
patrén interno, todos suministrados por Conostan (SCP Science, Courtaboeuf, Francia). Los
calibrados y las diluciones de las muestras se prepararon utilizando queroseno o xileno como
disolventes (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y aceite base de 20 cSt o 75 cSt
(Conostan). Las disoluciones patrén de trabajo se prepararon diariamente a partir de las

anteriores mediante la dilucidn correspondiente.

@ Los acidos utilizados para realizar la digestién de las muestras de biodiesel y aceite
fueron acido nitrico de 69,5 % y acido clorhidrico de 37 %, asi como perdxido de hidrégeno de

35 %, suministrados por Scharlau (Barcelona, Espafia).

@ La determinacion de metales por ICP-AES se realizd empleando disoluciones patréon
liqguidas para ICP, TraceCERT® Ultra, de Al, Ca, Cd, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn de
(1.000 +2) mg L™, de As de (994 + 2) mg L™ y de Cu de (998 + 4) mg L™, suministradas por Fluka
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y disoluciones patrdn liquidas de Ba, Co, K, Mo, Na, P, Sy
V de (1.000 + 2) mg L™ fueron suministradas por Scharlau (Barcelona, Espafia). Las disoluciones
patron de trabajo se prepararon diariamente a partir de las anteriores, mediante la dilucién
adecuada en agua desionizada, obtenida mediante un sistema de purificacién de agua modelo
Elix® (Millipore, Molsheim, Francia), y en un medio de HNO; 2 % (v/v). Se empled una
disolucion patrén liquida de Y, de concentracién 1.000 mg L, como patrdn interno para el

analisis multielemental mediante ICP-AES.
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@ La caracterizacion de las muestras de aceite y biodiesel mediante MALDI-TOF-MS se
realizé utilizando como matriz una disolucién de acido 2,5-dihidroxibenzoico suministrado por
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) disuelto en acetona (Penta Industries Pvt Ltd., Karachi,
Pakistan). También se empled acido trifluoroacético como parte de la matriz, de Fluka AG
(Buchs, Suiza). La calibracién de las masas de las especies generadas por el instrumento de
MALDI se llevé a cabo empleando fosforo rojo (Riedel de Haén, Hannover, Alemania). Otros
disolventes empleados fueron metanol y cloroformo, proporcionados por Penta Industries
(Pvt) Ltd. (Karachi, Pakistan), y acetonitrilo, calidad LiChrosolv®, suministrado por Merck
(Darmstadt, Alemania). El agua desionizada (doble destilada) empleada para la preparacion de
las disoluciones y el lavado del material fue obtenida mediante un sistema de purificacién de

agua suministrado por Heraeus Quartzschmelze (Hanau, Alemania).
111.2 Equipos e instrumentos

@ Cromatdgrafo de gases Varian 3900 (Varian Australia, Mulgrave, Australia) (Figura I11.1),
equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y un muestreador automatico modelo
CP-8410 (Varian). La adquisicion, almacenamiento y procesado de los datos cromatograficos se
realizaron a partir del software Varian Star Chromatography Workstation, versidon 6.00. Las
separaciones cromatograficas se llevaron a cabo utilizando una columna capilar CP-SIL 88 para
el analisis de FAMEs (WCOT Fused Silica, Varian), con una longitud total de 50 m, diametro

interno de 0,25 mm y espesor de pelicula de 0,25 um.

Figura lll.1.- Cromatdgrafo GC-FID.

@ Horno de microondas modelo ETHOS 1 (Milestone S.r.l., Sorisole, BG, Italia) (Figura 111.2),
equipado con un sistema interno de control de temperatura automatico tipo ATC-400-CE, un
rotor segmentado de alta presidn tipo HPR-1000/10S (condiciones de operacién de presién y

temperatura maximos: 100 Bar y 300 °C) y vasos para microondas de TFM.
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Figura lll.2.- Horno de microondas.

@ Espectrometro de emisidon atémica “Liberty Series Il Axial Sequential ICP-AES” (Varian,
Mulgrave, Australia) (Figura 11.3), equipado con un nebulizador tipo V-groove, una camara de
expansion cilindrica de doble paso tipo Sturman-Masters, una antorcha tipo Fassel (13 cm) en
disposicion axial, una interfase consistente en un cono refrigerador de niquel, un sistema de
recirculacién de agua “KihImobil Typ 001 VD” (Van Der Heijden Labortechnik GmbH, Seelbach,
Alemania), un generador de radiofrecuencia que operaba a una frecuencia de 40 MHz, un
monocromador consistente en una red de difraccidn, y un detector consistente en un doble
tubo fotomultiplicador que operaba a un potencial entre 650 y 750 V. La determinacién de Na,
K, Ca, Mg y P en matrices organicas requiere el empleo de un mddulo auxiliar de oxigeno
modelo AGM-1 (Varian, Mulgrave, Australia), Los datos obtenidos para el analisis

multielemental fueron tratados empleando el software “Liberty ICP Expert” (Varian).

Figura lll.3.- Espectrometro ICP-AES.

@ Espectrometro de masas MALDI-TOF MS (Figura 1l1l.4), equipado con un detector de
tiempo de vuelo AXIMA SHIMADZU CFR de Kratos Analytical (Manchester, Reino Unido) y un
laser de nitrégeno de Laser Science Inc. (Franklin, MA, USA). El control del instrumento y la
adquisicion de los datos se realizaron mediante el software Kratos Kompact V5.2.0 y el

software Launchpad 1.2.0, respectivamente.
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Figura lll.4.- Espectrometro MALDI-TOF MS.

@ Los instrumentos empleados para la caracterizacion de las muestras de aceite y

biodiesel fueron los siguientes:
e Densidad:

¢ Criostato JULABO modelo FP 10-MV (JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach,
Alemania), para mantener la temperatura de las muestras a 15 °C, densimetros de inmersién
(Kessler Thermometer Corp., Nueva York, EE.UU.) de diferentes intervalos nominales de
densidad, picnédmetro de Gay-Lussac de 50,612 mL (Afora S.A., Espafa) y densimetro digital
Kyoto DA 300 (Kyoto Electronics Manufacturing CO., LTD. Japén) (Figura IIL.5).

Figura 111.5.- Densimetro digital.

e Viscosidad cinemdtica:

¢ Viscosimetro rotacional VISCO STAR Plus modelo ST 2001 L (JP Selecta S.A,,
Barcelona, Espana) (Figura Il.6), con un husillo LCP y camisa de circulaciéon de agua para la
termostatizacion de las muestras, y ultratermostato de circulacion de agua modelo
ULTRATERM 200 (JP Selecta, S.A., Barcelona, Espafia).
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Figura 111.6.- Viscosimetro rotacional.

« Indice de acidez, indice de yodo e indice de peréxidos:

¢ Valorador automatico Titrino Basic 794 (Metrohm, Herisau, Suiza), equipado
con un stand de valoracién con agitador magnético TiStand 703 (Metrohm) y distintos tipos de
electrodos indicadores (Figura 111.7). El indice de acidez se determiné empleando un electrodo
solvotrode, con cloruro de litio saturado en etanol como electrolito, mientras que el indice de

yodo y el indice de perdxidos se determinaron empleando un electrodo de platino combinado.

Figura lll.7.- Valorador automatico.

e Contenido en agua y materias voldtiles en muestras de aceite:

¢ Mufla eléctrica Heraeus Thermicon modelo M104 (Thermo Fisher Scientific

Inc., Rockford, EE.UU.) y cédpsulas de porcelana.
e Contenido en agua en muestras de biodiesel:

¢ Valorador columbimétrico KF 831 equipado con un stand de valoracién con

agitador magnético TiStand 703 (Metrohm, Herisau, Suiza).
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e Curva de destilacion e indice de cetano en muestras de biodiesel:

¢ Destilador automatico HDA modelo 627 HERZOG (PAC-Walter Herzog GmbH,
Lauda-Konigshofen, Alemania) (Figura 111.8), equipado con un matraz de 100 mL y una probeta
graduada de 100 mL, especificos para este equipo, y controlado por el software HLIS for
Windows (PAC-Walter Herzog GmbH).

Figura III.8.- Destilador automatico.

e Punto de obstruccion de filtro en frio en muestras de biodiesel:

¢ Analizador HCP modelo 842 (PAC-Walter Herzog GmbH, Lauda-Konigshofen,
Alemania), equipado con tubos de ensayo de vidrio con marca anular de nivel a los 45 mL
especificos para este equipo y con un criostato JULABO modelo FP 88-MV (JULABO
Labortechnik GmbH, Seelbach, Alemania) para mantener la temperatura de la muestra a -52
°C. En la Figura IIl.9 se muestra el equipo empleado para la determinacién del punto de
obstruccidn de filtro en frio.

Figura l11.9.- Analizador del punto de obstruccion de filtro en frio.
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e Punto de inflamacion en muestras de biodiesel:

¢ Equipo de inflamabilidad MP modelo 329/330 (PAC-Walter Herzog GmbH,
Lauda-Konigshofen, Alemania), equipado con una cazoleta metdlica para muestras especifica

para este equipo (Figura 111.10).

Figura 111.10.- Equipo de inflamabilidad.

e Contenido en azufre en muestras de biodiesel:

¢ Espectrémetro de fluorescencia de rayos X de energia dispersiva Oxford
modelo LAB-X-3000S (Oxford Instruments Austin Scientific, Texas, EE.UU.) (Figura 111.11),
equipado con una cdpsula con anilla de plastico y una lamina de poliéster Poly-S Film Oxford,

especificas para este equipo.

HORIBA

Figura lll.11.- Espectrometro de fluorescencia de rayos X, empleado
para la determinacién del contenido en azufre.

e Contenido en cenizas sulfatadas en muestras de biodiesel:

¢ Mufla eléctrica Heraeus Thermicon modelo M104 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, EE.UU.), capaz de mantener una temperatura de (775 = 25) °C, y placa
calefactora modelo S-1000443 (JP Selecta, Barcelona, Espafia). Ademas es necesario el empleo
de un disco evaporador o crisol, de porcelana, silice fundida o platino, de 50 a 100 mL para
muestras que contengan mas del 0,02 % en peso de cenizas sulfatadas o de 120-150 mL para

las que contengan menos del 0,02 %.
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e Residuo carbonoso Conradson en muestras de biodiesel:

¢ Horno de coquizacion ALCOR modelo MCRT-130 (Petroleum Instruments Co.,

Inc., Oklahoma City, EE.UU.), equipado con viales de coquizacidon especificos para este equipo.
e Corrosion a la tira de cobre en muestras de biodiesel:

¢ Laminas del 99,9 % en cobre de 12,5 mm de anchura, 1,5 a 3 mm de espesor y
75 mm de longitud, pulidas con papel de arena y algoddn, bafio termostatico modelo TBN-45-
100 (Science Basic Solutions, S.L., Barcelona, Espafia) y termdmetro de inmersion ASTM 12C
(Kessler Thermometer Corp., Nueva York, EE.UU.). Ademas es necesario el empleo de tubos de
ensayo de 25 x 150 mm especificos para la determinacion del indice de cobre, asi como una

placa de patrones de corrosién para determinar la pérdida de brillo al final del ensayo.
o Estabilidad a la oxidacion en muestras de biodiesel:

¢ Conductimetro CRISON modelo GLP 31 (Crison Instruments, S.A, Barcelona,
Espafia), equipado con un electrodo de conductividad, bafio termostatico DIGIBATH-2 modelo
BOD-2 (Raypa Espinar, S.L., Barcelona, Espafia) y controlador de caudal masico de gas (efecto
térmico) MAFC BRONKHORST modelo HI-TEC 300 (Bronkhorst High-Tech, NL-7261 AK Ruurlo,
Holanda). En la Figura 1ll.12 se muestra el equipo empleado para la determinacién de la

estabilidad oxidativa.

Figura 111.12.- Equipo de estabilidad oxidativa.

@ Otros equipos y materiales empleados en la presente Tesis Doctoral fueron:

e Reactor de vidrio cilindrico de 1.000 mL de capacidad y tapa de 4 bocas, de Scharlab
(Barcelona, Espaiia).

e Motor Stuart Stirrer S510 (Londres, Reino Unido).

e Bafio termostatico J.P Selecta (Barcelona, Espaiia).

¢ Condensador de vidrio, de Afora (Barcelona, Espafia).

o Centrifugadora-evaporadora JOUAN RC1010 con condensador RCT90 (Jouan, Saint-
Herblain, Francia).

e Micropipetas “Pluripet Kartell” de 20-200 pL y de 100-1000 pL Scharlab (Barcelona,

Espafia).
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e Balanza de precisidén Sartorius CP224S (Goettingen, Alemania) y balanza analitica
“Qualitty 125 A” de Precisa (Dietikon, Suiza).

e Rotavapor R-200 con bafio termostdatico B-490, bomba de vacio V-500 y controlador
de vacio V-800 (Biichi, Labortechnik AG, Flawil, Suiza).).

o Cartuchos Oasis’ HLB de 6 cm® y 500 mg y sistema de vacio Vac-Master IST (Waters,
Milford, EE.UU.) para la extraccidn con cartuchos de SPE.

o Dispositivo de extraccion manual para la SPME y fibras de SPME con recubrimiento
de PA (85 um), de PDMS (100 um) y de PDMS/DVB (60 um), de Supelco (Bellefonte, PA,
EE.UU.).

111.3 Muestras de aceite

Las muestras de aceite empleadas en la presente Memoria han sido:

@ Aceites vegetales de maiz, oliva, girasol, colza, semillas y soja-girasol sin usar, adquiridas
en distintos comercios locales.

@ Aceites vegetales de maiz, oliva, girasol, colza, semillas y soja-girasol procedentes de
procesos de fritura de cocinas particulares de la isla de Tenerife.

@ Aceites de fritura de distinta composicién (oliva-girasol y oliva-girasol-maiz),
procedentes de la cafeteria de la Facultad de Farmacia de la Universidad de La Laguna y de

comedores escolares de la isla de Tenerife.

111.4 Procedimiento experimental

111.4.1 Determinacion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) por GC-FID
Separacion cromatogrdfica

La separacion cromatografica mediante GC se llevd a cabo utilizando un detector FID,
siendo la temperatura del detector y del inyector de 250 °C. El gas portador empleado fue
helio, a un caudal de 1,0 mL min™, y como gas auxiliar o “make up” se utilizé nitrégeno, a un
caudal de 30,0 mL min™. La inyeccion de muestra se realizd en modo split, con una relacion
1:20, con un volumen de inyeccidon de muestra de 0,1 pL y una presién en cabeza de columna
de 28,1 psi. En cuanto al sistema de deteccidn, se utilizdé un caudal de aire y de hidrégeno de
400 y 30 mL min™, respectivamente. El programa de temperatura del horno de la columna se

recoge en la Tabla Ill.1.
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Tabla lll.1.- Programa de temperatura aplicado para la separacidn cromatografica (tiempo total de
analisis: 19,25 minutos).

Etapa Temperatura Ram'pe_i1 Tiempo de mzjmtenimiento
(°Q) (°C min™) (min)
1 160 - 1
2 170 8 5
3 200 30 5
4 210 10 5

Método de limpieza de muestra mediante SPE

A) El cartucho Oasis HLB se activé haciendo pasar lentamente 15 mL de metanol y 10
mL de agua Milli-Q. Seguidamente, se pasé por el mismo 1 mL de muestra y 10 plL de patrén
interno. Después de pasar la muestra por el cartucho de SPE, éste se secé a vacio (P = -5
mmHg) durante 25 minutos. La muestra retenida se eluyé con 15 mL de una mezcla de éter de
petroleo y dietil-éter (9:1, v/v). Posteriormente, el disolvente organico se evapord hasta casi

sequedad a 40 °C. El residuo obtenido se redisolvié en n-hexano y se enrasé a 25 mL.

B) El cartucho Sep-Pak-Plus se activé haciendo pasar lentamente 10 mL de una mezcla
de éter de petréleo y dietil-éter (9:1, v/v) y 10 mL de n-hexano. A continuacion, se paso por el
mismo 1 mL de muestra y 10 uL de patrdén interno. Después de pasar la muestra por el
cartucho de SPE, éste se seco a vacio (P = -5 mmHg) durante 10 minutos. La muestra retenida
se eluyd con 20 mL de una mezcla de éter de petréleo y dietil-éter (9:1, v/v). Posteriormente,
el disolvente organico se evapord hasta casi sequedad a 40 °C. El residuo obtenido se

redisolvié en n-hexano y se enrasé a 25 mL.
Método de limpieza de muestra mediante SPME

Un volumen de muestra de 1 mL se colocd en un vial de vidrio de 16 mL, con una barra
agitadora, junto con 4 mL de n-hexano y 10 plL de patrdn interno. Las fibras de PDMS/DVB,
PDMS y PA, previamente activadas con metanol durante 30 minutos y agitacién constante a
300 rpm, se introdujeron directamente en el vial que contiene la muestra, en modo direct
immersion (DI-SPME), de forma que la extraccién se llevé a cabo a una temperatura de 20 °C
durante 160 minutos y con agitacién constante a 800 rpm A continuacion, se llevd a cabo la
etapa de desorcidon de la muestra retenida en la fibra, con 1,5 mL de n-hexano durante 16
minutos y agitacion de 1.000 rpm Posteriormente, el disolvente organico se evapord a casi
sequedad a 40 °C. El residuo obtenido se redisolvié en 1,7 mL de n-hexano. Después de cada
extraccién y antes de su préximo uso, las fibras se lavaron con metanol durante 20 minutos a
300 rpm.
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Estabilidad de los FAMEs estudiados durante el andlisis mediante GC-FID: Validacion del

método analitico desarrollado

La exactitud del método analitico desarrollado para la determinacion de FAMEs
mediante GC-FID se evalué mediante un estudio de recuperacién de los trece FAMEs
estudiados, el cual se realizé mediante la adicidon de cantidades conocidas y diferentes de cada
uno de los patrones de FAMEs a la muestra de biodiesel de aceite de girasol sin usar. El
enriquecimiento se realizdé al doble de la concentraciéon de cada FAME encontrado en esta
muestra de biodiesel. Para ello, se afiadieron, por triplicado, 500 pL de una disolucion patrén
que contenia distintas concentraciones de los trece FAMEs estudiados sobre a 0,5 g de la
muestra de biodiesel. Las muestras enriquecidas se sometieron al método de determinacion
de FAMEs mediante GC-FID, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. En la Tabla
III.2 se muestran las concentraciones de los trece FAMEs estudiados contenidos en Ia
disolucién patrén afiadida a la muestra de biodiesel.

Tabla Il1.2.- Concentraciones de los trece FAMEs estudiados contenidos en la disolucidn patrén afiadida
a la muestra de biodiesel.

Concentracion de la

Pico FAMEs disolucion patron
anadida (pg mL?)
1 C10:0 20
2 C12:0 20
3 C14:0 20
4 C16:0 80
5 Cl6:1 20
6 C18:0 20
7 C18:1 300
8 C18:2 750
9 C18:3 20
10 C20:0 20
11 Cc20:1 20
12 C22:0 20
13 C22:1 20

111.4.2 Produccidn de biodiesel mediante catalisis homogénea alcalina

El biodiesel utilizado en todas las experiencias fue obtenido mediante una reaccion de
transesterificacion con catalisis homogénea alcalina a partir de muestras de aceite, a presién
atmosférica y a una temperatura de 65 °C, utilizando un reactor discontinuo provisto de una
camisa para la recirculacion del agua, que permite la termostatizaciéon del proceso, y un
refrigerador de agua, que evita las pérdidas de metanol por evaporacion. Se pesaron con
precision 600,2 g de muestra de aceite y se colocaron en el reactor de vidrio termostatizado. El

catalizador de la reaccion estaba formado por una disolucién de metéxido sédico preparada
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mediante la mezcla de 168 mL de metanol y 6 g de hidréoxido sddico. Esta disolucién se

preparaba diariamente, para preservar la actividad catalitica y evitar la absorcién de humedad.

Las muestras de aceite se agitaron y calentaron a 65 °C en un bafio termostatizado,
con objeto de poder mantener la temperatura constante durante la reacciéon. Una vez
alcanzada dicha temperatura, se afiadio el catalizador al reactor. La mezcla fue mantenida a 65
°C durante toda la reaccion y agitada continuamente a 700 rpm durante un tiempo de reaccion
de 80 minutos. En la Figura IlIl.13 se muestra el reactor discontinuo empleado para la

obtencion del biodiesel mediante la reaccién de transesterificacion.

Figura I11.13.- Reactor discontinuo empleado para la obtencidn del biodiesel.

El producto de la reaccidon se colocéd en un embudo de decantacién durante 24 horas
para permitir la separacion de las dos fases formadas. La fase superior contiene el biodiesel
obtenido, junto con el aceite que no ha reaccionado, el exceso de metanol y catalizador y
pequefias cantidades de jabdén producidas durante el proceso, mientras que la fase inferior

contiene la glicerina formada durante el proceso.

El exceso de catalizador presente en la fase superior se eliminé mediante sucesivos
lavados con 25 mL de una disolucién de acido fosférico al 5 % (v/v), hasta que las aguas de
lavado obtenidas fueran limpias y claras. El exceso de metanol y los restos de agua se
eliminaron mediante evaporacidon a vacio en un evaporador centrifugo a 80 °C, durante un

tiempo de 2 horas. El producto final obtenido (biodiesel) es un liquido de color amarillo palido.

11.4.3 Caracterizacion de las muestras de aceite y biodiesel mediante la norma UNE-EN
14214:2009

Se comentan a continuacién los diferentes procedimientos empleados para

caracterizar las muestras de aceite y biodiesel.
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Densidad (kg m™)

La determinacién de la densidad se llevd a cabo mediante tres métodos:

A) Densimetro de inmersién. Se aplicaron las normas EN I1SO 3675 y/o EN ISO 12185,
segun las cuales las medidas deben efectuarse a 15°C. Se utilizé un densimetro de rango 800-
900 kg m™ para la caracterizacién de las muestras de biodiesel y de rango 850-950 kg m™ para
la caracterizacion de las muestras de aceite. Se preparé un bafio termostatizado a 15 °C y se
sumergid en él un tubo de vidrio que contenia la muestra a analizar. Transcurridos 15 minutos,
se introdujo el densimetro adecuado segun la muestra y se dejo que se estabilizara lentamente
en el liquido. Finalmente, se procedié a hacer la lectura del valor de densidad. Después de
registrar la lectura, se extrajo el densimetro del liquido y se inserté un termdémetro, agitando
verticalmente con una varilla para medir la temperatura de la muestra. Si la temperatura
diferia de la lectura previa en mas de 0,5 °C, era necesario repetir el experimento. La
temperatura debe controlarse exactamente, ya que la densidad de las materias grasas varia,
aproximadamente, 0,68 kg m™ por grado (PQSA, 1999). El resultado se expresa como el valor

medio de tres determinaciones de la densidad.

B) Picndmetro. Se limpid y secd perfectamente el picndmetro y se realizo la primera
medicion de masa, en una balanza de precision, la cual se denota por Mj. Se sumergio el
picndmetro lleno con agua destilada, que es el liquido de referencia, hasta el enrase, en un
bafio termostatizado a 15 °C. Transcurridos 15 minutos, se volvid a pesar el picnémetro con el
agua (M3). Finalmente, se llend el picnédmetro con la muestra hasta el enrase y se sumergié en
el bafio termostatizado, esperando de nuevo 15 minutos. En caso necesario se afiadia mas
muestra para que el volumen contenido en el picndmetro fuera exactamente 50,612 mL. Se
peso el picndmetro con la muestra (Ms3). En ambos casos se llend el picnédmetro hasta el
enrase, evitando la presencia de burbujas en el interior del mismo. Para determinar la
densidad de la muestra se utiliza la siguiente expresidn (la densidad del agua es 999,103 kg m’
3),

M3 — My

p =M'Pagua

El resultado se expresa como el valor medio de tres determinaciones de la densidad.

C) Densimetro digital. El instrumento estd provisto de un carrusel portaviales que
permite la determinacién de la densidad en 24 muestras, por lo que sélo es necesario colocar
la muestra en un vial y éste en la posicién adecuada del carrusel. La medida de densidad
ocurre de forma completamente automatica, puesto que el equipo controla y optimiza el
muestreo, el ajuste de temperatura, la medicidn, el drenaje, el lavado con dos disolventes
distintos (n-heptano y nafta) y el secado de la célula de medida, dependiendo de las
caracteristicas de la muestra. Ademads, el muestreo automatico evita la formacién de burbujas
de aire, tan habituales en las muestras viscosas, por lo que permite llevar a cabo medidas

repetitivas. El modo de operacién consistié en comprobar que la temperatura de la sonda de
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temperatura es 15 + 0,05 °C y que la densidad del aire es 0,0012 g cm™. El equipo proporciona

el valor de la densidad como el valor medio de tres determinaciones.
Viscosidad cinemadtica (cSt)

Se empled la norma UNE-EN ISO 3104:1999, segun la cual el valor de viscosidad
cinematica debe referirse a una temperatura de 40 °C. Para poder calcular la viscosidad
cinematica (v), fue necesario determinar previamente la viscosidad dindmica (u), ya que ambas
se relacionan con la densidad la muestra (p) de acuerdo con la siguiente expresion:

v (cSt) = _ R cP)
p(g-cm™3)

En un bafio termostatizado a 40 °C, se introdujo la muestra dentro de la camisa del
viscosimetro y se seleccioné el programa de medida de la viscosidad para un husillo LCP. La
viscosidad dinamica de las muestras de aceite y biodiesel se determind aplicando una
velocidad de giro de 20 y 100 rpm, respectivamente. Una vez estabilizado el sistema, se hizo la
lectura del valor de la viscosidad dindmica (p), y a continuacién, aplicando la expresion
anterior, se calculd la viscosidad cinematica (v), la cual se expresa como el valor medio de tres

determinaciones.
indice de acidez (mg KOH g muestra™)

Para poder determinar la acidez de las muestras hay que tener en cuenta que, en
funcién del grado de acidez previsto, se deberd pesar una cierta cantidad de muestra (Tabla

I11.3). Para las muestras estudiadas se prevé un grado de acidez inferior al 1 %.

Tabla I11.3.- Cantidad de muestra a pesar en funcion del grado de acidez previsto.

Grado de acidez previsto  Peso de muestra Precision de la pesada

(% acido oleico) (g) (g)
<1 20 0,05
la4 10 0,02
4a15 2,5 0,01
15a75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Se pesaron en un vaso de precipitados 20 g de muestra, previamente filtrada, con una
precision de + 0,05 g, y se disolvieron en 100 mL de una mezcla de etanol al 95 % (v/v) y éter
dietilico estabilizado con 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol, en una proporcién 1:1. Se agitd hasta
conseguir la disolucion de la muestra y a continuacién se afiadieron unas gotas de fenolftaleina
al 1 % en etanol. Se empled hidréxido potdsico en disolucion etandlica 0,1 N como reactivo
valorante. Durante la valoracion, la muestra se agitd con un agitador magnético hasta alcanzar
el punto final de la valoracion, proporcionado por el valorador automatico, aunque éste
también puede apreciarse visualmente gracias al viraje del indicador (color rosa). Las muestras

de aceite de fritura se sometieron a una etapa previa de deshidratacién con sulfato magnésico
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anhidro y posteriormente se filtraron a vacio, con objeto de eliminar cualquier materia en
suspension y los restos de sulfato magnésico. Se realizaron tres determinaciones para cada una

de las muestras estudiadas.
indice de yodo (g I, [100 g muestra]?)

Inicialmente, se deshidraté la muestra homogeneizada con sulfato sédico anhidro y a
continuacion se filtrd. Después, se pesd la muestra en un vidrio de reloj en funcidn del indice

de yodo previsto, siguiendo los valores de la Tabla Ill.4. Para las muestras estudiadas se prevé

un indice de yodo comprendido entre 51y 100 g de I, [100 g muestra] ™.

Tabla I11.4.- Cantidad de muestra a pesar en funcion del indice de yodo previsto.

indice de yodo previsto Peso de muestra
(g1, [100 g muestra]™) (g)

<5 3,00
5a20 1,00
21a50 0,40
51a100 0,20
101 a 150 0,13
151a 200 0,10

Se pesaron 0,20 g de muestra, se introdujeron en un matraz erlenmeyer de 500 mL y
se disolvieron con 20 mL de una mezcla de ciclohexano y acido acético glacial, en una
proporcién 1:1 (v/v). Una vez disuelta, se agregaron 25 mL de reactivo de Wijs 0,1 N
(disolucién de yoduro de cloro), agitando el contenido del matraz y dejdndolo posteriormente
en la oscuridad durante una hora. Se prepard del mismo modo un ensayo en blanco. Una vez
transcurrido dicho tiempo, se afadieron 20 mL de una disolucién de yoduro potdsico al 10 % y
150 mL de agua destilada. Finalmente, se valord el yodo liberado de las muestras mediante
potenciometria, utilizando tiosulfato sddico 0,1 N como reactivo valorante. Durante la
valoracién, la muestra se agitdé con un agitador magnético hasta alcanzar el punto final de la

misma. Se realizaron tres determinaciones para cada una de las muestras estudiadas.
indice de peréxidos (meq O, kg muestra™)

Se pesaron 5,00 g (x 0,05 g) de muestra en un matraz erlenmeyer de 500 mL y se
disolvieron con 10 mL de una mezcla de acido acético glacial y 1-decanol, en una proporcion
3:2 (v/v), que ademas debe contener entre 20 y 30 mg L' de yodo. A continuacidn, se
afadieron 200 plL de una disolucidn saturada de yoduro potasico, se agitd la mezcla obtenida y
se dejd reposar durante 1 minuto en la oscuridad. Se trasvasa la muestra a un vaso de
precipitados y se afiadieron 50 mL de agua destilada. Se prepard del mismo modo un ensayo
en blanco. Finalmente, se valord el yodo liberado de las muestras mediante potenciometria,

utilizando tiosulfato sddico 0,01 N como reactivo valorante. Durante la valoracion, la muestra
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se agité con un agitador magnético hasta alcanzar el punto final de la valoracion. Se realizaron

tres determinaciones para cada una de las muestras estudiadas.
Contenido en agua y materias voldtiles en muestras de aceite (% Humedad-MV)

La determinacidon del contenido de humedad y de materias volatiles se realiz6 de
acuerdo con la norma UNE-EN ISO 662:2001. La muestra de aceite se homogeneizé mediante
agitacion, se pesd una cantidad de muestra entre 5,0 y 10,0 g (+ 0,001 g) de muestra en un
vaso de precipitados y se secaron en estufa a (103 % 2) °C durante una hora. A continuacion, se
realizdé la pesada con una aproximacion de + 0,001 g, y se repitid este procedimiento, con
periodos de secado en estufa de 30 minutos, hasta que la diferencia de masa entre dos
pesadas consecutivas no supero los 2-4 mg. Se realizaron tres determinaciones para cada una

de las muestras estudiadas.

El porcentaje de humedad y de materias volatiles se determiné mediante la siguiente

expresion:

Ba = Pr 100

% humedad y materia volatil =
donde:
P, = masa inicial, en g, del vaso de precipitados con la muestra de aceite

Pf = masa final, en g, del vaso de precipitados con la muestra de aceite

M = masa, en g, de la muestra
Contenido en agua en muestras de biodiesel (mg H,0 L)

La determinacion del contenido en agua se realizd de acuerdo con la norma UNE-EN
ISO 12937:2008, basada en el método de Karl Fischer por valoracién culombimétrica. Segun
dicho método, el agua reacciona con yodo (l,) y didxido de azufre (SO,) en presencia de
metanol (CH;OH) y una base (RN).

En la reaccién volumétrica, el yodo se afiade como reactivo valorante, mientras que en
la valoracién columbimétrica, el yodo es generado electroliticamente por un anolito que lo

contiene.
217 > I, + 2e” [2]

Mientras haya agua en la celda de valoracidn, el yodo generado reaccionara de
acuerdo con la reaccion [1]. Tan pronto como toda el agua se haya consumido, se producira un
pequefio exceso de yodo en el anolito. El electrodo doble de platino detectara este exceso de

yodo y la generacion de yodo se detendrd. De acuerdo con la ley de Faraday, la cantidad de
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yodo generada es proporcional a la corriente que ha pasado. La estequiometria de la reaccién
[1] es 1:1, por lo que un mol de agua (18 g) corresponde, por tanto, a 2 x 96.487 culombios. En
otras palabras, se consumira una cantidad de electricidad de 10,72 culombios por mg de agua.
De esta forma, el consumo total de electricidad proporcionara el contenido en agua presente

en las muestras de biodiesel.

La muestra de biodiesel se recogié con una jeringa de vidrio perfectamente seca y se
pesd. A continuacidn, se inyectd en el equipo valorador y se pesé la jeringa, para conocer por
diferencia el peso exacto de muestra analizada. Este valor se introdujo en el equipo, que
mediante la valoracién determina el contenido en agua de la muestra. Se realizaron tres

determinaciones para cada una de las muestras estudiadas.
Volatilidad y curva de destilacion en muestras de biodiesel

La determinacion de la curva de destilacidn se realizd de acuerdo con la norma ASTM
D1160-06. Se filtraron 100 mL de la muestra de biodiesel y se vertieron en un matraz de
destilaciéon, afadiendo unos trocitos de porcelana porosa, hirviendo asi la muestra
normalmente al alcanzarse la temperatura de ebullicidn, evitando salpicaduras en el interior

del matraz.

Se fijo el sensor de temperatura (termopar), de forma que llegara hasta la salida de
vapores del matraz, y se acopld el tubo de condensacién del matraz de destilacion al tubo de
vapor del analizador. Se colocé el matraz en la placa calefactora y la probeta graduada en la
camara de destilado. El software del equipo realiza automdticamente la correccién de las
temperaturas de ebullicién obtenidas a su valor equivalente a la presidn atmosférica normal.

Se realizaron dos determinaciones para cada una de las muestras estudiadas.
indice de cetano en muestras de biodiesel

El procedimiento normalizado para el cdlculo del nimero de cetano en un motor CFR
(ASTM D613-08; UNE-EN ISO 5165:1999) es muy costoso y complejo. El motor utilizado es muy
sensible al tipo de muestra, y los valores obtenidos al emplear biocombustibles no serian
fiables, ya que el motor no estd disefiado para ellos, por lo que se han desarrollado otros
métodos alternativos que permiten estimar el indice de cetano de un biodiesel a partir de sus
caracteristicas fisicas o de su estructura quimica. De esta forma, es frecuente el empleo de
expresiones matematicas que correlacionan la facilidad de ignicién con otras propiedades
fisico-quimicas o la estructura quimica del combustible, a partir de las que se determina el
indice de cetano calculado (ICC), como se muestra en las normas ASTM D976-06 y ASTM
D4737-09a. Las diferencias entre los nimeros de cetano medidos y los indices de cetano
calculados segun la férmula de la norma ASTM D4737-09a son relativamente pequefias en un

amplio rango de indices de cetano comprendidos entre 40 y 55.
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El cdlculo del ICC se realizd mediante la ecuacién de la norma ASTM D4737-09a, que
procede de la estimacién del nimero de cetano a partir de la destilacion de la muestra, las
temperaturas de cortes medidas y la densidad de la misma, obtenida mediante minimos
cuadrados. Dicha ecuacién es la siguiente:

ICC = 45,2 + 0,0892 T;on + (0,131 + 0,901B) Tsoy + (0,0523 — 0,420B) Tygn

+ 0,00049(TZy — Téy) + 107B + 60B2

donde:
ICC = indice de cetano calculado
D = densidad a 15 °C, determinada segun la norma ASTM D1298-99
DN=D-0,85
B = [e 3SION] _q
T,0=temperatura, en °C, al 10 % recuperado en destilacion
Tion=Tip—215
Tso= temperatura, en °C, al 50 % recuperado en destilacidon
Tson=Tso - 260
Too=temperatura, en °C, al 90 % recuperado en destilacion
Toon=Tgo— 310

El procedimiento empleado para la realizacién de la destilacion del biodiesel para
obtener los puntos de destilado correspondientes al 10, 50 y 90 % (T1o, Tso Y Too) fue el
establecido en la norma ASTM D86-09, a presién atmosférica. La forma de operacién fue la
misma que la empleada para la determinacidn de las curvas de destilaciéon. Una vez obtenidos
los puntos de destilado correspondientes y la densidad de las muestras de biodiesel, se utilizé
el software CAL PETRO para obtener los indices de cetano de las muestras. La determinacion
de los diferentes puntos del destilado se realizé por duplicado para cada una de las muestras

estudiadas.
Punto de obstruccion de filtro en frio en muestras de biodiesel

La determinaciéon del punto de obstruccion de filtro en frio (POFF) se realizd de
acuerdo con las normas ASTM D6371-05 y UNE-EN 116:1998. Previamente es necesario filtrar
la muestra de biodiesel con papel de filtro de (5 + 1) um sobre el tubo de ensayo (45 mL), asi
como comprobar que el sistema de refrigeracion se encuentre aproximadamente a -52 °Cy

limpiar todo el sistema con nafta de limpieza.

Se colocd el tubo de ensayo con la muestra en el interior del equipo y se bajo el
cabezal de medida, introduciéndolo en el tubo de ensayo. El equipo enfria la muestra a

intervalos de 1 °C por debajo de su temperatura inicial, aspirandola con la bureta a vacio
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controlado. Se midi6 el tiempo necesario para llenar el volumen de la bureta a través del
elemento filtrante y se comprobd si el biodiesel, aspirado a través del filtro, retorna
completamente al tubo de ensayo. El equipo repite esta operacidon hasta que el tiempo
necesario para llenar el bulbo de la pipeta sea mayor de 60 segundos o no todo el biodiesel
aspirado a través del filtro retorne al tubo de ensayo, antes de que la temperatura de la
muestra se haya enfriado un 1 °C mas, terminando el ensayo automaticamente. La lectura
obtenida indica el POFF de la muestra de biodiesel. La determinacion del POFF se realizé por

duplicado para cada una de las muestras de biodiesel estudiadas.
Punto de inflamacion o ignicién en muestras de biodiesel

El procedimiento empleado para la determinaciéon del punto de inflamaciéon del
biodiesel fue el establecido en la norma UNE-EN ISO 2719:2003. Se llend la cazoleta con una
alicuota de la muestra hasta el nivel indicado en la misma. En la pantalla del equipo aparecio
un mensaje indicando la temperatura a la cual se espera que se produzca el punto de
inflamacién. Si se desconoce el mismo, se realiza un pre-test y, a continuacién, un segundo
ensayo, introduciendo el valor obtenido en el pre-test como punto de inflamacién esperado.
Seguidamente, se encendié una llama piloto y comenzd una agitacion uniforme de la muestra
entre 90 y 120 rpm La muestra de biodiesel se sometié a un calentamiento gradual,

incrementando su temperatura a razén de 5 a 6 °C min™ hasta el final del ensayo.

La temperatura de inflamacion minima de la muestra, en vaso cerrado Pensky-
Martens, es la que marca la sonda de temperatura en el momento en el cual, interrumpida
momentaneamente la agitacion, la mezcla de vapores de biodiesel/aire se inflama al ponerse
en contacto con la llama piloto, después de efectuar su correccion a la presion atmosférica

normal. La determinacién se realiza por duplicado.
Contenido en azufre en muestras de biodiesel

La determinacion del contenido de azufre en las muestras de biodiesel se realizé de
acuerdo con la norma UNE-EN ISO 20884:2004. La muestra se expuso en una capsula de
pldstico, cubierta con una lamina de poliéster, a la radiacién primaria de un tubo de rayos X. Se
midieron las proporciones calculadas de la fluorescencia de rayos X del azufre K, y la
proporcion calculada de la radiacién base. El espectrémetro se optimizé utilizando una
disolucién de calibracion con 50 pg g™ de azufre, con objeto de obtener la relacién sefial-ruido
6ptima. El contenido de azufre de la muestra se determind a partir de una curva de calibracion
que ha sido previamente establecida, obteniendo la concentracidn de azufre en masa como el

valor promedio de tres determinaciones.
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Contenido en cenizas sulfatadas en muestras de biodiesel

El procedimiento empleado para la determinacion del contenido en cenizas sulfatadas

en muestras de biodiesel fue el establecido en la norma ASTM D874-07.

Inicialmente, se calenté un crisol de porcelana a (775 + 25) °C durante al menos 10
minutos, para eliminar los restos de agua. Una vez enfriado en un desecador sin agente
desecante, se pesé con una aproximacion de + 0,01 mg. Se repitié este procedimiento hasta
obtener una pesada constante del crisol. La cantidad de muestra de biodiesel en el crisol viene

dada por la siguiente expresion:

donde:
P = masa, en g, de la muestra
a = cenizas sulfatadas esperadas, en %

La cantidad de muestra no debe ser superior a 100 g. Si la cantidad de cenizas
sulfatadas difiere de la esperada en un factor superior a 2, es necesario repetir el andlisis con

otro peso de muestra calculado a partir del primer analisis.

A continuacion, se calentd la muestra lentamente en una placa calefactora hasta que
el contenido ardié con llama suave, para evitar pérdidas de muestra por salpicaduras o
formacion de espumas, manteniendo la temperatura para que la muestra continuara ardiendo
uniforme y moderadamente. Cuando el proceso de combustién de la muestra finalizd, se
siguio calentando suavemente hasta la desaparicion de los gases. Seguidamente, el residuo se
calciné en una mufla a (775 + 25) °C durante una hora, hasta la desaparicion del material
carbonoso (depdsito negro). Una vez frio, se afiadieron 3 gotas de agua y 10 de acido sulfurico
concentrado y la mezcla se calentd en una placa calefactora hasta la finalizacion del
desprendimiento de gases, volviendo a calcinar el residuo obtenido en la mufla durante una
hora, pesando el crisol una vez frio. Este procedimiento se repitié hasta obtener una diferencia
entre dos pesadas consecutivas inferior a 1 mg. El resultado se expresa como el porcentaje en

peso de las cenizas sulfatadas en la muestra segun la siguiente expresion:

masa cenizas C—-A
Contenido en cenizas (% en peso) = = (B a

) -100
masa muestra

donde:

A = masa, en mg, del crisol
B = masa, en mg, del crisol con la muestra de biodiesel

C = masa, en mg, del crisol con las cenizas

La determinacién del contenido en cenizas sulfatadas se realizé por duplicado.
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Residuo carbonoso Conradson en muestras de biodiesel

La determinacién del residuo carbonoso Conradson de las muestras de biodiesel se
realizé de acuerdo con las normas ASTM D4530-07 y UNE-EN ISO 10370:1996. La cantidad de
muestra que es necesario pesar depende de la cantidad esperada de residuo carbonoso y de la

apariencia de la muestra, segin se muestra en la Tabla IlI.5.

Tabla ll1.5.- Cantidad de muestra para la determinacién del residuo carbonoso.

Descripcion de la Contenido previsto de Peso de muestra
muestra de biodiesel residuo carbonoso (% m/m) (g)
Negra, viscosa o sélida >5,0 0,15+ 0,05
Marrdn o negra, opaca y poco viscosa 1,0a5,0 0,50+0,10
Transparente o traslucida <1,0 1,50 £ 0,50

Se colocé el vial de vidrio con la muestra en el horno a una temperatura inferior a 100
°C. Fue necesario purgar el equipo con nitrégeno durante 10 minutos, a razén de
600 mL min™*, reduciendo después el caudal a 150 mL min™y calentando el horno lentamente
hasta 500 °C, a una velocidad de 10-15 °C min™. La temperatura del horno se mantuvo a (500 +
2) °C durante 15 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se dejo enfriar manteniendo una
corriente de nitrégeno de 600 mL min™. Cuando la temperatura fue inferior a 200 °C, se retir6
el vial, Y una vez frio, se pesé con una aproximacién de
+ 0,01 mg. El resultado se expresa como el porcentaje en peso del residuo carbonoso en la

muestra segun la siguiente expresion:

. msz — my
Residuo carbonoso (% en peso) = | — - 100
2 — 1My
donde:
m; = masa, en g, del vial vacio
m; = masa, en g, del vial con la muestra analizada
ms3 = masa, en g, del vial con el residuo
La determinacion del residuo carbonoso en las muestras de biodiesel se realizd por
duplicado.

Corrosion a la tira de cobre en muestras de biodiesel

El procedimiento empleado para la determinacion de la corrosidn a la tira de cobre en
muestras de biodiesel fue el establecido en la norma UNE-EN ISO 2160:1999. Inicialmente, se
acondiciond la placa de cobre, eliminando sus posibles defectos y manchas con papel de arena.
A continuacién, la [dmina de cobre se sumergidé en iso-octano, se pulié con una hoja de tela
abrasiva y se introdujo inmediatamente en el tubo de ensayo que contenia la muestra de
biodiesel, cubriendo totalmente la placa de cobre. Posteriormente, el tubo con la muestray la

placa se sumergidé en un bafio termostatico a (50 + 1) °C durante 3 horas. Fue necesario
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proteger el contenido del tubo de la exposicion directa a la luz durante la realizacién del
ensayo. Una vez finalizado, se extrajo la lamina de cobre del tubo de ensayo, se sumergio en
iso-octano, se secd con papel de filtro y se examind cuidadosamente, comprobando si se
observaba pérdida de brillo o corrosidon al compararla con la placa de cobre patrén de
corrosién. Se determind la clasificacion de la corrosiéon de acuerdo con uno de los nimeros
listados en la placa patrén, indicando la temperatura y duracion del ensayo. En la Figura I11.14
se muestra la placa de patrones de corrosién empleada para determinar la corrosién a la tira

de cobre.

qm}, ASTM COPPER STRIP CORROSION STANDARDS qm’”
METHOD D 130/1P 154

AV FLTFLRVE PEIORITE T IGHT

MEDERATE TRANIIN

Figura 11l.14.- Placa de patrones de corrosion.

Estabilidad a la oxidacion en muestras de biodiesel

En la norma UNE-EN ISO 14112:2003 se establece la determinacion de la estabilidad a
la oxidacidn de las muestras de biodiesel (ensayo de oxidacidn acelerada). En junio de 2009, se
publicd la norma UNE-EN ISO 15751:2009, basada en la anterior, la cual fue adaptada
especificamente para la determinacidn de la estabilidad de los FAMEs puros y de las mezclas
diésel/FAMEs. El método, denominado Rancimat, se basa en la determinacién conductimétrica
de los productos de disociacién de acidos volatiles, principalmente acido férmico y acético,
producidos durante la oxidacidon acelerada, obteniendo de esta forma una representacion
grafica de la conductividad frente al tiempo. El cdlculo del tiempo de induccién se realizé
trazando, inicialmente, la tangente a la primera parte de incremento moderado de la curva, y a
continuacién, la tangente a la parte de la curva con incremento rapido. Se determind la
estabilidad a la oxidacién a partir de la lectura en la grafica del tiempo correspondiente al
punto en el que se produce la interseccion de las dos tangente. En la Figura II1.15 se muestra

un ejemplo de la determinacion del tiempo de induccién del modo descrito anteriormente.
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Figura II.15.- Determinacion grafica del tiempo de induccién.

Inicialmente, se fijo la temperatura del bafio termostatico a 110 °C, la presién del
manémetro a 1 atm y el caudal de aire a 10 L h™. Se pesaron 3 g de muestra y se colocaron en
un vial de reaccidén de borosilicato debidamente sellado. Se rellené la cubeta de medida con 50
mL de agua destilada y se introdujo en ella el electrodo de medida. La corriente de aire
introducida pasa de forma continua por la muestra, primero, y después por la cubeta de
medida. El electrodo de conductividad mide los cambios en la conductividad del agua presente
en la cubeta de medida. El ensayo finaliza al alcanzar los 200 uS cm™. Se determind el periodo
de induccién a partir de la grafica conductividad-tiempo obtenida, como se ha sefialado

anteriormente.

111.4.4 Estudio de la estabilidad del biodiesel mediante la determinacion del contenido en
FAMEs por GC-FID

Estudio de la influencia del tiempo y la temperatura en la variacion del contenido en FAMEs
del biodiesel

Con objeto de evaluar la estabilidad del contenido en FAMEs durante el
almacenamiento de las muestras de biodiesel obtenidas mediante catdlisis homogénea a partir
de diversos aceites vegetales sin usar y de fritura, se estudié inicialmente la influencia del
tiempo y la temperatura durante dicho almacenamiento. Para ello, se estudiaron las muestras
de biodiesel de aceite de girasol y de semillas, sin usar y de fritura (BAGN, BAGF, BASN y BASF)
y se almacenaron a temperatura ambiente y a +4 °C, durante seis meses. El contenido en
FAMEs se determind cada mes mediante GC-FID, segun el procedimiento descrito en la seccion

111.4.1 del presente capitulo.
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Empleo de antioxidantes para la conservacion de las muestras de biodiesel

Se evalué el empleo de diez antioxidantes como método de conservacion de las
muestras de biodiesel. Los antioxidantes empleados en la presente Memoria fueron los

siguientes:

- 3-tert-butil-4-hidroxianisol (BHA)

- 3,5-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT)

- 2,4,5-trihidroxibutirofenona (THBP)

- 2,6-di-tert-butil-4-(hidroximetil)fenol (10)
- etoxiquin (ET)

- acido nordihidroguaiarético (NDGA)

- tert-butil hidroquinona (TBHQ)

- octil galato (0OG)

- propil galato (PG)

- dodecil galato (DG)

Se estudio la adicién de tres niveles de concentracién (100, 500 y 1.000 mg L™) de los
antioxidantes anteriormente mencionados sobre la muestra de biodiesel de aceite de girasol
de fritura (BAGF). Las muestras adicionadas se almacenaron durante seis meses a temperatura
ambiente. El contenido en FAMEs se determind a los tres y seis meses de almacenamiento

mediante GC-FID, segun el procedimiento descrito en la seccién I11.4.1 del presente capitulo.

11.4.5 Determinacion de elementos metalicos y semimetalicos en muestras de aceite y
biodiesel mediante ICP-AES

111.4.5.1 Determinacidon del contenido de Na, K, Ca, Mg y P en muestras de aceite y biodiesel
mediante las normas UNE-EN 14107:2003 y UNE-EN 14538:2006

La determinacion de Na, K, Ca y Mg en las muestras de biodiesel se llevé a cabo segun
la norma UNE-EN 14538:2006, mientras que el P se determind segun la norma UNE-EN
14107:2003. En el caso de Na, K, Ca y Mg, el calibrado se prepard en queroseno, afiadiendo a
cada patron de calibracion 30 g de aceite base 20 y enrasando hasta alcanzar una masa final de
100 g. Las muestras de biodiesel se diluyeron en queroseno, siendo el factor de dilucién igual a
2. Para el P, el calibrado se prepard en xileno, afiadiendo 10 g de aceite base 75 y enrasando
hasta alcanzar una masa final de 100 g. Las muestras de biodiesel se diluyeron en xileno,

siendo el factor de diluciéon igual a 10. En ambos casos se empled Y como patrén interno.

En el caso de las muestras de aceite, al no existir normativa al respecto, se adaptaron
las normas citadas, de forma que la determinacién de los cinco elementos se realizd en
conjunto. Para ello, el calibrado se preparé en queroseno, utilizando Y como patrén interno y
afiadiendo a cada patrén de calibracién 30 g de aceite base 20 y enrasando hasta una masa

final de 100 g. Las muestras de aceite se diluyeron en queroseno, siendo el factor de dilucién
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igual a 2. En la Tabla 1ll.6 se recogen las longitudes de onda y las concentraciones de los

patrones de calibracion para la determinacion de Na, K, Ca, Mg y P en las muestras estudiadas.

Tabla Ill.6.- Longitudes de onda y concentraciones de los patrones de calibracién para la determinacion
de Na, K, Ca, Mg y P en muestras de aceite y biodiesel.

Patrones de calibracién (mg kg™)

Elemento A (nm)
Aceite Biodiesel
Na 588,995
K 769,896
1;2,5;5y 10 0,5;1;5y10
Ca 422,673
Mg 279,553
P 213,618 1;5;10y 30 0,51;2y4
Y (patrén interno) 371,030 1

Los parametros instrumentales del espectrémetro de ICP-AES se optimizaron antes de
comenzar el andlisis empleando una disolucién patrén de manganeso con una concentracién
de 5 mg L, permitiéndose asi el alineamiento de la antorcha. Las condiciones 6ptimas de
operacion para la determinacion de Na, K, Ca, Mg y P en muestras de aceite y biodiesel

mediante ICP-AES, segun las normas UNE-EN 4538:2006 y UNE-EN 14107:2003, se muestran
en la Tabla 1l.7.

Tabla I11.7.- Condiciones instrumentales empleadas para la determinacién de Na, K, Ca, Mgy P
en muestras de aceite y biodiesel mediante ICP-AES, segun las normas
UNE-EN 14538:2006 y UNE-EN 14107:2003.

Parametros generales Na, K, Cay Mg P
(UNE-EN 14538) (UNE-EN 14107)

Potencia de radiofrecuencia 1300 W 1350 W
Voltaje del fotomultiplicador 650 V
Presién de Ar de nebulizacién 120 kPa
Caudal de Ar de enfriamiento 16,5L min™

Caudal de Ar auxiliar 2,25L min™*

Velocidad de la bomba peristaltica 10 rpm
Caudal de O, auxiliar 12,5 mL min™

111.4.5.2 Determinacion de contenidos totales de elementos metdlicos y semimetalicos en

muestras de aceite y biodiesel mediante ICP-AES
Tratamiento de muestra: Mineralizacion en horno de microondas

Para llevar a cabo la determinacién del contenido total de elementos metdlicos y
semimetalicos en muestras de aceite y biodiesel, éstas se sometieron a una digestién acida por
via humeda, en reactores a presion y empleando un horno de microondas como sistema de
calentamiento. Para ello, se pesaron aproximadamente 0,3 g de muestra y se introdujeron en

un reactor de teflén TFM del microondas. A continuacion, se afiadieron 10 mL de una mezcla
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de acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en proporcién 4:1 (v/v) y se sometieron a un
calentamiento por microondas empleando el programa indicado en la Tabla III.8, consistente
en tres etapas. Una vez enfriados los reactores, éstos se abrieron cuidadosamente y su
contenido se enrasd a 25 mL con agua desionizada. Por ultimo, las muestras digeridas se
guardaron en frascos de polipropileno y se conservaron en el frigorifico en ausencia de luz a

una 4 °C hasta el momento de su analisis por ICP-AES.

Tabla I11.8.- Programa de temperaturas del horno microondas.

Rampa de tiempo Rampa de temperatura Tiempo de permanencia
Etapa . o P
(min) (°C) (min)
1 3 100 0
2 15 170 0
3 10 200 15

Andlisis de las muestras mediante ICP-AES

En primer lugar, se llevé a cabo la optimizacion de los parametros instrumentales del
espectrémetro de ICP-AES, para lo que se empled una disolucién patréon de manganeso con
una concentracién de 5 mg L', permitiéndose asi el alineamiento de la antorcha. Las
condiciones 6ptimas de operacion para la determinacion de elementos metalicos vy
semimetalicos en muestras de aceite y biodiesel mediante ICP-AES se encuentran reflejadas en
la Tabla I11.9.

Tabla I11.9.- Condiciones instrumentales empleadas para el analisis multielemental por ICP-AES.

Parametros generales

Potencia de radiofrecuencia 1200 W
Voltaje del fotomultiplicador 650 V
Presién de Ar de nebulizacién 240 kPa
Caudal de Ar de enfriamiento 15,0L min™

Caudal de Ar auxiliar 1,50 L min™
Velocidad de la bomba peristaltica 40 rpm

De forma previa al analisis cuantitativo de las muestras, se procedié a realizar un
analisis semicuantitativo por ICP-AES, con objeto de conocer el rango de concentraciones en el
que estan presentes los elementos objeto de estudio en las muestras. Para ello, se realiza un
calibrado multielemental entre dos puntos, empleando una disoluciéon de blanco [HNO; 2 %
(v/v)] y una disolucién patrén de 1 mg L™ de cada elemento en el mismo medio &cido. Con este
método, la concentracién obtenida (por interpolacion o extrapolacion sobre la curva de
calibrado) para cada analito es sélo aproximada. El analisis semicuantitativo de las muestras
permite elegir el intervalo de calibracién mds adecuado para el andlisis cuantitativo de cada
analito en las muestras estudiadas. El analisis cuantitativo por ICP-AES se realizé empleando
cinco disoluciones patron de distinta concentracion de cada elemento y mediante calibracién

convencional, utilizando Y como patrdn interno. Se analizaron tanto las muestras como los
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blancos procedentes de la etapa de tratamiento de muestra. En la Tabla 111.10 se muestran los
elementos objeto de estudio, las longitudes de onda seleccionadas y los intervalos de
calibracién correspondientes a los analisis de contenidos totales en las muestras estudiadas.

Tabla 111.10.- Longitudes de onda analizadas e intervalos de calibracidn empleados en la determinacién
de elementos metadlicos y semimetalicos por ICP-AES en las muestras de aceite y biodiesel.

Intervalo de concentracion
Elemento A (nm)

(neLl?)
Aluminio 396,152 100-1000
Arsénico 193,696 100-1000
Bario 455,403 1-100
Calcio 317,933 250-5000
Cadmio 226,502 1-100
Cobalto 228,616 1-100
Cromo 267,716 1-100
Cobre 324,754 1-100
Hierro 238,204 25-1000
Potasio 766,490 25-1000
Magnesio 279,806 25-1000
Manganeso 257,610 25-1000
Molibdeno 202,030 1-100
Sodio 589,592 250-5000
Niquel 352,454 25-500
Fésforo 213,618 250-5000
Plomo 220,353 25-500
Vanadio 292,402 1-100
Cinc 206,200 25-500
Y (patrén interno) 371,030 1

Estabilidad de elementos metdlicos y semimetdlicos durante el proceso de tratamiento de

muestra: Validacion del método analitico desarrollado

Con objeto de evaluar la estabilidad de los elementos estudiados durante el proceso
de tratamiento de muestra, se llevaron a cabo los correspondientes estudios de recuperacién
de dichos elementos afiadidos sobre muestras de aceite y biodiesel (aceite de girasol sin usary

biodiesel obtenido a partir de ella).

Los ensayos de recuperacién se llevaron a cabo tras la adicion de disoluciones patrén
de los 19 elementos estudiados sobre la muestra de aceite y biodiesel, respectivamente,
realizdndose el enriquecimiento a dos niveles de concentracion (aproximadamente el doble y
el cuddruple de la concentracién de cada elemento encontrado en cada muestra). Para ello, se

adicionaron 300 pL de una disolucién patrén que contenia distintas concentraciones de los 19
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elementos estudiados sobre 0,3 g de cada muestra de aceite y de biodiesel, realizandose
cuatro réplicas de cada muestra.

Las muestras enriquecidas se agitaron en un bafio de ultrasonidos durante 30 minutos
para conseguir una perfecta homogeneizacién de los patrones con las muestras y se
conservaron durante 24 horas a una temperatura de 4 °C. Una vez transcurrido dicho tiempo,
las muestras enriquecidas se sometieron al proceso de mineralizacién en horno de microondas

mencionado, y una vez digeridas, se analizaron mediante ICP-AES, siguiendo los

procedimientos descritos anteriormente.

En la Tabla 1ll.11 se muestran las concentraciones de los 19 elementos metalicos y

semimetalicos estudiados contenidos en la disolucidn patrén afiadida a la muestra de aceite y
biodiesel.

Tabla I11.11.- Concentraciones de los 19 elementos estudiados contenidos en la disolucion patrén
anadida a la muestra de aceite y biodiesel.

Concentracion de la disolucién patrén Concentracion de la disolucién
anadida a la muestra de aceite AGL patrén afiadida a la muestra de
Elemento (mg L) biodiesel BAGL (mg L™)
Enriquecimiento  Enriquecimiento Enriquecimiento Enriquecimiento
doble cuadruple doble cuadruple
Aluminio 0,04 0,08 40 80
Arsénico 0,04 0,08 60 90
Bario 0,001 0,002 2 4
Calcio 180 360 660 1320
Cadmio 0,6 1,2 2 4
Cobalto 0,003 0,006 0,003 0,006
Cromo 0,003 0,006 2 4
Cobre 0,01 0,02 0,01 0,02
Hierro 10 20 120 240
Potasio 140 280 60 120
Magnesio 60 120 0,02 0,04
Manganeso 4 8 1 2
Molibdeno 4 8 0,004 0,008
Sodio 520 1140 80 160
Niquel 0,04 0,08 0,04 0,08
Fésforo 220 440 320 640
Plomo 0,02 0,04 0,02 0,04
Vanadio 0,02 0,04 30 60
Cinc 14 28 60 120
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111.4.6 Caracterizacion de muestras de aceite y biodiesel mediante MALDI-TOF MS
Preparacion del target y optimizacion de la matriz

Las muestras de aceite se disolvieron en cloroformo al 0,4 % (v/v) y se depositaron en
el target sobre una matriz constituida por 10 mg de 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) disueltos en
1,0 mL de acetona, que contenia un 0,25 % de acido trifluoroacético (TFA). En cuanto a las
muestras de biodiesel, estas se disolvieron en cloroformo al 1 % (v/v), estando la matriz
formada por 10 mg de DHB disueltos en 1,0 mL de acetona, que contenia un 0,75 % de TFA.

Todas las disoluciones se preparaban diariamente y se conservaba a +4 °C hasta su utilizacion.

Antes de depositar la matriz sobre el target, éste se acondicionaba con etanol al 95 % y
agua desionizada, para eliminar impurezas procedentes de andlisis previos, y se dejaba secar a
temperatura ambiente con una corriente de aire. La disolucidon de la matriz (1,0 ulL) se
depositaba sobre el target y se dejaba evaporar el disolvente a temperatura ambiente
durante, al menos, 30 segundos. A continuacién, la muestra de aceite o biodiesel,
convenientemente disuelta en cloroformo, se depositaba sobre la matriz correspondiente y se
evaporaba el disolvente durante 2 minutos. Finalmente, se introducia el target en el
espectrometro MALDI-TOF MS y se obtenian los espectros de masas correspondientes a cada
una de las muestras. Las experiencias se realizaron por duplicado. Las condiciones éptimas de
operacion para el andlisis de las muestras de aceite y biodiesel mediante MALDI-TOF MS se
encuentran recogidas en la Tabla 111.12.

Tabla 111.12.- Condiciones instrumentales éptimas empleadas para el analisis de las muestras de aceite y
biodiesel mediante MALDI-TOF MS.

Parametros generales

Laser de nitrégeno 337nm
16 Hz
Modo de trabajo Lineal positivo
Energia del laser para muestras de aceite 100 u.a.
Energia del laser para muestras de biodiesel 80 u.a.
Pulsos de laser por espectro 400
Duracioén del pulso 3ns
Presion <10 Pa
Voltaje de aceleracion 20 kV

] » Fosforo rojo
Calibracién externa )
lones de la matriz
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE FAMES EN
MUESTRAS DE BIODIESEL
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
GASES CON DETECTOR DE
IONIZACION DE LLAMA
(GC-FID)




n el presente capitulo, se ha desarrollado y optimizado una metodologia
analitica para la separacién y posterior determinacion y cuantificacion
mediante GC-FID de un grupo de trece FAMEs (metil caprato, metil laurato,
metil miristato, metil palmitato, metil palmitoleato, metil estearato, metil oleato, metil
linoleato, metil linolenato, metil araquidato, metil eicosenoato, metil behenato, metil erucato)
en muestras de biodiesel obtenidas mediante la reaccidn de transesterificacion. Se estudiaron
y optimizaron las diferentes variables fisicas que afectan a la metodologia desarrollada y se
establecieron los pardmetros de calidad del método propuesto. La metodologia definida
posibilitd la determinacién de los trece FAMEs estudiados en tiempos de analisis relativamente

cortos y con buenos limites de deteccién y cuantificacién.
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IV.1 Antecedentes

El biodiesel, como combustible alternativo al diésel convencional, necesita verificar
una serie de especificaciones recogidas tanto en la normativa como en la legislacién vigente
existente al respecto, las cuales caracterizan sus propiedades y garantizan la calidad del
producto obtenido. Debe cumplir con los requerimientos exigidos en relacién al contenido
minimo de FAMEs para su comercializacién y utilizacién en motores diésel, evitando
problemas en los mismos, y que se encuentran recogidos en la norma europea UNE-EN
14214:2009 o en la norma americana ASTM D6751-09. Esta exigencia viene impuesta por la
posible degradacion de los FAMEs presentes, por lo que se hace necesario un continuo control
de calidad del biodiesel, previo a su comercializacién. El contenido total en FAMEs presente en
el biodiesel es una de las principales caracteristicas que es necesario evaluar para asegurar la
calidad del producto. Ademas, la cantidad y el tipo de acidos grasos presentes en un biodiesel
es uno de los factores que determinan la viscosidad del mismo, por lo que su estudio es
fundamental (Keera et al., 2011).

Segun la bibliografia consultada, existen diversos métodos analiticos que permiten
determinar el contenido en ésteres metilicos presentes en el biodiesel. Los métodos mas
ampliamente estudiados han sido: GC (Alcantara et al., 2000; Wang et al., 2006; Issariyakul et
al., 2007; Meng et al., 2008; Phan et al., 2008; Predojevi¢, 2008; Reefat et al., 2008; Yuan et al.,
2008; Ragonese et al., 2009), HPLC (Di Nicola et al., 2008; Fu et al., 2008; Lertsathapornsuk et
al., 2008; Joshi et al., 2009; Nabi et al., 2009; Kumar et al., 2010a, 2010b), RMN (Knothe,
2001a, 2001b; Meher et al., 2006b; Jin et al., 2007; Monteiro et al., 2009; Oromi-Farrus et al.,
2010) y NIR (Knothe, 1999, 2001b; Oliveira et al., 2006a; Felizardo et al., 2007; Baptista et al.,
2008). Entre ellos, los métodos basados en la GC y en la HPLC son los mas comuUnmente

empleados por los diferentes autores.

Jin et al. (2007) aplicaron un nuevo método de identificacion de los productos de la
metanolisis de triglicéridos basado en la utilizacion de la RMN. Oliveira et al. (2006a)
desarrollaron modelos de calibracién basados en FTNIR y FTIR-ATR combinados con el andlisis
de redes neuronales artificiales (ANN) para determinar el contenido de FAMEs en muestras de
biodiesel. Baptista et al. (2008) utilizaron la NIR, combinada con la calibracién multivariante,
para la determinacién del contenido en FAMEs y, en especial, del éster metilico del acido
linoleico en muestras de biodiesel. Recientemente, Borges et al. (2011) han desarrollado un
modelo matematico que permite determinar el porcentaje de FAMEs a partir de la viscosidad

dinamica del biodiesel, mediante una ecuacién que correlaciona ambas variables.

En cuanto al empleo de HPLC, Foglia et al. (2005) definieron un método para separar y
cuantificar un conjunto de FAMEs en muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes
materias primas utilizando HPLC con un sistema de deteccion de dispersién de la luz por
evaporacién (ESLV) acoplado con deteccién UV. Di Nicola et al. (2008) propusieron un método

para el andlisis de mezclas de biodiesel utilizando HPLC en fase inversa no acuosa con
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deteccién UV y Fu et al. (2008) desarrollaron un método, también basado en la HPLC, pero con
un detector de indice de refracciéon, para la determinacion de los principales FAMEs que se
encuentran en muestras de biodiesel producidas a partir de aceite de yellow horn (arbol

originario de China que produce unas nueces con un elevado contenido oleico).

Generalmente, el andlisis de FAMEs en muestras de biodiesel se ha realizado mediante
GC, debido a su mayor precisién en la cuantificacion de los componentes minoritarios.
Issariyakul et al. (2007) determinaron la composicion del biodiesel obtenido a partir de
residuos de aceites de fritura, en términos del contenido en FAMEs, utilizando la GC acoplada
con la espectrometria de masas con un tiempo total de andlisis de 40 minutos. De igual forma,
Yuan et al. (2008) emplearon la misma metodologia (GC-MS) para analizar la composicidn de
muestras de biodiesel, con un tiempo total de andlisis de 42,73 minutos. Mas recientemente,
Li et al. (2010) han desarrollado un método analitico para la determinacion de los FAMEs
presentes en muestras de biodiesel obtenidas a partir de los jabones que se forman durante el
proceso de refino de los aceites vegetales. Estos autores han utilizado la GC-MS para analizar la
composicion del biodiesel obtenido a partir de un proceso de acidificacion-esterificaciéon de los
jabones, con lo que han reutilizado un desecho del proceso de refinado de los aceites
vegetales. De esta forma, han determinado un total de seis FAMEs presentes en el biodiesel

con un tiempo total de andlisis de 16,17 minutos

El método mas comunmente utilizado para el andlisis de muestras de biodiesel
obtenidas a partir de diferentes tipos de materias primas es la GC con detector de ionizacién
de llama (GC-FID). Wang et al. (2006) y Meng et al. (2008) utilizaron esta metodologia para el
analisis de FAMEs existentes en muestras de biodiesel producidas a partir de residuos de
aceite de cocina. Leung et al. (2006a) y Georgogianni et al. (2008) también emplearon la GC-
FID para la determinacién de la composicién en FAMEs en muestras de biodiesel producidas a
partir de aceite de fritura y de aceite de girasol, respectivamente. Ragonese et al. (2009)
determinaron, mediante GC-FID, el contenido de FAMEs presentes en mezclas de diésel-
biodiesel empleando como fase estacionaria de la columna un liquido idnico altamente polar a
temperatura ambiente, obteniendo resultados satisfactorios en base a tiempos de retencién
cortos y una buena precisién de las areas de pico. Chinnasamy et al. (2010) y Krohn et al.
(2011) también han utilizado la GC-FID para caracterizar el contenido en FAMEs presentes en

muestras de biodiesel obtenidas a partir microalgas.
IV.2 Composicion de los aceites y grasas

En la Tabla IV.1 se recoge la composicién en 4cidos grasos mayoritarios presentes en
los aceites y grasas mas frecuentemente utilizados en cocinas, tanto a nivel industrial como en

hogares y restaurantes, asi como algunos aceites no comestibles.
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Aceite/grasa

Acido graso Atomos Oliva Girasol er:ll::as Soja Maiz Coco Palma S:;nl:lr::’s Sésamo Canola A:;i;\eé:l‘e
Carbono
Caprilico Cc8:0 - - - - - 5-9 - - - - -
Caprico C10:0 - - - - - 4-10 - - - - -
Laurico Ci12:0 - - - - - 44-51 - - - - 0,2
Miristico C14:0 0,05 - - 0,3 0-2 13-18 1-6 0,2 - - 7
Palmitico Ci6:0 7,5-20 4-6 2-5 7-11 8-10 7-10  32-47 5-9 7-9 2-6 15
Palmitoleico Cl6:1 0,3-3,5 - 0,2 0-1 1-2 - - - - - 6
Margarico C17:0 - - - - - - - - - - 1
Estedrico C18:0 0,5-5 1-6 1-2 3-6 1-4 1-4 1-6 0-1 6-8 4-6 3
Oleico C18:1 55-83 14-43 10-15 22-34 30-50 5-8  40-52 9-29 35-46  52-65 18
Linoleico C18:2 3,5-21 44-69 10-20 50-60 34-56 1-3 2-11 8-29 35-48  18-25 5
Linolénico Cc18:3 0,9 0,3 5-10 2-10 - - - 45-67 - 10-11 12
Araquidico C20:0 0,6 1,4 0,9 5-10 - - - - - - 3
Eicosenoico C20:1 0,4 - 50-60 - 0-2 - - - - - -
Behénico C22:0 0,2 1,4 0,9 5-10 - - - - - - 14
Erucico c22:1 - - 50-60 - 0-2 - - - - 1-2 -
Otros - - - - - - - - - - - -
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Cont. Tabla IV.1.- Composicidn, en porcentaje, de los acidos grasos mayoritarios presentes en algunos tipos de aceites y grasas.

Aceite/grasa

Acido graso Atomos JatS;?;::zazzfrias ::r:;:lr:‘: Cartamo  Mani d:ZT;T:Zn airaarsi'lala Sebo Tung l;/lea::::gz Mantequilla
Carbono
Caprilico Cc8:0 - 2-4 - - - - - - - 1-2
Caprico C10:0 - 3-7 - - - - - - - 2-3
Laurico C12:0 - 45-52 - - - - 0,2 - - 1-4
Miristico C14:0 0-0,1 14-19 - 0,5 0-3 1 2-3 - 1 8-13
Palmitico C16:0 14-15 6-9 5 6-11 17-23 23 25-30 3 25-30 25-32
Palmitoleico Cl6:1 0-1 0-1 - 1-2 - 1 2-3 - 2-5 2-5
Margarico C17:0 0,1 - - - - 1 2 - 0,5-2 1-2
Estedrico C18:0 4-10 1-3 2 3-6 1-3 10 21-26 2 12-16 25-32
Oleico C18:1 34-46 10-18 76 39-66 23-41 50 3942 4-13 41-51 22-29
Linoleico C18:2 29-44 1-2 16 17-38 34-55 15 2 8-15 4-22 3
Linolénico C18:3 0-0,3 - - - - - - 72-88 - -
Araquidico C20:0 0-0,3 - - 5-10 - - 0,4-1 - - 0,4-2
Eicosenoico C20:1 - - - - 2-3 - 0,3 1-2 2-3 1,5-2
Behénico C22:0 0-0,2 1-2 - 5-10 - - 0,4-1 8 - 0,4-2
Erucico C22:1 - - - - 2-3 - 0,3 - 2-3 1,5-2
Otros - - - - - - - 0,5 - 0,2 1-2
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Como se puede observar en la Tabla IV.1, los acidos grasos, oleico y linoleico, son
mayoritarios en la mayoria de los diferentes tipos de aceites y grasas que se utilizan
habitualmente para la coccion de los alimentos. Ademds, cabe destacar el acido laurico
presente en un elevado porcentaje en aceite de coco y de semillas de palma; el acido
palmitico, en aceite de palma, sebo, manteca de cerdo y mantequilla; el estearico, en sebo y
mantequilla; el linolenico, en aceite de tung y de semillas de lino; y los acidos eicosenoico y
erucico en aceites procedentes de semillas de colza. En el aceite de girasol el acido mayoritario
es el linoleico. En las semillas de Jatropha curcas, los acidos grasos mayoritarios son los acidos
palmitico, oleico y linoleico. Los aceites con un elevado contenido en &cido linolénico
presentan tres dobles enlaces y son facilmente oxidables, por lo que originan una menor
estabilidad en el almacenamiento vy, por lo tanto, en los biocombustibles obtenidos a partir de

ellos.

En Espafia, el biodiesel se produce mayoritariamente a partir de aceite de girasol, al
ser el cultivo oleaginoso mas extendido en el territorio espafiol, y de colza. Del total de la
superficie de terreno destinada a la agricultura de semillas oleaginosas para la produccion de
biodiesel, el 90 % se ocupa con el cultivo de semillas de girasol y tan sélo un 10 % es destinado
a la siembra de colza. Por el contrario, en Europa los datos se invierten al destinar el 90 % al
cultivo de la colza y el resto a las semillas de girasol. Como ya se ha comentado, otra de las
materias primas fundamentales para la produccion de biodiesel es el aceite procedente de
procesos de fritura. De hecho, Espafia es uno de los paises de la UE con mayor consumo

doméstico de aceite vegetal por habitante y afio.

A la vista de los contenidos en acidos grasos presentes en los diferentes tipos de
aceites y grasas, y siendo uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral la determinacidn
del contenido de FAMEs en muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de
aceites, se selecciond como objeto de estudio un grupo de trece FAMEs comprendidos entre el
C10:0 y el C22:1, los cuales no se habian separado y determinado simultdneamente en ningun
trabajo previo segun la bibliografia consultada. En la Tabla IV.2 se muestran el nombre segun la
IUPAC, el nombre comun, el acronimo y la férmula quimica de cada uno de los FAMEs

estudiados.
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Tabla IV.2.- Nombres, acronimos y formulas quimicas de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) objeto de estudio.

Nombre IUPAC Nombre comtin Acrénimo Férmula quimica
o
Metil decanoato Metil caprato C10:0 /\/\/\/\)L P
(0]
o
Metil dodecanoato Metil laurato C12:0 M P
(0]
(0]
Metil tetradecanoato Metil miristato C14:0 NM s
(0]
(0]
Metil hexadecanoato Metil palmitato C16:0 /\/\/\/\/\/\/\/L /
o
o
Metil cis-9-hexadecenoato Metil palmitoleato Cle:1 /\/\/\/\/\/\/\/L
o
(0]
Metil octadecanoato Metil estearato C18:0 A/\/\/M s
(¢]
(¢]
Metil cis-9-octadecenoato Metil oleato C18:1 W v
o
o
Metil cis,cis-9,12-octadecadienoato Metil linoleato C18:2 W v
o
o
Metil cis-cis-cis-9,12,15-octadecatrienoato Metil linolenato C18:3 W e
(¢]
o
Metil araquidato Metil araquidato C20:0 /\/\/\/\/\/\Aw v
(0]
[e]
Metil cis-11-eicosenoato Metil eicosenoato C20:1 NW\/\/\/\/\/\/L /
o
(o}
Metil docosanoato Metil behenato C22:0 A/\/\/\/V\/\M P
(¢}
o
Metil cis-13-docosenoato Metil erucato C22:1
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IV.3 Estudios previos para la separacion cromatografica

Como paso previo al desarrollo de una metodologia analitica que permitiera la
separacion y posterior cuantificacion de los trece FAMEs objeto de estudio en la presente Tesis
Doctoral, se estudid inicialmente el comportamiento de cinco FAMEs (metil caprato, metil
laurato, metil miristato, metil palmitato, metil estearato). De esta forma, se pretendia
examinar la capacidad del método analitico para separar correctamente los FAMEs, asi como
evaluar la necesidad de la utilizacidn de un patrén interno para la correcta cuantificacién de los
FAMEs.

Los cinco FAMEs elegidos para la realizacion de este estudio previo se seleccionaron en
base a la composicidn en acidos grasos de aceites y grasas (Tabla IV.1). El acido caprico vy el
acido miristico son componentes minoritarios de la mayoria de los aceites y grasas empleados
como materia prima para la produccion del biodiesel. En cambio, el acido laurico es un
componente mayoritario en los aceites producidos a partir de coco y de semillas de palma y
minoritario en el resto de los diferentes tipos de aceites y grasas que aparecen recogidas en la
Tabla IV.1. El acido estedrico aparece en cantidades apreciables en el sebo y en la mantequilla,
siendo minoritario para el resto de aceites y grasas. Y, finalmente, el acido palmitico se
encuentra en cantidades apreciables en aceites (oliva, palma y semillas de algodén) y grasas
(sebo, manteca de cerdo, mantequilla y grasa amarilla). Por lo tanto, los ésteres metilicos de
estos cinco acidos grasos seleccionados para realizar los estudios previos conforman una
muestra representativa y caracteristica de los diferentes FAMEs presentes en la mayoria de los
biodiesel obtenidos a partir de los principales tipos de aceites (comestibles y no comestibles) y

grasas.
IV.3.1 Condiciones de la separaciéon cromatografica

Uno de los mayores inconvenientes que se plantea a la hora de determinar por GC los
FAMEs presentes en una muestra de biodiesel reside en la utilizacidon de condiciones tales que
permitan obtener separaciones precisas en tiempos de andlisis que no resulten excesivamente
largos, con buenas resoluciones de las correspondientes sefiales y con condiciones

relativamente sencillas a la hora de preparar las disoluciones de las muestras de biodiesel.

Resulta necesario seleccionar la columna cromatogrédfica y las condiciones que
permitan realizar las determinaciones analiticas con la mayor sencillez, dentro de Ia
complejidad requerida. A continuacidn, se procedid a la optimizacién de los distintos
parametros que afectan a la separacion y determinacién simultdnea de los FAMEs por
cromatografia de gases con un detector de ionizacidon de llama (GC-FID). Los parametros

considerados fueron:
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e Columna cromatografica

e Caudal de gases

e Velocidad del gas portador

e Volumen de inyeccidn

e Temperatura del inyector

e Temperatura del detector FID

e Eleccion del disolvente
IV.3.1.1 Columna cromatografica

Los principales factores que afectan a la columna cromatografica son la selectividad,
gue se determina mediante las interacciones fisicoquimicas de las moléculas del soluto con la
fase estacionaria, y la polaridad de la misma, que se establece mediante su composicion y

estructura.

Un éster es un compuesto organico de polaridad variable. Dado que en su férmula
general (R-COOR') existe un grupo carbonilo (C=0), éste le confiere a los FAMEs una cierta
polaridad debido a la posibilidad de formar puentes de hidrégeno con moléculas de agua. Sin
embargo, los grupos R y R' son esqueletos carbonados de diferente tamafio, por lo que la
polaridad del éster depende en gran medida del tamano y naturaleza de estos grupos. De esta
forma, al aumentar el nimero de carbonos de la cadena carbonada del FAME (R), la polaridad
del mismo disminuye. Por este motivo, es necesario elegir una fase estacionaria cuya polaridad
permita separar los diferentes analitos con un tiempo de elucién minimo. En la Tabla IV.3 se

recogen algunas fases estacionarias tipicas en el andlisis de FAMEs mediante GC.
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Tabla IV.3.- Algunas fases estacionarias tipicas en el anélisis de FAMEs mediante GC.

Fase estacionaria Nombr.e Polaridad Marca Referencias
comercial
. . e . Holser et al., 2006; Adam et al., 2008; Hejazi et
0, _ _ 7 ’ ’ ’
70 % cianopropil-polisilfenileno siloxano BPX-70 Polar SGE al., 2009; Harynuk et al,, 2006,
50 % cianopropil-fenilmetilpolisiloxano Quadrex 007-CW No polar Phenomenex Chen et al., 2008.
. o . Kyriakidis et al., 2000; Koning et al., 2001;
0,
88 % cianopropil 5|Io>.<:?\no muy sustituiday CP-Sil 88 Polar Varian Ratnayake et al., 2006; Araujo et al., 2010;
estabilizada .
Brito et al., 2009.
- . . Wyatt et al., 2005; Leung et al., 20063; Liu et al.,
0, -
100 % polietilenglicol HP-INNOWAX Polar Agilent 2008; Meng et al., 2008.
Poli (50 % difenil-50 % dimetillsiloxano) SPB-50 Polar Sigma-Aldrich Yamamoto et al., 2008; Wang et al., 2006.
95 % metil -5% fenil polisilfenileno siloxano BPX-5 No polar SGE Khean_?i;;:é;];ggti;::zn:t ezi)gls’ 2006;
. . . . . . Issariyakul et al., 2007; Watanabe et al., 2007,
0, 0, -
50 % cianopropil 50 % dimetil polisiloxano DB-23 (J&W) Polar Agilent Azcan et al,, 2008.
Poli (90 % biscianopropil-10 % cianopropilfenil Mondala et al., 2009; Knothe et al., 2006;
siloxano) estabilizada SP-2380 Polar Supelco Goodrum et al., 2005.
Watanabe et al., 2001; Zullaikah et al., 2005;
o T ) . , ; , ;
5 % fenil-metilpolisiloxano DB-5HT No polar Agilent Kasim et al., 2009.
100 % polietilenglicol TRB-WAX Omega Polar Teknokroma Vicente et al., 2009.
50 % cianopropilmetil-5 % fenil-metilpolisiloxano Rtx-225 Polar Restek Schreiner, 2005.
o) bio 4 1m0 - .
90 % b|5C|anoprop.|I. 10 % fenilcianopropil Rtx-2330 Polar Restek Samadi et al., 2004.
polisiloxano
90 % cianopropil-polisilfenilenesiloxano BPX-90 Polar SGE Adam et al., 2008; Harynuk et al., 2006.
Polietilenglicol Supelcowax Polar Sigma-Aldrich Oliveira et al., 2006b; Baptista et al., 2008.
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Como se observa en la Tabla 1V.3, las columnas empleadas normalmente para la
determinacion de FAMEs son fases estacionarias polares (cianopropil, siloxano y
polietilenglicol), las cuales permiten la separacién por nimero de dobles enlaces, dentro de un
grupo de FAMEs con el mismo nimero de atomos de carbono. Las fases estacionarias que
permiten la separacion de todos los FAMEs han sido mejoradas de modo que ha aumentado su
polaridad sin producirse una pérdida de estabilidad térmica. La estrategia mas extendida ha
sido la de aumentar el porcentaje de grupos cianopropil para conseguir una mayor selectividad
de la columna. Sin embargo, los resultados son contradictorios en ciertos casos, al permitir

mejorar la separacion de una serie de FAMEs y empeorar la de otros.

De acuerdo con ensayos previos realizados y la bibliografia consultada, se decidio
emplear como columna cromatografica la CP-Sil 88 (Varian), que presenta una fase
estacionaria muy sustituida de cianopropil siloxano estabilizada. Esta columna presenta una
polaridad extremadamente alta, lo que ofrece una maxima resolucion en las separaciones en
las que el punto de ebullicién y polaridad de los analitos son muy similares, por lo que ofrece
una elevada selectividad por los isdmeros posicionales y geométricos presentes en los FAMEs

estudiados.
IV.3.1.2 Caudal de gases

El gas portador es la fase movil en GC y su mision es la de transportar la mezcla de
analitos que se introduce en el inyector hasta el detector, a través de la columna, donde se
produce la separacién. El gas ideal debe ser quimicamente inerte, de elevada pureza y no

interaccionar con la fase estacionaria de la columna ni con los componentes de la mezcla.

Los gases mas utilizados en este tipo de separaciones como portador son nitrégeno,
helio y, menos frecuentemente, hidrégeno, argdn o incluso diéxido de carbono. Teniendo en
cuenta experiencias previas y la bibliografia consultada al respecto, se decidié emplear como
gas portador en el presente trabajo helio de elevada pureza (99,99 %). Con objeto de obtener
resultados reproducibles, es esencial conseguir un flujo constante de fase movil, para poder
correlacionar con fiabilidad los tiempos de retencidn de los patrones analiticos con las sefiales
de la muestra problema. Por estos motivos, se decidid utilizar un caudal de helio de 1,0 mL
min™, caudal de gas dptimo para llevar a cabo la separacién cromatogréfica de los FAMEs. Por
otro lado, los gases necesarios para mantener la llama del detector FID son hidrégeno y aire,
utilizdndose a unos caudales de 30 y 400 mL min™, respectivamente. Asimismo, se emplea
nitrégeno, a un caudal de 30 mL min™, como gas auxiliar o gas “make up”, que permite
estabilizar la llama en el detector, aumentando la sensibilidad del mismo al disminuir el ruido

de la linea base.
1IV.3.1.3 Velocidad del gas portador

La velocidad del gas portador se modificé entre 13,5y 55,5 cm s, que equivalen a una

presion en cabeza de columna entre 9 y 36,5 psi. Analizando diferentes tipos de velocidades
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lineales del gas portador, se pudo observar que presiones en cabeza de columna superiores a
28,1 psi proporcionaban los valores de altura equivalente de plato tedrico mas bajos para la

mayoria de los FAMEs estudiados, con lo que se mejoraba la eficacia de la separacion.

Por lo tanto, se establecié que la velocidad del gas portador deberia presentar un valor
de 34,6 cm s*, que equivale a una presién en cabeza de columna de 28,1 psi. Este valor
proporcioné una eficacia de la columna satisfactoria, ya que permitié obtener una buena
resolucidn para la sefial de todos los FAMEs estudiados, con un bajo ruido de fondo de la linea

base.
IV.3.1.4 Volumen de inyeccion de muestra

En este estudio, se compararon los resultados obtenidos mediante la inyeccidon de
volimenes de muestra comprendidos entre 0,1 y 1 uL. Se observo la existencia de una relacién
lineal entre el volumen inyectado y el drea de pico obtenida para los FAMEs objeto de estudio.
Se selecciond como dptimo un volumen de inyeccidon de muestra de 0,1 uL, para obtener una

buena sensibilidad y un bajo ruido de la linea base.

Se operé en el modo split del inyector. El flujo de split o relacién de divisién de la
muestra es un pardmetro que es necesario optimizar. En general, la inyeccidn con split es la
técnica mas adecuada para analizar muestras que presentan elevados contenidos de los
analitos a determinar, ya que solamente se introduce en la columna cromatografica una
pequefia parte del volumen de muestra inyectado, lo que permite evitar el rdpido deterioro de
la columna. Este sistema de introduccion de muestra es menos eficaz para el analisis de
analitos presentes a nivel de trazas, ya que la cantidad de muestra que llega a la columna se
reduce drasticamente. Teniendo en cuenta que los FAMEs son componentes mayoritarios en
las muestras de biodiesel, se decidié inyectar la muestra siguiendo el modo split empleado una
relacion 1:20, que permiti6 obtener las mejores resoluciones para todos los picos

cromatograficos.
IV.3.1.5 Temperatura del inyector

En la zona de inyeccion, la temperatura debe ser suficientemente elevada para
vaporizar completamente las muestras de biodiesel pero sin producir su descomposicién
térmica. La temperatura del inyector se modificéd entre 200 y 280 °C y se evalué su efecto en
los tiempos de retencidn y areas de pico de los cinco FAMEs estudiados. Como era de esperar,
los tiempos de retencién de los FAMEs no se vieron afectados al aumentar la temperatura,
mientras que las areas de pico aumentaron entre 200 y 250 °C, observdndose una disminucion
de éstas para temperaturas superiores. Por lo tanto, se seleccioné una temperatura del
inyector de 250 °C como la mds apropiada para obtener sefiales dptimas para los analitos

estudiados.
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IV.3.1.6 Temperatura del detector FID

La optimizacion de la temperatura del detector permite obtener la maxima
sensibilidad en las determinaciones. Esta temperatura debe ser elevada para evitar la
condensacién de la muestra, lo que daria lugar a pérdidas de los componentes menos volatiles
0 a un solapamiento entre los picos. Sin embargo, si es excesivamente alta, el detector puede
resultar dafiado e incluso es posible que pueda aumentar el ruido de la linea base. Por esto, se
considero el efecto de este pardmetro sobre los tiempos de retencion y las areas de pico. Se
ensayaron varias temperaturas del detector comprendidas entre 200 y 300 °C. Los tiempos de
retencién de los diferentes FAMEs no se vieron afectados en este intervalo de temperaturas,
mientras que las dreas de pico aumentaron lentamente a medida que se incrementaba la
temperatura. Con objeto de obtener la maxima sensibilidad sin provocar el deterioro del

detector, se optd por 250 °C como temperatura éptima de trabajo.
IV.3.1.7 Eleccién del disolvente

El disolvente debe permitir que todos los compuestos de interés presentes en la matriz
sometida a analisis, ya sean los patrones analiticos de los FAMEs o las muestras de biodiesel,
sean solubles en él y su tiempo de retencidn no debe interferir en la obtencion de los picos

cromatograficos de los analitos de interés.

Los FAMEs presentan caracter apolar, por lo que es necesario emplear un disolvente
apolar para poder disolverlos. Se estudid la solubilidad, tanto de los FAMEs seleccionados
como de las muestras de biodiesel, en tres disolventes apolares, como son: iso-octano,
ciclohexano y n-hexano. Se observé que, tanto los patrones analiticos de los FAMEs como las
muestras de biodiesel, eran solubles en estos tres disolventes. En la Tabla IV.4 se muestran las

principales caracteristicas fisico-quimicas de los disolventes estudiados.

Tabla IV.4.- Caracteristicas fisico-quimicas de los disolventes empleados.

I'ndic.e de Disolvente Viscosidad Punto de ebullicidn Presion de vapor Densid_?d

polaridad (cP a 20 °C) (°Calatm) (kPa a 20 °C) (g cm™)
-0,4 Iso-octano 0,50 99,2 51 0,69
0,0 n-hexano 0,31 68,7 16,0 0,66
0,0 Ciclohexano 0,98 80,7 12,7 0,80

A continuacién, se determind el tiempo de retencidn, mediante GC-FID, de cada uno
de los disolventes estudiados. Para ello, se realizaron una serie de inyecciones de cada uno de
los disolventes en ausencia de analitos, utilizando un programa isotérmico para el horno de la
columna, para tener una idea aproximada del tiempo de retencion. La Tabla IV.5 muestra los

tiempos de retencion obtenidos para cada uno de los disolventes estudiados.
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Tabla IV.5.- Tiempos de retencion de los disolventes estudiados.

Disolvente  t, (min)

Iso-octano 7,64
n-hexano 4,11

Ciclohexano 6,86

De acuerdo con las Tablas IV.4 y IV.5, se observa que el n-hexano es el disolvente que
presenta una menor viscosidad (0,31 cP) y un menor tiempo de retencién (4,11 min), por lo
gue cabe esperar que su sefal no interfiera con la de los FAMEs objeto de estudio, por lo que

se selecciond para los siguientes ensayos.
IV.4 Estudio del sistema de cinco FAMEs sin patrén interno
IV.4.1 Separaciéon cromatografica

En esta primera parte del proceso de optimizacion de la separacidon cromatografica y
con objeto de conseguir una resolucién y cuantificacion apropiada para los cinco FAMEs
estudiados, se optimizaron las diferentes variables que afectan al sistema sin emplear un

patrén interno.

Se procedid a optimizar las condiciones experimentales a utilizar en la separacion de
los cinco FAMEs. Para ello se realizaron diferentes ensayos en el programa de temperaturas
del horno de la columna, con objeto de obtener una resolucién cromatogréfica satisfactoria
gue permitiera separar los cinco compuestos analizados preparados en una disolucién de n-
hexano. Las condiciones cromatograficas que se emplearon para dicha separacién fueron las

siguientes:

e Temperatura del detector (FID): 250 °C
e Temperatura del inyector: 250 °C
e Volumen de inyecciéon: 0,1 pL
e Programa de temperaturas del horno:
@ Temperatura inicial de 150 °C durante un minuto
@ Temperatura de 200 °C a una velocidad de 3 °C min™, manteniéndose

durante los Ultimos 5 minutos del analisis

En la Figura IV.1 se muestra el cromatograma obtenido a partir de una disoluciéon

patrén de la mezcla de los cinco FAMEs, bajo las condiciones experimentales anteriores.
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Figura IV.1.- Cromatograma obtenido para una mezcla de cinco FAMEs de concentracion 10 pg mL™*
disueltos en n-hexano segun el programa de temperatura siguiente:
1) 150 °C durante 1 min; 2) 200 °C durante 5 min (3 °C min™). (1) Metil caprato. (2) Metil laurato. (3)
Metil miristato. (4) Metil palmitato. (5) Metil estearato.

Se observa que la separacion de la mezcla de ésteres metilicos fue satisfactoria,
presentando buenas resoluciones para las correspondientes sefales analiticas y con un tiempo
total de andlisis inferior a 13 minutos. La identificacidon de cada uno de los FAMEs analizados
mediante GC-FID se realizd6 mediante la inyeccién de cada uno de los ésteres individualmente.
En la Tabla IV.6 se muestran los tiempos de retencidn determinados para cada uno de los

FAMEs analizados y sus correspondientes desviaciones estandar, para cinco determinaciones.

Tabla IV.6.- Tiempos de retenciéon y desviaciones estandar (s) obtenidas mediante GC-FID (n=5).

Pico FAME tz (min) s
1 C10:0 5,65 0,04
2 C12:0 6,67 0,02
3 C14:0 8,18 0,01
4 C16:0 10,18 0,02
5 C18:0 12,54 0,01

1V.4.2 Validacion del método analitico

La validacién de un método analitico permite poner de manifiesto si los resultados
producidos por el mismo son fiables y reproducibles, asi como si es utilizable para la aplicacion
pretendida. Las caracteristicas de funcionamiento que deben poseer los métodos analiticos se
concretan en parametros de calidad, como el intervalo dindmico de linealidad, la exactitud, la

precision y los limites de deteccion y cuantificacion del método.

Por lo tanto, las metodologias analiticas deben poseer caracteristicas de
funcionamiento adecuadas a la aplicacidn en la que se vaya a emplear, que se concretan en los
denominados parametros de calidad del método. Para establecer el intervalo de aplicabilidad

del método cromatografico, se han construido las curvas de calibrado empleando el area de
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pico como medida de la respuesta analitica. Se ensayaron en total diez niveles de
concentracién (n=10) de cada uno de los cinco FAMEs para evaluar la linealidad del mismo.
Todas las disoluciones patrdén se prepararon en n-hexano. Las curvas se sometieron a regresién
lineal y se utilizé el coeficiente de correlacidn (r) como valor representativo de la linealidad. De
esta forma, la linealidad fue evaluada en el rango de concentraciones comprendido entre 0,5 y
100 pg mL™.

En la Tabla IV.7 se recogen los principales parametros de calidad del método para cada
uno de los analitos estudiados, como las pendientes y sus desviaciones estandar (b + Sy),
ordenadas en el origen y sus desviaciones estandar (a = S,), y los valores del error estandar de
la estimacion (Syx) y de los coeficientes de correlacién (r) para cada uno de los FAMEs

estudiados.

Tabla IV.7.- Pardmetros de validacion de la recta de calibrado sin patrén interno.

(bts,)10° (ats,)10°
Pico FAME (n=10) (n=10) Sy/x r
(cps mL pg™) (cps)
1 C10:0 14,1+ 0,3 8,2+0,2 0,3611 0,9976
2 C12:0 13,6+ 0,3 4,2+0,1 0,2855 0,9983
3 C14:0 13,0+ 0,4 1,1+0,1 0,3214 0,9978
4 C16:0 11,4 +0,2 0,30+£0,09 02195 0,9986
5 C18:0 9,7+0,2 3,9+0,1 0,2584 0,9974

*Intervalos de confianza (S, y Sy,) calculados al 95 % de nivel de confianza

Como se puede observar en la Tabla IV.7, los coeficientes de correlacién son
superiores a 0,9974 en todos los casos, lo que nos indica una buena linealidad entre la sefial
analitica y la concentracion de cada uno de los FAMEs. Por otro lado, se observa que los
valores obtenidos para los S, son elevados para todos los analitos, por lo que sera necesario
emplear un patrdn interno para conseguir eliminar las fluctuaciones de la sefial de respuesta

del instrumento y asi poder mejorar la precision de la calibracién.

A continuacién, se calcularon los correspondientes limites de deteccién (LD) vy
cuantificacion (LQ). El limite de deteccidn es el parametro de calidad que indica la capacidad
de deteccién del método y existen diferentes métodos para calcularlo. Segu la IUPAC, el limite
de deteccién es la concentracidn, o la cantidad de analito, establecida mediante la menor
medida que pueda detectarse con una certeza razonable mediante un procedimiento analitico.
Dicho valor minimo de la medida se determina como la suma entre la media de un cierto
numero de valores del blanco y tres veces la desviacidén estandar de las medidas del blanco. Sin
embargo, esta expresién no tiene en cuenta la imprecisién del valor de la pendiente y la

ordenada en el origen obtenida en la regresion.

En los métodos cromatograficos, es dificil definir el concepto de blanco y medir su
valor, por lo que se han propuesto otras metodologias para la determinacién del limite de

deteccién y cuantificacion. En el presente estudio, LD y LQ fueron calculados a partir de tres y
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diez veces, respectivamente, la desviacién estandar de diez determinaciones de la disolucién
patron de menor concentracion empleada en el calibrado, ya que en el caso de una técnica
cromatografica, suele ocurrir que la sefial correspondiente al blanco no sea discernible de la
linea base del cromatograma, es decir, el blanco no da lugar a ninglin pico cromatografico

cuantificable.

En la Tabla IV.8 se muestran los limites de deteccion y de cuantificacion obtenidos para

cada uno de los FAMEs estudiados.

Tabla IV.8.- Limites de deteccion y de cuantificacién del método optimizado.

. LD LQ
Pico FAME (ugLY) (ug mL?)

1 C10:0 770 2,6

2 C12:0 630 2,1

3 C14:0 740 2,5

4 C16:0 580 1,9

5 C18:0 800 2,7

Puede observarse que los valores de los limites de deteccién obtenidos para cada uno
de los FAMEs estudiados presentan valores comprendidos entre 580 y 800 ug L™, mientras que
los limites de cuantificacién oscilaron entre 1,9 y 2,7 pg mL™. Esto puso de manifiesto la
necesidad de utilizar un patrdn interno en la separacion cromatografica, con objeto de mejorar

los limites de deteccidn y cuantificacion del método analitico desarrollado.
IV.5 Estudio del sistema de cinco FAMEs con patrén interno
IV.5.1 Eleccion del patrén interno

Como se ha comentado, la cuantificacién de los FAMEs podria verse interferida por
varias causas, por lo que se decidid realizar la calibracién mediante el empleo de un patrén
interno. El patrdn interno es una sustancia que debe ser lo mas similar posible al analito pero
no debe aparecer originalmente en la muestra. Entre los patrones internos mas ampliamente
empleados en la bibliografia consultada se encuentran los siguientes FAMEs: heptanoato de
metilo (C7:0), undecanoato de metilo (C11:0), heptadecanoato de metilo (C17:0) y el

tricosanoato de metilo (C23:0).

El heptanoato de metilo (C7:0) fue descartado inicialmente ya que procede de un acido
graso relativamente volatil y eluye al comienzo del cromatograma, por lo que podria solaparse
con el pico cromatografico correspondiente al disolvente. El heptadecanoato de metilo (C17:0)
ha sido ampliamente utilizado como patrdn interno por diversos autores (UNE-EN 14103:2003;
Felizardo et al., 2006; Leung et al., 2006a; Luo et al., 2006; Kawashima et al., 2008; Park et al.,
2008; Halim et al., 2009). Sin embargo, segin Schober et al. (2006) algunas grasas animales
pueden contener acido heptadecanoico en su composicidn, por lo que su presencia puede

interferir con el patrén interno a la hora de cuantificar el contenido de los FAMEs en las
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muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites vegetales o grasas
animales. Por este motivo, el heptadecanoato de metilo tampoco fue seleccionado como
patrén interno en este estudio. Otros autores (El-Mashad et al., 2008; Armenta et al., 2009;
Schober et al., 2009) han empleado el tricosanoato de metilo (C23:0) como patrén interno,
aunque su elevado peso molecular hace que su tiempo de retencién sea elevado, por lo que

también se descartd su empleo.

Finalmente, se decidié optar por el undecanoato de metilo (C11:0) como patrén
interno (Ngamcharussrivichai et al., 2008; Wen et al., 2009, 2010a, 2010b), que presentd un
tiempo de retencidn bajo al ser relativamente volatil, y en el cromatograma eluia entre el metil
caprato (C10:0) y el metil laurato (C12:0). Se comprobd cromatograficamente que la utilizacion
de este FAME como patrdn interno no producia ninguna interferencia con los FAMEs objeto de

estudio, a la vez que presentaba un tiempo de retencién apropiado.
IV.5.2 Separacién cromatografica

Se procedié a realizar la calibracién del método cromatografico utilizando el metil
undecanoato como patrén interno, con objeto de eliminar o minimizar las posibles
interferencias fisicas. El empleo de un patrén interno en la calibracion consiste en afiadir tanto
a los patrones como a la muestra una cantidad exactamente medida de un componente puro,
ausente en la muestra, utilizdandose como parametro analitico la relacién de areas de pico del
analito y del patrén interno. Para aplicar este método en GC, es necesario que la sefial analitica
correspondiente al patrén interno esté aislada de los picos de los demds componentes de la
muestra de los FAMEs. Su principal ventaja es que con él se eliminan los problemas de
fluctuacién instrumental y se minimizan los errores instrumentales, ya que tanto el analito
como el patrén interno experimentan las mismas variaciones. Por tanto, el cociente obtenido
entre las areas del analito y del patrén interno depende solamente de la concentracion de

analito.

Se afiadieron 100 pg mL™ de metil undecanoato como patrén interno, ya que éste
debe estar en cantidad suficiente para poder ser determinado sin problemas con respecto a
los demas analitos. Se utilizaron las condiciones cromatograficas comentadas en la seccidn
IV.4.1. En la Figura IV.2 se muestra el cromatograma obtenido para una disolucidn patrén de la

mezcla de los cinco FAMEs a la que se afiadié el patrén interno.
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Figura IV.2.- Cromatograma obtenido para una mezcla de cinco FAMEs, junto con el patrén interno, de
concentracion 10 pg mL" disueltos en n-hexano segun el programa de temperatura siguiente: 1) 150 °C
durante 1 min; 2) 200 °C durante 5 min (3 °C min™). (1) Metil caprato. (2) Metil laurato. (3) Metil
miristato. (4) Metil palmitato. (5) Metil estearato. (*) Patrén interno, de concentracion 100 pg mL™.

Se puede observar que el tiempo total necesario para realizar el cromatograma de la
mezcla de FAMEs junto con el patrén interno es inferior a 14 minutos. En la Tabla IV.9 se
muestran los tiempos de retencion medios determinados para cada uno de los FAMEs
analizados y sus correspondientes desviaciones estandar, para cinco determinaciones.

Tabla IV.9.- Tiempos de retencidn con sus correspondientes desviaciones estandar (s),
empleando el patrén interno, obtenidos mediante GC-FID (n=5).

Pico FAME tg (min) s
1 C10:0 5,61 0,02
2 C12:0 6,65 0,03
3 C14:0 8,17 0,01
4 C16:0 10,15 0,01
5 C18:0 12,51 0,02

Se puede observar que los tiempos de retencién son muy similares a los obtenidos
cuando se realizo la separacidon cromatografica sin emplear patrén interno (Tabla 1V.6), lo que

podria sugerir una buena reproducibilidad del método analitico.
IV.5.3 Validacion del método analitico

Para establecer el intervalo de linealidad proporcionado por el método cromatografico
optimizado utilizando patrén interno, se determinaron las curvas de calibrado empleando el
cociente entre las areas de cada uno de los analitos en relacion con el drea del patron interno
para obtener las areas “normalizadas” como medida de la respuesta analitica. A partir de los
cocientes de dreas, se obtuvieron las correspondientes curvas de calibrado para cada uno de
los FAMEs.
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Se ensayaron diez niveles de concentracién (n=10) de cada uno de los FAMEs, en el
rango de concentraciones comprendido entre 0,5 y 100 ug mL™, para determinar las curvas de
calibrado del método analitico. Las curvas se sometieron a regresion lineal y se utilizd el
coeficiente de correlacién (r) como valor representativo de la linealidad. En la Tabla 1V.10 se
recogen los principales parametros de calidad del método analitico optimizado con el empleo
del patrén interno, como son las rectas de calibrado (pendientes y ordenadas en el origen con
sus respectivas desviaciones estandar), y los valores del error estandar de la estimacion (Syy) y
de los coeficientes de correlacién (r) para cada uno de los FAMEs estudiados obtenidos a partir
de las dreas normalizadas.

Tabla IV.10.- Parametros de validacion de la recta de calibrado normalizada con patrén interno (metil
undecanoato, tg=6,10 min).

(bts,)10° (ats,)10°
Pico FAME (n=10) (n=10) Sy/x r
(cps mL pg™) (cps)
1 C10:0 34,8+0,4 3,2+1,7 0,0421 0,9994
2 C12:0 34,2+0,4 79%+1,6 0,0446 0,9993
3 C14:0 32,5+0,4 73+1,8 0,0448 0,9993
4 C16:0 28,9+0,4 7,715 0,0370 0,9992
5 C18:0 24,2+0,3 3,8+1,3 0,0301 0,9995

*Intervalos de confianza (S, y Sy,) calculados al 95 % de nivel de confianza

Como se puede observar en la Tabla IV.10, el empleo de las areas normalizadas
permite obtener unos mejores coeficientes de correlacion (r), ya que en todos los casos son
superiores a 0,9992, lo que indica una mejora significativa de la linealidad de las rectas de
calibrado. Por otro lado, se observa que los valores obtenidos para los S,x son
significativamente inferiores a los obtenidos en la Tabla IV.7 para todos los analitos, por lo que

se reducen los errores instrumentales.

Por ultimo, se calcularon los limites de deteccion y cuantificacién del mismo modo
anterior. En la Tabla IV.11 se muestran los valores de los limites de deteccidn y cuantificacidn

obtenidos con las areas normalizadas al utilizar un patrén interno.

Tabla IV.11.- Limites de deteccién y de cuantificacion normalizados con patrén interno.

. LD LQ
Pico FAME (ngL?) (ug mL?)
1 C10:0 360 1,2
2 C12:0 390 1,3
3 C14:0 410 1,4
4 C16:0 380 1,3
5 C18:0 410 1,2

Como ponen de manifiesto los valores que se recogen en la Tabla IV.11, el empleo de

patrén interno permitié disminuir los limites de deteccién y cuantificacion en,
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aproximadamente, un 50 % en relacién con los valores obtenidos en ausencia de patrén
interno. Por lo tanto, la calibracidn con patréon interno permite mejorar los resultados del
método cromatografico, por lo que es necesaria su utilizacién para la determinacion vy

cuantificacion de los FAMEs.
IV.6 Optimizacion de las condiciones de la separacion cromatografica de los trece FAMEs

Una vez determinadas las mejores condiciones analiticas que permitian la correcta
separacion de los cinco FAMEs, se procedio a ampliar el estudio a los trece FAMEs que se han
considerado como objeto de estudio en la presente Memoria. Para ello se prepard una mezcla
de los trece FAMEs estudiados a una concentracién de 100 pg mL™* de cada uno de ellos en n-
hexano, a la que se afiadid metil undecanoato como patrén interno a una concentracion de
100 pg mL™. Se inyectd en la columna cromatografica un volumen de 0,1 pL siguiendo las
condiciones experimentales dptimas determinadas para la mezcla de los cinco analitos
estudiadas en las secciones anteriores. En la Figura IV.3 se muestra el cromatograma obtenido

para una disolucién patrén de la mezcla de los trece FAMEs con el patrén interno.

2 ' 4 6 ' 8 ' 10 ' 12 14
Tiempo (min)
Figura IV.3.- Cromatograma obtenido para una mezcla de trece FAMEs de concentracion
-1 . ’ P . .
100 pg mL ™ disueltos en n-hexano, segun el programa de temperatura éptimo obtenido para la mezcla
de los cinco FAMEs, que es el siguientel) 150 °C durante 1 min; 2) 200 °C durante 5 min

(3 °C min™). (1) Metil caprato. (2) Metil laurato. (3) Metil miristato. (4) Metil palmitato. (5) Metil
palmitoleato. (6) Metil estearato. (*) Patrén interno, de concentracién 100 pg mL™.

Como se puede apreciar en la mencionada figura, y como era de esperar, el programa
de temperatura optimizado para la separacion de los cinco FAMEs no permitid la correcta
separacion a linea base de los trece FAMEs, ya que sélo fue posible separar los seis primeros
analitos estudiados, debido a que el tiempo total de andlisis era muy corto. Se hizo necesario
realizar un conjunto de experiencias adicionales en las que se modificd el programa de

temperatura de la columna cromatografica para lograr la separacién de los analitos.
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IV.6.1 Programa de temperatura del horno de la columna

Como se ha comentado, la temperatura de la columna es un factor critico en GC, ya
gue tiene una influencia decisiva en la separacién cromatografica. A partir de las condiciones
experimentales previas sefaladas en las secciones 1V.4.1 y IV.5.2, se realizaron varios ensayos
con el fin de encontrar un programa de temperatura que proporcionase una separacién
cuantitativa de los trece FAMEs estudiados junto con el patrén interno seleccionado (metil
undecanoato), en el menor tiempo posible y con las mejores resoluciones para cada una de las

sefiales analiticas de los diferentes analitos estudiados.

La descripcidn de los programas de temperatura con dos y tres rampas ensayados y la

nomenclatura utilizada, se indican en las Figuras IV.4 y IV.5, respectivamente, en las que:

e T, (°C) es la temperatura a la que se mantiene el horno al comienzo de cada
etapa

e T:(°C) es la temperatura que alcanza el horno al final del programa

e t; (min) es el tiempo durante el cual se mantiene el horno a la temperatura
inicial de cada etapa (T;)

e t; (min) es el tiempo durante el cual se mantiene el horno a la temperatura
final alcanzada (Ty)

e v (°C min™) es la velocidad a la que el horno se calienta para alcanzar la

temperatura final de cada etapa

Tre)<----2 t;(min)
Vv, (°C min‘)
Q) <= t, (min)
v, (°C min?)
""" > T,(°C)
t, (min)

Figura IV.4.- Programa de temperatura con dos rampas.
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v, (°C min‘t)

_____ > T,(°C)
t, (min)

Figura IV.5.- Programa de temperatura con tres rampas.

Los distintos programas de temperatura ensayados con dos y tres rampas, se muestran

en las Tablas V.12 y IV.13, respectivamente.

Tabla IV.12.- Programas de temperatura con dos rampas.

Programa ("Tci) (n:iin) (°c r‘:in'l) (°T<2:) (n:?n) (°c r‘:in'l) ("ch) (n:ifn) (:\tntnl)
A 150 1 4 170 5 4 200 5 23,50
B 150 1 4 170 5 30 2000 5 30,00
c 160 1 3 170 5 2 2000 2 2633
D 168 0,50 2 170 5 1 2000 1 37,50
E 165 0,50 1 170 5 2 190 1 21,50
F 160 1 3 170 5 1 200 2 41,33
G 160 1 3 170 5 3 2000 5 20,00
H 160 1 4 170 5 5 210 5 21,50

116
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Programa (°Tci) (n:iin) (°c r‘ll'llin'l) (°Té) (n:?n) (°c r‘:lzin'l) (°Té) (n:?n) (°c r‘:in'l) ("ch) (n:ifn) (::'utnl)
| 160 1 3 170 5 1 180 1 0,5 190 2 42,33
J 160 1 3 170 5 4 200 5 3 225 5 35,17
K 160 1 3 170 5 5 200 3 3 212 2 24,33
L 160 1 3 170 5 6 200 3 3 210 3 24,67
M 160 1 3 170 5 9 200 3 3 210 4 23,00
N 160 1 3 170 5 12 200 3 3 210 3 21,17
0 160 1 3 170 5 14 200 3 3 210 2 19,81
P 160 1 3 170 5 16 200 3 3 210 2 19,54
Q 160 1 3 170 5 20 200 3 3 210 2 19,17
R 160 1 3 170 5 30 200 3 3 210 3 19,67
s 160 1 8 170 5 30 200 5 10 210 5 19,25
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Para determinar el programa de temperatura éptimo, se analizé la mezcla de trece
FAMEs con metil undecanoato como patrén interno mediante GC-FID, utilizando los programas
descritos en las Tablas IV.12 y 1V.13. A continuacién, se describen pormenorizadamente tres

programas de temperatura, para poder observar la evolucién del proceso de optimizacién.

El programa de temperatura B (Tabla IV.12) consiste en una temperatura inicial de la
columna de 150 °C durante un minuto. A continuacién, la temperatura se incrementd hasta
170 °C a razdn de 4 °C min™, permaneciendo a esta temperatura durante 5 minutos. Después,
se aplico una rampa de temperatura de 30 °C min™ hasta alcanzar 200 °C, manteniéndose a
dicha temperatura durante 5 minutos. El tiempo total de analisis cromatografico obtenido
mediante este programa fue de 30 minutos. La Figura IV.6 muestra un cromatograma obtenido
al aplicar el programa de temperatura B. En la Tabla V.14 se recoge el orden de elucion de los
trece FAMEs estudiados junto con el patrdn interno. Las sefiales se identificaron en funcién de

los tiempos de retencion obtenidos, mediante inyecciones individuales de los FAMEs.

2
4 1
3 - x| 3 9
mV
2 45 6 11
7 g10 13

1 12
0 T v T 7 T ' 1 T

T —7r1r r 1111 11 T1° — T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo (min)
Figura IV.6.- Cromatograma obtenido para una mezcla de trece FAMEs de concentracién
100 ug mL™" disueltos en n-hexano, seguin el programa de temperatura (B): 1) 150 °C durante

1 min; 2) 170 °C durante 5 min (4 °C min™) y 3) 200 °C durante 5 min (30 °C min™).
(*Patron interno, de concentracion 100 ug mL™).

Tabla IV.14.- Orden de elucién de los trece FAMEs estudiados y el patrén interno.

Pico 1 * 2 3 4 5 6
FAME C10:0 C11:0 C12:0 C14:0 Ci16:0 Cle:l1 C18:0
Pico 7 8 9 10 11 12 13

FAME C18:1 (C18:2 (C18:3 C20:0 C20:1 C22:.0 C(C22:1

Como se puede apreciar en la Figura IV.5, el metil linolenato (pico 9) y el metil
eicosenoato (pico 11) aparecen solapados, por lo que este programa de temperatura no

permite la separacion a linea base de los trece FAMEs estudiados.
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Otro de los programas de temperatura que se ensayo6 (programa G de la Tabla IV.12)
durante el proceso de optimizacion comenzoé con una temperatura inicial de 160 °C durante un
minuto. A continuacidn, la temperatura se incrementé hasta 170 °C a razén de 3 °C min™,
manteniéndose a esta temperatura durante 5 minutos. Después, se aplicé una rampa de
temperatura de 3 °C min™ hasta alcanzar 200 °C, manteniéndose a esta temperatura durante 5
minutos. El tiempo total de analisis cromatografico fue de 20 minutos. En la Figura IV.7 se
muestra un cromatograma obtenido mediante las condiciones establecidas en el programa de

temperatura G.

. 2
1
4
9
3 1 3 4 6 11
mv > 7 glo
2
1 4
| LMJ |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (min)
Figura IV.7.- Cromatograma obtenido para una mezcla de trece FAMEs de concentracién
100 ug mL™" disueltos en n-hexano, segun el siguiente programa de temperatura (G): 1) 160 °C durante 1
min; 2) 170 °C durante 5 min (3 °C min™) y 3) 200 °C durante 2 min (3 °C min™).
(*Patron interno, de concentracion 100 ug mL™).

El tiempo de analisis no permitié la identificacion de los trece FAMEs estudiados,
debido a que el cromatograma finalizé antes de que eluyeran todos los analitos. Por otro lado,
el metil linolenato (pico 9) y el metil eicosenoato (pico 11) aparecieron solapados nuevamente.
Este programa de temperatura se descartd ya que no permitié la separacién e identificacién de
los trece FAMEs.

Por ultimo, se detalla a continuacidn el programa de temperatura que se considerd
o6ptimo para la separacion de los trece FAMEs por GC-FID (programa S de la Tabla 1V.13).
Inicialmente, la temperatura de la columna se mantuvo a 160 °C durante un minuto y después
se aplicaron tres rampas de temperatura. En primer lugar, la temperatura se incremento hasta
170 °C a razén de 8 °C min™, manteniéndose a esta temperatura durante 5 minutos. A
continuacién, se aplicé una rampa de temperatura de 30 °C min™ hasta alcanzar 200 °C,
manteniéndose a esta temperatura durante 5 minutos. Finalmente, se alcanzaron 210 °C
mediante una rampa de temperatura de 10 °C min™, manteniéndose durante los Gltimos 5
minutos del analisis. El tiempo total del analisis cromatografico fue de 19,25 minutos, tiempo

suficiente para permitir la correcta separacion de todos los FAMEs, con muy buenas
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resoluciones para cada uno de ellos. Un cromatograma obtenido mediante este programa de

temperatura se muestra en la Figura IV.8.
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Figura IV.8.- Cromatograma obtenido para una mezcla de trece FAMEs de concentracion
100 ug mL"* disueltos en n-hexano, segun el programa de temperatura éptimo (S): 1) 160 °C durante 1
min; 2) 170 °C durante 5 min (8 °C min™); 3) 200 °C durante 5 min (30 °C min™); y 4) 210 °C durante 5
min (10 °C min™"). (*Patrén interno, de concentracién 100 pg mL™).

Como se puede observar, la separacién conseguida bajo estas condiciones
experimentales cromatograficas permitié llevar a cabo la determinacién de los trece FAMEs
objeto de estudio, con una resolucién satisfactoria y altas eficiencias de los picos, con un
tiempo de andlisis inferior a los 18 minutos. Por lo tanto, este programa de temperatura se

establecié como éptimo para la separacion de los trece FAMEs en muestras de biodiesel.

En la Tabla IV.15 se resumen las condiciones o6ptimas de la metodologia
cromatografica desarrollada para la determinacién de los trece FAMEs estudiados mediante

GC-FID.
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Tabla IV.15.- Condiciones experimentales optimizadas para la determinacion de FAMEs mediante GC-
FID.

Sistema cromatogrdfico

CP-Sil 88 (Varian) WCOT Fused Silica
(50 m, 0,25 mm D.I., 0,25 um)

Columna analitica

Temperatura del inyector 250 °C
1) 160 °C mantenido durante 1 min
Programa de temperatura 2) 170 °C mantenido durante 5 min ( 8 °C min™)
del horno de la columna 3) 200° C mantenido durante 5 min (30 °C min™)
4) 210 °C mantenido durante 5 min (10 °C min™)
Gas portador Helio (1,0 mL min™)
Gas “make up “ Nitrégeno (30 mL min™)
Presion en cabeza de columna 28,1 psi
Volumen de inyeccién de muestra 0,1uL
Modo de inyeccion Split (relacién 1:20)

Sistema de deteccion

Detector FID
Caudal de aire 400 mL min™
Caudal de hidrégeno 30 mL min™
Temperatura del detector 250 °C

En la Tabla IV.16 se muestran los tiempos de retenciéon determinados para cada uno de
los patrones de los FAMEs analizados y sus correspondientes desviaciones estandar (s),
realizando cinco determinaciones y siguiendo el programa de temperatura éptimo del método

analitico desarrollado.
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Tabla IV.16.- Tiempos de retencién con sus correspondientes desviaciones estandar (s) obtenidos
mediante las condiciones dptimas del método por GC-FID (n=5).

Pico FAME tz(min) s
1 C10:0 4,93 0,02
2 C12:0 5,77 0,03
3 C14:0 7,21 0,01
4 C16:0 8,91 0,01
5 C16:1 9,55 0,03
6 C18:0 10,79 0,02
7 C18:1 11,53 0,04
8 C18:2 12,74 0,06
9 C18:3 14,22 0,01
10 C20:0 13,24 0,03
11 C20:1 14,07 0,01
12 C22:0 15,91 0,03

13 C22:1 16,87 0,04

IV.7 Caracteristicas analiticas del método cromatografico optimizado

Una vez obtenido un método de separacion adecuado para todos los FAMEs
estudiados, se estudiaron las caracteristicas analiticas del método desarrollado a partir de las
areas relativas de pico, obtenidas a partir del método del patrén interno (cocientes entre las
areas de pico de cada analito y el area de pico del patrén interno). Las rectas de calibrado se
obtuvieron inyectando, por triplicado, siete niveles diferentes de concentracion de los
patrones en el intervalo comprendido entre 0,5 y 500 pug mL" (n=7), utilizando una
concentracién de patrén interno de 100 ug mL™* (metil undecanoato). Las rectas de calibrado
se sometieron a regresion lineal y se utilizd el coeficiente de correlacién (r) como valor

representativo de la linealidad.

En la Tabla IV.17 se muestran los principales pardmetros de calidad del método
cromatografico desarrollado para cada uno de los trece FAMEs objeto de estudio, como los
parametros de calibracién del método (pendientes y sus desviaciones estandar (b + Sp) vy
ordenadas en el origen y sus desviaciones estandar (a + S,)), los valores del error estandar de la
estimacidn (S,), los coeficientes de correlacién (r) y los limites de deteccidn y cuantificacién
(LD y LQ).

Los limites de deteccidn y cuantificacion (LD y LQ) fueron calculados del mismo modo
anterior, a partir de tres y diez veces, respectivamente, la desviacion estandar de diez

determinaciones de la disolucidn patrén de menor concentracion empleada en el calibrado.
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Tabla IV.17.- Caracteristicas analiticas del método basado en GC-FID desarrollado para el analisis de los
trece FAMEs estudiados. (tg patron interno = 5,30 min).

(bts,)10° (ats,)10°

Pico FAME (n=7) (n=7) Sy/x r LD_1 LQ.1

(cps mL pg’!) (cps) (mgLl”) (ngl?)
1 C10:0 11,5+0,3 99+1 0,1316 0,9992 136 453
2 Cl2:0 11,5+0,2 467 0,0967 0,9993 137 458
3 C14:.0 10,7+0,4 141+11 0,1498 0,9990 138 460
4 C16:0 10,6 £0,3 102+8 0,1091 0,9994 177 591
5 Cle:1 10,2+0,2 81+8 0,0975 0,9993 164 547
6 C18:0 8,9+0,3 142 +£10 0,1265 0,9992 233 776
7 C18:1 9,2+0,3 77+9 0,1127 0,9994 202 674
8 (C18:2 8,9+0,3 130+ 11 0,1360 0,9993 197 657
9 (183 8,6+0,1 70+4 0,0546 0,9992 154 515
10 C20:0 8,8+0,3 138 £ 10 0,1234 0,9989 212 707
11 C20:1 9,3+0,3 94+9 0,1223 0,9993 133 443
12 C22:0 7,6%0,1 754 0,0570 0,9991 141 469
13 C22:1 7,8%0,2 92+6 0,0825 0,9994 175 583

*Intervalos de confianza (S, y S) calculados al 95 % de nivel de confianza

Los resultados obtenidos mostraron que el método de andlisis de FAMEs por GC-FID
desarrollado presenta una buena linealidad en el rango de concentraciones estudiado, con
coeficientes de correlacion (r) superiores a 0,9989. Por otro lado, se observa que los limites de
deteccion obtenidos se encontraron entre 133 pg L™ para el metil eicosenoato y 233 pg L*
para el metil estearato, mientras que los limites de cuantificacion oscilaron entre 443 pg L™
para el metil behenato y 776 pg L para el metil estearato, lo que nos indica la validez del

método para poder determinar y cuantificar los distintos FAMEs en muestras de biodiesel.

A continuacidn, se llevo a cabo el estudio de la reproducibilidad y la repetitibilidad del
método desarrollado. La precision del método, expresada como porcentaje de la desviacion
estandar relativa (% RSD), se determind realizando tres inyecciones consecutivas bajo las
condiciones dptimas del método cromatografico durante el mismo dia (n=3) y en tres dias
diferentes (n=9) a tres niveles de concentracién diferentes (5, 25y 75 pg mL") de una mezcla
de patrones de FAMEs. La Tabla IV.18 muestra los pardmetros de validacion del método para
una concentraciéon de 25 ug mL?, obteniéndose resultados muy similares para los otros dos

niveles de concentracion estudiados.
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Tabla IV.18.- Precisidon en un mismo dia y entre dias, expresado como % RSD, para los tiempos de
retencién y dreas de pico para una concentracién de 25 ug mL™.

Precision en un mismo dia Precision entre dias

Pico FAME (% RSD; n=3) (% RSD; n=9)
t, Area t, Area
1 C10:0 0,03 1,9 0,07 3,0
2 C12:0 0,03 2,5 0,10 51
3 C14:0 0,04 2,6 0,13 5,5
4 C16:0 0,05 2,2 0,07 4,6
5 Clé6:1 0,05 2,1 0,07 7,2
6 C18:0 0,05 3,5 0,11 7,3
7 C18:1 0,04 3,7 0,12 6,6
8 C18:2 0,05 2,8 0,08 7,7
9 C18:3 0,05 3,0 0,13 5,0
10 C20:0 0,04 3,9 0,07 4,8
11 C20:1 0,04 3,1 0,09 6,7
12 C22:0 0,05 1,9 0,10 5,6
13 C22:1 0,05 2,8 0,10 5,1

Como puede apreciarse, los % RSD fueron menores del 0,05 % para los tiempos de
retencidn e inferiores al 3,9 % para las areas de pico, en lo que respecta a la precision en un
mismo dia (repetitibilidad). En relacidn a la precisién entre dias (reproducibilidad), los estudios
realizados mostraron % RSD inferiores a 0,13 % y 7,7 % para los tiempos de retencion y areas
de pico, respectivamente. A partir de estos resultados, se puede concluir que el método
cromatografico desarrollado es reproducible en las condiciones sefialadas. La eficacia del
método fue calculada utilizando la funcion Suitability del programa Star Chromatography. Los
valores obtenidos se encontraron comprendidos entre 1.053.212 NTP m™ (nimero de platos

tedricos por metro) para el metil caprato y 8.215.693 NTP m™ para el metil behenato.

Por ultimo, se evalud la exactitud del método a través de un estudio de recuperacidn
de los trece FAMEs, el cual se realizé mediante la adicidon de cantidades conocidas y diferentes
de cada uno de los patrones de FAMEs a la muestra de biodiesel de aceite de girasol sin usar.
La exactitud se evalud a partir del porcentaje de recuperacién de la cantidad adicionada de
cada uno de los FAMEs a una muestra de biodiesel segun la siguiente ecuacién:

X=Xy
R (%) = ——-100

afiadida
donde:
e X cantidad de FAME obtenida en la muestra de biodiesel enriquecida

e X cantidad de FAME obtenida en la muestra sin enriquecer

e  Xufadida: cantidad de FAME anadida a la muestra
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En la Tabla IV.19 se muestran los porcentajes de recuperacién obtenidos para cada

concentraciéon de FAME afiadido junto con sus % RSD.

Tabla IV.19.- Recuperaciones, expresadas como % (media + desviacion estandar, n = 3), y % RSD

obtenidos para las trece FAMEs estudiados.

Recuperacion

Pico FAME (%) % RSD
1 C10:0 98,3 1,8
2 C12:0 97,6 2,0
3 C14:0 98,8 2,4
4 C16:0 99,2 2,1
5 Ci6:1 97,4 2,4
6 C18:0 100,9 1,0
7 C18:1 98,2 1,3
8 C18:2 102,2 1,0
9 C18:3 100,3 1,9
10 C20:0 99,5 2,6
11 C20:1 98,6 2,2
12 C22:0 97,7 1,9
13 C22:1 100,6 1,5

En general, se obtuvieron recuperaciones satisfactorias, comprendidas entre 97,4 %

para el metil palmitoleato y 102,2 % para el metil linoleato, con % RSD inferiores a 2,6 %,

demostrando que el método propuesto era adecuado para la determinacion de FAMEs en

muestras de biodiesel.

La Figura IV.9 muestra los cromatogramas obtenidos para una muestra de biodiesel no

enriquecida (Figura 1V.9.A) y enriquecida con una concentracion diferente de cada uno de los

FAMEs (Figura IV.9.B).
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Figura IV.9.- Cromatograma obtenido a partir del método optimizado GC-FID para una muestra de
biodiesel (A) sin enriquecer con los FAMEs y (B) enriquecido con diferentes concentraciones de FAMEs.

Como puede apreciarse en el cromatograma correspondiente a la muestra de biodiesel
no enriquecida (Figura IV.9.A), aparecen sefales de cuatro FAMEs (metil palmitato (4), metil
estearato (6), metil oleato (7) y metil linoleato (8)). Asimismo, en el cromatograma de la
muestra enriquecida (Figura IV.9.B) se observa que los trece FAMEs objeto de estudio
pudieron ser determinados en una muestra real de biodiesel empleando la metodologia

desarrollada.
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IV.8 Aplicacion de la extraccion en fase sdlida (SPE) y la microextraccion en fase sdlida
(SPME) a muestras de biodiesel

IV.8.1 Aplicacidon de la extraccion en fase sélida (SPE)

Con objeto de extraer los FAMEs presentes en la matriz de la muestra de biodiesel, sin
necesidad de introducir en la columna cromatografica una variedad de compuestos que
pudieran deteriorar la misma en un breve espacio de tiempo, provocando sangrados finales en
los cromatogramas, se desarrolld6 un método de preconcentracion off-line basado en la
extraccién en fase sélida (solid-phase extraction, SPE), que permitiera disminuir las posibles
interferencias en el andlisis de FAMEs por GC-FID debidas a la matriz de la muestra de
biodiesel, asi como para incrementar la sensibilidad de la separacién cromatografica
optimizada. La SPE es una técnica de preconcentracidon y tratamiento de muestras que
constituye un método de aislamiento y purificacion de compuestos quimicos presentes en
matrices complejas, siendo un sistema relativamente rdpido y bastante reproducible. Se ha
aplicado como técnica de purificacion de muestras, enriquecimiento de trazas y como un

procedimiento rapido de separacion.

Se estudiaron dos tipos de cartuchos para la extraccion de muestras de biodiesel por
SPE: Oasis-HLB y Sep-Pak-Plus. Se ensayaron distintas condiciones para la activacion y secado
de los cartuchos, asi como para la elucion de los FAMEs retenidos, con objeto de obtener el
maximo porcentaje para cada uno de los FAMEs estudiados, obteniéndose diferentes
condiciones éptimas para cada cartucho de SPE estudiado. En ambos casos la elucion de los
FAMEs retenidos en el cartucho de SPE se llevé a cabo con una mezcla de éter de petréleo y

dietil-éter (9:1, v/v), utilizando 15 y 20 mL de dicha mezcla, respectivamente.

Los resultados obtenidos, mediante el método cromatografico optimizado, para los

dos tipos de cartuchos de SPE estudiados se muestran en la Figura IV.10.
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Figura IV.10.- Cromatograma obtenido para una muestra de biodiesel extraida con un cartucho Sep-Pak-
Plus (A) y extraida con un cartucho Oasis-HLB (B). (*Patron interno, de concentracion
100 pg mL™).

Como se puede observar, el cartucho de SPE que proporciond los mejores resultados
para la muestra de biodiesel analizada (Figura 1V.10.A) fue el cartucho Sep-Pak-Plus, ya que los
porcentajes de FAMEs obtenidos después de extraer la muestra con este cartucho fueron
superiores a los obtenidos con el Oasis-HLB. Ademas se observa que el pico 4, correspondiente
al metil palmitato, no pudo ser extraido mediante el cartucho Oasis-HLB. Por otro lado, se
observa que la intensidad correspondiente a cada pico cromatografico obtenido con este

cartucho disminuyd en relacién a la obtenida con el Sep-Pak-Plus.
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IV.8.2 Aplicacién de la microextraccion en fase sélida (SPME)

Se desarroll6 un método de microextraccién en fase sélida (solid-phase
microextraction, SPME) en muestras de biodiesel, con objeto de mejorar los resultados
obtenidos mediante SPE desde el punto de vista de porcentajes de FAMEs extraidos. La SPME
es una técnica de preparacion de muestras desarrollada en 1990 por Arthur y Pawliszyn en la
Universidad de Waterloo (Ontario, Canada) para el analisis de compuestos organicos (Arthur y
Pawliszyn, 1990), habiéndose convertido en una técnica rutinaria en muchos laboratorios. Se
desarrolld para facilitar la preparacién de muestras tanto en el laboratorio como en el lugar de
muestreo y estd basada en la extraccidn de los analitos de la matriz de la muestra mediante
una fibra de silice fundida quimicamente inerte, estable a altas temperaturas y recubierta de
un material adsorbente, en la mayoria de los casos, de naturaleza polimérica. La fibra se
expone a la muestra acuosa o gaseosa que se quiere analizar hasta que se establece el
equilibrio entre el analito en la muestra y en la fibra. Posteriormente, el analito es desorbido

de la fibra utilizando una temperatura elevada o un disolvente organico.

Se utilizd un dispositivo SPME para extraccién manual y se estudiaron varias fibras no
modificadas quimicamente. Las fibras de SPME empleadas fueron fibras con recubrimiento de
polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB) de 65 um de espesor, polidimetilsiloxano
(PDMS) de 30 um de espesor, y poliacrilato (PA) de 85 um de espesor. La afinidad de la fibra
por el analito es funcidon de la polaridad de ambos. En general, los recubrimientos polares,
como las fibras de PA, permiten extraer analitos polares, mientras que fibras apolares, como
las de PDMS y las de PDMS-DVB son apropiadas para la extraccion de analitos apolares.
Inicialmente, cabe pensar que las fibras de PDMS-DVB y PDMS permiten extraer los FAMEs de
las muestras de biodiesel, dada su similar polaridad, aunque se empled una fibra polar (PA)
para evaluar su posible empleo. Los resultados obtenidos para los tres tipos de fibras de SPME

empleadas se muestran en la Figura IV.11.
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Figura IV.11.- Cromatograma obtenido para una muestra de biodiesel extraida con una fibra de PDMS-
DVB (A); extraida con una fibra de PDMS (B) y extraida con una fibra de PA (C). (*Patrdn interno, de
concentracién 100 pg mL™; **Pico no identificado).
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Como se puede observar en la figura anterior, en el cromatograma correspondiente a
la muestra extraida con una fibra de PDMS (Figura IV.11.B) aparecen las sefiales
correspondientes a los cuatro FAMEs presentes en la muestra no extraida (Figura IV.9.A), que
son metil palmitato (4), metil estearato (6), metil oleato (7) y metil linoleato (8), obteniéndose
buenas intensidades para cada uno de ellos. Sin embargo, en el cromatograma
correspondiente a la muestra extraida con una fibra de PDMS-DVB (Figura IV.11.A) sélo
aparecen las sefiales correspondientes a tres de los cuatro FAMEs, ademas de la sefial de una
especie que no pudo ser identificada (**). Por ultimo, y como era de esperar, en el
cromatograma correspondiente a la muestra extraida con una fibra de PA (Figura IV.11.C), sdlo
aparecen las sefales correspondientes a dos de los cuatro FAMEs, obteniéndose bajas
intensidades de la sefial de ambos. Se observa que ni el patrén interno pudo ser extraido

mediante el uso de la fibra de PA.

A la vista de las Figuras IV.10 y IV.11, se puede concluir que el empleo del cartucho
Sep-Pak-Plus de SPE y de la fibra de PDMS de SPME ha proporcionado los mejores resultados,
desde el punto de vista de porcentajes de FAMEs extraidos. No obstante, los métodos de
preconcentracién basados en SPE y en SPME ensayados no fueron aplicados en experimentos
posteriores, ya que los resultados obtenidos fueron similares a los alcanzados mediante la
inyeccion directa de la muestra de biodiesel, diluidas en n-hexano (factor de dilucion=16), en el
sistema cromatografico, como puede observarse en la Figura IV.9.A. Por lo tanto, el empleo de
SPE y de SPME, fue descartado debido a que no se conseguian mejoras significativas en el
porcentaje de FAMEs obtenido y por el elevado tiempo empleado durante el proceso de

extraccion.
IV.9 Conclusiones

@ Se ha desarrollado una nueva metodologia analitica para la determinacién simultanea
de trece FAMEs (metil caprato, metil laurato, metil miristato, metil palmitato, metil
palmitoleato, metil estearato, metil oleato, metil linoleato, metil linolenato, metil araquidato,

metil eicosenoato, metil behenato y metil erucato) en muestras de biodiesel mediante GC-FID.

@ Las mejores condiciones para la separacién cromatografica fueron obtenidas haciendo
uso de un programa de temperatura constituido por cuatro etapas: 1) 160 °C durante 1 min,
2) 170 °C durante 5 min, a razén de 3 °C min, 3) 200 °C durante 5 min, a una velocidad de
30 °C min™, y 4) 210 °C durante 5 min, a una velocidad de 10 °C min™. El tiempo total del

programa fue de 19 minutos y el tiempo de analisis fue inferior a los 17 minutos.

@ El método GC-FID desarrollado permitid la separacion de los trece FAMEs objeto de
estudio, proporcionando buenos resultados en términos de resolucién, eficacia, tiempos de
analisis y sensibilidad, permitiendo obtener limites de deteccion comprendidos entre 133 y

233 pg LY, lo cual representa una mejora considerable para este tipo de andlisis.
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@ El tiempo de andlisis obtenido en la metodologia desarrollada mediante GC-FID es
inferior al recogido en la normativa europea UNE-EN 14103:2003 y al propuesto por otros
autores, Yuan et al. (2008) y Meng et al. (2008), con tiempos de analisis de 25; 42,73 y
71 minutos, respectivamente, lo que representa una mejora significativa para el andlisis de

este tipo de muestras, pudiéndose emplear para el control de calidad del biodiesel.

@ La validacion del método analitico desarrollado mostré que dicho método presenta
una buena precisidn, exactitud, selectividad e intervalo dinamico de linealidad en el intervalo

de concentracién estudiado.

@ Con objeto de minimizar o eliminar las posibles interferencias en el anadlisis de los
FAMEs por GC-FID, asociadas a la matriz de la muestra de biodiesel, asi como para preservar la
durabilidad de la columna cromatografica, se ensayé una metodologia de SPE y de SPME. Los
resultados obtenidos fueron satisfactorios desde el punto de vista de la inyeccién de muestra,
aunque no condujeron a una mejora en el porcentaje de FAMEs extraidos, por lo que se

descarté su empleo en futuros experimentos.
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OPTIMIZACION DE LA
PRODUCCION DE BIODIESEL A
PARTIR DE CATALISIS
HOMOGENEA MEDIANTE EL
EMPLEO DE LA METODOLOGIA DE
SUPERFICIES DE RESPUESTA.
DETERMINACION DEL
CONTENIDO DE FAMES EN
MUESTRAS DE BIODIESEL




n este capitulo se presenta la optimizacion de los principales parametros que

influyen en la reaccion de transesterificacion para la produccién de biodiesel a

partir de aceites vegetales tanto sin usar como procedentes de procesos de
fritura. Inicialmente, se optimizaron los parametros fisicos que afectan a la reaccién, como son
tiempo de reaccién, velocidad de agitacion y condiciones de las etapas de lavado y secado. A
continuacién, aplicando la metodologia del diseio factorial de experimentos y las superficies
de respuesta, se obtuvieron los valores dptimos de los principales pardmetros que afectan a la
reaccion de transesterificacion, que son la temperatura de reaccion, la concentracién de
catalizador y la relacién molar metanol-aceite, con objeto de obtener el maximo porcentaje de
FAMEs para las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceites vegetales sin usa. Ademas,
el método optimizado se aplicé a la produccion de biodiesel a partir de aceites procedentes de
procesos de fritura, siendo necesario un pre-tratamiento de las muestras consistente en la
deshidratacidon con sulfato magnésico (MgSQ,) y posterior filtrado a vacio para eliminar la
humedad presente en este tipo de aceites y disminuir el porcentaje de FFA presentes. El
procedimiento optimizado permitid obtener biodiesel con elevados porcentajes de FAMEs,

que verifican la normativa europea UNE-EN 14214:2009.
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V.1 Antecedentes

Son numerosos los trabajos de investigacion que se han desarrollado para la obtencidn
de biodiesel, aprovechando una gran variedad de materias primas grasas y empleando
distintos métodos para su fabricacién, llegando a producirse a escala industrial en diversos
paises por ser un carburante ecolégico que posee grandes ventajas medioambientales. El
procedimiento para la elaboraciéon del biodiesel es un proceso bien conocido, existiendo varios
tipos de catalisis para llevar a cabo la reaccion de transesterificacién para la produccién de

alquilésteres a partir de aceites vegetales, grasas animales y algas.

La técnica mas utilizada a nivel industrial para la produccién de biodiesel es la
transesterificacion, acida o alcalina, mediante catdlisis homogénea. Sin embargo, existen otros
procesos de obtencién de biodiesel que aun se encuentran en fase de desarrollo para poder

ser implantadas en la industria de los biocombustibles, como pueden ser:

e Transesterificacion con catalizadores heterogéneos, como zeolitas, alimina, éxidos
metalicos, etc
¢ Transesterificacidon con catalizadores enzimaticos

e Transesterificacion en condiciones supercriticas no catalitica con metanol

La mayor parte del biodiesel producido actualmente por la industria se realiza
mediante la reaccion de transesterificacién con catdlisis homogénea, utilizando bases fuertes
como catalizadores (Brito et al., 2004; Mittelbach et al., 2004; lzquierdo Herrera, 2006;
Agarwal, 2007; Martin Andara, 2008; Moser, 2009; Trujillo Hernandez, 2009). De esta forma, la
reaccion es mas rapida y mas beneficiosa econdmicamente, en comparacion con la catalisis

homogénea acida o la heterogénea, debido a las siguientes razones:

e Las condiciones operativas de presion y temperatura son moderadas

e Se requieren pequefnos volumenes de alcohol, lo que se traduce en reactores mas
pequefios y econémicos

e Los rendimientos de conversidn son elevados (hasta un 98 %), con tiempos de reaccién
relativamente cortos y pocas reacciones secundarias

e La conversion al producto final es directa, en una sola etapa de reaccion

e Es posible la utilizacion de materiales convencionales, como el acero al carbono, para
la construccién de los reactores y tanques de almacenamiento, debido a la baja

agresividad quimica de los reactivos empleados

Sin embargo, la aplicacién de la catdlisis homogénea requiere una materia prima de
alta calidad, es decir, aceites con una baja concentracidon de FFA, sin gomas ni impurezas.
También es indispensable que su humedad sea minima, ya que de lo contrario se pueden
originar reacciones secundarias de saponificacion o neutralizacién, con la consecuente
produccidon de nuevos FFA (Knothe et al., 2005; Rashid et al., 2008; Benjumea et al., 2009;

Leung et al., 2010). La neutralizacion de estos acidos se puede evitar mediante la utilizacién de
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aceites con bajo indice de acidez. Sin embargo, en muchas ocasiones los aceites mds rentables

econdmicamente presentan un cierto contenido en FFA, como son los aceites vegetales o

grasas provenientes de procesos de fritura recogidas en cafeterias, restaurantes, industrias

alimentarias e incluso a nivel doméstico.

El proceso de obtencién de biodiesel mediante transesterificacion alcalina consta

principalmente de las siguientes etapas:

Mezcla del alcohol y del catalizador. La base empleada como catalizador se disuelve
en el alcohol con ayuda de agitacién para, posteriormente, mezclarse con el aceite. La
reacciéon de mezcla de los reactivos es exotérmica.

Reaccidon de transesterificacion. La combinacién alcohol-catalizador y el aceite se
mezclan con ayuda de agitacion mecanica para facilitar el contacto intimo entre los
reactivos teniendo lugar la reacciéon de transesterificacion. Aplicando la catalisis
homogénea, esta reaccién se lleva a cabo a una temperatura determinada v,
generalmente, a presion atmosférica.

Separacion. El producto de la reaccidon consiste en una mezcla de dos fases
compuestas por glicerina y biodiesel, que se separan mediante decantacion.

Lavado del biodiesel. El biodiesel se lava con agua acidulada para eliminar los residuos
de metanol y jabones formados, asi como neutralizar los restos del catalizador que no
hayan reaccionado. Finalmente, se lava con agua destilada para eliminar los restos del
acido del agua de lavado.

Secado del biodiesel. El biodiesel se seca para eliminar los restos de agua y de otros
reactivos que no hayan sido eliminados durante las etapas de lavado. El secado se

realiza durante un tiempo y temperatura determinada en un evaporador centrifugo.

En la Figura V.1 se muestra un esquema del procedimiento general seguido para la

obtencion de biodiesel descrito anteriormente.
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Alcohol —‘_>
' Mezcla Aceite
Catalizador —,_) |

Reaccion de Transesterificacion

A 4

Separacion > GLICERINA
Lavado > BIODIESEL PURIFAICADO

Figura V.1.- Esquema general del proceso de obtencion de biodiesel mediante
la reaccion de transesterificacion de aceites.

La reaccién de transesterificacién alcalina es un proceso que se debe optimizar para
que el costo de produccion del biodiesel sea lo menor posible, de forma que sea competitivo
con los precios del diésel de petrdleo, pero que a la vez cumpla con las especificaciones
europeas de calidad (UNE-EN 14214:2009) para su utilizacion como combustible en motores
diésel (Knothe et al., 2005; Mosser, 2009). La reaccion de transesterificacion depende,

principalmente, de los siguientes factores:

e Naturaleza de la materia prima (aceite), humedad y contenido en FFA
e Temperatura, presidn y tiempo de reaccion

e Relacién molar alcohol-aceite

e Concentracién de catalizador

e Velocidad de agitacion durante la reaccién

Existe una gran variabilidad en la bibliografia respecto a las condiciones dptimas para
realizar la reaccidon de transesterificacion mediante catdlisis homogénea alcalina, incluso
utilizando un mismo tipo de aceite como materia prima. En la Tabla V.1 se muestra un
resumen de las condiciones Optimas para la reaccion de transesterificacién con catélisis

homogénea alcalina, en funcién de diversos tipos de aceites.
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Tabla V.1.- Resumen de las condiciones éptimas para la reaccién de transesterificacién por catalisis homogénea alcalina.

. . Relacion molar Temperatura Tiempo Velocidad agitacion Catalizador Referencia
Tipo de aceite . o . .
(metanol-aceite) (°C) (min) (rpm) Tipo % (m/m)
Coco, Sjr':ﬁa jzlé’i‘zzadrs;"m y 6:1 50 90 - NaOH 1,5 Eevera et al., 2009
SZ'I.:;L';:adfjli‘;?r‘;:}qf;’i’f;za 7:1 50 90 - NaOH 1,5 Eevera et al., 2009
Semillas de algoddn 6:1 65 90 600 NaOH 0,75 Rashid et al., 2009
Salvado de arroz 9:1 55 60 1100 NaOH 0,75 Sinha et al., 2008
Semillas de algoddn, girasol 6:1 60 60 400 NaOH 1,0 Keera etal., 2011
Girasol 3:1 70 - - KOH 0,28 Antolin et al., 2002
Girasol 6:1 25 60 600 KOH 1,3 Vicente et al., 2007a
Girasol 6:1 60 120 600 NaOH 1,0 Rashid et al., 2008
Oliva, girasol y soja 6:1 60 60 800 NaOH 0,6 Dias et al., 2008
Fritura, girasol 6:1 25 30 700 KOH 1,0 Tomasevic et al., 2003
Fritura 6:1 45 60 700 KOH 1,5 Bautista et al., 2009
Fritura 6:1 65 60 - KOH 1,0 Reefat et al., 2008
Fritura 7:1 60 20 800 NaOH 1,1 Leung et al., 2006
Fritura 6:1 50 90 500 NaOH 1,0 Meng et al., 2008
Fritura 7:1 30 80 - KOH 0,75 Phan et al., 2008
Fritura 6:1 60 60 800 NaOH 0,8 Dias et al., 2008
Pongamia pinnata 6:1 65 180 360 KOH 1,0 Meher et al., 2006b
Madhuca indica 6:1 60 30 - KOH 0,7 Ghadge et al., 2006
Brassica carinata 6:1 25 60 600 KOH 1,2-1,5 Vicente et al., 2005
Croton megalocarpus 3:1 60 60 400 KOH 1,0 Kafuku et al., 2010
Manteca de cerdo 6:1 65 20 - KOH 1,26 Jeong et al., 2009
Colza 6:1 50 90 600 KOH 0,6 Ferella etal., 2010
Colza 6:1 45 60 800 NaOH 1,0 Leung et al., 2010
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Cuando se utilizan aceites procedentes de procesos de fritura como materia prima,
algunos autores proponen una preesterificacion acida, principalmente con acido sulfurico,
previa a la reaccién de transesterificacion, con el objetivo de eliminar los FFA presentes en
estos tipos de aceites (Cvengros et al.,, 2004; Encinar et al., 2005; Marchetti et al., 2008;
Banerjee et al., 2009; Enweremadu et al., 2009; Liu et al., 2010). Esto es debido a que cuando
un aceite se somete a un proceso de calentamiento prolongado y repetido en el tiempo, a la
vez que el aceite entra en contacto con el agua presente en los alimentos sometidos a fritura,
se produce la hidrélisis de los triglicéridos presentes en el aceite, provocando un aumento en
el contenido en FFA, que afectan negativamente a la reaccidn de transesterificacidon
(Marmesat et al., 2007; Enweremadu et al., 2009). Otros autores proponen agregar la cantidad
adecuada de catalizador para neutralizar los FFA, ya que el exceso o la escasez de catalizador
puede ocasionar la formacién de jabones (Fukuda et al., 2001; Dias et al., 2008; Balat et al.,
2010).

Cvengros et al. (2004) determinaron que para disminuir el contenido de FFA en los
aceites de fritura es suficiente someterlos a un proceso en el que la materia prima se calienta a
60 °C, luego se lava con agua caliente a 90 °C y finalmente se somete a una destilacidn a vacio.
La cantidad de agua necesaria es un 5 % con respecto a la cantidad de aceite de fritura
utilizada. De esta forma se consigue disminuir la acidez, el indice de perdxidos y el contenido
en agua de los aceites de fritura, ya que ésta se evapora durante el tratamiento final. Otros
autores (Chhetri et al., 2008; Arquiza et al., 2009; Atadashi et al., 2009) consideran que no es
necesaria esta preesterificacion siempre y cuando los reactivos empleados se utilicen en las
cantidades necesarias para neutralizar los FFA empleando un catalizador en exceso pero

evitando la formacion de jabones.

Con respecto al catalizador, algunos autores consideran que el mejor catalizador para
realizar la reaccidn de transesterificacidén de aceites de fritura es el hidroxido potésico (Lowe et
al., 1998; Tomasevic et al., 2003; Dorado et al., 2004; Encinar et al., 2005; Rao et al., 2007;
Allawzi et al., 2008; Phan et al., 2008; Reefat et al., 2008), mientras que otros autores afirman
que el catalizador que proporciona los mejores resultados en cuanto al porcentaje de FAMEs
es el hidroxido sddico (Reed et al., 1992; Felizardo et al., 2006; Leung et al., 2006a; Cayh et al.,
2008; Chhetri et al., 2008; Dias et al., 2008; Arquiza et al.,2009; Enweremadu et al., 2009;
Keera et al., 2011). Leung et al. (2006a) analizaron el porcentaje de FAMEs obtenido utilizando
NaOH y KOH como catalizador en la reaccion de transesterificacion de aceites de fritura y
observaron que, aunque la tendencia de ambos catalizadores era similar en cuanto a la
conversion de triglicéridos a FAMEs, el catalizador que mejores resultados proporcioné era el
NaOH. Las condiciones de temperatura, presién y relacién molar metanol-aceite son
semejantes empleandose KOH o NaOH como catalizadores. La concentracion de catalizador

mas frecuentemente encontradas en la bibliografia varian desde 0,4 % hasta 1,5 % (m/m).

La relacién molar metanol-aceite es uno de los parametros mas importantes que

afectan al porcentaje de FAMEs obtenidos en el proceso de produccidn del biodiesel. Segun la
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bibliografia, el valor de este parametro puede variar desde 3:1 (valor estequiométrico) hasta
250:1 o valores superiores cuando se emplean catalizadores dacidos en la reaccién de
transesterificacion (Ma et al., 1999; Zheng et al., 2006). Mediante catdlisis homogénea basica,
una relacién molar elevada afecta negativamente al proceso de separacion de la glicerina,
debido al aumento en la solubilidad de ésta en el metanol, lo que origina la hidrdlisis de los
FAMEs para formar triglicéridos, disminuyendo el porcentaje de FAMEs obtenido en la
reaccion de transesterificaciéon (Banerjee et al., 2009). Segun la bibliografia, la relacion molar
metanol-aceite mas empleada es 6:1, por proporcionar los mayores porcentajes de FAMEs
(Leung et al., 2006a, 2010; Rashid et al., 2009; Klofutar et al., 2010; Keera et al., 2011).

Otro factor ampliamente estudiado en los procesos de optimizacion de la produccion
del biodiesel es la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccion de transesterificacion.
Algunos autores han establecido una temperatura 6ptima de reaccién de 25 °C, es decir, a
temperatura ambiente, pero aumentando considerablemente el tiempo de reaccién
(Tomasevic et al., 2003; Leung et al., 2006a), mientras que otros autores han obtenido
elevados porcentajes de FAMEs realizando la reaccion a 65 °C, es decir, a la temperatura de
ebulliciéon del metanol, con tiempos de reaccidn relativamente cortos (Karaosmanoglu et al.,
1996; Vicente et al., 2005; Felizardo et al., 2006; Meher et al., 2006a, 2006b;Wang et al., 2007,
Rashid et al., 2009, Leung et al., 2010).

Por todo lo expuesto, la optimizacién del proceso de produccion del biodiesel debe
realizarse inicialmente, con objeto de determinar los valores dptimos de las variables que
afectan al proceso y estandarizar el método de produccion de biodiesel para el aceite

empleado.
V.2 Diseio de experimentos

El disefio de experimentos permite optimizar las condiciones de operacion de un
proceso, para conseguir que opere en las mejores condiciones y de forma robusta,
entendiendo ésta como la reduccion de la variabilidad del proceso. Basicamente, un proceso

de optimizacidn consta de tres etapas:

1.- Seleccion de una funcion objeto. Se trata de seleccionar aquel criterio o variable que
se pretende optimizar, ya sea maximizar o minimizar. Frecuentemente, dicha variable suele ser
la sefial analitica o el tiempo de analisis. En casos mas complicados, sin embargo, se idean una
serie de funciones objeto generadas por combinacidn varios criterios, como pueden ser la

selectividad, sensibilidad, precisién, etc. Esta funciéon también se denomina funcién respuesta.

2.- Seleccion de los factores mds importantes. Se puede realizar aplicando un disefo
experimental de screening que, mediante la determinacién de los efectos de los factores y de
su influencia en la respuesta medida, permite determinar cudles son los factores que

realmente influyen en el resultado de la reaccion de transesterificacion.
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3.- Optimizacion. Se trata de encontrar la combinacién de factores que maximice o
minimice la funcidon objeto. Para ello, puede distinguirse entre optimizacion simultanea o
secuencial. En la primera, la relacién entre la respuesta y los factores se obtiene llevando a
cabo un disefio experimental, construyendo un modelo matematico e investigando a través de
este modelo la relacidn entre las variables. Por otro lado, la optimizacién secuencial se basa en
un disefio de experimentos inicial, seguido de otros experimentos llevados a cabo en una
cierta direccidon que sera funcidon de esos experimentos iniciales. No se trata de buscar la
relacidon existente entre la respuesta y los factores, sino que la superficie de respuesta se busca

realizando experimentos en una cierta direccién.

Un buen método de optimizacion tiene dos cualidades importantes: produce un
conjunto de condiciones experimentales que proporcionan la respuesta maxima o, al menos,
una respuesta que sea proxima a la éptima, y lo hace asi con el menor nimero posible de
etapas experimentales de ensayo. En la practica, la velocidad y conveniencia del
procedimiento de optimizacién resultan extremadamente importantes, pudiendo ser
suficiente en algunos casos utilizar un método que alcance, de manera razonable, un valor

proximo al 6ptimo en un nimero pequeiio de etapas.
V.2.1 Optimizacién secuencial del proceso de obtencién del biodiesel

Con objeto de optimizar la produccién de FAMEs mediante catdlisis homogénea, y
debido al elevado nimero de variables que influyen en el proceso de obtencion de biodiesel,
se realizaron una serie de estudios previos para evaluar la influencia de los siguientes

pardmetros sobre la obtenciéon de FAMEs:

e Tipo de catalizador y alcohol

e Tiempo de reaccion

e Velocidad de agitacion durante la reaccion de transesterificacion

e Tiempo de decantacion para separar los productos de la reaccion de
transesterificacion

e Numero de lavados y concentracidn de acido fosférico en las aguas de lavado

e Tiempo de decantacidn entre lavados para separar el agua de lavado del biodiesel

e Temperatura y tiempo de evaporacion de las muestras de biodiesel en el
evaporador centrifugo, para eliminar los restos de metanol y agua presentes en el

biodiesel

Todas las experiencias se realizaron utilizando aceite de girasol sin usar como materia

prima.
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V.2.1.1 Seleccidn del tipo de catalizador y de alcohol

Como ya se ha comentado anteriormente, de los tres grandes grupos de catalizadores
(homogéneos, heterogéneos y enzimaticos) que se pueden utilizar en el proceso de obtencidn
de FAMEs, para esta optimizacidn se eligieron los catalizadores homogéneos, ya que son los
mas econdmicos y los de mas facil manipulacion en cuanto a las condiciones de reaccion
(temperatura y presion moderadas). Ademas, permiten la obtencién de elevados rendimientos
de la reaccion de transesterificacion y son los mas desarrollados y utilizados a escala industrial.
Entre los catalizadores homogéneos, el tipo de catalizador escogido fue el alcalino debido a
que el tiempo y la temperatura de reaccién son inferiores que con respecto a los catalizadores
acidos. El hidréxido sédico es un catalizador mas conveniente para el proceso de obtencién de
biodiesel que el hidréxido potasico, ya que al tener un menor peso molecular, se requiere una
menor cantidad para lograr el mismo efecto que con KOH vy, ademas, las sales de sodio son
menos solubles en el biodiesel que las de potasio (Cvengros et al.,, 1996). Por lo tanto, el
hidroxido sodico fue el catalizador seleccionado para la realizar la reacciéon de

transesterificacion.

Los alcoholes mdas empleados para la producciéon de biodiesel son el etanol y el
metanol, pero especialmente el metanol, por sus ventajas quimicas vy fisicas (baja polaridad y
cadena corta), que lo hacen reaccionar rapidamente con los triglicéridos y por su menor costo
(Ma et al., 1999). Ademas, la separacion de la glicerina es mas sencilla cuando se emplea
metanol (Meher et al., 2006b). Por otro lado, cuando se emplea etanol el rendimiento de la
reaccion de transesterificacién suele ser mucho menor, por lo que se requiere una mayor
temperatura y un mayor tiempo de reaccién para obtener buenos porcentajes de FAEEs, ya
que durante la etanolisis se produce la formacidon de emulsiones estables que complican la
separacion y purificacion de los mismos, mientras que las emulsiones formadas entre el
biodiesel y la glicerina se pueden romper con mayor facilidad al utilizar metanol (Zhang et al.,
2003; Zhou et al., 2003).

El etanol es un candidato atractivo desde el punto de vista medioambiental porque es
un producto obtenido a partir de fuentes naturales como la cafia de azlcar, remolacha
azucarera, etc., mientras que el metanol se obtiene principalmente de fuentes fésiles no
renovables como el gas natural o gas metano. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que
el alcohol seleccionado debe ser esencialmente anhidro, ya que el contenido de agua en las
materias primas promueve la hidrdlisis de los FAMEs a FFA, favoreciéndose la formacion de
jabones. Asimismo, cabe destacar que el manejo del metanol es mas peligroso debido a que es

una sustancia tdéxica y ademas es altamente inflamable.

Teniendo en cuenta todo lo comentado anteriormente, el metanol fue el alcohol
empleado para la obtencién de biodiesel, debido a su mayor reactividad, menor costo, mayor

rendimiento de la reacciéon de transesterificacion y mayor facilidad para la purificacion del
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biodiesel, teniendo las respectivas precauciones respecto al manejo y almacenamiento de esta

sustancia.
V.2.1.2 Estudio de la influencia del tiempo de reaccién

Con objeto de determinar el tiempo minimo necesario para obtener el maximo
porcentaje de FAMEs, se ensayaron varios tiempos de reaccién (de 0 a 120 minutos) y se
determinaron los FAMEs obtenidos mediante el método GC-FID optimizado en el Capitulo IV.
Las condiciones iniciales para realizar la reaccion de transesterificacién estan basadas en la
experiencia previa del grupo de investigacion en el que se ha desarrollado la presente Tesis
Doctoral (Brito et al., 2004; Izquierdo Herrera, 2006; Martin Andara, 2008, Trujillo Hernandez,
2009). En la Tabla V.2 se muestran las condiciones iniciales establecidas para cada uno de los

experimentos realizados.

Tabla V.2.- Condiciones de operacion para la optimizacion del tiempo de reaccion.

Factores Condiciones
Temperatura 60 °C
Agitacion 800 rpm
NaOH 0,5 % (m/m)

Relacion molar metanol-aceite 6:1 mol/mol

Una vez alcanzado el tiempo de reaccién establecido en cada uno de los experimentos,
el producto de la reaccidn se transfirié a un embudo de decantacion donde permanecio, al
menos, durante 24 horas, para asegurar una correcta separacién de los FAMEs y de la glicerina
producida. El biodiesel obtenido se lavé varias veces con agua acidulada (10 % (v/v) de H3POQ,)
para eliminar los restos de metanol y catalizador que no hubieran reaccionado, y se sometié a
evaporacién para eliminar los restos de agua. En la Figura V.2 se muestran los porcentajes de
FAMEs obtenidos para los tiempos de reaccidon ensayados.
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Figura V.2.- Porcentajes de FAMEs obtenidos en funcién del tiempo de reaccion.
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Como se observa en esta figura, el porcentaje de FAMEs aumenta con el tiempo de
reaccion hasta llegar a los 80 minutos, tiempo a partir del cual el porcentaje obtenido se
estabiliza, de manera que tiempos superiores no permiten obtener mejores resultados de la
reaccion de transesterificaciéon de aceites vegetales. Por lo tanto, el tiempo de reaccion

empleado para la obtencién de biodiesel fue de 80 minutos.
V.2.1.3 Estudio de la influencia de la velocidad de agitacion

La agitacién durante la reaccidon de transesterificacién tiene como principal objetivo
poner en contacto intimo el aceite con el metdxido sédico, ademas de permitir que no se
formen gradientes térmicos y volimenes muertos en el interior del reactor. Durante el
proceso suelen producirse problemas de solubilidad en los primeros minutos de la reaccion
debido a que el aceite es insoluble en el metanol, motivo por el cual se considera importante
una agitacion vigorosa desde el inicio del experimento. Debido a que la agitacion aumenta el
contacto entre los reactivos, se corrobora que si la agitacion es pobre, la conversién de los
triglicéridos en FAMEs es reducida. Una velocidad de agitacidon inferior a 300 rpm no es
recomendable debido a que la reaccién es incompleta. Sin embargo, a medida que transcurre
el tiempo de reaccidn, se van formando los FAMEs, disminuyendo la viscosidad de la mezcla
reaccionante y aumentando la solubilidad, con lo que se disminuyen las resistencias a la
transferencia de masa (Noureddini et al., 1997; Ma et al., 1999; De Oliveira et al., 2004). En la
Figura V.3 se muestran los vortices del fluido que se forman durante la agitacién. A mayor
velocidad de agitacidon, mayor es el vortice, lo que mejora notablemente el contacto entre

ambas fases.

Figura V.3.- Velocidades del fluido durante la fase de agitacion.

Con objeto de determinar la velocidad de agitacion minima necesaria para obtener el
maximo porcentaje de FAMEs, se ensayaron varias velocidades de agitacion (de 300 a 800
rom) y se determinaron los FAMEs obtenidos mediante el método GC-FID optimizado en el
Capitulo IV. En la Tabla V.3 se muestran las condiciones iniciales establecidas para cada uno de

los experimentos realizados.
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Tabla V.3.- Condiciones de operacidn para la optimizacion de la velocidad de agitacién.

Factores Condiciones
Tiempo 80 min
Temperatura 60 °C

NaOH 0,5 % (m/m)

Relacién molar metanol-aceite 6:1 mol/mol

En la Figura V.4 se muestran los porcentajes de FAMEs obtenidos para cada una de las

velocidades de agitacién ensayadas.
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Figura V.4.- Porcentajes de FAMEs obtenidos en funcién de la velocidad de agitacion.

Se observa un ligero aumento del porcentaje de FAMEs a medida que se incrementa la
velocidad de agitacidn, probablemente como consecuencia de una mejor mezcla de los
reactivos en el interior del reactor y a velocidades superiores a 700 rpm no se obtienen
mejoras significativas en los resultados de la reaccién de transesterificacién, por lo que sera la

velocidad de agitacidn seleccionada para el resto del estudio.
V.2.1.4 Estudio de la influencia del lavado y del secado del biodiesel

La purificacion de los FAMEs obtenidos es de vital importancia ya que es necesario
eliminar impurezas tales como jabones, restos de metanol, trazas de catalizador, que podrian
originar problemas de corrosién en el motor, o restos de glicerina, que pueden originar
problemas durante el almacenamiento del biodiesel o en el sistema de alimentacion del
motor, pudiendo provocar la corrosion del sistema de inyeccién o el aumento de las emisiones
de aldehidos (Mittelbach et al., 2004).

Con objeto de optimizar los diferentes parametros que afectan al proceso de
purificacién del biodiesel, se han evaluado una serie de factores que afectan a la etapa de
lavado, como son la concentracion y volumen de la disolucién de H;PO, empleado en el agua
de lavado, nimero de lavados, tiempo de decantacion entre lavados y temperatura y tiempo

de evaporacion en el evaporador centrifugo.
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En primer lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de H3;PO, (0; 2,5; 5 vy
10 % (v/v)) presente en el agua de lavado. En la Tabla V.4 se muestran las condiciones iniciales
establecidas para cada uno de los experimentos realizados.

Tabla V.4.- Condiciones de operacion para la optimizacion de la concentracion de
HsPO, en el agua de lavado.

Factores Condiciones
Tiempo 80 min
Temperatura 60 °C
Agitacion 700 rpm
NaOH 0,5 % (m/m)

Relacién molar metanol-aceite 6:1 mol/mol

El biodiesel obtenido segun las condiciones descritas en la Tabla V.4 se lavé cuatro
veces con 25 mL del agua de lavado correspondiente. La mezcla se colocd en un embudo de
decantacion, se agitd vigorosamente y se dejé decantar durante 2 horas. En la Tabla V.5 se
muestran los porcentajes de FAMEs obtenidos después del lavado con la disolucidon acuosa
acidulada.

Tabla V.5.- Porcentajes de FAMEs obtenidos para las distintas concentraciones de H3;PO, ensayadas en el
agua de lavado.

H3PO, (%, v/v) % FAMEs

0 95,6
2,5 96,7
5 97,7
10 97,1

Como se puede apreciar, el lavado del biodiesel con la disolucidon acuosa acidulada
tiene influencia positiva sobre el porcentaje de FAMEs obtenido. Se observa que cuando se
realiza el lavado del biodiesel sélo con agua, el porcentaje de FAMEs que se obtiene no alcanza
el valor minimo establecido en la normativa europea UNE-EN 14214:2009, mientras que el
mejor resultado se obtuvo al emplear una disolucidén acuosa con un 5 % (v/v) de H3PO,, que

permitié conseguir un 97,7 % de FAMEs.

Estos lavados con agua acidulada son indispensables para eliminar los restos de
catalizador y metanol que no hayan reaccionado y que hayan quedado retenidos en la fase
organica, asi como productos secundarios de la reaccién como la glicerina y posibles jabones
gue se hayan generado durante el proceso. Sin embargo, no permiten eliminar los acidos
grasos que no han reaccionado (mono, di vy triglicéridos), cuya presencia indica que la reaccion

de transesterificacién ha sido incompleta.

El tiempo de decantacién entre lavados es un factor muy importante puesto que el
biodiesel deber presentar el menor contenido posible de agua, ya que su presencia afecta al

funcionamiento del motor. Ademas, es importante que presente poca cantidad de agua para
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qgue durante el proceso de centrifugacion y evaporacidon del metanol y del agua, el tiempo y la
temperatura necesarios no sean excesivamente elevados y la calidad del biodiesel no se vea

afectada.

Se ensayaron diferentes tiempos de decantacién comprendidos entre 1 y 24 horas,
comprobandose que un tiempo de 2 horas era suficiente para la adecuada separacién de
ambas fases, una fase de biodiesel y una fase acuosa formada por el agua de lavado que ha
arrastrado los restos de catalizador, la glicerina e impurezas. El aumento del tiempo no
permitié mejorar la separacion, por lo que se establecié un tiempo de decantacion de 2 horas

entre cada lavado.

Finalmente, y con objeto de eliminar del biodiesel los posibles restos de metanol que
no hubiesen reaccionado, asi como los restos de agua del lavado que pudiesen haber quedado
retenidos formando emulsiones en el biodiesel, se procedidé a optimizar las etapas de secado

del biodiesel.

El tiempo de evaporacidon-centrifugaciéon se establecié en 2 horas debido a que
durante este tiempo se permitio clarificar el biodiesel, al mismo tiempo que se podia evaporar
todo el metanol y los restos de agua. Tiempos inferiores a 2 horas no permitieron separar y
evaporar estas sustancias, ya que se obtenian muestras de biodiesel turbias y con sustancias

en suspension.

Las temperaturas de evaporacién-centrifugacién ensayadas estaban comprendidas
entre 60 y 90 °C. Los mejores resultados se obtuvieron cuando la muestra de biodiesel se
evaporé-centrifugd a una temperatura de 80 °C, ya que al ser una temperatura superior a la
temperatura de ebullicion del metanol (65 °C), permite la evaporacién de los restos de
metanol que hayan podido quedar retenidos y que no fueron eliminados durante el proceso de
lavado. Ademas, esta temperatura permitié la evaporacion de los posibles restos de agua, ya
que la evaporacion se realizd a vacio. Se observd que temperaturas inferiores a 80 °C no
permitian eliminar los restos de agua, puesto que se necesitaria un mayor tiempo de
evaporacién (superior a 2 horas). Por lo tanto, se establecié una temperatura de evaporacién-

centrifugacion éptima de 80 °C durante un tiempo de 2 horas.

V.2.2 Optimizaciéon del proceso de obtencién de biodiesel mediante disefio factorial de

experimentos

El disefio factorial de experimentos permite optimizar la reaccién de
transesterificacion, ya que al tratar conjuntamente las variables que intervienen en el proceso,
permite la determinacion del campo de validez de las mismas, el error experimental cometido
y las posibles interacciones que puedan existir entre ellas, proporcionando ademas un modelo
matematico polindmico que describe el comportamiento del sistema objeto de estudio dentro
de los limites de trabajo establecidos. El disefio factorial de experimentos ha sido ampliamente

utilizado para optimizar el proceso de produccion de FAMEs a partir de diferentes tipos de
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aceites como girasol, colza, aceites de fritura, aceites no comestibles, etc. (Vicente et al., 1998,
2005, 2007a, 2007b; Tashtoush et al., 2004; Ghadge et al., 2006; Bouaid et al., 2007; Chen et
al., 2008; Yuan et al., 2008; Bautista et al., 2009; Jeong et al., 2009; Ferella et al., 2010; Kafuku
etal., 2010; Silva et al., 2011).

El principal objetivo de este capitulo es la optimizacidon de la obtencién de FAMEs a
partir de aceite de girasol sin usar, mediante catdlisis homogénea, utilizando un reactor
discontinuo. La optimizacidn se dirige a la obtencidn del maximo porcentaje de FAMEs de la
reaccion de transesterificacion y, en términos generales, exige que las etapas a seguir sean las

siguientes:

e Eleccidn de la variable respuesta a medir

e Eleccidn de las variables objeto de estudio

e Eleccidn del intervalo de estudio para dichas variables

¢ Planificacion, realizacién de experimentos y recogida de datos

e Estudio y ajuste de los datos experimentales a modelos estadisticos (de primer y/o
segundo orden)

e Andlisis de los resultados y construccion de las superficies de respuesta

El disefio de experimentos se realizé utilizando el software StatGraphics Centurion,
siendo la variable respuesta el porcentaje de FAMEs obtenido en la reacciéon de
transesterificacion catalitica homogénea. La eleccién de dicha respuesta presupone que los
métodos de toma de muestras y analiticos estdn debidamente resueltos y que el valor de dicha

variable sea capaz de cuantificar la validez, al menos técnica, del proceso.
V.2.2.1 Disefio factorial de experimentos de primer orden

El disefio de experimentos planteado consiste en un sistema con 2° experimentos, es
decir, con tres factores a dos niveles. La seleccién de los principales factores y sus intervalos de
operacién se llevd a cabo teniendo en cuenta la experimentacion previa realizada, los datos
recopilados de la bibliografia y la experiencia previa del grupo de investigacién en el estudio de

procesos similares. Las variables (factores) estimadas en el disefio de experimentos fueron:

e Temperatura de reaccion
e Relacidon molar metanol-aceite

e Concentracion de catalizador

En base a los estudios previos realizados, la velocidad de agitacion durante la reacciéon
de transesterificacién se ha mantenido constante en todos los experimentos realizados en el
valor optimo encontrado de 700 rpm. Ademas, los experimentos se han realizado a presién
atmosférica durante 80 minutos, con un tiempo minimo de separacién de las fases obtenidas

después de la reaccién de 24 horas.
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Las especificaciones de los reactivos empleados imponen las condiciones limite de
operacion para la temperatura de reaccién. El limite superior se ha fijado en 65°C, ya que se
trata de la temperatura de ebullicion del metanol. Hay que tener en cuenta que la
temperatura de reaccion no debe superar los 65 °C, pues a partir de ésta se destila el metanol,
lo que origina una menor cantidad de este reactivo y se disminuya la conversién de la reaccion.
El limite inferior se ha fijado en 35 °C, ligeramente superior a la temperatura ambiente, para

poder obtener porcentajes de FAMEs en el tiempo de reaccién éptimo (80 min).

La concentracidn de catalizador (NaOH) se refiere al tanto por ciento en peso respecto
a la cantidad de aceite empleada en los experimentos. Segun la bibliografia consultada, el
limite inferior se encuentra en un 0,5 % (m/m), mientras que para el limite superior se

considera un 1,5 % (m/m).

Con respecto a la relacion molar metanol-aceite, este parametro se estudié entre 3:1,
es decir, la correspondiente a la estequiometria de la reaccidn, y 9:1, equivalente al triple de la
relacidon estequiométrica, para desplazar el equilibrio hacia la formaciéon de productos. Estos
valores estan en concordancia con los datos encontrados en la bibliografia consultada
(Felizardo et al., 2006; Leung et al., 2006a; Vicente et al., 2007a; 2007b; Cayl et al., 2008; Dias
et al., 2008; Rashid et al., 2008; Eevera et al., 2009; Enweremadu et al., 2009; Jeong et al.,
2009; Balat et al., 2010; Ferella et al., 2010; Kafuku et al., 2010; Keera et al., 2011). En la Tabla

V.6 se muestran los factores elegidos para el disefio de experimentos y sus respectivos niveles.

Tabla V.6.- Factores principales y niveles inferior y superior para el disefio de experimentos.

Factor Designaciéon Nivel inferior Nivel superior
Temperatura (T, °C) Xt 35 65
Relacién molar (RM, mol/mol) Xam 3:1 9:1
Concentracion de catalizador (C, % m/m) Xc 0,5 1,5

En una primera etapa del proceso de optimizacion, se realizd un andlisis de screening
con objeto de evaluar la influencia de las variables entre si. El disefio factorial con 2"
experimentos se desarrolla considerando las variables indicadas anteriormente: temperatura,
relacion molar metanol-aceite y concentracidon de catalizador. Por lo tanto, la realizacién del
diseno factorial (k=3) implica la necesidad de realizar 8 experimentos, al mismo tiempo que se

realizan 4 repeticiones de los experimentos en el punto central.

Este tipo de disefio permitid abarcar informacion de todos los factores con menos
experimentos sin perder eficiencia. Ademas, por ser ortogonal y rotable, permite medir los
efectos de los factores de forma libre y se puede estimar la respuesta, con igual varianza,
independientemente de la direccion del centro del disefio. Las réplicas en el punto central
permiten determinar el error experimental. Los experimentos se realizaron en orden aleatorio,
a fin de obtener una distribucién estadistica lo mas homogénea posible y disminuir los posibles

errores matematicos. La aleatorizacion es fundamental en el diseiio ya que indica el orden en
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el que se ejecutan las pruebas y, ademads, es esencial para eliminar el error causado por

variables que no se pueden medir ni controlar experimentalmente.

En la Tabla V.7 se muestra la programacion de las pruebas experimentales, asi como la
matriz representativa del diseiio factorial realizado con los valores codificados, en la que los
signos positivos representan el limite superior de cada variable y los signos negativos el limite
inferior de las mismas, mientras que los puntos centrales se designan como cero. Ademas, se

muestran los porcentajes de FAMEs obtenidos para cada uno de los experimentos

mencionados.

Tabla V.7.- Matriz experimental del disefio factorial de experimentos de primer orden y porcentajes de

FAMEs obtenidos para cada experimento.

Experimento T(°C) RM(mol/mol) C(%, m/m) X;: Xsm Xc % FAMEs
1 65 9 1,5 + + + 96,24
2 50 6 1 0 0 0 91,79
3 35 3 0,5 - - - 84,22
4 65 3 0,5 + - - 96,58
5 35 3 1,5 - - + 94,23
6 35 9 0,5 - + - 88,47
7 35 9 1,5 - + + 81,22
8 50 6 1 0 0 0 91,33
9 65 3 1,5 + - + 96,11
10 50 6 1 0 0 0 92,06
11 50 6 1 0 0 0 91,58
12 65 9 0,5 + - - 97,10

A continuacién, se realizaron las pruebas de significacién estableciendo un nivel de
confianza del 95 %. Ademas, se calcularon los pardmetros indicativos del ajuste, como el valor
medio de la variable dependiente, la desviacidn estandar y la t de Student. En la Tabla V.8 se

muestran los resultados de las pruebas de significacién realizadas para el modelo lineal de

primer orden estudiado.

Tabla V.8.- Resultados de las pruebas de significacion, empleando el método de

replicacién en los puntos centrales.

Respuesta Acrénimo % FAMEs
Media puntos factoriales X 90,45
Media puntos centrales X 91,69
Desviacion estandar S 0,127
t de Student t 2,776
Curvatura C= XX¢ 1,24
Intervalo de Confianza I.C. 0,740

152



Capitulo V

Como se observa, el modelo obtenido para la respuesta presenta un valor del efecto
de la curvatura significativo, ya que su valor medio para los experimentos realizados en los
puntos centrales y el valor medio de las respuestas de los experimentos factoriales es superior
al intervalo de confianza obtenido para el porcentaje de FAMEs, por lo que la curvatura es
significativa en el modelo de orden lineal. En la Figura V.5 se muestra el grafico de Pareto, en el

que se observa y clasifica de manera mas detallada la magnitud de cada uno de los efectos.
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Figura V.5.- Diagrama de Pareto para los efectos estandarizados en el modelo lineal.

En la figura anterior, la linea vertical se utiliza para conocer qué efectos son
estadisticamente significativos. Cualquier barra que se extienda mds alld de esta linea se
corresponde con efectos que son estadisticamente significativos para un nivel de confianza del
95,0 %. Se puede observar que las tres variables de estudio afectan a la produccion de FAMEs,
la temperatura es la variable que mds incide en dicha produccion, seguido por la relacion
molar metanol-aceite y, finalmente, la concentracidon de catalizador. Esto indicé la necesidad
de emplear un modelo de orden superior, es decir, de segundo orden, para explicar el campo
experimental ensayado respecto al porcentaje de FAMEs obtenido para cada uno de los

experimentos estudiados.

En la Figura V.6 se muestra la grafica de residuos para el porcentaje de FAMEs. Si el
modelo lineal que se ha empleado fuera correcto, los residuos deberian carecer de estructura
y aparecer como ruido, pues toda la sefial contenida en los datos ha sido explicada por el

mencionado modelo.
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Figura V.6.- Grafico de residuos para el disefio de experimentos de orden lineal.

En la figura anterior se observa que aparece curvatura en el grafico de residuos al
realizar la diagnosis del modelo estadistico, apareciendo los datos en forma de cruz, siendo
necesario plantear un modelo no lineal, de segundo orden, que tenga en cuenta los términos
cuadraticos. Se observa que es inevitable aumentar el nimero de puntos experimentales, con
los denominados puntos estrellas, para poder evaluar el disefio experimental de orden

cuadratico.
V.2.2.2 Disefio factorial de experimentos de segundo orden

En este modelo, la experimentacién se ha planificado de acuerdo con las
caracteristicas de un disefio factorial central de experimentos, donde se ha ampliado el
numero de experimentos para obtener un modelo matematico de segundo orden. Segun esto,
el modelo cuadratico empled los experimentos del disefio factorial en los niveles superior (+1)
e inferior (-1), utilizados en el modelo de orden lineal, los experimentos en los puntos
centrales correspondientes al nivel 0, empleados en la estimacion del error del modelo lineal,
asi como un tercer nivel de experimentacién denominado puntos estrellas, fijado segun los
parametros +a y -o. El modelo cuadratico implicé la necesidad de realizar seis experimentos
adicionales con los puntos estrellas, por lo que la matriz experimental del modelo se tuvo que

aumentar.

En la Tabla V.9 se muestran los valores obtenidos para todos los niveles, incluidos los
experimentos adicionales, de los factores estudiados asi como el porcentaje de FAMEs
obtenido en cada experimento junto con la matriz experimental representativa del disefio

factorial completo.
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Tabla V.9.- Matriz experimental del disefio factorial de experimentos de segundo orden y porcentajes de
FAMEs obtenidos para cada experimento.

Experimento T (°C) RM (mol/mol) C(%, m/m) X; Xpm Xc % FAMEs

1 65 9 1,5 + + + 96,24
2 50 6 1 0 0 0 91,79
3 35 3 0,5 - - - 84,22
4 65 3 0,5 + - - 96,58
5 35 3 1,5 - - + 94,23
6 35 9 0,5 - + - 88,47
7 35 9 1,5 - + + 81,22
8 50 6 1 0 0 0 91,33
9 65 3 1,5 + - + 96,11
10 50 6 1 0 0 0 92,06
11 50 6 1 0 0 0 91,58
12 65 9 0,5 + - - 97,10
13 50 11,48 1 0 +a O 93,45
14 50 0,52 1 0 -a 0 55,78
15 77,39 6 1 +a O 0 57,86
16 50 6 1,91 0 0 +a 94,48
17 50 6 0,09 0 0 -a 49,78
18 22,61 6 1 -a 0 0 93,34

A continuacion, se realizé el ajuste correspondiente mediante regresion no lineal para
obtener una expresidn cuadratica de la respuesta optimizada. Dicho modelo se obtuvo
ajustando la respuesta (porcentaje de FAMEs) frente a los valores estadisticos de los efectos
consignados como +1 para el limite superior del intervalo, -1 para el limite inferior del
intervalo y 0 para el punto central del intervalo. Los valores de los puntos estrella vienen
definidos por +a y -a, para este caso concreto 1,682 y -1,682, respectivamente, segun el
numero de niveles y de factores considerados en el disefio de experimentos. El modelo
matematico obtenido para los tres factores estudiados al que se pretende ajustar los

resultados experimentales fue el siguiente:

% FAMEs = 98,0123 + 21,005 - X1 + 9,684 - Xz — 10,883 - X + 1,196 - X2 — 0,543 - X
- Xgm + 4,896 - X1 - X¢ — 4,125 - X3y + 2,458 - Xgy - Xc — 19,569 - X2
— 0,021 - Xt - Xgm * Xc
El coeficiente de regresidn para este modelo estadistico es 0,9967, lo que indica que el
modelo propuesto se ajusta adecuadamente a los resultados experimentales. Como puede
observarse en la ecuacidon del modelo estadistico, los efectos representativos del disefio
experimental son los efectos principales, con una mayor dependencia positiva de la
temperatura de reaccién (T) y de la relacion molar (RM), seguida de un efecto negativo para la

concentracion de catalizador (C). En cuanto a los efectos cuadraticos, el que mayor
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dependencia origina en el diseiio, de forma negativa, es el de la concentracion del catalizador
(C-C), seguido del de la relacion molar (RM-RM), también en sentido negativo y, finalizando, en
modo positivo, con el de la temperatura (T-T). Con relacidn a los efectos cruzados entre los
efectos principales, los que mayor dependencia presentan son los efectos entre la
temperatura y la concentracidn de catalizador (T-C) y entre la relacion molar y la concentracién
de catalizador (RM-C), en sentido positivo, y entre la temperatura y la relacién molar (T-RM),
en sentido negativo. Se observa que el efecto triple entre los tres factores estudiados (T-RM-C)
es el que menor efecto presenta, ya que el valor encontrado es practicamente despreciable. En
la Figura V.7 se muestra el grafico de Pareto, en el que observa y clasifica la magnitud de cada

uno de los efectos mencionados.
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Figura V.7.- Diagrama de Pareto para los efectos estandarizados en el modelo cuadrético.

En esta figura, las barras sefialadas en azul representan factores que poseen un efecto
negativo sobre la produccién de biodiesel, mientras que las barras de color rojo poseen un
efecto positivo. El diagrama de Pareto es una herramienta que permite visualizar la magnitud
de los efectos principales sobre la produccién de FAMEs, ya que se representan las magnitudes
globales de cada efecto sin describir la magnitud de cada uno de ellos al pasar de un nivel bajo
a un nivel alto, lo que quiere decir que es posible que un factor en un nivel bajo tenga efecto
negativo sobre la variable de respuesta y a un nivel alto tenga efecto positivo. Se observa que
las tres variables estudiadas afectan a la produccidon de FAMEs, ya que presentan efectos que
son estadisticamente significativos al 95 % de nivel de confianza. La temperatura (T) es la
variable que mas influye en dicha produccion, seguido por la concentracion de catalizador (C)
y, finalmente, por la relacion molar (RM) metanol-aceite. Se observa que la temperatura y la
relacion molar presentan efectos positivos en la reaccion de transesterificacion, mientras que
la concentracion de catalizador presenta efectos negativos, debido a que su presencia, en
exceso, origina la formacidn de reacciones secundarias de saponificaciéon. Los factores

cruzados RM-C y T-RM-C no son estadisticamente significativos al nivel de confianza estudiado.

En la Figura V.8 se muestra el grafico de los efectos principales, indicando el resultado

de la variacion de los factores principales al pasar de un nivel bajo a un nivel alto.
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Figura V.8.- Gréfico de efectos principales sobre el porcentaje de FAMEs.

La Figura V.8 muestra la concentracidon de FAMEs estimada, en porcentaje, como una
funcidn de cada factor experimental estudiado. En cada grafico, el factor de interés varia desde
su nivel mdas bajo a su nivel mas alto, mientras que el resto de factores se mantienen
constantes en sus valores bajos. La temperatura de reaccion (T) muestra un efecto positivo,
con una clara tendencia a aumentar la concentracién de FAMEs al ir aumentando la
temperatura a la que se lleva a cabo la reaccién de transesterificacién, obteniendo valores
préximos al 100 % al realizar la reacciéon a 65 °C. La relacidn molar (RM) metanol-aceite
muestra una tendencia parabdlica, observdndose que, aproximadamente para un valor
intermedio de 6:1, el porcentaje de FAMEs obtenido es maximo. A partir de este valor la
variable respuesta del sistema empieza a disminuir, con lo que el porcentaje de FAMEs
disminuye. De igual forma, la concentracién de catalizador (C) sigue un comportamiento
parabdlico, su punto maximo (1,0 %) corresponde al valor idéneo para obtener mayor
conversidon de la reaccién, resultado coherente con los datos experimentales y con la
bibliografia. Mediante este disefio factorial de experimentos se ha demostrado que existe una
concentracién de catalizador por encima de la cual el porcentaje de FAMEs disminuye debido

al aumento de las reacciones secundarias de saponificacion.

En la Figura V.9 se muestra el comportamiento de los efectos cruzados sobre la

produccidon de FAMEs en el modelo cuadratico.
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Figura V.9.- Gréfico de efectos cruzados sobre el porcentaje de FAMEs.
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En la figura anterior cada factor varia desde su nivel mas bajo a su nivel mas alto. El
signo de las lineas indican si el segundo factor de la interaccidn se encuentra en un nivel alto
(+) o bajo (-), mientras muestra la tendencia del primer factor en dichos niveles. El tercer factor
siempre se mantiene en el nivel mas bajo. Para el primer factor cruzado T-RM, se observa que
tanto para relaciones molares bajas (-) como altas (+), a medida que aumenta la temperatura
de su nivel bajo al nivel alto (de 35 a 65 °C), la concentracion de FAMEs obtenida se modifica
sustancialmente. Para la temperatura de 35 °C, el porcentaje de FAMEs obtenido se modifica
desde, aproximadamente, un 85 % para el nivel bajo hasta un 88 % de FAMEs para una
relacion molar alta. En cambio, para una temperatura de 65 °C, tanto a relaciones molares
altas como bajas, el porcentaje de FAMEs alcanza un valor aproximado del 98 %, lo que sugiere

que la temperatura de la reaccién a fijar sea la mas elevada.

De igual forma, se observa que para el factor cruzado T-C, se obtienen mayores
porcentajes de FAMEs cuando se emplea una concentracidn baja de catalizador, debido a la
formacidon de jabones, que origina una disminucién en la conversién de la reacciéon de
transesterificacion cuando se emplean concentraciones altas de catalizador. Se observa que,
para este factor, a temperatura baja (35 °C), la concentracidn de catalizador alta (+) permite
obtener un porcentaje de FAMEs de, aproximadamente, un 82 %, mientras que para una
concentracién baja de catalizador (-), el producto de la reaccién aumenta hasta un 88 %. En
cambio, para temperatura alta (65 °C), la concentraciéon de FAMEs obtenida es muy similar, en
torno a un 96 %, tanto para concentraciones de catalizador baja (-) como alta (+), siendo
ligeramente superior para concentraciones bajas. Por tanto, el efecto cruzado T-C afecta de
forma positiva al porcentaje de FAMEs obtenido en la reaccién a una temperatura de 65 °C.

Este resultado es coherente con la informacién mostrada en el diagrama de Pareto.

Haciendo un analisis similar del factor cruzado C-RM, se observa que para relaciones
molares bajas y concentraciones de catalizador altas (+) o bajas (-), el porcentaje de FAMEs
aumenta hasta un valor maximo y luego decrece segun aumenta la relacion molar. Sin
embargo, cabe destacar que segln va aumentando la relacion molar metanol-aceite cuando la
concentracién de catalizador es baja (-), se obtienen los maximos porcentajes de FAMEs. De
esta forma, se observa que una relacién molar de, aproximadamente, 6:1 permite obtener los

mejores resultados del disefo.

Posteriormente, se realizd el andlisis de la varianza (ANOVA) de los resultados
obtenidos experimentalmente, lo que permitié determinar el efecto de los factores y de sus
interacciones sobre la variable respuesta del disefio factorial de experimentos. En la Tabla V.10

se recogen los resultados obtenidos para dicho analisis.
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Tabla V.10.- Resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) para el porcentaje de FAMEs.

Variable = Suma cuadrados Grados libertad Cuadrado medio Relacion F  p-valor

T 620,459 1 620,459 273,59 0,0000

RM 21,714 1 21,714 9,57 0,0070

C 53,7685 1 53,7685 23,71 0,0002

TT 11,7227 1 11,7227 5,17 0,0371

T-RM 10,83 1 10,83 4,78 0,0441

T-C 30,784 1 30,784 13,57 0,0020

RM-RM 13,271 1 13,271 5,85 0,0278

RM-C 0,163333 1 0,163333 0,07 0,7918

C-C 49,4405 1 49,4405 21,80 0,0003

T-RM-C 0,08405 1 0,08405 0,04 0,8498
Error total 36,2859 16 2,26787

Total (corr.) 848,523 26

La Tabla V.10 divide la variabilidad de la respuesta (porcentaje de FAMEs) en distintos
segmentos separados para cada uno de los efectos. El p-valor o la relacién F son los
estadisticos que permiten determinar la magnitud y existencia de efectos cruzados sobre la
variable respuesta. En este caso, ocho de los efectos presentan p-valores inferiores a 0,05,
indicando que son significativos para un intervalo de confianza del 95 %. La relacién F
proporciona la misma informacidon que el p-valor. Segun las tablas de la distribucién F de
Fischer (Miller et al., 2002; Montgomery et al., 2002) para una distribucién F, el valor de un F
critico es igual a 4,99, con un 95 % del intervalo de confianza y 16 grados de libertad. Por lo
tanto, todos los valores F que sean mayores que el F critico tienen efecto significativo sobre la
variable de respuesta. En la Tabla V.10 se observa, a partir de la relacién F y del p-valor, que los
factores que poseen efecto sobre la variable respuesta son los mismos que los indicados segun
el grafico de Pareto (T, C, RM, T-T, T-RM, T-C, RM-RM y C-C). Ademds, en la citada tabla los
términos correspondientes a la suma de cuadrados y cuadrados medios de los factores estan

directamente relacionados con la magnitud de cada efecto, como ya se ha comentado.

Con los resultados obtenidos a partir de los experimentos correspondientes al disefio
factorial, se ha realizado el ajuste por regresién no lineal multiple. El ajuste emplea los valores
reales de las variables, con sus unidades, y las respuestas obtenidas experimentalmente.
Mediante este ajuste se obtiene el modelo experimental para la reaccidén de transesterificacion
de aceite de girasol sin usar con metanol utilizando NaOH como catalizador. Este modelo es
indispensable para pronosticar los porcentajes de FAMEs en otras condiciones que estén
dentro del intervalo experimental. La ecuacion del modelo experimental ajustado es la

siguiente:
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% FAMEs = 78,545 + 34,405 - T + 3,099 - RM — 6,997 - C+ 0,165 - T? — 0,016 - T - RM
+0,249-T-C—0,189-RM? + 0,306 -RM-C — 11,482 -C2 — 0,005 T
-RM - C

donde T es la temperatura de reacciéon en grados centigrados, C es la concentracion de
catalizador en tanto por ciento en peso con respecto al aceite, y RM es la relacién molar
metanol-aceite. El coeficiente de regresién para este modelo experimental es 0,9872, lo que
indica que el modelo propuesto se ajusta a los resultados experimentales. Para cuantificar la
validez del modelo se realizaron los correspondientes analisis de residuos. En la Figura V.10 se
muestra la representacion grafica de los residuos frente a los valores predichos por este

modelo para el porcentaje de FAMEs.
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Figura V.10.- Grafico de residuos para el disefio de experimentos de segundo orden.

A partir de las pruebas de residuos realizadas, no se observa ninguna tendencia en la
desviacion de los puntos centrales al resto de los puntos experimentales, siguiendo una
distribucidn aleatoria, lo que garantiza que no existe correlacién entre los errores. Por lo tanto,
se puede concluir que el modelo no lineal reproduce los datos experimentales, por lo que se
podria utilizar como modelo para la optimizacién del proceso estudiado. Asimismo, la bondad
del ajuste se puede visualizar representando los puntos experimentales observados frente al
modelo tedrico propuesto, con lo que se determina el error cometido al emplear dicho
modelo. En la Figura V.11 se muestra el ajuste de los datos experimentales y los valores

predichos por este modelo para el porcentaje de FAMEs.
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Figura V.11.- Ajuste de los datos experimentales y los predichos por el modelo.
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En la Figura V.11 se observa que la representacién de los valores predichos por el
modelo frente a los observados experimentalmente se ajustan a una linea recta de ecuacion
Y =0,9993-X + 0,1085, con un coeficiente de correlacién (r) de 0,9972, lo que confirma que los
resultados experimentales son estadisticamente similares a los estimados, corroborandose la

bondad del ajuste.

El disefio de experimentos estd basado en una distribucién normal de los residuos. Con
objeto de comprobar la suposicidon de normalidad, se emplea la grafica de probabilidad normal
de los residuos. La Figura V.12 muestra la representaciéon de los porcentajes de FAMEs

obtenidos frente a los residuos.
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Figura V.12.- Grafico de probabilidad normal del porcentaje de FAMEs.

El grafico de probabilidad normal permite corroborar la hipdtesis de normalidad del
modelo propuesto y que la distribucién de los residuos es normal. Si los residuos siguen una
distribucidon normal, los puntos se encontraran, aproximadamente, a lo largo de una linea
recta. Cualquier desviacion uniforme de una linea recta seria una sefial de comportamiento no
normal. Como se observa en la Figura V.12 los residuos se ajustan adecuadamente a la recta

normal, por lo que se deduce que los residuos presentan una distribucién normal.

La ecuacién del modelo experimental obtenido permite analizar el sistema mediante el
empleo de las superficies de respuesta, que permiten visualizar, el efecto global de todos los
factores sobre el porcentaje de FAMEs. Ademds, son Utiles para encontrar la regién en la que
se encuentra el punto éptimo dentro del intervalo experimental analizado. En la Figura V.13 se
muestran las superficies de respuesta obtenidas para los distintos factores estudiados en el

disefo factorial de experimentos de segundo orden.
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Figura V.13.- Superficies de respuesta del disefio factorial de experimentos compuesto por un punto
central para el biodiesel de aceite de girasol sin usar. Superficie de respuesta: relacién molar-
temperatura (A). Superficie de respuesta: relacién molar-% de catalizador (B). Superficie de respuesta: %
catalizador-temperatura (C).

Con ayuda de los graficos de contorno de las superficies de respuesta, se localiza de
una manera mas aproximada el valor del punto dptimo de la reaccidn. Cada curva coloreada
representa una isostera (curva de porcentaje de FAMEs constante). Los valores optimos se

recogen en la Tabla V.11, donde se observa que los valores encontrados por el programa estdn
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de acuerdo con los valores que se pueden observar en las superficies de respuesta. El valor
Optimo obtenido para el porcentaje de FAMEs, mediante la aplicacion del disefio factorial de

experimentos, fue 99,85 %.

Tabla V.11.- Condiciones éptimas obtenidas mediante el disefio de experimentos.

Factor Unidad Bajo Alto Optimo
Temperatura °C 350 65,0 65,0
Relacion molar metanol-aceite mol/mol 3,0 9,0 6,15
Concentracion de catalizador % (m/m) 0,5 1,5 0,99

En la Tabla V.12 se resumen las condiciones de operacién éptimas necesarias para
llevar a cabo la reaccidn de transesterificacion, obtenidas a partir de los experimentos previos
y mediante el disefio factorial de experimentos.

Tabla V.12.- Condiciones de operacidn dptimas para la realizaciéon de la reaccidn de transesterificacidn
de aceites vegetales obtenidas a partir de la optimizacion.

Factores Condiciones
Tiempo 80 min
Temperatura 65 °C
Agitacion 700 rpm
NaOH 1,0 % (m/m)
Relacion molar metanol-aceite 6,15:1 mol/mol
Lavado H3;PO, 5% (m/m)

A pesar de que la temperatura de la reaccidn era proxima al punto de ebullicidn del
metanol, al realizar los experimentos a esta temperatura no se produjeron pérdidas de
metanol durante la reaccidn, ya que el reactor disponia de un condensador de vidrio por el que
circulaba agua fria, y por lo tanto, el metanol que se evaporaba durante el proceso regresaba
al medio de reaccién al condensarse. Se considerd que, a efectos practicos, la relacién molar
metanol-aceite dptima debia ser 6,15:1 y que la concentracién de catalizador 6ptima era,

practicamente, de 1,0 % (m/m).
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V.3 Determinacion del contenido de FAMEs en muestras de biodiesel

Una vez determinadas las condiciones oéptimas para llevar a cabo la reaccién de
transesterificacion, éstas fueron aplicadas para la obtencién de biodiesel a partir de diferentes
tipos de aceites, tanto sin usar como procedentes de procesos de fritura. En la Tabla V.13 se
recogen los diferentes tipos de aceite utilizados y los acrénimos de las muestras de biodiesel

obtenidas, mediante catalisis homogénea alcalina.

Tabla V.13.- Muestras de aceite y biodiesel estudiadas.

Muestra de aceite Acrénimo Muestra de biodiesel (Acrénimo)
Sin usar AOL BAOL
Oliva
Fritura AOF BAOF
Sin usar AGL BAGL
Girasol
Fritura AGF BAGF
Sin usar ASL BASL
Semillas
Fritura ASF BASF
Sin usar ACL BACL
Colza
Fritura ACF BACF
Sin usar AML BAML
Maiz
Fritura AMF BAMF
Sin usar ASGL BASGL
Soja-Girasol
Fritura ASGF BASGF
Oliva-Girasol Fritura AOGF BAOGF
Oliva-Girasol-Maiz Fritura AOGMF BAOGMF

El procedimiento experimental utilizado para llevar a cabo la reaccién de
transesterificacion se encuentra descrito en el Capitulo Ill. Las muestras de aceite procedentes
de procesos de fritura fueron previamente filtradas a vacio, con objeto de eliminar los sdélidos
en suspension procedentes de los restos de alimentos. Ademds, se sometieron a una etapa
previa de deshidratacion con MgSO, anhidro y, posteriormente, a filtracién a vacio con objeto
de eliminar cualquier materia en suspension y los restos de MgSO, (Felizardo et al., 2006;
Reefat, 2010). De esta forma, se consigue eliminar los restos de agua que hayan quedado
retenidos en estos tipos de aceite durante el proceso de fritura, al mismo tiempo que se

disminuye el contenido en FFA presentes en estos aceites.

Como se ha comentado, la presencia de agua en el aceite de partida produce
reacciones secundarias de saponificacidon o neutralizacién y, por consiguiente, la formacion de
jabones que dificulta el proceso de separacién del biodiesel y la glicerina, disminuyendo el
rendimiento del proceso. La fase inferior que queda después de la separacion del biodiesel
esta compuesta por glicerina y restos de catalizador, metanol, mono, di y triglicéridos que no
hayan reaccionado durante la reaccion de transesterificacion. En la Figura V.14 se muestra un

ejemplo de los productos de la reaccién de transesterificacién antes de realizar las etapas de
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lavado con H3PO, y el posterior secado para una muestra de biodiesel procedente de aceite de
fritura (izquierda) y de aceite sin usar (derecha), observandose la formacion de las dos fases,

biodiesel en la fase superior y la glicerina en la inferior.

Figura V.14.- Productos de la reaccion de transesterificacion a partir de aceites de fritura (izquierda) y
sin usar (derecha).

Se observa que, cuando se emplean aceites de fritura, el biodiesel obtenido presenta
un color marrén-amarillento (izquierda), mientras que si se emplea como materia prima el
aceite sin usar, el biodiesel obtenido es mucho mas claro y de un tono blanquecino (derecha).
En ambos tipos de biodiesel se observa un cierto grado de turbidez o color opaco, que
desaparece al realizar las etapas de lavado y la posterior evaporacion de los restos de agua y/o
metanol que hayan quedado retenidos. El lavado del biodiesel disminuye el contenido de
glicerina libre y total que hubiese quedado suspendida en la fase biodiesel, aumentando el
porcentaje de FAMEs. En la Figura V.15 se observa el producto de la reaccién de
transesterificacion antes (izquierda) y después (derecha) de las etapas de lavado y secado del

biodiesel obtenido a partir de aceite de fritura (arriba) y de aceite sin usar (abajo).
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Figura V.15.- Biodiesel obtenido a partir de aceite de fritura (arriba) y sin usar (abajo), antes
(izquierda) y después (derecha) de las etapas de lavado y secado.

Como se observa en la figura anterior, el producto final después de las etapas de
lavado y secado es un liquido semitransparente ambar-amarillento claro, cuya tonalidad es
funcién del tipo de materia prima empleada, siendo mas oscuro para el biodiesel obtenido a

partir de aceite de fritura.

La determinacién de FAMEs en las muestras de biodiesel obtenidas se realizé segun el
procedimiento optimizado de GC-FID descrito en el Capitulo IV. En la Figura V.16 se muestra el
cromatograma obtenido mediante GC-FID para una muestra de biodiesel obtenida a partir de
aceite de oliva sin usar, mientras que en la Figura V.17 se muestra un cromatograma obtenido
mediante GC-FID para una muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite de girasol de fritura
donde las diferentes sefales se corresponden con los FAMEs presentes en ambos tipos de
biodiesel. Los distintos picos obtenidos se corresponden con las sefiales determinadas en el

Capitulo IV.
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Figura V.16.- Cromatograma obtenido mediante el método optimizado GC-FID para una muestra de
biodiesel obtenida a partir de aceite de oliva sin usar (BAOL), segun las condiciones de operacion

optimizadas para la reaccion de transesterificacion.
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V.17.- Cromatograma obtenido mediante el método optimizado GC-FID para una muestra de biodiesel
obtenida a partir de aceite de girasol de fritura (BAGF), segun las condiciones de operacidén optimizadas

para la reaccion de transesterificacion.

Como se observa en la Figura V.16, el pico mayoritario en la muestra BAOL se

corresponde con el metil estearato (pico 7), mientras que en la muestra BAGL (Figura V.17) el

pico mayoritario es el metil linoleato (pico 8).
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Finalmente, se determind el rendimiento de la reaccién de transesterificacion, definido
como el porcentaje en masa del biodiesel obtenido (transesterificado, purificado y seco)
relacionado con la masa inicial de aceite utilizado. Todas las muestras de biodiesel fueron
obtenidas utilizando una masa de 600,2 g de aceite. El rendimiento se calculd mediante la
siguiente ecuacién:

masa del biodiesel obtenido (g)

R(%, m/m) = 100

masa del aceite utilizado (g)

En la Tabla V.14 se recogen los contenidos individuales, los porcentajes totales de
FAMEs vy los rendimientos obtenidos para cada uno de los biodiesel producidos mediante la

reaccion de transesterificaciéon en las condiciones optimizadas descritas.
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Tabla V.14.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes y rendimiento, en % (m/m), de la reaccidn de transesterificacion para cada
muestra de biodiesel.

% FAMES
FAMEs

BAOL BAOF BAGL BAGF BASL BASF BACL BACF
(C16:0) 9,5+0,3 9,1+0,4 6,50+0,07 583+0,05 9,04+0,03 10,85+0,01 10,79+0,06  8,21+0,09
(C16:1) 0,26+0,04  0,19+0,03 - - - - - -
(C18:0) 1,47+0,03 1,61+0,04 1,52+0,05 094+0,02 1,34+0,02 1,63+007 0,87+0,04  0,55+0,06
(C18:1) 85+1 8412 25+1 30+1 26+1 28+1 27+1 25+1
(c18:2)  3,7:0,1 3,1+06 65+1 61+1 60 +1 56,4+ 0,9 60 +1 60 +2
(C18:3) 0,12+0,03  0,21+0,02 - - - - - -
(C20:0) - - 1,8+0,4  080+0,01 3,05+006 1,17+0,06 048+0,02  0,58+0,01
(c20:1) 0,15+0,01  0,35+0,02 - - - - 0,18+0,01 0,83 +0,02
(C22:0) - - - - 0,12+0,01 0,85 +0,09 - -
%Total 99,9+1,4 98,7+ 1,7 999+19  988+18  994+1,9 98,4+1,5 99,7+ 1,8 94,3+1,9

R (%) 84,7 81,9 84,2 81,2 84,9 82,5 85,3 79,8
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Cont. Tabla V.14.- Composicidn, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes y rendimiento, en % (m/m), de la reaccidn de transesterificacion para
cada muestra de biodiesel.

% FAMEs
FAMEs
BAML BAMF BASGL BASGF BAOGF BAOGMF
(Cl6:0) 10,79+0,04 7,53 +0,09 10,83 + 0,07 9,46 + 0,09 8,8+0,9 9,6+0,1
(C16:1) - - - - 0,36 £ 0,05 0,26+ 0,03

(C18:0) 0,89 +0,02 0,83 +£0,04 1,95+0,08 2,18+0,05 1,82 +0,07 0,75+0,01

(c18:1) 28+1 32+1 2241 22+1 70+1 78+1
(C18:2) 602 58+1 59+1 58+1 18+1 9,05 £ 0,05
(C18:3) - - - 0,15£0,01  0,75t0,03  0,86+0,02
(C20:0) 0,34+0,06  0,24+0,04 4,7£0,3 489008  011:001  0,19£0,01
(c20:1) - - 051+0,01  043t0,02 012+001  021+0,02
(C22:0) - - - - - -
%Total  99,7%2,11 98,1+1,8 99,2+1,7 96,6 1,8 99,4+1,7 99,1+1,3
R (%) 86,2 84,1 85,2 80,1 84,8 85,2
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Los resultados obtenidos para los porcentajes de los diferentes FAMEs en las distintas
muestras de biodiesel analizadas son del mismo orden que los encontrados por otros autores
en la bibliografia consultada (Karaosmanoglu et al., 1996; Fukuda et al., 2001; Antolin et al.,
2002; Pereda Marin et al., 2003; Tomasevic et al., 2003; Zhang et al., 2003; Cetinkaya et al.,
2004; Encinar et al., 2005; Pinto et al., 2005; Georgogianni et al., 2007; Issariyakul et al., 2007,
2008; Vicente et al., 2007a, 2007b; Phan et al., 2008; Predojevic, 2008; Rashid et al., 2008;
Sharma et al., 2008, 2009; Bautista et al., 2009; Demirbas, 2009; Ferella et al., 2009; Patil et al.,
2009; Lam et al., 2010; Leung et al., 2010; Li et al., 2010; Sabudak et al., 2010; Keera et al.,
2011).

Para el biodiesel obtenido a partir de aceites sin usar, se obtuvieron porcentajes
totales de FAMEs superiores al 99 %, y superiores al 98 % para la mayoria del biodiesel
producido a partir de aceites de fritura. Son destacables las muestras de biodiesel procedentes
de mezclas de aceites de fritura (BAOGF y BAOGMF), que presentan porcentajes de FAMEs
superiores al 99 % (99,4 y 99,1 %, respectivamente).

Como se observa en la Tabla V.14, las muestras de biodiesel procedentes de aceites de
fritura presentan menores porcentajes de FAMEs que las correspondientes a los aceites sin
usar. Este hecho pone de manifiesto que durante el proceso de fritura al que son sometidos
los aceites vegetales, éstos sufren cambios fisicos y quimicos debidos a las elevadas
temperaturas, formdndose productos no deseados que pueden afectar a la produccion del
biodiesel y a su calidad (Enweremadu et al., 2009). Ademas, la mayoria de las muestras de
biodiesel objeto de estudio cumplen con la normativa europea para el biodiesel UNE-EN
14214:2009, que establece un contenido minimo de FAMEs del 96,5 %, con la excepcién de la

muestra BACF (colza de fritura), cuyo porcentaje total de FAMEs es 94,3 %.

Los rendimientos de la reaccién de transesterificacién varian entre 79,8 y 86,2 %, que
resultan ser ligeramente superiores a los rendimientos obtenidos en la bibliografia consultada,
en el que se emplean los mismos tipos de aceites aunque con condiciones de reaccion

diferentes.
V.4 Conclusiones
De la realizacién de este estudio se pueden destacar las siguientes conclusiones:

@ A partir de la experimentacidn realizada, se encontrd un tiempo de reaccidn éptimo de
80 minutos y una velocidad de agitacidén durante la reaccién de transesterificacion de 700 rpm.
Asimismo, se determind que el tiempo minimo necesario para separar las fases obtenidas
después de la reaccién fue de 24 horas y que el lavado del biodiesel debe realizarse con una
disolucién acuosa de &cido fosférico al 5 % (v/v), seguida de un proceso de secado en un

evaporador centrifugo a 80 °C durante 2 horas.
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@ El empleo de aceites de fritura como materia prima requirid un proceso de
deshidratacion con MgSQ, previo a la reaccidn de transesterificacion alcalina, con objeto de
eliminar los posibles restos de agua asi como disminuir el indice de acidez de las muestras de

aceite, lo que permitié obtener buenos rendimientos en dicha reaccién.

@ Se ha aplicado un disefio factorial de experimentos para optimizar el procedimiento de
obtencién del biodiesel, en el que se estudié la influencia de la temperatura de reacciodn, la
relacion molar metanol-aceite y la concentracién de catalizador empleados en la reaccién de
transesterificaciéon. Las condiciones éptimas para realizar la reaccién de transesterificacidon
encontradas fueron una temperatura de 65 °C, una concentracién de catalizador (NaOH) del

1,0 % (m/m) y una relacién molar metanol-aceite de 6,15:1.

2 El modelo tedrico propuesto mediante el disefio factorial de experimentos ajustd los
valores experimentales sin que existan grandes desviaciones, siguiendo una distribucién

normal.

@ Se ha comprobado que la temperatura de reaccion es el factor que mas influye en la
produccidon del biodiesel, seguido de la concentracién de catalizador y, finalmente, la relacion
molar metanol-aceite. La temperatura y la relacién molar presentan efectos positivos sobre la
reaccion de transesterificacion, mientras que la concentracion de catalizador presenta efectos
negativos al existir un valor por encima del cual el porcentaje de FAMEs disminuye debido al

aumento de las reacciones secundarias de saponificacion.

@ El biodiesel obtenido mediante el procedimiento optimizado para la reaccion de
transesterificacién cumplié con la normativa europea respecto al contenido en FAMEs. De esta
forma, la aplicacion de dicho procedimiento a diferentes tipos de aceites sin usar y de fritura
permitié obtener porcentajes de FAMEs en el biodiesel superiores, en la mayoria de los casos,

al 98 % y con rendimientos de reaccién entre el 79,8 y el 85,3 %.
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EVALUACION DE LA CALIDAD DE
LAS MUESTRAS DE ACEITE
ESTUDIADAS Y DE BIODIESEL
OBTENIDAS MEDIANTE CATALISIS
HOMOGENEA A PARTIR DE
ELLAS. APLICACION DE LA
NORMATIVA
UNE-EN 14214:2009




on objeto de evaluar la calidad de las muestras de biodiesel obtenidas

mediante catdlisis homogénea a partir de diferentes tipos de aceites

vegetales, tanto sin usar como procedentes de procesos de fritura, se han
determinado los parametros correspondientes a los requisitos de calidad establecidos en la
normativa europea UNE-EN 14214:2009. Asimismo, algunos de estos pardametros fisico-
quimicos también se determinaron en las muestras de aceite empleadas como materia prima
para la obtenciéon de biodiesel con objeto de verificar la mayor o menor necesidad de
conversion durante la reaccién de transesterificacion. A partir de los limites maximos y
minimos de los parametros de calidad estudiados, se ha evaluado la idoneidad de las muestras
de biodiesel obtenidas para ser empleadas como combustibles alternativos a los derivados del

petrdéleo en los motores diésel.
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VI.1 Antecedentes

Para garantizar el tiempo de vida y un correcto funcionamiento de los motores que
utilizan biodiesel como combustible, se requiere un estricto control de calidad tanto durante
como después de la reaccién de transesterificacion de los aceites vegetales, para obtener asi
un producto de calidad. La industria del biodiesel ha desarrollado, en los ultimos afios, un
estricto protocolo de calidad para productores y distribuidores con objeto de asegurar que el
biodiesel se produce segun los datos especificos recogidos en la normativa, tanto europea
como americana, y que fenédmenos de contaminacién o degradacién no tienen lugar durante
las etapas de almacenamiento, distribucidn o mezcla con el diésel convencional. La calidad del
biodiesel depende en gran medida, por un lado, de las materias primas utilizadas (aceites
vegetales o grasas animales) y de su composiciéon en acidos grasos, y por el otro, de los

procesos de produccién, purificacién, neutralizacidn, lavado, secado y almacenamiento.

La calidad del biodiesel debe ser controlada con rigor, ya que la presencia de
determinados contaminantes puede provocar diferentes problemas en lo que respecta tanto a
su obtencién como a su empleo como combustible en los motores diésel. Por lo tanto, para ser
aceptado como combustible, el biodiesel debe cumplir con las especificaciones impuestas por
la normativa vigente. Ademas, la mezcla de biodiesel con gaséleo debe cumplir con los
requisitos para combustibles minerales de automocién, recogidos en la norma europea UNE-
EN 590:2009, segun la cual se permite la mezcla con el gaséleo de automocién hasta un
volumen maximo de FAMEs del 7 %. Esto justifica que en diversos paises, como los europeos,
Estados Unidos, Brasil, Sudafrica, Australia, etc. se disponga de normativas diferenciadas
(ASTM D6751-09, UNE-EN 14214:2009) que regulan las especificaciones que deben cumplir los
biocombustibles, con especial atencidn sobre los limites maximos y minimos de los parametros
indicativos de la calidad (Knothe, 1999, 2006; Pereyra-Irujo et al., 2009). No obstante, existe
gran controversia en la bibliografia consultada al respecto para los pardmetros que definen la

calidad del biodiesel.

Mittelbach (1996) sefiald la necesidad de distinguir entre unos parametros generales y
otros especificos para determinar la calidad de un biocombustible. Entre los parametros
generales, que también afectan a los combustibles fdsiles, se encuentran: la densidad, la
viscosidad cinematica, el punto de inflamacién, el contenido en azufre, el residuo carbonoso
Conradson, el contenido en cenizas sulfatadas, el nidmero de cetano y el indice de
neutralizacién. Entre los parametros especificos, se encuentran: la composicién quimica y
pureza de los FAMEs, y el contenido en metanol, glicerina libre y total, y fosforo. De esta
forma, la densidad, el nimero de cetano y el contenido en azufre dependen del tipo de aceite
empleado en la reaccién de transesterificacion; el punto de inflamacién, del contenido en
metanol; la viscosidad, de los triglicéridos que no han reaccionado; el residuo carbonoso

Conradson, del contenido en glicéridos, FFA, jabdn, restos de catalizador y otras impurezas; el
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contenido en cenizas, de las impurezas y restos de catalizador presentes en el biodiesel; y el

contenido en fosforo, del grado de refino de la materia prima.

Ramos et al. (2009) propusieron que el grado de cumplimiento de algunos de los
parametros especificados en la norma UNE-EN 14214:2009, como son el contenido en FAMEs,
la viscosidad cinemadtica, el indice de acidez, el contenido en glicerina y en mono-, di- y
triglicéridos, y el punto de inflamacidn, dependen del grado de refinamiento del aceite, de la
reaccion de transesterificacion y de la calidad del proceso de purificaciéon del biodiesel. Sin
embargo, existen otros parametros criticos, como el nimero de cetano, la estabilidad a la
oxidacién, el indice de yodo y el punto de obstruccidn de filtro en frio, que son funcién de la

composicion en FAMEs de cada biodiesel.

En el marco de la Unidn Europea, la norma UNE-EN 14214:2009 recoge los parametros
que debe cumplir el biodiesel para poder ser comercializado en sus Estados Miembros,
estableciendo estrictos requisitos de tolerancia para un total de 25 parametros fisico-quimicos
diferentes del producto. Cuando se cumplen las especificaciones, el biodiesel puede ser
utilizado en la mayoria de los motores modernos, sin sufrir modificaciones y conservando la
durabilidad y fiabilidad de los mismos. Incluso cuando se emplean mezclas con diésel
utilizando bajos porcentajes de biodiesel, es necesario que éste cumpla con la normativa antes

de ser mezclado, para asegurar la calidad del mismo.

Aunque existen diversas normas de calidad para el biodiesel, la mayor parte de ellas se
basan en la norma europea UNE-EN 14214:2009 y la americana ASTM D6751-09. Las
diferencias entre ambas no sdlo incluyen los pardmetros de calidad considerados y sus valores
limite, sino también los métodos de medida, que aunque en muchos casos se trata de técnicas
similares, en otros se emplean procedimientos analiticos distintos, lo que implica una dificil
comparacién entre los valores limite de dichos parametros. Otra diferencia importante entre
las especificaciones técnicas europeas y americanas se encuentra en el hecho de que la norma
ASTM D6751-09 es aplicable tanto a los ésteres metilicos como etilicos de acidos grasos
(FAMEs y FAEEs), mientras que la norma UNE-EN 14214:2009 sélo es de aplicacién para los
FAMEs.

Es necesario tener en cuenta que las especificaciones técnicas del biodiesel han sido
disefiadas en funcion de las materias primas disponibles en cada regidn y de las caracteristicas
de los mercados locales, por lo que el biodiesel producido en otros lugares, obtenido a partir
de una materia prima diferente, puede no cumplir con las especificaciones técnicas del pais
receptor, lo que constituye una barrera para su comercio internacional. En algunos casos, la
Unica forma de salvaguardar estas diferencias se encuentra en la mezcla de distintos biodiesel
producidos a partir de diferentes materias primas. Con objeto de eliminar esta barrera para su
comercio internacional, la Unién Europea, Estados Unidos y Brasil intentaron alcanzar un
acuerdo que promoviera, dentro de lo posible, la compatibilidad de las especificaciones

técnicas en sus respectivas regiones, publicando sus conclusiones en el libro “White Paper on
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Internationally Compatible Biofuel Standards” (2007). En él, las especificaciones técnicas se

clasifican en tres categorias, en

las distintas nhormativas:

. Categoria A:

. Categoria B:

. Categoria C:

funcién de la dificultad encontrada en la posible unificacién de

Especificaciones similares

Especificaciones con diferencias significativas entre los
pardmetros y métodos de medida, pero que podrian ser
unificadas

Especificaciones con diferencias fundamentales, posiblemente
debido a regulaciones sobre emisiones o protecciéon del medio

ambiente, que no parecen ser salvables en un futuro inmediato

En la Tabla VI.1 se recogen las distintas especificaciones del biodiesel en funciéon de las

categorias indicadas anteriormente.

Tabla VI.1.- Clasificaci

on de las especificaciones del biodiesel seguin categorias.

Categoria A

Categoria B Categoria C

Cenizas sulfatadas

Contenido en metales
alcalinos y alcalino-térreos

Contenido en glicerol libre

Corrosion a la tira de
cobre

Contenido en metanol

indice de acidez

Contenido en glicerol total Contenido en azufre

. , Punto de obstruccion de
Contenido en fésforo

filtro en frio
Residuo carbonoso Indice de cetano
Contenido en FAMEs Estabilidad a la oxidacion
Temperatura de Contenidos en mono-, di-y
destilacion triglicéridos
Punto de inflamacién Densidad
Contaminacion total Viscosidad cinematica

Contenu.:lo enaguay indice de yodo
sedimentos
Contenido en acido
linolénico
Contenido en ésteres
metilicos del acido linolénico

En la Tabla VI.2 se muestran los limites maximos y minimos de las distintas

especificaciones que debe cum
590:2009 para diésel y UNE-
D6751-09) y brasilefia (ANP 255
para el punto de obstruccién

estacion del afio, establecidos

plir el biodiesel, en funcién de la normativa europea (UNE-EN
EN 14214:2009+A1=2010 para biodiesel), americana (ASTM
:2008). En la Tabla V1.3 se muestran los valores mdaximos, en °C,
de filtro en frio (POFF), que dependen de la regidn, clima y

segln la norma UNE-EN 116:2006, puesto que no existe una

norma especifica para el biodiesel en la norma UNE-EN 14214:2009.
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Tabla VI.2.- Limites maximos y minimos de las distintas especificaciones del biodiesel segun diferentes normativas.

UNE-EN 590:2009

ASTM D6751:2009

UNE-EN 14214:2009

ANP 255:2008

Parametro Unidades
Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. | Max.
Densidad (a 15 °C) kg m? 820,0 845,0 - - 860 900 8507 | 900°
Viscosidad cinematica ( a 40 °C) mm?s™ 2,00 4,50 1,9 6,0 3,50 5,00 3,0 6,0
Punto de Inflamacion °C 55 - 130,0 - 101,0 - 100 -
Punto de obstruccion de filtro en frio °C - - Segun clima Segln clima® Segun clima
Contenido en azufre ug g'1 - 10,0 - 15°%; 50° - 10,0 - 10,0
Residuo carbonoso % (m/m) - 0,30 - 0,05 - 0,30 - 0,05
Numero de cetano - 51,0 - 47,0 - 51,0 - 45,0 -
indice de cetano - 46,0 - - - - -
Contenido en agua y sedimentos % (v/v) - 0,05 - - - 0,020
Estabilidad a la oxidacién (a 110 °C) horas 20° 25° 3,0 - 6,0 - 6,0 -
% (v/v) destilado a 250 °C - 65 - - - - - -
% (v/v)
% (v/v) destilado a 350 °C 85 - - - - - - -
95 % (v/v) recogido a °C - 360 - 360 - - - 360
Contenido en agua pgg' - 200 - - - 500 - 500
Contaminacion total pgg' - 24 - - - 24 - 24
Corrosidn a la tira de cobre (3 h; 50 °C) | Clasificacion Clase 1 Clase 3 Clase 1 Clase 1
Contenido en cenizas sulfatadas % (m/m) - 0,01 - 0,02 - 0,02 - 0,02
indice de acidez mg KOH g™ - - - 0,50 - 0,50 - 0,80

Capitulo VI

181



Capitulo VI

Cont. Tabla VI.2.- Limites maximos y minimos de las distintas especificaciones del biodiesel segln diferentes normativas.

UNE-EN 590:2009 | ASTM D6751:2009 | UNE-EN 14214:2009 | ANP 255:2008
Parametro Unidades
Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. | Max.
Contenido en metanol % (m/m) - - - 0,20 - 0,20 - 0,50
Contenido en monoglicéridos - - - - - 0,80 - 1,00
Contenido en diglicéridos % (m/m) - - - - - 0,20 - 0,25
Contenido en triglicéridos - - - - - 0,20 - 0,25
Contenido en glicerol libre - - - 0,02 - 0,02 - 0,02
% (m/m)
Contenido en glicerol total - - - 0,24 - 0,20 - 0,38
Contenido en FAMEs % (m/m) - 7,0° - - 96,5 - 96,5 -
Ester metilico de acido linolénico % (m/m) - - - - - 12,0 - -
Esteres metilicos poli-insaturados (> 4 dobles enlaces) % (m/m) - - - - - 1,00 - -
indice de yodo gl,[100g]" - - - - - 1208 - -
Contenido en fosforo ug g'1 - - - 10,0 - 4,0 - 10,0
Metales del grupo | (Na+K) ug g'1 - - - 5,0 - 5,0 - 5,0
Metales del grupo Il (Ca+Mg) pgg'! - - - 5,0 - 5,0 - 5,0
Hidrocarburos aromaticos policiclicos % (m/m) - 11 - - - - - -

® Densidad a 20°C.
® Ver Tabla VI.3.
© Contenido en azufre: Grado S15y ¢ Grado S500.
fe Estabilidad a la oxidacién (a 110 °C) en g m>.
Contenido en FAMEs en % (v/v).
¢ indice de yodo = 140 g I, [100 g] " para Espafia, segtin Real Decreto 31/2006.
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Tabla VI.3.- Valores maximos, en °C, para el punto de obstruccién de filtro en frio (POFF)

segun la norma UNE-EN 116:1998.

Capitulo VI

Tipo de clima POFF (°C)
Grado A Grado B Grado C Grado D Grado E Grado F
Calido
+5 0 -5 -10 -15 -20
; Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Artico
-20 -26 -32 -38 -44

En cualquier caso, el control de la calidad es muy complejo, ya que como se puede
observar en la Tabla VI.2, existen serias discrepancias entre los distintos paises encargados de
la normalizacién. En la actualidad no existe un consenso total, a nivel mundial, en cuanto a la
totalidad de las especificaciones del biodiesel, debido a que es posible que un biodiesel que
cumpla con la normativa europea UNE-EN 14214:2009 y que puede ser comercializado en
Europa, no verifique la normativa de otros paises, como Brasil, no pudiendo ser comercializado

en esas regiones.

En la Tabla V1.4, se recogen las normas especificas (europea, americana o brasileia)
para la determinacién de cada uno de los pardmetros de calidad que debe cumplir el biodiesel
para ser empleado como biocombustible, asi como los que debe cumplir el diesel convencional

para ser comercializado, segln la normativa europea UNE-EN 590:2009.
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Tabla VI.4.- Métodos de ensayo y normas utilizados para determinar las especificaciones del biodiesel y del diésel convencional.

Métodos de ensayo

Parametro —
UNE-EN 590 EUROPEA AMERICANA BRASILENA
UNE-EN ISO 3675 UNE-EN ISO 3675 ASTM D1298 ABNT NBR 7148
Densidad (a 15 °C)
UNE-EN ISO 12185 UNE-EN ISO 12185 ASTM D4052 ABNT NBR 14065
Viscosidad cinematica (a 40 °C) UNE-EN ISO 3104 UNE-EN ISO 3104 ASTM D445 ABNT NBR 10441
UNE-EN ISO 2719
Punto de Inflamacion UNE-EN ISO 2719 ASTM D93 ABNT NBR 14598
UNE-EN ISO 3679
Punto de Obstruccién de Filtro en Frio UNE-EN 116 UNE-EN 116 ASTM D6371 ABNT NBR 14747
UNE-EN ISO 20846 UNE-EN ISO 20846
Contenido en Azufre ASTM D5453 ASTM D5453
UNE-EN ISO 20884 UNE-EN ISO 20884
Residuo carbonoso UNE-EN ISO 10370 UNE-EN ISO 10370 ASTM D4530 ASTM D4530
, UNE-EN ISO 5165
Numero de cetano UNE-EN ISO 5165 ASTM D613 ASTM D613
UNE-EN 15195
indice de cetano UNE-EN ISO 4264 UNE-EN ISO 4264 ASTM D4737 -
Contenido en agua y sedimentos - - ASTM D2709 ASTM D2709

Estabilidad a la oxidacion (a 110 °C)

UNE-EN ISO 12205

UNE-EN 15751

UNE-EN 15751

UNE-EN 14112

UNE-EN 14112

UNE-EN 14112

% (v/v) destilado a 250 °C

% (v/v) destilado a 350 °C EN ISO 3405 EN ISO 3405 ASTM D1160 ASTM D1160
95 % (v/v) recogido a

Contenido en agua UNE-EN ISO 12937 UNE-EN ISO 12937 - -
Contaminacién total UNE-EN 12662 UNE-EN 12662 - -
Corrosién de la tira de cobre (3 h a 50 °C) UNE-EN ISO 2160 UNE-EN ISO 2160 ASTM D130 ABNT NBR 14359
Contenido en cenizas sulfatadas UNE-EN ISO 6245 ISO 3987 ASTM D874 ABNT NBR 9842
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Cont. Tabla VI.4.- Métodos de ensayo y normas utilizados para determinar las especificaciones del biodiesel y del diésel convencional.

Parametro

Métodos de ensayo

UNE-EN 590

EUROPEA

AMERICANA

BRASILENA

indice de acidez

UNE-EN 14104

ASTM D664

ABNT NBR 14448

Contenido en metanol

UNE-EN 14110

UNE-EN 14110

ABNT NBR 15343

Contenido en monoglicéridos

Contenido en diglicéridos

Contenido en triglicéridos

UNE-EN 14105

ABNT NBR 15342

ABNT NBR 15344

UNE-EN 14105

Contenido en glicerol libre - ASTM D6584 ABNT NBR 15341
UNE-EN 14106

Contenido en glicerol total - UNE-EN 14105 ASTM D6584 ABNT NBR 15344

Contenido en FAMEs UNE-EN 14078 UNE-EN 14103 - ABNT NBR 15342

Ester metilico de acido linolénico - UNE-EN 14103 - -

Esteres metilicos poli-insaturados (> 4 dobles enlaces) - UNE-EN 15779 - -

indice de yodo - UNE-EN 14111 - UNE-EN 14111

Contenido en fésforo - UNE-EN 14107 ASTM D4951 ASTM D4951

Metales del grupo | (Na+K)

UNE-EN 14108

UNE-EN 14109

UNE-EN 14538

UNE-EN 14538

Metales del grupo Il (Ca+Mg)

UNE-EN 14538

UNE-EN 14538

Hidrocarburos aromaticos policiclicos

UNE-EN 12916
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185



Capitulo VI

V1.2 Determinacion de las propiedades fisico-quimicas de las muestras de aceite utilizadas y

de las muestras de biodiesel producidas

Con objeto de caracterizar tanto las muestras de aceite como las de biodiesel
obtenidas, mediante catalisis homogénea alcalina, a partir de ellas se determinaron una serie
de propiedades fisicas y quimicas. En el caso de las muestras de biodiesel, el principal objetivo
de estos ensayos consistia en verificar el estricto cumplimiento de las especificaciones

recogidas en la normativa europea UNE-EN 14214:2009.

En las muestras de aceite se determinaron los siguientes pardmetros:

. Densidad

. Viscosidad cinematica

. indice de acidez

. indice de yodo

. indice de peréxidos

. Contenido en agua y materias volatiles

Los parametros determinados en las muestras de biodiesel fueron:

. Densidad

. Viscosidad cinematica

. indice de acidez

. indice de yodo

. Contenido en agua

. Volatilidad y curva de destilacién

. indice de cetano

. Punto de obstruccidn de filtro en frio
. Punto de inflamacién o ignicidn

. Contenido en azufre

. Contenido en cenizas sulfatadas

. Residuo carbonoso Conradson

. Corrosién a la tira de cobre

. indice de peréxidos y estabilidad a la oxidacién
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VI.2.1 Determinacion de las propiedades fisico-quimicas de las muestras de aceite

En general, los aceites no pueden ser empleados como combustibles sin una
transformacion previa y su utilizacién para ser convertidos en biocombustibles, mediante la
reaccion de transesterificacidon, estara en funcidon de su contenido en triglicéridos. Con objeto
de evaluar la utilidad de las muestras de aceite empleadas como materia prima para la
produccidon de biocombustibles alternativos a los de origen fésil se pretende comprobar si
dichos aceites cumplen con los requisitos minimos necesarios para su transformacién en
biodiesel. Se puede prever la mayor o menor necesidad de conversidn del aceite a partir del
conocimiento de sus principales propiedades fisico-quimicas. Los ensayos realizados para la

caracterizacion de las muestras de aceite se encuentran descritos en la seccion I11.4.3.
VI.2.1.1 Densidad

Los resultados obtenidos para la densidad a 15 °C de las muestras de aceite, mediante

densimetro de inmersidn, picndmetro y densimetro digital, se muestran en la Figura VI.1.

Densidad a 15

M Densimetro de inmersién @ Picndmetro i Densimetro digital

Figura VI.1.- Densidad a 15 °C, en kg m” (media + desviacion estandar, n=3),
de los aceites estudiados mediante los tres métodos empleados.

Las muestras de aceite sin usar de diferente procedencia presentan valores de
densidad comprendidos entre 905,3 y 921,4 kg m?, mientras que las muestras de aceite de
fritura presentaron valores comprendidos entre 922,4 y 924,6 kg m™. Asimismo, se observa
que las muestras de aceite de fritura que son mezclas de diferentes tipos de aceites (AOGF y
AOGMF) presentan valores muy similares entre si (925,6 y 926,4 kg m™). En cualquier caso, los
valores obtenidos estdn dentro del intervalo establecido por diferentes autores para estos
aceites (Srivastava et al., 2000; Altin et al., 2001; Ramadhas et al., 2004; Barnwal et al., 2005;
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Rakopoulos et al., 2006; Demirbas, 2008; San José Alonso et al., 2008; Leung et al., 2010; Singh
et al., 2010).

Los resultados obtenidos mediante el uso del densimetro de inmersion fueron, en la
mayoria de los casos, ligeramente inferiores a los obtenidos mediante el picndmetro, y éstos a
su vez, inferiores a los obtenidos mediante el densimetro digital, si bien las diferencias
encontradas entre los tres métodos de medida de la densidad no son significativas. Dado que
los resultados obtenidos mediante el densimetro digital fueron los mas reproducibles, se

utilizaron dichos valores de densidad.

Como se observa en la Figura VI.1, todas las muestras de aceite de fritura presentaron
valores mas elevados que los correspondientes a las muestras de aceite sin usar de la misma
procedencia, posiblemente como consecuencia de la formacién de compuestos polimerizados
durante el proceso de fritura, principalmente triglicéridos polimerizados, debido a las elevadas
temperaturas a las que se someten los aceites (Issariyakul et al., 2008; Phan et al., 2008). En el
aceite de fritura, se producen cambios fisicos y quimicos, como consecuencia de su interaccion
con el agua y otros compuestos presentes en los alimentos que se han cocinado en ella. Se
observa que las muestras de aceite de fritura que son mezclas de diferentes tipos de aceites
(AOGF y AOGMF) presentan los valores de densidad mas elevados de todas las muestras

estudiadas debido a que han sido sometidas a un calentamiento prolongado
VI.2.1.2 Viscosidad cinematica

La viscosidad es el principal inconveniente que presentan los aceites para ser utilizados
como biocombustibles, ya que da lugar a una combustién incompleta, aumento de las
emisiones de monodxido de carbono e hidrocarburos, obstruccion en las toberas de los
inyectores, depdsitos carbonosos en el motor y ensuciamiento del aceite lubricante del carter.
Esto se debe, fundamentalmente, a la escasa atomizacion del aceite como biocombustible

durante la inyeccidn, a causa de su elevada viscosidad.

Ademas, los aceites no pueden emplearse en climas frios como biocombustibles, sin
modificacién quimica, ya que la viscosidad aumenta aun mas al disminuir la temperatura
(Alptekin et al., 2008).Los aceites vegetales presentan viscosidades que pueden llegar a ser
entre 9 y 17 veces superiores a la de los combustibles derivados del petréleo (Meher et al.,
2006b; Demirbas, 2008; Balat et al., 2010; Celikten et al., 2010). Como se ha comentado
anteriormente, para resolver este inconveniente, el aceite necesita ser modificado
guimicamente, principalmente mediante procesos de transesterificacidn, pirdlisis o emulsion.
De todos ellos, la reaccion de transesterificacién es el proceso que produce biocombustibles

de forma mas limpia y respetuosa con el medio ambiente.

Por otra parte, el calentamiento prolongado de los aceites a elevadas temperaturas
durante el proceso de fritura, en presencia de humedad y del oxigeno liberado por los

alimentos, causan la oxidacion del aceite con la consecuente formacion de carbonilos volatiles,
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hidroxidcidos, cetodcidos y epoxidcidos, que producen el oscurecimiento del aceite. La
polimerizacion de las moléculas de aceite produce componentes ciclicos y polimeros de
elevado peso molecular (triglicéridos polimerizados) los cuales producen el aumento de la
viscosidad de los aceites sometidos a procesos de fritura (Ma et al., 1999; Mittelbach et al.,
1999; Srivastava et al., 2000; Benedito et al., 2002; Innawong et al., 2004; Ramadhas et al.,
2005; Knothe, 2006; Bouaid et al., 2007; Ruiz-Méndez et al., 2008; Enweremadu et al., 2009;
Balat et al., 2010).

En la Tabla VI.5 se recogen los resultados obtenidos para la viscosidad cinematica a 40

°C de las muestras de aceite estudiadas.

Tabla VI.5.- Viscosidad cinematica a 40 °C, en cSt (media * desviacién estandar, n=3),
de los aceites estudiados.

Viscosidad cinematica a 40 °C

Aceite (cst)
AOL 39,62 + 0,56
AOF 43,85+0,78
AGL 26,98 £ 0,42
AGF 54,49 + 0,56
ASL 36,23 +0,59
ASF 41,96 +1,23
ACL 39,53+0,42
ACF 48,62 + 0,96
AML 34,28 £ 0,26
AMF 41,26 + 0,68
ASGL 33,47+0,42
ASGF 56,23 +1,52

AOGF 66,26 + 1,42

AOGMF 62,31+1,86

Como se observa en la Tabla VI.5, y siguiendo una tendencia similar a la observada
para los valores de densidad obtenidos, la viscosidad cinematica de las muestras de aceite sin
usar es inferior a la de las muestras de aceite de fritura. Las muestras de aceite sin usar de
diferente procedencia presentan valores de viscosidad cinematica comprendidos entre 26,98 y
39,62 cSt, mientras que las muestras de aceite de fritura presentaron valores comprendidos
entre 41,26 y 56,23 cSt. Del mismo modo, se observa que las muestras de aceite de fritura que
son mezclas de diferentes tipos de aceites (AOGF y AOGMF) presentan valores similares entre
si (62,31 y 66,26 cSt). Los valores de viscosidad cinemdtica obtenidos para estos tipos de
aceite, ya sean sin usar como de fritura, son concordantes con los valores encontrados en la
bibliografia consultada (Altin et al., 2001; Ramadhas et al., 2004; Barnwal et al., 2005;
Demirbas, 2008; Grau et al., 2010; Leung et al., 2010; Singh et al., 2010).
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VI.2.1.3 indice de acidez

La acidez es una medida del contenido de los FFA tanto en las muestras de aceite como
en las de biodiesel. Por lo tanto, el contenido en estos acidos grasos se expresa mediante la
acidez calculada segun el método convencional y se expresa como grado o indice de acidez. Su
determinacion resulta imprescindible, puesto que la acidez es un factor limitante para llevar a
cabo la reaccidn de transesterificacion de los aceites, ya que un elevado indice de acidez
impediria el éxito de la reaccidn (Zhang et al., 2003a, 2003b; Haas et al., 2006; Leung et al.,
2006; Cayli et al., 2008; Ramos et al., 2008; Demirbas, 2009; Berrios et al., 2010; Lianhua et al.,
2010; Sabudak et al., 2010). Los resultados obtenidos para el indice de acidez de las muestras
de aceite estudiadas, segun el procedimiento descrito en la seccidn 111.4.3, se muestran en la
Figura VI.2.
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Figura VI.2.- indice de acidez, en mg KOH g (media + desviacion estandar, n=3),
de los aceites estudiados.

Las muestras de aceite sin usar presentan valores de indice de acidez comprendidos
entre 0,16 y 0,81 mg KOH g”, mientras que las muestras de aceite de fritura presentaron
valores comprendidos entre 1,75 y 3,40 mg KOH g™. Las muestras de aceite de fritura que son
mezclas de diferentes tipos de aceites (AOGF y AOGMF) presentan valores muy similares entre
si (3,73 y 3,49 mg KOH g?). Los valores obtenidos se encuentran en el intervalo definido en la
bibliografia para estos tipos de aceites (Marchetti et al., 2007; Vicente et al., 2007a; Alptekin et
al., 2008; Gui et al., 2008; Yuan et al., 2008; Hingu et al., 2010). A la vista de los resultados
obtenidos, se observa que los procesos de fritura contribuyen a la formacién de FFA (Cvengros
et al., 2004; Issariyakul et al., 2008).
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En la Figura VI.2 se observa que los valores de indice de acidez obtenidos para todas
las muestras de aceite sin usar son inferiores a 1 mg KOH g'l, por lo que estas muestras pueden
ser empleadas como materia prima en la reaccién de transesterificacion. Si el indice de acidez
fuese superior a 1 mg KOH g, seria necesario utilizar una mayor concentracién de catalizador
para poder neutralizar los FFA, produciendo cantidades considerables de jabdn y agua, por lo
que en la reaccién de transesterificacion no se obtendrian porcentajes de FAMEs satisfactorios
(Zhang et al., 2003a; Barnwal et al., 2005; Balat et al., 2010). Sin embargo, algunos autores han
realizado con éxito la catdlisis alcalina para aceites de fritura con un indice de acidez de
3,40 mg KOH g™ (Anwar et al., 2010), de 3,80 mg KOH g™ (Sarin et al., 2010) y de hasta
4,91 mg KOH g'1 (Tomasevic et al., 2003).

Cuando el valor del indice de acidez en los aceites es elevado es necesaria una etapa
previa a la reaccidon de transesterificacion, consistente en una esterificacién catalizada por
H,S0,, que permite disminuir el indice de acidez a valores inferiores a 1 mg KOH g, con lo que
estos aceites se pueden utilizar como materia prima para la produccién de biodiesel mediante
catalisis alcalina (Ghadge et al., 2005; Sahoo et al., 2007; Predojevic et al., 2008; Sharma et al.,
2008; Zhang et al., 2008; Rajendra et al., 2009; Janaun et al., 2010; Liu et al., 2010). Ademas, se
consigue que el indice de acidez de las muestras de biodiesel obtenidas se encuentre en los
limites establecidos en la norma UNE-EN 14214:2009 (Issariyakul et al., 2007).

Segun experimentos de Felizardo et al. (2006) y Trujillo Hernandez (2009), las muestras
de aceite de fritura sometidas a deshidratacion con MgSO, anhidro dan lugar, ademds de a la
pérdida de agua, a una disminucion del indice de acidez del aceite. Con objeto de evitar la
realizacion de una reaccién de esterificacion acida previa a la catdlisis alcalina, y obtener
mayores porcentajes de FAMEs, las muestras de aceite de fritura se sometieron a una
deshidratacién con MgSO, anhidro y, posteriormente, se filtraron a vacio para eliminar
cualquier materia en suspensién y los restos de MgSQ,. En la Tabla VI.6 se muestran los valores
de indice de acidez de las muestras de aceite de fritura sometidas a deshidratacién con MgSO,.

Tabla VL1.6.- indice de acidez, en mg KOH g'1 (media £ desviacion estandar, n=3),
para los aceites de fritura sometidos a un proceso de deshidratacién con MgSO,.

. indice de acidez
Aceite

(mg KOH g”)

AOF 0,53 £0,06
AGF 0,82+0,18
ASF 0,76 £0,12
ACF 0,44 + 0,05
AMF 0,86 +0,15
ASGF 0,71 +£0,08
AOGF 0,93+0,16
AOGMF 0,89+0,11
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Como se observa en la Tabla VI.6, los indices de acidez de las muestras aceite de fritura
sometidos a deshidratacion con MgSO, han disminuido considerablemente a valores inferiores
a 1 mg KOH g”, por lo que serian adecuadas para ser empleadas como materia prima en la

produccion de biodiesel.
VI.2.1.4 indice de yodo

Este parametro indica el nivel de insaturacién que poseen los acidos grasos presentes
en las muestras de aceite y biodiesel, y una mayor proporcidn de dobles enlaces supone una
mayor tendencia a la oxidacién debido a la escasez de atomos de hidrégeno en su
composicion. Un aceite con un alto grado de insaturaciones conduce a la obtencién de un
biodiesel con un menor indice de cetano, que es una de las propiedades fundamentales para
asegurar la calidad de la combustién de un biodiesel en el motor (Mittelbach, 1996). En los
puntos donde se encuentran las insaturaciones, las cadenas son atacadas por el oxigeno,
dando lugar a la formacidn de perdxidos y, a partir de éstos, se producen polimeros entre las
distintas cadenas de d&cidos grasos. Estos polimeros producen la formacién de depdsitos
sélidos en el motor o al deterioro del aceite lubricante cuando las muestras son transformadas
en biodiesel mediante la reaccion de transesterificacion. Este efecto se incrementa a mayor
cantidad de insaturaciones presentes en el acido graso, y por lo tanto, a mayor indice de yodo.
En la Tabla VI.7 se recogen los valores de indice de yodo obtenidos para las muestras de aceite
estudiadas.

Tabla VI.7.- indice de yodo, en g I, [100 g]'1 (media + desviacion estandar, n=3),
de los aceites estudiados.

indice de yodo

Acelte (g1, 1100 gT")
AOL 87,8+0,2
AOF 95,2+0,6
AGL 136 +1
AGF 139,7+0,9
ASL 102+1
ASF 114+ 1
ACL 105+1
ACF 114 +1
AML 119+1
AMF 125,1+0,2
ASGL 130+1
ASGF 132+1

AOGF 134,2+0,5

AOGMF 141 +1

Las muestras de aceite sin usar presentan valores del indice de yodo comprendidos

entre 87,8y 136 g I, [100 g], mientras que las muestras de aceite procedentes de los procesos
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de fritura presentaron valores comprendidos entre 95,2 y 139,7 g I, [100 g]™. Asimismo, se
observa que las muestras de aceite de fritura que son mezclas de diferentes tipos de aceites
(AOGF y AOGMF) presentan valores muy similares entre si (134,2 y 141 g I, [100 g] ™), siguiendo
la tendencia observada en los anteriores parametros estudiados. Los valores de indice de yodo
obtenidos para este tipo de muestras se encuentran dentro del intervalo determinado por
diversos autores en la bibliografia (Tomasevic et al., 2003; Szybist et al., 2005; Wyatt et al.,
2005; Dias et al., 2008; Winayanuwattikun et al., 2008; Demirbas, 2009; Helwani et al., 2009;
Balat et al., 2010; Ferella et al., 2010).

Se observa que el aceite de girasol presenta valores del indice de yodo superiores a los
de otras materias primas estudiadas, como por ejemplo el aceite de colza, ya que el aceite de
girasol presenta elevados niveles de acidos grasos insaturados, como resultado de su elevado
contenido en 4cido linoleico (dos enlaces dobles), mientras que el aceite de colza presenta un

menor contenido de 4cidos grasos no saturados (Vicente et al., 2004).

Por otro lado, se observa que los valores de indice de yodo de los aceites de fritura son
superiores a los de los aceites sin usar de igual procedencia. Esto es debido a que, durante los
procesos de fritura, el aceite es sometido repetidamente a elevadas temperaturas en
presencia de aire y humedad. Como se ha comentado, bajo estas condiciones, se producen
reacciones de degradacion, como autooxidacion, polimerizacidn, oxidacion térmica e hidrolisis
(Felizardo et al., 2006; Predojevic, 2008). Estas reacciones de degradacién hacen que los
valores de indice de yodo de las muestras de aceite procedentes de procesos de fritura sean

ligeramente superiores a los indices de yodo obtenidos para los aceites sin usar.
V1.2.1.5 indice de peréxidos

El indice de perdxidos es una medida del grado de oxidacion primaria que ha sufrido
un aceite desde el momento de su produccién y es un indicativo del estado de conservacion
del mismo. La presencia de oxigeno afecta notablemente a la calidad del aceite, ya que
provoca la formacion de radicales peréxido e hidroperéxido. Los perdxidos son los productos
de descomposicion primaria de la oxidacién de las grasas, cualquiera que sea su composicion.
Se forman en los puntos de insaturaciéon de las cadenas de carbonos de los acidos grasos.
Como resultado de Ila autooxidacién se forman hidroperéxidos muy reactivos
descomponiéndose en una gama muy amplia de sustancias, entre las cuales se encuentran

polimeros de alto peso molecular.

Por otra parte, al aumentar la temperatura a la que es sometida el aceite durante el
proceso de fritura, también lo hara la descomposicion de los perdxidos, aumentando el grado
de polimerizacion y originando diversos productos de oxidacion, tales como aldehidos
saturados e insaturados, cetonas, hidrocarburos, lactonas, alcoholes, acidos y ésteres

(Cvengros et al., 2004; Encinar et al., 2005; Berrios et al., 2010). En cualquier caso, el indice de

193



Capitulo VI

peroxidos no es un factor tan decisivo como la acidez, si se trata de estudiar la viabilidad de Ia

conversion de los aceites en biodiesel.

Los resultados obtenidos para el indice de perdxidos de las muestras de aceite

estudiadas se muestran en la Figura VI.3.
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Figura VI.3.- indice de perdxidos, en meq O, kg™ muestra (media + desviacién estandar, n=3), de los
aceites estudiados.

Las muestras de aceite sin usar presentan valores de indice de perdxidos
comprendidos entre 2,06 y 8,96 meq O, kg, mientras que las de aceite derivadas de los
procesos de fritura presentaron valores comprendidos entre 11,28 y 31,23 meq O, kg™. Del
mismo modo, se observa que las muestras de aceite de fritura que son mezclas de diferentes
tipos de aceites (AOGF y AOGMF) presentan valores muy similares entre si (32,72 vy
33,41 meq O, kg™), como ha ocurrido para los otros pardmetros estudiados. Los valores de
indice de perdxidos obtenidos para este tipo de muestras estan en concordancia con los
descritos por otros autores (Tomasevic et al., 2003; Cvengros et al., 2004; Olivera et al., 2006a;
Zheng et al., 2006; Ruiz-Méndez et al., 2008; Bouaid et al., 2009; Enweremadu et al., 2009;
Pinzi et al., 2009; Berrios et al., 2010; Cerchiara et al., 2010).

Como se observa en la Figura VI.3, y siguiendo la misma tendencia observada para los
otros pardmetros estudiados, los valores del indice de perdxidos de las muestras de aceite sin
usar son considerablemente inferiores a los de las muestras de aceite de fritura. El proceso de
fritura de los alimentos conduce a un aumento tanto del valor del indice de acidez como del
indice de perdxidos, debido a las reacciones de hidrdlisis y oxidacion, respectivamente (Azécar
et al., 2009). De cualquier forma, los valores de indice de perdxidos obtenidos para estas
muestras de aceite (entre 20 y 40 meq O, kg') permiten su conservaciéon durante un
determinado periodo de tiempo, dado que los aceites no se ponen rancios mientras que el

indice de peréxidos sea inferior a 40 meq O, kg™. De igual modo ocurre con los aceites sin usar,
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cuyos indices de peréxidos no superan en ningln caso los 10 meq O, kg™ (Onyeike et al.,
2002).

Aunque el indice de peréxido no sea un pardmetro especificado en la norma UNE-EN
14214:2009, se debe estudiar tanto en la materia prima como en el biodiesel, para poder
asegurar un correcto funcionamiento de los motores diésel, ya que un aumento del indice de
perdxidos provoca un aumento en el nimero de cetano del biocombustible. Esto puede
reducir el tiempo de espera de ignicidn, pero también presenta otros efectos negativos, como
la compatibilidad del biodiesel con ciertos plasticos y elastomeros de caucho natural,

particularmente a elevadas temperaturas (Dunn, 2005; Bouaid et al., 2007).
VI.2.1.6 Contenido en agua y materias volatiles

El contenido en agua en un aceite es un parametro importante a tener en cuenta, ya
que el agua produce la hidrdlisis de los triglicéridos produciendo FFA, mono- y diglicéridos y/o
glicerol libre. La presencia de agua en las muestras de aceite y grasas animales tiene efectos
adversos sobre la reaccién de transesterificacidn, ya que produce la formacién de jabones
durante la misma, reduciendo la eficiencia del catalizador, lo que conduce a una pérdida de

materia prima para la obtencion de FAMEs (Kusdiana et al., 2004; Demirbas, 2009).

En las reacciones de transesterificacion catalizadas por NaOH, la existencia de FFA y
agua da lugar a efectos negativos sobre el rendimiento de la reacciéon, ya que ambos afectan al
consumo de catalizador y dificultan el proceso de separacién de la glicerina de los FAMEs,
contaminando el producto final (Felizardo et al., 2006; Leung et al., 2006a Georgogianni et al.,
2008; Demirbas, 2009; Dunn, 2009; Trujillo Hernandez, 2009).

Los resultados obtenidos para el contenido en agua y materias volatiles de las
muestras de aceite estudiadas, segun el procedimiento descrito en la seccion 111.4.3, se

muestran en la Figura VI.4.
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Figura VI.4.- Contenido en agua y materias volatiles, en % (media * desviacién estandar, n=3), de los
aceites estudiados.

Las muestras de aceite sin usar presentan valores del contenido en agua y materias
volatiles comprendidos entre 0,03 y 0,06 %, mientras que las muestras de aceite de fritura
presentaron valores claramente superiores, comprendidos entre 0,19 y 0,35 %. Del mismo
modo que en los parametros anteriores, se observa que las muestras de aceite de fritura que
son mezclas de diferentes tipos de aceites (AOGF y AOGMF) presentan valores muy similares
entre si (0,35 y 0,45 %). Los valores se encuentran comprendidos en el intervalo obtenido para
estos tipos de aceites por diferentes autores (Felizardo et al., 2006; Rashid et al., 2008;
Demirbas, 2009; Enweremadu et al., 2009; Guan et al., 2009). A la vista de los resultados
obtenidos, se corrobora que los procesos de fritura contribuyen a la presencia de agua en los
aceites, ya que el cocinado implica un proceso de deshidratacion, en el que el agua y los
compuestos solubles se transfieren de los alimentos al aceite (Issariyakul et al., 2008; Berrios
et al., 2010).

Segun algunos autores (Ma et al., 1999; Kusdiana et al., 2004; Issariyakul et al., 2008;
Refaat et al., 2008), el contenido en agua de las muestras de aceite debe mantenerse por
debajo del 0,06 %, ya que la presencia de agua afecta mds negativamente a la reaccién de
transesterificacion que los propios FFA presentes en el aceite, pudiendo provocar incluso la
hidrolisis de los FAMEs formados. Otros autores (Canakci et al., 1999; Cvengros et al., 2004;
Banerjee et al., 2009) han indicado que el contenido en agua en las muestras de aceite debe
ser inferior a 0,1 %, para que la reaccion de transesterificacion alcalina permita la obtencién de

elevados porcentajes de FAMEs y no se vea afectada por la formacidn de jabones.

Los aceites sin usar presentan contenidos en agua que se encuentran dentro de los
valores aceptados en la bibliografia. En cambio, para el caso de las muestras de aceite de
fritura, los valores encontrados estan incluso por encima del 0,1 % que es el valor maximo

encontrado por algunos autores para este parametro. Con objeto de disminuir el contenido en
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agua y del mismo modo que ocurrid en la determinacién del indice de acidez, las muestras de
aceite de fritura se sometieron a una etapa previa de deshidratacion con MgSQO, anhidro v,
posteriormente, se sometieron a filtracién a vacio con objeto de eliminar cualquier materia en
suspension y restos de MgSQ, (Felizardo et al., 2006; Trujillo Hernandez, 2009). En la Tabla VI.8
se muestran los valores de contenido en agua y materias volatiles de las muestras de aceite de
fritura sometidas a deshidratacion.

Tabla VI.8.- Contenido en agua y materias volatiles, en % (media *+ desviacidn estandar, n=3), para los
aceites de fritura sometidos a un proceso de deshidratacion con MgSO,.

Contenido en agua y materias volatiles

Aceite (%)
AOF 0,02+0,01
AGF 0,04 +0,02
ASF 0,06 + 0,01
ACF 0,03+0,01
AMF 0,06 + 0,02
ASGF 0,07 £ 0,03

AOGF 0,05 +0,02

AOGMF 0,09 +0,01

En ella se observa que el contenido en agua de las muestras de aceite de fritura
sometidos al proceso de deshidratacién ha disminuido considerablemente, hasta valores
inferiores al 0,1 %, por lo que ya serian adecuadas para ser transformadas en biodiesel
mediante una reaccion de transesterificacién catalizada por NaOH, permitiendo la obtencion
de elevados porcentajes de FAMEs. De esta forma, se ha conseguido que las muestras de
aceite procedentes de procesos de fritura tengan las mismas caracteristicas que las muestras

de aceite sin usar para la obtencién de biodiesel de acuerdo con Knothe (2010).

VI.2.2 Determinaciéon de las propiedades fisico-quimicas de las muestras de biodiesel

obtenidas mediante catalisis homogénea

Todas las muestras de aceite anteriores han sido utilizadas como materia prima en Ila
reaccion de transesterificacion con metanol segun el procedimiento descrito en la seccién
I11.4.2. Se ha llevado a cabo un estudio de la propiedades fisico-quimicas que presentan los
FAMEs obtenidos a partir de muestras de aceite, tanto sin usar como de fritura, con objeto de
evaluar si cumplen con las especificaciones técnicas exigidas por la normativa vigente (UNE-EN
14214:2009+A1=2010 y Real Decreto 61/2006) para ser considerados como biocombustibles
alternativos a los de origen fésil. Los ensayos necesarios se han realizado segun los

procedimientos descritos en la seccién 111.4.3.
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VI1.2.2.1 Densidad

La densidad del biodiesel suele ser superior a la del diésel, cuyos valores deben estar
comprendidos entre 820,0 y 845,0 kg m™ (UNE-EN 590:2009). En el caso del biodiesel, esta
propiedad depende de su composicién en acidos grasos y su pureza, de modo que acidos
grasos con cadenas mas cortas y mayor cantidad de insaturaciones, dan lugar a un biodiesel de

mayor densidad.

Los resultados obtenidos para la densidad, a 15 °C, de las muestras de biodiesel
obtenidas mediante catalisis homogénea a partir de diferentes tipos de aceites, mediante

densimetro de inmersidn, picndmetro y densimetro digital, se muestran en la Figura VI.5.
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Figura VI.5.- Densidad a 15 °C, en kg m” (media + desviacién estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas mediante los tres métodos empleados.

Las muestras de biodiesel procedentes de aceite sin usar de diferente naturaleza
presentan valores de densidad comprendidos entre 880,4 y 889,8 kg m>, mientras que las
procedentes de aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre 882,4 vy
893,4 kg m™. Asimismo, se observa que las muestras de biodiesel procedentes de aceite de
fritura que son mezclas de diferentes tipos de aceites (BAOGF y BAOGMF) presentan valores
muy similares entre si (889,3 y 887,4 kg m™). Los valores obtenidos para todos los biodiesel
obtenidos estdn comprendidos dentro del intervalo establecido por distintos autores en la
bibliografia para este tipo de materias primas. (Haas, 2005; Vicente et al., 2007a; Alptekin et
al., 2008;lssariyakul et al., 2008; Lapuerta et al., 2008; Rashid et al., 2008; Demirbas, 2009;
Ferella et al., 2009; Leung et al., 2010; Singh et al., 2010).

De modo similar a lo ocurrido con las muestras de aceite, los resultados obtenidos
mediante el densimetro de inmersidn fueron, en la mayoria de los casos, ligeramente
inferiores a los obtenidos mediante el picndmetro, y éstos a su vez, inferiores a los obtenidos

con el densimetro digital. En este caso, las diferencias encontradas entre los diferentes
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métodos empleados no son significativas. Puesto que los resultados obtenidos mediante el
densimetro digital fueron los mas reproducibles, se han tomado estos valores como dato de
densidad.

Como se observa en la Figura VI.5, todas las muestras de biodiesel procedentes de
aceite de fritura presentan valores de densidad superiores a los correspondientes a las
muestras de biodiesel procedentes de aceite sin usar, siguiendo el mismo comportamiento
observado para las muestras de aceite (Figura VI.1). A la vista de las Figuras VI.1 (aceites) y VI.5
(biodiesel), se observa que los valores de densidad han disminuido notablemente con respecto
a los aceites sin transesterificar, por lo que la reaccidén de transesterificaciéon ha sido util para
transformar los triglicéridos en FAMEs. La densidad de un biodiesel es importante,
principalmente, en los sistemas de combustidon en ausencia de aire, ya que ésta influye en la
eficiencia de la atomizacién del biocombustible, contribuyendo al rendimiento de los motores,
a las caracteristicas de la combustidn y a las emisiones de gases (Felizardo et al., 2006; Alptekin
et al., 2008). Por tanto, la importancia de este pardmetro radica en su influencia sobre el poder

calorifico y el consumo especifico de biocombustible.

La normativa europea establece que la densidad del biodiesel debe estar comprendida
entre 860 y 900 kg m™ por lo que, de acuerdo con los resultados obtenidos, las muestras de

biodiesel estudiadas cumplen adecuadamente con la mencionada normativa
VI.2.2.2 Viscosidad cinematica

Se podria afirmar que la viscosidad es la propiedad mas importante del biodiesel, ya
que afecta al funcionamiento del sistema de inyeccidn del combustible, asi como a la
atomizacién y pulverizacién del biodiesel en los inyectores, especialmente a bajas
temperaturas, cuando el aumento de la viscosidad afecta a la fluidez del mismo (Alptekin et
al., 2008). Un valor demasiado bajo de viscosidad es indicativo de la presencia de restos de
metanol sin reaccionar en el biodiesel, por lo que los inyectores se tendrian que reparar con
cierta frecuencia debido al desgaste de la bomba de inyecciéon. Por otro lado, un valor
demasiado elevado es indicativo de la presencia de triglicéridos que no han reaccionado y la
formacion de polimeros, por lo que los inyectores sufririan una presidon excesiva, que se
traduciria en una mala atomizacion del biodiesel, originando una mala combustién y depdsitos
de carbdn en los motores, con el consiguiente aumento de emisiones de gases (Enweremadu
et al., 2009; Balat et al., 2010; Gumus et al., 2010).

El hecho de que la viscosidad del biodiesel sea superior a la del diésel convencional,
convierte al biodiesel en un excelente aditivo para mejorar la lubricidad de los motores (Tate
et al., 2006), por lo que es necesario alcanzar una situacién de compromiso que permita

facilitar los efectos lubricantes del biodiesel sin afectar al sistema de inyeccién.
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En la Tabla VI.9 se recogen los resultados conseguidos para la viscosidad cinematica, a
40 °C, de las muestras de biodiesel obtenidas mediante catalisis homogénea alcalina a partir
de diferentes tipos de aceites.

Tabla V1.9.- Viscosidad cinematica a 40 °C, en cSt (media * desviacidn estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

- Viscosidad cinematica a 40 °C
Biodiesel

(cSt)

BAOL 4,07 £0,09
BAOF 4,46 + 0,06
BAGL 4,22 +0,04
BAGF 4,45 +0,03
BASL 4,31+0,09
BASF 4,82+0,11
BACL 4,57 +£0,08
BACF 4,70 £ 0,06
BAML 3,56 +0,03
BAMF 4,09 +0,07
BASGL 4,55+ 0,04
BASGF 4,86 + 0,09
BAOGF 4,92 +0,11
BAOGMF 5,05+0,13

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite sin usar de diversa procedencia
presentan valores de viscosidad cinematica comprendidos entre 3,56 y 4,57 cSt, mientras que
las procedentes de aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre 4,45 y 4,86 cSt.
De nuevo, las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores muy similares entre
si (4,92 y 5,05 cSt). De la misma forma, se ha observado que los valores obtenidos se
encuentran comprendidos en el intervalo encontrado para estos tipos de muestras de
biodiesel, por varios autores en la bibliografia (Mittelbach et al., 2001; Barnwal et al., 2005;
Ramadhas et al., 2005; Encinar et al., 2007; Meng et al., 2008; Enweremadu et al., 2009; Leung
et al., 2010; Porte et al., 2010; Singh et al., 2010).

Como se observa en la Tabla VI.9, todas las muestras de biodiesel procedentes de
aceite de fritura de distinto origen presentan valores de viscosidad cinematica superiores a las
correspondientes muestras de biodiesel procedentes de aceites sin usar, siguiendo el mismo
comportamiento observado para las muestras de aceite (Tabla VI.5). En general, la viscosidad
del biodiesel es ligeramente superior a la del diésel convencional, cuyo valor medio es,
aproximadamente, 2,80 cSt, mientras que la viscosidad de los aceites de procedencia suele ser

entre 10 y 20 veces superior a este valor.
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En la Figura VI.6, se comparan las viscosidades cinemdticas de las muestras de aceites y
las de las correspondientes muestras de biodiesel obtenidas a partir de ellas, en la que se

observa la disminucion en los valores de viscosidad comentada.
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Figura VI1.6.- Comparacién entre las viscosidades cinematicas de las muestras de aceite y biodiesel
obtenidas.

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece que la viscosidad del biodiesel debe
estar comprendida entre 3,50 y 5,00 cSt. De esta forma, se puede afirmar que las muestras de
biodiesel estudiadas cumplen con lo especificado en la normativa, como se observa en la Tabla
V1.9, con la excepcion de la muestra BAOGMF, cuya viscosidad (5,05 + 0,13 cSt) supera
ligeramente el limite maximo exigido por la normativa europea sobre biocombustibles. Este
hecho puede estar asociado a un menor rendimiento en el proceso de transesterificacidon de
esta mezcla de aceites de fritura, existiendo aceite sin reaccionar en el biodiesel obtenido.
Teniendo en cuenta la normativa americana, todas las muestras de biodiesel cumplirian con las
especificaciones, debido a que segun la norma ASTM D6751-09, la viscosidad cinematica de los

biocombustibles debe estar comprendida entre 1,6 y 6,0 cSt.
V1.2.2.3 indice de acidez

El indice de acidez es un indicador de la estabilidad del biodiesel, y su valor aumenta
con el tiempo, indicando la degradacion del mismo (Tang et al., 2008). Los sistemas de
inyeccion, que operan a temperaturas elevadas, aceleran la degradacién del biocombustible,
aumentando asi su acidez, lo que ocasiona la formacién de pequefias particulas de carbén y su
posterior depdsito en los filtros de combustible. Ademas, al aumentar la acidez, se incrementa
la posibilidad de corrosion de los elementos metdlicos del motor, oxidacidn, decapado, ataque

a inyectores, etc., disminuyendo la estabilidad del biodiesel con el tiempo.

El indice de acidez de un biodiesel es indicativo de la presencia de FFA del aceite de

partida que no han reaccionado durante el proceso de transesterificacién, asi como de otros
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acidos, como el H3PO, empleado durante la etapa de lavado si esta no se realiza
correctamente. Por tanto, a menor acidez del biocombustible, mayor serd la eficacia de la

reaccion de transesterificacién, de acuerdo con Predojevic (2008) y Knothe et al. (2009).

La Figura VI.7 recoge los resultados obtenidos para el indice de acidez de las muestras
de biodiesel obtenidas mediante catalisis homogénea a partir de los diferentes tipos de aceites

estudiados.
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Figura VI.7.- indice de acidez, en mg KOH g™ (media + desviacion estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites sin usar
presentan valores de indice de acidez comprendidos entre 0,10 y 0,25 mg KOH g, mientras
que las procedentes de aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre 0,07 y
0,19 mg KOH g. Como en anteriores ocasiones, las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF
presentan valores muy similares entre si (0,27 y 0,29 mg KOH g'l) y superiores a los anteriores
debido a que las materias primas de procedencia podrian haber sido muy reutilizadas. Los
valores obtenidos para el indice de acidez se encuentran comprendidos dentro del intervalo
definido por varios autores para muestras de biodiesel obtenidas a partir de estos aceites
(Mittelbach et al., 2001; Antolin et al., 2002; Felizardo et al., 2006; Leung et al., 2006a, 2010;
Alptekin et al., 2008, 2009; Predojevic, 2008; Rashid et al., 2008; Yuan et al., 2008; Canakci et
al., 2009; Ramos et al., 2009; Moser et al., 2010; Sarin et al., 2010; Thanh et al., 2010).

En la Figura VI.7 se observa que, contrariamente a lo esperado, las muestras de
biodiesel procedentes de aceites sin usar presentan un valor de indice de acidez superior al de
los biodiesel procedentes de aceites de fritura. Esto se podria atribuir al hecho de que los
aceites de fritura fueron sometidos, antes de la reaccidn de transesterificacion, a una etapa
previa de deshidratacién con MgSO, anhidro vy filtracién a vacio, lo que ha permitido obtener
muestras de biodiesel con un indice de acidez inferior, lo que evité tener que realizar una

reaccion de esterificaciéon catalizada por H,SO, como paso previo a la reaccion de
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transesterificacién catalizada por NaOH, para transformar los FFA en sus correspondientes
FAMEs como proponen diversos autores en la bibliografia (Nebel et al., 2006; Issariyakul et al.,
2007, 2008; Meng et al., 2008; Rashid et al., 2008; Samios et al., 2009; Berrios et al., 2010;
Moser et al., 2010).

La norma europea UNE-EN 14214:2009 y la americana ASTM D6751-09 establecen que
el indice de acidez de las muestras de biodiesel debe ser inferior a 0,50 mg KOH g, por lo que
se puede afirmar que las muestras de biodiesel estudiadas cumplen con lo establecido en las
mencionadas normativas. La muestra BAOGMF es la que presenta el mayor valor de indice de

acidez, aunque no llega a alcanzar el limite maximo exigido en la normativa.

Los valores de indice de acidez de las muestras de biodiesel muestran que la reaccién
de transesterificaciéon ha sido realizada con éxito, puesto que se observa que el indice de
acidez de las muestras de biodiesel (Figura VI.7) ha disminuido de forma drastica con respecto
al obtenido para las muestras de aceite de procedencia (Figura VI.2), eliminado practicamente
la totalidad de los FFA.

V1.2.2.4 indice de yodo

Un biodiesel con un elevado indice de yodo presenta elevadas proporciones de acidos
grasos insaturados, lo que mejora la operatividad del biodiesel a bajas temperaturas, al
presentar menores puntos de fusidn, pero también favorece los procesos de oxidacion vy
polimerizacidon, disminuyendo la estabilidad a la oxidacién del biodiesel durante el periodo de
almacenamiento y facilitando la formacién de compuestos de mayor peso molecular en las
pre-reacciones previas a la combustién. Esto facilita la formacién de carbonilla en el interior de
la cdmara de combustion de los motores diésel, generando depdsitos en el motor que
obstruyen los sistemas de inyeccidn, afectando al rendimiento de los motores que emplean

estos biocombustibles.

En cambio, un biodiesel con un bajo indice de yodo mejora la estabilidad a la oxidacidn
e impide la formacién de polimeros, con lo que existe menor riesgo de formacién de sdlidos
que puedan provocar la obstruccion de los inyectores y los pistones lo que mejora la calidad de
la combustidn (Vicente et al., 1998, 2004; Abdullah et al., 2007). Por estos motivos, es uno de

los pardmetros que deben estudiarse cuidadosamente en las muestras de biodiesel.

Por otro lado, Meher et al. (2006b) observaron que la relacion molar empleada entre
el aceite y el metanol durante la reaccidn de transesterificacion no afecta al valor del indice de
yodo, ya que éste solo depende del tipo de aceite utilizado. Ademads, otros autores han
indicado que el indice de yodo tampoco afecta al rendimiento de la reaccion de
transesterificacion (Tomasevic et al., 2003; Encinar et al., 2005, 2007; Enweremadu et al.,
2009; Murugesan et al., 2009).
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En la Tabla VI.10 se recogen los resultados obtenidos para el indice de yodo de las
muestras de biodiesel obtenidas mediante catdlisis homogénea alcalina a partir de diferentes
tipos de aceites.

Tabla VI.10.- indice de yodo, en g |, [100 g]'1 (media + desviacidn estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

indice de yodo

Biodiesel (g1, [100 g]'l)

BAOL 86,4 +0,2
BAOF 91,4+0,4
BAGL 128+1
BAGF 133,7+0,8
BASL %61
BASF 1091
BACL 97+1
BACF 1131
BAML 117+1
BAMF 120,3+0,3
BASGL 128+1
BASGF 130£1
BAOGF 128,2+0,5

BAOGMF 135,2+0,3

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceites sin usar presentan valores de
indice de yodo comprendidos entre 86,4 y 128 g I, [100 g] ™, mientras que las procedentes de
aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre 91,4 y 133,7 g |, [100 g]™ muestra.
De igual forma, se observa que las muestras de biodiesel procedentes de aceite de fritura que
son mezclas de diferentes tipos de aceites (BAOGF y BAOGMF) presentan valores similares
entre si (128,2 y 135,2 g I, [100 g]™* muestra). Los valores obtenidos para el indice de yodo son
del mismo orden que los encontrados en la bibliografia para muestras de biodiesel obtenidas a
partir de estos mismos aceites (Felizardo et al., 2006; Issariyakul et al., 2007; Vicente et al.,
2007a; Dias et al.,, 2008; Ramos et al., 2008, 2009; Brito et al., 2009; Demirbas, 2009;
Enweremadu et al., 2009; Gopinath et al., 2009; Helwani et al., 2009; Ferella et al., 2010;
Leung et al., 2010).

Comparando las Tablas VI.7 (aceites) y VI.10 (biodiesel), se observa que el indice de
yodo de un biodiesel obtenido a partir de aceites vegetales sin usar o de fritura es muy similar
al que presentan las muestras de aceites correspondientes de acuerdo con los resultados de
Bouaid et al. (2005, 2007), Knothe et al. (2007), Predojevic (2008) y Ramos et al. (2009), entre

otros.

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece que el indice de yodo de las

muestras de biodiesel debe ser como maximo de 120 g yodo por cada 100 g de muestra de
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biodiesel, por lo que las muestras de biodiesel procedentes de aceite de girasol y/o soja, con
un alto grado de insaturaciones, no cumplirian con este requisito. En Espafia se exige el
cumplimiento de esta norma europea mediante el Real Decreto 61/2006, con la excepcidn del
indice de yodo, cuyo limite maximo se establece en 140 g |, [100 g]* de muestra, con objeto de
poder incluir al biodiesel procedente de estos tipos de aceites dentro de las especificaciones
de calidad. Esta modificacidn se ha realizado con el objetivo de que estos aceites al ser mas
insaturados, presentan un indice de yodo superior, ademds de ser las materias primas mas

comunmente empleadas para producir biodiesel en nuestro pais.

De acuerdo con esto, las muestras de biodiesel procedentes de aceite de oliva, colza,
semillas y maiz, tanto sin usar como de fritura, como era de esperar cumplen con lo
especificado en la norma UNE-EN 14214:2009. Ademas, las muestras de biodiesel procedentes
de aceite de girasol y/o soja (BAGL, BAGF, BASGL, BASGF, BAOGF y BAOGMF) presentan los
valores de indice de yodo mas elevados, superiores a 120 g I, [100 g]™, aunque sin alcanzar los
140¢gl, [100 g]'1 establecidos en el Real Decreto 61/2006.

VI1.2.2.5 Contenido en agua

El agua presente en el biodiesel se puede presentar de dos formas: disuelta en el
biocombustible o suspendida en forma de pequenas gotas. La presencia de agua en el
biodiesel se puede originar por procesos de condensacion en el tanque de almacenamiento. El
agua suspendida en forma de gotas origina un problema en los sistemas de inyeccion del
combustible, ya que contribuye a la corrosidon de algunas partes metalicas del motor. Ademas,
un biodiesel con cierto contenido en agua presenta malas propiedades en frio, ya que al
aproximarse a 0 °C comienzan a formarse cristales de hielo que son el germen para la
solidificacién de este biocombustible (Yuan Lin et al., 2007; Leung et al., 2010; Lin et al., 2010).
También es necesario destacar que el biodiesel es ligeramente higroscdpico, por lo que puede

absorber pequefias cantidades de agua de la atmdsfera.

Por otro lado, durante el proceso de almacenamiento, el agua se acidifica y ataca a los
depdsitos donde se acumula el biodiesel, ademds de contribuir al crecimiento de
microorganismos (hongos, bacterias, etc.), que forman lodos y sedimentos que obstruyen los
filtros de combustible. Ademads, estos microorganismos pueden transformar el bajo contenido
de azufre presente en el biocombustible en acido sulfurico, facilitando la corrosion de la
superficie metalica de los depdsitos y de las tuberias de transporte del biodiesel desde el
tanque de combustible al sistema de inyeccién. Asimismo, un exceso de agua en el biodiesel
provoca reacciones de hidrélisis de los FAMEs, lo que provocaria la polimerizacion del
biocombustible y la obstruccién de los filtros debido a la deposicién de sedimentos, al mismo
tiempo que se origina un incremento en su indice de acidez, como se ha comentado
anteriormente (Mittelbach et al., 2004; Knothe, 2005; Felizardo et al., 2006; Oliveira et al.,
2008; Rashid et al., 2008; Schinas et al., 2009; Bezerra de Lira et al., 2010). Por lo tanto, las
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condiciones de almacenamiento y la contaminacién microbiana pueden afectar a la estabilidad
del biodiesel (Predojevic, 2008; Demirbas, 2009; Azdcar et al., 2010).

En la Figura V1.8 se muestran los resultados obtenidos para el contenido en agua de las
muestras de biodiesel obtenidas mediante catalisis homogénea alcalina a partir de diferentes

tipos de aceites.
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Figura VI.8.- Contenido en agua, en mg kg™ (media + desviacién estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes aceites sin usar presentan
valores del contenido en agua comprendidos entre 156 y 310 mg kg*, mientras que las
procedentes de aceite de fritura presentaron valores ligeramente superiores, comprendidos
entre 159 y 326 mg kg'. En cambio, las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan
valores similares entre si (381 y 410 mg kg™), no existiendo diferencias significativas entre los
resultados. Los valores obtenidos para el contenido en agua estan de acuerdo con los
encontrados en la bibliografia para muestras de biodiesel de similar naturaleza (Kusdiana et
al., 2004; Felizardo et al., 2006; Labeckas et al., 2006; Predojevic, 2008; Rashid et al., 2008;
Demirbas, 2009; Dinkov et al., 2009; Sarin et al., 2009; Ferella et al., 2010; Sabudak et al.,
2010; Thanh et al., 2010).

Segun la norma europea UNE-EN 14214:2009, el contenido de agua del biodiesel debe
ser inferior a 500 mg kg™, por lo que todas las muestras de biodiesel obtenidas cumplen con la

mencionada normativa.
VI.2.2.6 Volatilidad y curva de destilacion

La volatilidad de un biodiesel o de un diésel es una medida de la tendencia que
presenta a pasar a fase vapor bajo unas determinadas condiciones, lo que afecta al arranque y
a la produccion de sustancias que no han sido quemadas durante la combustion del biodiesel.

La volatilidad debe encontrarse dentro de un intervalo adecuado para que la vaporizacion del
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biodiesel sea correcta y su comportamiento en el motor sea el adecuado, de modo que a

mayor volatilidad, mayor capacidad de vaporizacion a la salida del inyector.

La volatilidad, expresada en °C, se obtiene mediante la curva de destilacion, que
representa la tendencia segun la cual el porcentaje de combustible evaporado varia al
aumentar la temperatura. Aunque es un parametro que no esta especificado en la normativa
europea, la determinacion del intervalo de destilacién es importante debido a que proporciona
informacién sobre la composicion del biodiesel (componentes de baja, media o alta
volatilidad) y sobre el comportamiento del biocombustible durante su almacenamiento,
utilizacion y funcionamiento global del motor (arranque, suavidad en la marcha, formacion de
depdsitos en los tanques de almacenamiento, consumo de combustible, etc.) (Phan et al.,
2008).

A través de la curva de destilacion también se puede evaluar la estabilidad quimica de
los FAMESs, ya que se suelen descomponer a elevadas temperaturas formando polimeros que
pueden dar lugar a la formacidon de gomas y residuos de carbén en los inyectores o en la
superficie de los pistones, provocando procesos de corrosion asi como su tendencia a la
formacidon de humo en los gases de escape (Knothe et al., 2006; Bruno et al., 2009). Por lo
tanto, este pardmetro es considerado como un indicador importante para el analisis, a largo
plazo, del comportamiento del combustible en los motores diésel. Es un pardmetro esencial
para el biodiesel, ya que al tratarse de un combustible oxigenado, su comportamiento es

diferente al combustible diésel convencional.

El valor inicial de las curvas de destilacién depende de la pureza de los FAMEs. En este
sentido, si la temperatura a la que comienza la destilacidon es baja, puede ser debido a la
presencia en el biodiesel de restos de metanol, sedimentos, agua, etc., por a un mal proceso
de purificacién del producto de la reaccién de transesterificacién. A medio plazo, esto conduce
a la formacion de depdsitos carbonosos, asi como a la presencia de humos negros en los gases

de escape.

La curva de destilacién del biodiesel es una representacién grafica de la temperatura
frente al porcentaje de destilado recogido (v/v). Las curvas de destilacidn obtenidas para las

diferentes muestras de biodiesel estudiadas se muestran en las Figuras V1.9, VI.10 y VI.11.
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Figura VI.9.- Curvas de destilacién de las muestras de biodiesel procedentes
de aceites sin usar.
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Figura VI.10.- Curvas de destilacion de las muestras de biodiesel procedentes

de aceites de fritura.
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Figura VI.11.- Curvas de destilacidn de las muestras de biodiesel procedentes de
mezclas de aceite de oliva-girasol y oliva-girasol-maiz de fritura.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites sin usar
presentan valores iniciales de la curva de destilacion comprendidos entre 323,1 y 333,4 °C,
estando los valores finales de la destilacién comprendidos entre 351,2 y 354 °C, recogiéndose
a estas temperaturas el 95 % del destilado. En el caso de las muestras de biodiesel
procedentes de aceite de fritura, los valores iniciales y finales de la destilacién estan
comprendidos entre 323,9 y 334 °C y entre 345,8 y 350,5 °C, respectivamente, recogiéndose a
estas temperaturas el 95 % del destilado. De igual forma, se observa que las muestras de
biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores iniciales de la curva de destilacion
comprendidos entre 332,8 y 333,9 °C, mientras que los valores finales de la destilacidon estan
comprendidos entre 349,1 y 350,1 °C, recogiéndose a estas temperaturas el 95 % del destilado.
Los valores obtenidos para este pardmetro estdn de acuerdo con el intervalo definido por
varios autores para muestras de biodiesel procedentes de aceites similares (Encinar et al.,
2005; Fernando et al., 2007; Phan et al., 2008; Demirbas, 2009; Yuan Lin et al., 2009; Simacek
etal., 2010; Sung Lin et al., 2010).

En la norma europea UNE-EN 14214:2009, este parametro no se encuentra
especificado, mientras que la norma americana ASTM D6751-09 establece que el 95 % del
destilado debe recogerse a una temperatura maxima de 360 °C, por lo que se puede afirmar
gue todas las muestras de biodiesel estudiadas cumplen con lo especificado en la normativa
americana. Por tanto, se puede concluir que, como el final de la vaporizacién no ocurre a una
temperatura inferior a 360 °C, los componentes menos volatiles del biodiesel se deben quemar
adecuadamente en el interior de la cdmara de combustién, por lo que no habria peligro de

formacidn de carbonilla en ella, de acuerdo con Lapuerta et al. (2008).
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VI.2.2.7 indice de cetano

En general, el diésel de petréleo es de mejor calidad cuanto menor sea el retraso
durante el encendido del combustible en el interior de la cdmara de combustion, es decir, el
tiempo que transcurre entre la inyeccion del combustible en el cilindro y la ignicion del mismo
(Murugesan et al., 2009). En este caso, se dice que el combustible tiene una buena facilidad de
ignicion cuando es comprimido en presencia de oxigeno. Para ello, es necesario que éste
presente una estructura quimica favorable a la autoinflamacién, caracteristica que se expresa
mediante el indice o numero de cetano (NC), que se define como el porcentaje, en volumen,
de cetano que contiene una mezcla de a-metil-naftaleno y cetano que presenta el mismo
retardo a la ignicidon que el combustible ensayado (Lapuerta et al., 2009), ya que para evaluar
la capacidad de ignicién de un combustible, se compara éste con un combustible de referencia
(mezcla de n-cetano (NC=100) con a-metil-naftaleno (NC=0)) en un motor CFR (Cooperative

Fuel Research) normalizado.

El indice de cetano afecta a varios parametros relacionados con el rendimiento del
motor, como la estabilidad, manejabilidad, expulsién de humo, ruido, emisiones de mondxido
de carbono y de oéxidos de nitrégeno, al mismo tiempo que se reduce la emisiéon de
hidrocarburos que no han sido quemados durante la combustidon (Encinar et al., 2007;
Predojevic, 2008; Ramos et al., 2009; Sarin et al., 2010). En general, a mayor indice de cetano,
mas inflamable serd el combustible (Rashid et al., 2009; Smith et al., 2010).

Un indice de cetano relativamente elevado, entre 51 y 70, facilita la calidad de la
combustidn, lo que se refleja en la mejora de las propiedades de arranque del motor en frio,
reduccién del consumo de combustible, minimizacién de las emisiones de humo en los gases
de escape, reducciéon del ruido y mayor durabilidad del motor (Meher et al., 2006b; Ramadhas
et al., 2006; Saydut et al., 2008), aunque un combustible con un indice de cetano muy elevado
(entre 80 y 90) arderia lentamente, con el consiguiente aumento de la presidon y una
considerable post-combustién. Por el contrario, un bajo indice de cetano, generalmente,
valores inferiores a 45, origina una mayor cantidad de depdsitos de carbdn en el motor, asi

como un mayor desgaste de los pistones.

Tanto la norma UNE-EN 14214:2009 como la ASTM D6751-09 especifican los métodos
para determinar los nimeros de cetano, empleando un motor de cetano modificado (Knothe,
2006). A nivel practico, el ICC se determina a partir de una expresidn que relaciona los puntos
de destilado y la densidad de las muestras de biodiesel, como se describe en la seccidn 11.4.3. En
la Figura VI.12 se muestran los resultados obtenidos para este parametro en las muestras de

biodiesel estudiadas.
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Figura VI.12.- indice de cetano calculado (media * desviacién estandar, n=2)
de las muestras de biodiesel estudiadas.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de los aceites sin usar presentan valores
del indice de cetano comprendidos entre 54,7 y 58,9, mientras que las procedentes de aceite
de fritura presentaron valores comprendidos entre 53,6 y 58,4, y las muestras de biodiesel
BAOGF y BAOGMF valores muy similares entre si (55,4 y 56,1). En general, los resultados
obtenidos estdn en concordancia con los definidos por varios autores para muestras de
biodiesel de similar naturaleza (Knothe, 2006; Encinar et al., 2005, 2007; Agarwal, 2007;
Demirbas, 2008, 2009; Park et al., 2008; Saydut et al., 2008; Enweremadu et al., 2009; Helwani
et al., 2009; Leung et al., 2010; Sarin et al., 2010; Thanh et al., 2010). La mayor diferencia
observada entre las muestras de biodiesel procedente de aceite sin usar y de fritura se
encuentra para el biodiesel de aceite de colza, sin seguir ningln patron con la materia prima o

con el proceso de fritura

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece que el indice de cetano de las
muestras de biodiesel debe ser superior a 51, que es el limite minimo, mientras que la norma
americana ASTM D6751-09 establece un limite minimo, para este parametro, de 47. Teniendo
en cuenta esto se puede afirmar que todas las muestras de biodiesel obtenidas cumplen
ampliamente con lo especificado en las mencionadas normativas, como se observa en la Figura

VI.12.
VI1.2.2.8 Punto de obstruccion de filtro en frio

El punto de obstruccién de filtro en frio (POFF), expresado en °C, es un parametro
relacionado con la operatividad y rendimiento del biodiesel a bajas temperaturas. Se define
como la temperatura mas elevada a la que un volumen dado de combustible deja de fluir
correctamente por un equipo estandar de filtracién en un tiempo determinado, después de
haber sido enfriado en condiciones normalizadas, como se describe en la seccion 111.4.3. De

esta forma, se indica la temperatura por debajo de la cual los compuestos parafinicos u otros
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compuestos presentes en el biodiesel pueden impedir su flujo a través de los filtros de
combustible, al congelarse, provocando la obstruccidn de los mismos e incluso ser tan espeso

que no se pueda bombear hasta el motor (Tang et al., 2008).

El POFF depende del nimero de insaturaciones de la materia prima con la que se
elabora el biodiesel, de forma que un valor de POFF bajo puede provocar que el biodiesel no
circule adecuadamente por las tuberias, afectando al rendimiento de los inyectores y las
bombas. A mayor proporcién de dobles enlaces, mejor serda el comportamiento a bajas
temperaturas de los FAMEs (Enweremadu et al., 2009). Los valores de este parametro se
mejoran con la incorporacién de aditivos en zonas geograficas muy frias. Por lo tanto, el POFF
se ve notablemente influenciado por la composicién del combustible, fundamentalmente por
el porcentaje de parafinas, y puede verse alterado cuando el combustible sufre calentamientos
y enfriamientos o al almacenarse de forma prolongada en el tiempo. En la Tabla VI.11 se
recogen los resultados obtenidos para el punto de obstrucciéon de filtro en frio de las muestras
de biodiesel estudiadas.

Tabla VI.11.- Punto de obstruccidn de filtro en frio, en °C (media * desviacion estandar, n=2), de las
muestras de biodiesel estudiadas.

Punto de obstruccion de filtro en frio

Biodiesel (°C)
BAOL -10,3+0,2
BAOF -9,210,1
BAGL -8,610,1
BAGF -7,7+0,2
BASL -8,310,3
BASF -9,5%0,1
BACL -17,1+0,3
BACF -15,2+0,2
BAML -8,310,3
BAMF -8,7+0,1
BASGL -7,6+0,3
BASGF -7,9%0,3

BAOGF -9,8+0,4

BAOGMF -9,4+0,3

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites sin usar
presentan valores de POFF comprendidos entre -7,6 y -17,1 °C, mientras que las procedentes
de aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre -7,9 y -15,2 °C. De forma similar,
se observa que las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores similares entre
si (-9,4y-9,8 °C).

El valor de este parametro depende del clima, de la regién y de la estacién del afio. La

norma europea UNE-EN 14214:2009 no especifica ningln valor para este pardmetro, ya que
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depende del clima en el que se vaya a emplear como combustible. En Espania, el limite maximo
de POFF en verano (desde el 1 de abril hasta el 30 de septiembre) se establece en 0 °C,
mientras que en invierno (desde el 1 de octubre hasta el 31 de marzo) su valor estimado en la
normativa es de -10 °C. Existe una excepcién para las Islas Canarias, donde se considera que el
biodiesel tiene que ser considerado de calidad “Verano” durante todo el afio (Landa, 2006). De
esta forma, se considera un valor minimo de POFF de 0 °C, por lo que las muestras de biodiesel
estudiadas, tanto procedentes de aceite sin usar como de fritura, cumplirian con este criterio,

al menos para las Islas Canarias.

A la vista de los resultados indicados en la Tabla VI.11 y segun los valores maximos
recogidos en la Tabla VI.3, todos los biocombustibles obtenidos pueden ser utilizados en zonas
calidas, clasificados como minimo de grado C vy, ademas el BAOL de grado D y el BACL y BACF
de grado E.

VI.2.2.9 Punto de inflamacién o ignicion

El punto de inflamacidn o ignicidn o flash point de un combustible liquido, expresado
en °C, indica la temperatura mas baja del mismo a la que la aplicacidn de una llama provoca la
inflamacién de los vapores emitidos por el combustible, con propagacién de la llama sobre
toda la superficie del liquido, bajo las condiciones de ensayo especificadas. Por tanto, se define
como la temperatura minima a la que los vapores producidos en el calentamiento controlado
de un combustible liquido, mezclados con el oxigeno del aire, se inflaman al ponerlos en

contacto con una llama piloto, de forma y tamafio especificado.

El punto de inflamacion de un biodiesel permite valorar el riesgo de inflamabilidad de
una sustancia y, en la actualidad, es uno de los parametros que se contemplan en la
informacién recogida en la ficha de seguridad de los combustibles, de forma que un valor
elevado permite su empleo de forma segura. En general, el biodiesel presenta un mayor valor
del punto de inflamacién que los combustibles diésel, lo que proporciona una mayor seguridad
desde el punto de vista del transporte, manipulacidon y almacenamiento, debido a su menor
volatilidad y riesgo de explosiones e incendios (Ma et al., 1999; Zhang et al., 2003a; Felizardo
et al., 2006; Enweremadu et al., 2009; Knothe, 2010, Saloua et al., 2010).

Ademds, una clara disminucidn del punto de inflamaciéon puede informar acerca de
su posible contaminacion con otros productos mas ligeros. De esta forma, cuando un biodiesel
presenta valores bajos del punto de inflamacidn puede ser debido al empleo de un exceso de
metanol durante la transesterificaciéon, por lo que este pardmetro permite conocer si la
reaccion se ha producido en condiciones dptimas, aunque por lo general, su presencia no
afecta al rendimiento del motor (Ramadhas et al., 2005; Rashid et al., 2009; Hingu et al., 2010).
En la Tabla VI.12 se muestran los resultados obtenidos para el punto de inflamacién, segun el

procedimiento descrito en la seccidn 111.4.3, de las muestras de biodiesel obtenidas.
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Tabla VI.12.- Punto de inflamacidn, en °C, (media + desviacidén estandar, n=2),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

L. Punto de inflamacion
Biodiesel

(°Q)

BAOL 188,5+0,2
BAOF 188,9+0,3
BAGL 188,4+0,2
BAGF 186,6 £0,1
BASL 180,5+0,4
BASF 188,1+0,1
BACL 181,2+0,2
BACF 189,2+0,4
BAML 188,3+0,3
BAMF 190,1+0,1
BASGL 184,4+0,1
BASGF 185,2+0,2
BAOGF 189,2+0,3
BAOGMF 188,3+0,3

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceites sin usar presentan valores del
indice de inflamacién comprendidos entre 180,5 y 188,5 °C, mientras que las procedentes de
aceites de fritura presentaron valores comprendidos entre 185,2 y 190,1 °C. Se observa que las
muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores muy similares entre si (189,2 y
188,3 °C). Los valores obtenidos para el indice de inflamacién estan en concordancia con los
definidos por varios autores para muestras de biodiesel similares (Zhang et al., 2003a; Encinar
et al., 2005, 2007; Felizardo et al., 2006; Demirbas, 2008; Helwani et al., 2009; Atadashi et al.,
2010; Sarin et al., 2010; Singh et al., 2010; Thanh et al., 2010).

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece que el punto de inflamacién del
biodiesel debe ser superior a 101 °C (limite minimo), mientras que la norma americana ASTM
D6751-09 especifica un valor minimo para este pardmetro de 130 °C. Por lo tanto, todos los
biodiesel obtenidos presentan valores de este pardmetro entorno a los 180-190 °C y, por
tanto, cumplen con lo establecido en ambas normativas, como se puede apreciar en la Tabla
VI.12.

VI1.2.2.10 Contenido en azufre

El contenido en azufre, expresado en pg g, es un parametro de gran interés desde el
punto de vista medioambiental, ya que la presencia de azufre en los combustibles produce un
aumento del material particulado, al mismo tiempo que, durante la combustién, genera la
formacién de éxidos de azufre (SO,), que son liberados a la atmédsfera, siendo uno de los

principales causantes de la lluvia acida.
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Por otro lado, el contenido en azufre del biodiesel contribuye al desgaste del motory a
la aparicion de depdsitos, que varian considerablemente en importancia dependiendo, en gran
medida, de las condiciones de funcionamiento del mismo. Ademas, la presencia de azufre
contribuye a la disminucidn de la duracién de los convertidores cataliticos presentes en los
motores. Se ha comprobado que el uso de diésel con un bajo contenido en azufre presenta
problemas de lubricidad en el sistema de suministro de combustible, que desaparecen al
emplear biodiesel como combustible, debido a la mayor lubricidad de éste, lo cual incrementa
la vida util de los motores (Joshua, 2000). En general, como se ha indicado con anterioridad, el
contenido en azufre del biodiesel es bajo, por lo que las emisiones de SO, se reducen con
respecto a las del diésel convencional. Asimismo, la emisién de particulas de azufre es inferior

porque, en general, el contenido en azufre de los aceites procede de las proteinas.

En cambio, los aceites de fritura derivados de alimentos vegetales o animales pueden
contener cantidades apreciables de azufre, por lo que su determinacién es un factor
importante. Por lo tanto, el contenido en azufre es uno de los pardmetros que mas diferencia
al biodiesel obtenido a partir de aceites sin usar del producido a partir de aceite de fritura,
siendo esta diferencia atribuida al azufre mineral que se encuentra en los alimentos ricos en
proteinas y que se transfiere al aceite durante el proceso de fritura (Demirbas, 2009). La
presencia de azufre en el biodiesel puede deberse, por ejemplo, a los fosfolipidos presentes en
todos los aceites o a los glucosinolatos contenidos en el aceite de colza (Knothe, 2006; Rashid
et al., 2008). Los resultados obtenidos para el contenido en azufre de las muestras de

biodiesel, medidos segun lo expuesto en la seccidn I11.4.3, se recogen en la Figura VI.13.
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Figura VI.13.- Contenido en azufre, en pg g'1 (media + desviacion estandar, n=3),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites sin usar
presentan contenidos en azufre comprendidos entre 0,4 y 1,3 pg g, mientras que las

procedentes de aceites de fritura presentaron valores comprendidos entre 2,3y 3,8 pg g,
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obteniéndose los mayores contenidos en azufre para las muestras de biodiesel BAOGF vy
BAOGMF, con 4,1y 5,3 ug g de S, respectivamente. Los contenidos en azufre obtenidos son
similares a los encontrados por varios autores para muestras de biodiesel de naturaleza similar
(Peng et al., 2008; Rashid et al., 2008; Chen et al., 2009; Demirbas, 2009; Lin et al., 2009, 2010;
Moser et al., 2009, 2010). Como era de esperar, se observa que las muestras de biodiesel
procedentes de aceite de fritura presentan contenidos en azufre mas elevados que las
muestras de biodiesel procedentes de aceites sin usar. Se puede afirmar, por tanto, que los
procesos de fritura contribuyen al aumento del contenido en azufre, debido a la absorcién del

azufre presente en los alimentos por parte de los aceites.

Seglin la normativa europea (UNE-EN 14214:2009), el contenido en azufre del
biodiesel se limita a una concentracién maxima de 10 pg g', mientras que la normativa
americana (ASTM D5453-09) distingue entre dos tipos de azufre, el de grado S15 y el de grado
$500, cuyos limites maximos son de 15y 50 pg g, respectivamente, por lo que la normativa
europea es, en la actualidad, mas restrictiva que la americana, con objeto de disminuir
drasticamente las emisiones de SO,. Las muestras de biodiesel estudiadas cumplen con el
limite establecido en la norma europea (Figura VI.13), ya que todas las muestras, incluidas las
obtenidas a partir de aceites procedentes de procesos de fritura, presentan contenidos en

azufre inferiores a 5,5 g g ™.
VI.2.2.11 Contenido en cenizas sulfatadas

Los materiales que pueden formar cenizas en el interior de los motores pueden estar

presentes en el biodiesel generalmente bajo tres formas:

1. Sdlidos abrasivos (contaminantes inorganicos)
2. Jabones metalicos solubles
3. Restos de catalizador que no reaccionaron y que no fueron eliminados en las

etapas de lavado del biodiesel

Los contenidos elevados en cenizas sulfatadas en el biodiesel puede provocar la
formacidn de depdsitos en la cdmara de combustidn de los motores. Los sélidos abrasivos y los
catalizadores no eliminados pueden afectar a los inyectores, filtros y bomba de inyeccion del
combustible, generando el desgaste de los pistones y formando depdsitos en el motor. Los
jabones metalicos solubles tienen poco efecto sobre dicho desgaste, aunque pueden afectar a
las uniones del motor y a sus empaquetaduras, contribuyendo al taponamiento de los filtros.
Por lo tanto, el contenido en cenizas sulfatadas es otra de las especificaciones que debe
cumplir un biodiesel para poder ser utilizado en los motores, siendo su principal causa la
presencia de restos de catalizador residual en el biodiesel. Los catalizadores alcalinos pueden
producir elevados niveles de cenizas incombustibles, y los catalizadores acidos atacan a las
partes metdlicas del motor, por lo que deben ser siempre eliminados del biodiesel (mediante

procesos de lavado con agua acidulada) cuando la reaccién es incompleta (Enweremadu et al.,
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2009). Otra causa de la formacidn de cenizas sulfatadas en el biodiesel es la contaminacion de
las muestras de aceite de partida con contaminantes inorganicos, procedentes de los procesos

de fritura de los alimentos (Fernando et al., 2007).

En la Figura VI. 14 se muestran los resultados obtenidos para el contenido en cenizas

sulfatadas de las muestras de biodiesel estudiadas, como se describe en la seccidn 111.4.3.
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Figura VI.14.- Contenido en cenizas sulfatadas, en % (m/m) (media * desviacidn estandar, n=2), de las
muestras de biodiesel estudiadas.

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceites sin usar presentan contenidos
en cenizas sulfatadas comprendidos entre 0,010 y 0,013 % (m/m), mientras que las
procedentes de aceites de fritura presentaron contenidos comprendidos entre 0,012 vy
0,017 % (m/m). De igual forma, se observa que las muestras de biodiesel procedentes de
aceite de fritura que son mezclas de diferentes tipos de aceites (BAOGF y BAOGMF)
presentaron valores similares entre si (0,017 y 0,016 % (m/m)). Aunque este parametro no ha
sido muy estudiado en la bibliografia, los valores obtenidos son similares a los encontrados por
algunos autores (Canakci et al., 2009; Sarin et al., 2009; Thanh et al., 2010).

Tanto la norma europea UNE-EN 14214:2009 como la americana ASTM D6751-09
establecen un contenido maximo en cenizas sulfatadas del biodiesel de 0,02 % (m/m), por lo
gue se observa que todas las muestras de biodiesel estudiadas (Figura VI.14) cumplen con lo
especificado en ambas normas, ya que todos los contenidos en cenizas sulfatadas encontrados
son inferiores a dicho valor, aunque los procedentes de aceites de fritura son ligeramente

superiores.
VI1.2.2.12 Residuo carbonoso Conradson

El residuo carbonoso es el residuo completo que se obtiene después de la evaporacion
y pirdlisis de las muestras de biodiesel, por lo que es una medida de la tendencia del

biocombustible a formar depdsitos de carbono, los cuales favorecen la corrosion de los
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motores y pueden originar el bloqueo de los filtros y del inyector del combustible. Los dos
métodos mds extendidos para la determinacién del residuo carbonoso son Conradson (RCC) y
Ramsbotton (RCR).

El residuo carbonoso Conradson es un excelente indicador de la calidad de un
biodiesel, ya que guarda una estrecha relaciéon con el contenido en triglicéridos que no han
reaccionado durante la reaccidn de transesterificacién, asi como con el contenido en FFA,
jabones, polimeros, restos de catalizador y otras impurezas inorganicas presentes en el aceite
de procedencia (Monteiro et al., 2008; Enweremadu et al., 2009; Murugesan et al., 2009), por
lo que su determinacion es especialmente necesaria en el biodiesel procedente de aceites
vegetales de fritura (Adebanjo et al., 2007). Ademads, este parametro también se ve
influenciado por elevadas concentraciones de FAMEs poli-insaturados (Mittelbach et al., 1999),
siendo por tanto un indicativo de la presencia de FAMEs con dos o mas insaturaciones y que,
por tanto, son mas susceptibles a la oxidacion durante el almacenaje, manipulacién y posterior

utilizacidon del biodiesel.

La presencia de productos, como dimeros y trimeros, formados durante el proceso de
fritura tienen un efecto negativo sobre las caracteristicas de un biodiesel procedente de estos
aceites (Meher et al., 2006b; Adebanjo et al., 2007). El residuo carbonoso provoca la corrosion
de las boquillas, pistones y cdmara de combustidn, por lo que, con objeto de evitar el desgaste
y la corrosion de las partes metalicas del motor, el biodiesel debe tener el minimo valor posible
(Phan et al., 2008). El valor de RCC es mas importante en el biodiesel que en el diésel, ya que
los depdsitos carbonosos que se forman en la combustion del biodiesel son mds severos,
debido a su materia prima y al proceso de produccién. En la Tabla VI.13 se muestran los
resultados obtenidos para el residuo carbonoso Conradson de las muestras de biodiesel

estudiadas, segun lo descrito en la seccion 111.4.3.
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Tabla VI.13.- Residuo carbonoso Conradson, en % (m/m) (media * desviacidn estandar, n=2),
de las muestras de biodiesel estudiadas.

- Residuo carbonoso Conradson
Biodiesel

(% m/m)

BAOL 0,02 +0,01
BAOF 0,03 +0,02
BAGL 0,01 +0,02
BAGF 0,02 +0,01
BASL 0,02 + 0,02
BASF 0,01+0,01
BACL 0,03 +0,02
BACF 0,04 + 0,04
BAML 0,01 +0,03
BAMF 0,03 +0,02
BASGL 0,02 +0,01
BASGF 0,03+0,01
BAOGF 0,03 +0,02
BAOGMF 0,04 + 0,02

Las muestras de biodiesel obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites sin usar
presentan valores de RCC comprendidos entre 0,01 y 0,03 % (m/m), mientras que las
procedentes de aceite de fritura presentaron valores comprendidos entre 0,02 y 0,04 % (m/m)
y las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores similares entre si (0,03 y
0,04 % (m/m), respectivamente). Los valores obtenidos para el RCC se encuentran
comprendidos dentro del intervalo definido por varios autores para muestras de biodiesel
procedentes de estos tipos de aceites (Mittelbach et al., 2001, 2003; Ramadhas et al., 2004;
Encinar et al., 2007; Fernando et al., 2007; Chen et al., 2009; Leung et al., 2010; Lin et al.,
2010). En la Tabla VI.13 se observa que, como era de esperar, las muestras de biodiesel
procedentes de aceite de fritura presentan valores de RCC ligeramente superiores, aunque no
significativos, a los de las muestras de biodiesel procedentes de aceites sin usar. Los valores de
RCC obtenidos muestran la eficiencia del proceso de deshidratacion con MgS0, y filtracion al
que han sido sometidas las muestras de aceite, puesto que se han eliminado la mayor parte de
los productos que pueden provocar la presencia de mayores contenidos de residuos
carbonosos, al mismo tiempo que se han eliminado muchas de las impurezas presentes en el

aceite de fritura original.

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece un limite maximo para el RCC del
biodiesel de 0,30 % (m/m), mientras que la normativa americana ASTM D6751-09 especifica un
limite maximo de 0,05 % (m/m). Por lo tanto, todas las muestras de biodiesel estudiadas,
cumplen con lo especificado en ambas normativas, incluso con la americana, que es mas

restrictiva, ya que todos los valores de RCC encontrados son inferiores a 0,04 % (m/m), siendo
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muy inferiores a lo establecido en la norma europea y muy préximos a los permitidos por la

norma americana.
VI1.2.2.13 Corrosion a la tira de cobre

La corrosién a la tira de cobre es una medida de la existencia en el sistema de
compuestos corrosivos o acidos, los cuales pueden atacar al cobre o a sus aleaciones (latén,
bronce). Por lo tanto, este pardmetro es muy importante desde el punto de vista de la
compatibilidad del combustible con los componentes metdlicos del motor. Por tanto, cabe
destacar que, aunque el biodiesel no cause la corrosién de las partes metalicas, el contacto
prolongado con estos metales podria provocar la degradacion del biocombustible, provocando

la formacidn de depdsitos en los tanques de almacenamiento.

La tendencia de una muestra de un biocombustible a provocar la corrosion de las

partes metalicas del motor o tanque de almacenamiento se determina por medio de un
ensayo normalizado (normas UNE-EN ISO 2160:1999 y ASTM D130-04). En el biodiesel, la
corrosion puede ser inducida por acidos o algunos componentes sulfurosos, de modo que este
parametro esta relacionado con el indice de acidez, asi como con el contenido en agua. En la
practica, es improbable que las muestras de biodiesel puedan dar lugar a un resultado de
corrosion a la tira de cobre superiores a la Clase 1, establecido por las normas (Mittelbach et

al., 2004).

Los resultados obtenidos para la corrosién a la tira de cobre de las muestras de
biodiesel estudiadas, tanto procedentes de aceite sin usar como de fritura, tras la comparacion
visual con la placa de cobre patrén de corrosién, mostraron que todas ellas pertenecen a la
Clase 1a, es decir, a la clase en la que practicamente no se producen procesos de corrosién, lo
que esta en concordancia con lo establecido por varios autores para muestras de biodiesel de
naturaleza similar (Karaosmanoglu et al., 1996; Kalligeros et al., 2003; Pereira et al., 2007,
Fontaras et al., 2009; Rashid et al., 2009; Canoira et al., 2010; Lim et al., 2010).

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece que el biodiesel debe pertenecer a la
Clase 1, mientras que la americana ASTM D6751-09 especifica que debe pertenecer a la Clase 3
(mayor nivel de corrosién), por lo que es menos restrictiva. Por lo tanto, se puede afirmar que

todas las muestras obtenidas cumplen con la normativa especifica para el biodiesel.
VI.2.2.14 indice de peréxidos y estabilidad a la oxidacién

Cuando el biodiesel entra en contacto con el aire y la humedad ambiental durante su
almacenamiento y distribucion, puede sufrir alteraciones en sus caracteristicas organolépticas
y en su composicién quimica, de forma analoga a los aceites. Es interesante que el biodiesel
llegue al consumidor final con las caracteristicas analiticas adecuadas, sin haber sufrido
procesos de degradacion. Por lo tanto, los aceites con elevado contenido de insaturaciones

pueden ser modificados genéticamente para reducir el nimero de dobles enlaces. Un ejemplo
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es el aceite de girasol con alto contenido oleico, que al presentar un menor nimero de

insaturaciones, genera un biodiesel mucho mas estable (Garcia Camus et al., 2007).

Como se ha indicado con anterioridad, la inestabilidad de un combustible se debe
principalmente a la oxidacién de los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados cuando
éstos entra en contacto con el aire, lo que origina la formacién de peréxidos o hidroperdxidos,
que son inestables y se polimerizan y descomponen facilmente, dando lugar a la formacion de
compuestos de cadena carbonada mas corta como aldehidos, cetonas, alcoholes y &cidos
grasos de menor masa molecular, o bien reaccionan con otros acidos grasos formando dimeros
y trimeros de mayor masa molecular (McCormick et al., 2007), que pueden provocar la
formacidn de particulas y gomas solubles originando problemas de obturacidon de los filtros del
sistema de inyeccién del combustible, e insolubles, que pueden actuar formando depdsitos en

la cabeza del inyector y causando fallos en las boquillas de los inyectores.

Ademas, la presencia de hidropéroxidos y el aumento de la acidez, provocados por la
oxidacion, pueden originar la corrosidon de los componentes metalicos del motor, atacar a los
elastdmeros (material de algunos manguitos) e inducir la polimerizacion de los FAMEs. Por
todo esto, y debido a las caracteristicas quimicas de estos productos, es necesario asegurar la
estabilidad del biodiesel durante el periodo de almacenamiento, para evitar el deterioro que,
posiblemente, conduciria a una pérdida de las propiedades que permiten su empleo en
motores diésel convencionales. Por ello, resulta especialmente importante evitar las

reacciones de oxidacion e hidrélisis en el biodiesel (Mittelbach et al., 2004).

El biodiesel es menos estable a la oxidacion que el diésel, debido a que los FAMEs
presentan insaturaciones y oxigeno en sus moléculas, por lo que su vida util es limitada. El
grado de oxidacién de los compuestos grasos depende del nimero de dobles enlace y de su

posicién en la cadena carbonada (Song et al., 2006).

Los recipientes de acero o aluminio son los idéneos para el almacenamiento del
biodiesel, puesto que no afectan negativamente a su estabilidad. Sin embargo, el empleo de
recipientes que contengan cobre, cinc, plomo o combinaciones de estos metales, afecta de
manera muy negativa a la estabilidad, ya que originan gran cantidad de sedimentos. Por
consiguiente, el problema del almacenamiento se ve agravado por las condiciones del mismo,
que incluyen el contacto con el aire y/o con la luz, una temperatura superior a la ambiente, y la
presencia de materiales contaminantes con efecto catalitico que provocan la oxidacién del
biodiesel (Knothe, 2007). Con objeto de evitar lo maximo posible este fenémeno durante el
tiempo de almacenamiento, es recomendable conservar el biodiesel en ausencia de aire, a una

temperatura inferior a 30 °Cy en recipientes de acero templado, libre de dxidos.

Los resultados obtenidos para el indice de perodxidos y la estabilidad a la oxidacién de
las muestras de biodiesel obtenidas mediante catdlisis homogénea alcalina a partir de
diferentes tipos de aceites, medidos segun lo expuesto en la seccidn 111.4.3, se recogen en la
Tabla VI.14.
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Tabla VI.14.- indice de peréxidos, en meq O, kg'l (media + desviacion estandar, n=3),
y estabilidad a la oxidacidn, en horas, de las muestras de biodiesel estudiadas.

indice de peréxidos  Estabilidad a la oxidacién

Biodiesel (megq O, kg™) (h)
BAOL 9,75+0,19 14,1
BAOF 25,05+0,21 14,6
BAGL 5,14 +0,12 5,4
BAGF 22,27 £0,14 5,8
BASL 5,25+0,11 51
BASF 14,58 + 0,13 5,8
BACL 24,54 +0,14 6,9
BACF 34,04 + 0,20 7,2
BAML 9,78 £0,12 53
BAMF 26,56 £ 0,17 5,9
BASGL 5,18+0,14 4,9
BASGF 23,73+ 0,25 5,7

BAOGF 33,91+0,15 15,2

BAOGMF 35,41+0,29 16,4

Las muestras de biodiesel procedentes de aceites sin usar presentan indices de
peroxidos comprendidos entre 5,14 y 9,75 meq O, kg”, mientras que las procedentes de
aceites de fritura presentaron valores muy superiores, comprendidos entre 14,58 vy
34,04 meq O, kg’. Las muestras de biodiesel BAOGF y BAOGMF presentan valores muy
similares entre si (33,91 y 34,41 meq O, kg™), como ocurrié para los pardmetros estudiados
anteriormente. Los valores de indice de perdxidos obtenidos para este tipo de muestras estan
en concordancia con los descritos por otros autores (Tomasevic et al., 2003; Cvengros et al.,
2004; Olivera et al., 2006b; Zheng et al., 2006; Bouaid et al., 2009; Enweremadu et al., 2009;
Pinzi et al., 2009; Berrios et al., 2010; Cerchiara et al., 2010). Como se observa en la Tabla
VI1.14, los valores de indice de perodxidos de las muestras de biodiesel son ligeramente
superiores a los obtenidos para las muestras de aceite (Figura VI.3), ya que se puede producir
la autooxidacién de las muestras de aceite antes y durante la reaccion de transesterificacion,
debido a que durante el tiempo que transcurre entre que las muestras de aceite se reciben en
el laboratorio y se emplean para la obtenciéon del biodiesel, las muestras pueden experimentar
procesos de oxidacién al estar en contacto con el aire. Este hecho se observa tanto para las

muestras de aceite sin usar como para las procedentes de procesos de fritura.

Aunque el indice de perdxidos no esta especificado en la norma UNE-EN 14214:2009,
este parametro influye en el indice de cetano (Dunn, 2005a, 2005b; Bouadid et al., 2007), de
forma que un aumento considerable en el valor del indice de perdxidos, provocaria un
aumento en el indice de cetano, con lo que se mejorarian las condiciones de ignicion del
biodiesel en la cdmara de combustion pero, por otro lado, se presentarian problemas con

ciertos plasticos presentes en las conducciones del biocombustible, ya que los elastomeros se
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degradan a elevadas temperaturas. Ademads, un indice de peréxidos elevado es indicativo de
un alto grado de oxidacién del biodiesel, lo que pone de manifiesto la relacion entre ambos

parametros.

Como se aprecia en la Tabla VI.14, las muestras de biodiesel obtenidas a partir de
aceites sin usar presentan valores de la estabilidad a la oxidacién comprendidos entre 4,9 y
14,1 horas, mientras que las procedentes de aceite de fritura presentaron valores
comprendidos entre 5,7 y 14,6 horas, siendo las muestras BAOGF y BAOGMF las que
presentaron los valores mas elevados (15,2 y 16,4 horas, respectivamente). Los valores
obtenidos para la estabilidad a la oxidacién estan en concordancia con los encontrados por
varios autores para muestras de biodiesel procedentes de aceites similares, en los que no se
han empleado antioxidantes (Mittelbach et al., 2001; Knothe, 2005; Polavka et al., 2005; Park
et al., 2008; Ramos et al., 2009; Xin et al., 2009; Jain et al., 2010; Melero et al., 2010; Moser et
al., 2010; Sarin et al., 2010).

La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece un limite minimo para la estabilidad
a la oxidacién del biodiesel de 6 horas, mientras que la norma americana ASTM D6751-09 es
menos restrictiva, ya que especifica un limite minimo de 3 horas. Por lo tanto, todas las
muestras de biodiesel estudiadas cumplirian con lo especificado en la norma americana,
mientras que las muestras de biodiesel BAGL, BAGF, BASL, BASF, BAML, BAMF, BASGL y BASGF,
no cumplirian con la normativa europea, ya que estas muestras presentan valores del periodo
de induccidn inferior a las 6 horas. En estos casos, serd necesario el empleo de antioxidantes,
sintéticos o naturales, para la conservacion del biodiesel durante la fase de almacenamiento,
entre 6 y 10 meses, previa a su comercializacién. No se aprecia una relacion directa entre los
biodiesel procedentes de aceites sin usar y los de fritura, posiblemente por haber sido

sometidos a un proceso de deshidratacién con MgSO,.

El biodiesel obtenido a partir de aceite de oliva sin usar y de fritura o mezclas de aceite
de oliva-girasol y oliva-girasol-maiz de fritura presentan los valores mas elevados del periodo
de induccién (entre 14 y 16 horas), muy superiores al valor minimo exigido por la norma, por lo
presentan una mayor estabilidad a la oxidacion que el resto de muestras de biodiesel
estudiadas. Este hecho se debe a que estas muestras presentan elevados contenidos de acidos
grasos saturados, principalmente de acido estearico (C18:0). Ademads, es importante sefialar
que el aceite de oliva presenta entre un 90 y un 95 % de a-tocoferol, que es un antioxidante
natural capaz de evitar la autooxidacién del aceite de oliva (Escuderos et al., 2009) El resto de
muestras de biodiesel estudiadas presentan mayores contenidos de 4cidos grasos insaturados,
lo que hace que su estabilidad a la oxidacidn sea inferior. Los aceites que se han empleado
para la obtencidn de estas muestras de biodiesel también presentan a-tocoferol, aunque en
menor proporcion, por lo que su presencia no contribuye significativamente en la estabilidad a

la oxidacion del biodiesel.
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V1.3 Conclusiones
Del estudio realizado se pueden destacar las siguientes conclusiones:

@ Un tratamiento de deshidratacion con MgSO, seguido de la filtracién del aceite
permite disminuir el indice de acidez de estos aceites y el contenido en agua, permitiendo la
utilizacion de catalisis homogénea alcalina en la reaccion de transesterificaciéon dando lugar a

biocombustibles con bajos contenidos en acidos grasos.

@ Para todos los biodiesel obtenidos se cumplen los limites establecidos en la norma
europea UNE-EN 14214:2009 de los parametros de calidad, excepto en la estabilidad oxidativa
para alguna de las muestras de biodiesel obtenidas. Este pardmetro es un valor a largo plazo y
se ve afectado principalmente por el almacenamiento del biodiesel. Por lo tanto, se hace
necesario el empleo de agentes antioxidantes para evitar la oxidacion del biodiesel a medida

que transcurre el tiempo desde su obtencion.

@ El biodiesel obtenido a partir de aceites de fritura verifica las normas anteriormente
mencionadas, por lo que se consigue eliminar un residuo altamente contaminante para el
medio ambiente a la vez que se transforma en un biocombustible util, alternativo al diésel de
petréleo que puede ser empleado en los motores de combustidn, segun las especificaciones

recogidas en la normativa europea

@ El biodiesel presenta menores contenidos de azufre y mayores valores del indice de
cetano que los combustibles diésel convencionales procedentes del petrdleo, por lo que el
empleo de biodiesel permitiria reducir las emisiones de 6xidos de azufre y mejoraria las

propiedades de ignicion en los motores de combustion.

@ Los FAMEs obtenidos a partir de distintos tipos de aceites vegetales sin usar vy
procedentes de fritura, mediante el método de produccidn optimizado en la presente Tesis
Doctoral, han demostrado ser validos para su utilizacién como combustibles en motores diésel,

ya que han verificado la mayoria de las especificaciones de la normativa europea.
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL
TIEMPO Y LA TEMPERATURA EN
LA ESTABILIDAD DEL BIODIESEL
MEDIANTE LA DETERMINACION
DEL CONTENIDO EN FAMES POR
GC-FID.
EMPLEO DE ANTIOXIDANTES




a calidad del biodiesel puede verse afectada por las condiciones de

almacenamiento, las cuales pueden alterar considerablemente la composicién

de FAMEs en el tiempo. Por lo tanto, una vez optimizado el método de
obtencién del biodiesel mediante catdlisis homogénea alcalina a partir de aceites vegetales,
tanto sin usar como procedentes de procesos de fritura, y una vez puesto a punto el método
cromatografico mediante GC-FID para la identificacion y cuantificacion de los FAMEs objeto de
estudio en la presente Tesis Doctoral, se hace necesario evaluar la estabilidad de la
concentracidn de los mismos con el tiempo. Para ello, se estudid la variacidn del porcentaje de
FAMEs en muestras de biodiesel conservadas a temperatura ambiente y a +4 °C, durante un
periodo de seis meses. Asimismo, se evaludé el empleo de varios antioxidantes sintéticos con
objeto de estudiar la estabilidad y conservacion de las muestras de biodiesel, estableciendo el

contenido en FAMEs en dichas muestras, durante tres y seis meses de almacenamiento.
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VIl.1 Antecedentes

Aunque el biodiesel es un biocombustible compatible con el medio ambiente, presenta
una serie de limitaciones para su comercializacion. Su principal problema como combustible
alternativo al diésel convencional es el periodo de tiempo que transcurre desde su produccidn
y almacenamiento hasta la distribucién al consumidor final, ya que durante estas etapas el
biodiesel puede sufrir una degradacion oxidativa con el tiempo debido, principalmente, a la
exposicion a elevadas temperaturas, al oxigeno del aire o a la presencia de materiales
extrafios, como metales, que originan un efecto catalitico sobre la oxidacion, pudiendo afectar
a la calidad final del producto (Knothe, 2007; Monteiro et al., 2008; Sarin et al., 2009).

El aceite vegetal utilizado como materia prima para la produccidon de biodiesel, suele
contener antioxidantes de origen natural, como el a-tocoferol, pero durante la etapa de
secado del biodiesel estos antioxidantes naturales son eliminados por efecto de la elevada
temperatura a la que se somete el producto de la reaccién. De esta forma, la estabilidad a la
oxidacién del biodiesel disminuye considerablemente con respecto a la de las muestras de
aceite (Sharma et al., 2008; Fernandez et al., 2010). De hecho, la resistencia a la degradacion
oxidativa durante el periodo de almacenamiento de los biocombustibles es una de las
premisas esenciales a tener en cuenta para el buen desarrollo y viabilidad futura del empleo
de los combustibles alternativos al diésel de petrdleo (Bouaid et al., 2007; Monteiro et al.,
2008).

Por este motivo, la estabilidad a la oxidacién del biodiesel ha sido una de las
cuestiones ampliamente estudiadas en los Ultimos afios, como se pone de manifiesto en el
elevado nimero de articulos publicados relacionados con el tema (Dunn, 2002, 2005a, 2005b;
Mittelbach et al., 2003; Liang et al., 2006; Bouaid et al., 2007; Knothe, 2007, 2010; McCormick
et al., 2007; Dinkov et al., 2009; Freire et al., 2009; Ramos et al., 2009; Xin et al., 2009; Barnes
et al., 2010; Jain et al., 2010; Karavalakis et al., 2010, 2011; Papadopoulos et al., 2010; Ryu,
2010; Sarin et al., 2010; Dantas et al., 2011; Kivevele et al., 2011; Meira et al., 2011).

La oxidacién de un combustible suele venir acompafiada por la formacién de gomas
solubles, que pueden originar problemas de colmatacién de los filtros del motor, asi como de
gomas insolubles, que pueden actuar formando depdsitos carbonosos en la punta del inyector,

provocando fallos en sus boquillas (Mittelbach et al., 2003; Park et al., 2008).

Ademas de la degradacién oxidativa mencionada, el biodiesel también es susceptible
de sufrir una degradacién hidrolitica, debida a la presencia de agua en su composicion.
Asimismo la presencia en el biodiesel de sustancias tales como mono vy diglicéridos, que son
productos intermedios de la reaccién de transesterificacién, o de la glicerina, que es un
producto final de la misma, puede provocar la formacién de emulsiones con el agua presente
en el biodiesel, dispersandose en forma de pequefas gotas y provocando la oxidacion del
mismo (Knothe, 2005).
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Por otro lado, el biodiesel también puede sufrir procesos de autooxidacion debido a la
presencia de insaturaciones en las cadenas de muchos de sus componentes grasos. Los dobles
enlaces son propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, las cuales dan lugar a productos
de elevado peso molecular, con el consiguiente aumento de la viscosidad. La velocidad de
oxidacién del biodiesel, principalmente de los FAMEs insaturados, depende del numero vy
posicién de los dobles enlaces en la cadena carbonilica (Dunn, 2005a). La posicién de los CH,
alilicos en las cadenas de los FAMEs lo hacen susceptibles de oxidarse, mientras que las
posiciones de los CH, bis-alilicos en los FAMEs poli-insaturados, tales como metil linoleato
(dobles enlaces en los carbonos C9 y C12, dando una posicion bis-alilica en C11) y el metil
linolenato (dobles enlaces en los carbonos C9, C12 y C15, dando dos posiciones bis-alilicas en
C11 y C14), son mas propensos a la autooxidacion que las posiciones alilicas (Knothe, 2005,
2007; Park et al., 2008; Ramos et al., 2009; Karavalakis et al., 2010).

Este hecho es un factor muy importante a tener en cuenta, ya que la gran mayoria del
biodiesel producido en la presente Tesis Doctoral contiene cantidades significativas de FAMEs
procedentes de los dacidos grasos oleico, linoleico y linolénico, que presentan una gran
influencia sobre la estabilidad a la oxidacién de los biocombustibles por la presencia de dobles
enlaces. La velocidad relativa para la oxidacion de los FAMEs C18 es: linolenato > linoleato >>
oleato, debido a que las cadenas de los acidos grasos di- y tri-insaturadas contienen las
posiciones mas reactivas para la iniciacién de la reaccidon de autooxidacion del biodiesel
(McCormick et al., 2007).

El biodiesel producido a partir de aceites vegetales, tanto sin usar como de fritura, es
mas facilmente oxidable que los combustibles derivados del petrdleo, siempre y cuando el
primero no sea tratado con antioxidantes. Existen diferentes formas de prevenir la oxidacién o,
al menos, frenar o inhibir la cinética de la reaccién, como prevenir el contacto de la materia
grasa con el aire u otros oxidantes o evitar la exposicion del biodiesel a la accién directa de la
luz o a elevadas temperaturas. Estas soluciones no son siempre viables, por lo que una
alternativa interesante para una mejor conservaciéon del biodiesel consiste en el empleo de
antioxidantes, ya que pueden alargar el periodo de induccién, hasta que el antioxidante
afiadido se agote. Por lo tanto, la adicidn de un antioxidante puede incrementar la estabilidad
del biodiesel, pero su degradacidon continua lentamente seglun transcurren los meses de

almacenamiento (Dunn, 2005a).

En general, los antioxidantes sintéticos utilizados tienen diferentes efectos sobre el
periodo de induccidn del biodiesel (que es una medida de su estabilidad a la oxidacién),
dependiendo de la materia prima empleada, pero no afectan a propiedades tan importantes
como la viscosidad, punto de obstruccién del filtro en frio, densidad, punto de inflamacién,
indice de cetano, etc. (Knothe, 2007; Dunn, 2008; Ramos et al., 2009; Atadashi et al., 2010;
Karavalakis et al.,, 2010). Estos parametros se pueden ver alterados durante el periodo de
almacenamiento debido a procesos de degradacién del biodiesel en ausencia de antioxidantes,

pero su modificacién no puede ser atribuida a su presencia. Por otra parte, algunos autores
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han sefialado que la adicién de antioxidantes a los biocombustibles permite reducir las
emisiones a la atmdsfera de oxidos de nitrogeno, por lo que su presencia contribuiria a
disminuir la emisidn de estos gases tan nocivos para el medio ambiente. En este sentido, segun
McCormick et al. (2003), el empleo de tert-butil hidroquinona (TBHQ) permite reducir las
emisiones de NO, observadas cuando se utiliza un biodiesel estabilizado con este antioxidante
mientras que, segun Hess et al. (2005), el 3-tert-butil-4-hidroxianisol (BHA) es el antioxidante
mas eficiente en una seleccién de muestras de biodiesel a las que se les afiadieron diferentes
tipos de antioxidantes sintéticos, con objeto de reducir las emisiones de NO, durante la

combustidn del biodiesel en los motores diésel.

Diversos tipos de antioxidantes han sido ampliamente estudiados y utilizados por
varios autores, empleando diferentes técnicas de analisis (Dunn, 2002, 2005a, 2009; Biostab
Project, 2003; Mittelbach et al., 2003, 2004; Liang et al., 2006; Domingos et al., 2007; Knothe,
2007; Sharma et al., 2008; Araujo et al., 2009; Xin et al., 2009; Jain et al., 2010; Ryu, 2010). Por
ejemplo, la actividad antioxidante, en términos de incrementos de la temperatura de inicio de
la oxidacidn, se ha determinado por calorimetria de barrido a presion diferencial no isotérmica
(P-DSC) (Dunn, 2005a; Freire et al., 2009), por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
(Fernandez et al., 2010; Garcia-Pérez et al., 2010) o mediante analisis termogravimétrico (TGA)
(Jain et al., 2010). Otros autores han utilizado la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) y
medio (MIR), junto con la calibracion multivariante, para monitorizar la estabilidad del
biodiesel (Bezerra de Lira et al., 2010).

Ryu (2010) estudid la estabilidad a la oxidacion de los biocombustibles y concluyé que
ésta depende del tipo y cantidad de antioxidante empleado. En este estudio, la eficacia de los
antioxidantes estudiados sobre el biodiesel seguia el siguiente orden: TBHQ (tert-butil
hidroquinona) > PG (propil galato) > BHA (3-tert-butil-4-hidroxianisol) > BHT (3,5-di-tert-butil-
4-hidroxitolueno) > a-tocoferol. EIl TBHQ es el antioxidante que ofrece mejores propiedades
para la estabilidad a la oxidacion de todas las muestras de biodiesel estudiadas. Asimismo,
observé que los antioxidantes presentan pocos efectos sobre las emisiones de los gases de

escape de un motor diésel cuando se utiliza biodiesel como combustible.

Dunn (2005a) evalud la eficacia de cinco antioxidantes (TBHQ, BHA, BHT, PG y
o-tocoferol) sobre FAMEs producidos a partir de aceite de soja y encontrd que el periodo de
conservacién de las muestras de biodiesel aumenta con la concentraciéon de antioxidante. El
antioxidante mas efectivo frente a la conservacion del biodiesel fue el TBHQ, mientras que el
PG, el BHA y el BHT fueron menos efectivos, y el a-tocoferol fue el menos eficaz, incluso a
concentraciones de hasta 5.000 mg L™. Dunn (2002) también estudié el efecto de los
antioxidantes en la estabilidad del biodiesel producido a partir del mismo tipo de aceite y, en
este caso, recomendé el uso de BHA o TBHQ, a concentraciones de hasta 3.000 mg LY y de
BHT, a concentraciones relativamente bajas (210 mg L?), para evitar la autooxidacién del

biodiesel durante el periodo de almacenamiento. El PG mostré problemas de compatibilidad
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con el biodiesel, ya que este antioxidante es relativamente poco soluble en las muestras de

biodiesel procedentes de aceite de soja.

Mittelbach et al. (2003) estudiaron la influencia de diferentes antioxidantes sintéticos
(BHT, PG, TBHQ y BHA) en la estabilidad a la oxidacién de muestras de biodiesel obtenidas a
partir de aceite de colza, girasol, fritura y sebo de vacuno. Concluyeron que la utilizaciéon de
estos antioxidantes permite un incremento en el periodo de induccién, aunque el empleo de
PG, TBHQ y BHA como conservante de los FAMEs procedentes de aceite de colza y de fritura
presentaron una mejora significativa en la estabilidad a la oxidacion, mientras que el empleo
de BHT no fue eficaz para el almacenamiento de las muestras de biodiesel, ya que su periodo

de induccién disminuyd en relacién a los otros tres antioxidantes mencionados.

Por lo tanto, el TBHQ parece ser el antioxidante mas eficaz entre los aditivos utilizados
habitualmente como inhibidores de la oxidacién del biodiesel, lo que pone de manifiesto que
los procesos primarios y secundarios de oxidacién se ven impedidos al utilizar esta sustancia
como conservante. El hecho de que los productos de oxidaciéon inmediata del TBHQ también
presenten propiedades antioxidantes, a diferencia de otros antioxidantes sintéticos de uso
comun en el campo de los biocombustibles, podria explicar su mayor eficacia. Por otro lado, es
bien conocido que el BHT es uno de los mejores antioxidantes fendlicos para la conservacion
de los hidrocarburos derivados del petrdleo utilizados como combustibles y lubricantes,
mientras que también se ha comprobado que es uno de los antioxidantes sintéticos menos
eficaces en aceites y FAMEs (Gordon et al., 1994; BIOSTAB Project, 2003; Dunn, 2005a).

Es necesario tener en cuenta que la oxidacién del biodiesel depende del tipo de
materia prima utilizada para su produccién, por lo que no todos los antioxidantes pueden
presentar las mismas propiedades para la conservacion del biodiesel obtenido a partir de
diferentes tipos de aceites (Ryu, 2010). Por lo tanto, el estudio de la composicion de los FAMEs
es uno de los parametros necesarios que debe establecerse para validar la calidad del
biocombustible obtenido, tanto con antioxidantes como sin ellos, por lo que la estabilidad a la
oxidacién de un biodiesel se podria evaluar a través del estudio de la variacién del contenido

en FAMEs con el tiempo.

VII.2 Estudio de la influencia del tiempo y la temperatura en la variacion del contenido en
FAMEs del biodiesel

Inicialmente, se evalué la variacidon con el tiempo del contenido en FAMEs en las
muestras de biodiesel obtenidas a partir de muestras de aceite, tanto sin usar como de fritura,
segun el procedimiento descrito en el Capitulo Ill, seccidon I1.4.2. Para realizar este estudio se
seleccionaron cuatro muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de girasol sin usar y de
fritura (BAGL y BAGF) y aceite de semillas sin usar y de fritura (BASL y BASF). El desarrollo del
estudio se llevd a cabo durante un periodo de seis meses, almacenando las muestras de

biodiesel a dos temperaturas: ambiente y +4 °C (nevera). Las muestras de biodiesel fueron
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almacenadas en frascos de vidrio color topacio, para evitar el contacto directo con la radiacidon
luminosa, y almacenadas en un lugar en ausencia de luz, ya que se sabe que las muestras de
biodiesel que estdn en contacto con la luz se degradan mds rdpidamente que las que se
conservan en ausencia de la misma (Bouaid et al.,, 2007). Las muestras almacenadas se
analizaron cada treinta dias mediante GC-FID para determinar el contenido de FAMEs, segln el

método cromatografico optimizado descrito en el Capitulo Ill, seccién 111.4.1.

La Tabla VII.1 recoge los contenidos iniciales de FAMEs de los biodiesel estudiados el

mismo dia en el que fueron preparados mediante la reaccion de transesterificacion.

Tabla VII.1.- Composicidn inicial, en % (media  desviacién estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de biodiesel producidas a partir de aceite de girasol y de semillas, sin usar y de fritura.

% FAMEs
BAGL BAGF BASL BASF
(C16:0) 6,70 £ 0,06 4,40+ 0,09 5,10 £0,04 9,70+0,01
(C18:0) 1,30+0,04 1,48 £0,06 2,10+0,03 1,60+ 0,05

FAMEs

(C18:1) 252+1,3 30,5+1,3 30,2+1,4 29,9+0,2
(c18:2) 64,1+1,2 66,5+ 1,1 62,1+1,2 56,9 +0,3
(C20:1) 2,2£0,4 1,10+ 0,01 - -

(C22:0) - - 0,40+0,01  1,20+0,04
%Total  99,5+1,8 99,7 +1,7 99,9 + 1,6 99,3 + 0,4

Como puede apreciarse en la Tabla VII.1, todas las muestras de biodiesel estudiadas
cumplen, inicialmente, con la normativa europea (UNE-EN 14103:2003), ya que superan el
valor minimo establecido por esta norma consistente en una concentracion minima de FAMEs
del 96,5 %.

Posteriormente, los contenidos en FAMEs fueron determinados cada 30 dias, en las
muestras de biodiesel almacenadas en frascos color topacio a temperatura ambiente y +4 °C.
Los resultados obtenidos para las muestras de biodiesel procedentes de aceite de girasol sin
usar y de fritura, conservadas a temperatura ambiente y a +4 °C, se muestran en las Figuras

VII.1y VII.2, respectivamente.
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Figura VII.1.- Variacion del contenido en FAMEs con el tiempo para la muestra BAGL almacenada a

temperatura ambiente (A) y a +4°C (B).
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Figura VII.2.- Variacién del contenido en FAMEs con el tiempo para la muestra BAGF almacenada a
temperatura ambiente (A) y a +4°C (B).
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Como puede observarse en las mencionadas figuras, tanto en las muestras de biodiesel
procedentes de aceite de girasol sin usar (Figura VII.1.A) como de fritura (Figura VII.2.A)
almacenadas a temperatura ambiente, se aprecia una disminucién del contenido en FAMEs a
partir del segundo mes de almacenamiento, lo que pone de manifiesto la influencia negativa
del almacenamiento sobre la calidad del biodiesel durante el periodo de tiempo considerado.
Sin embargo, este efecto no se aprecia, al menos de forma significativa, a la temperatura de
conservacién de +4 °C, ya que la concentracidn total de FAMEs permanece aproximadamente
estable en el periodo de tiempo estudiado, como se puede observar en las Figuras VII.1.B y

VII.2.B, lo que muestra la influencia de la temperatura de almacenamiento.

Se observa que, hasta el segundo mes de almacenamiento, la concentracidon total de
FAMEs de las muestras de BAGL y BAGF almacenadas a temperatura ambiente fueron
superiores al 96,5 %, valor minimo establecido por la norma, y a partir de este momento para
ambos biocombustibles, el contenido en FAMEs va disminuyendo paulatinamente durante el
periodo de almacenamiento, desde el segundo hasta el sexto mes, donde la concentracion
total de FAMEs es de 66,5 % y 69,2 % para el BAGL y el BAGF, respectivamente. Por lo tanto,
las muestras de biodiesel almacenadas a temperatura ambiente cumplirian con lo especificado

en la norma UNE-EN 14103:2003 sdlo hasta el segundo mes de almacenamiento.

En relacidon con las muestras conservadas a una temperatura de +4 °C, los contenidos
totales de FAMEs obtenidos, para el tercer mes de almacenamiento, fueron superiores al 96,5
% para ambos tipos de muestras, disminuyendo estos contenidos hasta el 91,7 % y 89,8 %,
para el BAGL y el BAGF respectivamente, en el sexto mes de conservacion. Por lo tanto, se
puede concluir que las muestras de biodiesel son mas estables a +4 °C que a temperatura
ambiente, ya que el almacenamiento a +4 °C permitiria la conservacidon de las muestras

durante un mes mas que a temperatura ambiente, si se tiene en cuenta la normativa europea.

En la Figura VII.3 se muestran los cromatogramas inicial y a los seis meses de
almacenamiento correspondientes a la muestra de BAGL a una temperatura de
+4 °C.
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Figura VII.3.- Cromatograma obtenido para la muestra BAGL inicial (A) y tras seis meses de
almacenamiento a +4 °C (B). (*Patrén interno, de concentracién 100 pg mL™).

En ella se observa que ambos cromatogramas (inicial y tras seis meses de
almacenamiento a +4 °C) son similares, aunque la intensidad de los picos cromatograficos
disminuye ligeramente después de seis meses de almacenamiento, lo que pone de manifiesto
una degradacidon de la muestra. Andlogos resultados se observan para la muestra BAGL
almacenada a temperatura ambiente, aunque Iégicamente la disminucion de las areas de pico

€s mayor.

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de utilizar antioxidantes con objeto

de evitar la degradacidn de las muestras de biodiesel durante un periodo de tiempo mayor.

Con respecto a las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de semillas, BASL
y BASF, los resultados obtenidos fueron muy similares a los mostrados para las muestras de
BAGL y BAGF. La concentracion total de FAMEs de la muestra BASL conservada a temperatura

ambiente es del 97,2 %, mientras que para la muestra BASF es del 96,8 %, hasta el segundo
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mes de almacenamiento. De la misma manera que ocurre con las muestras de biodiesel de
aceite de girasol, se observa que el contenido en FAMEs va disminuyendo gradualmente
durante el periodo de almacenamiento, desde el segundo hasta el sexto mes estudiado, siendo
la concentracion total de FAMEs del 64,3 % y 66,6 % para la muestra de BASL y BASF,
respectivamente. Por lo tanto, las muestras de biodiesel procedentes de aceite de semillas
almacenadas a temperatura ambiente sélo cumplirian con lo especificado en la normativa
europea hasta el segundo mes de almacenamiento. En relacidn a las muestras conservadas a
+4 °C, los contenidos totales de FAMEs obtenidos fueron del 97,3 % para BASL y del 97,8 %
para BASF conservadas durante tres meses, disminuyendo estos contenidos hasta el 89,8 % y
87,4 %, respectivamente, en el sexto mes de almacenamiento. Por lo tanto, y al igual que
ocurria con las muestras de biodiesel procedentes de aceite de girasol, la concentracién de
FAMEs parece estabilizarse al disminuir la temperatura de almacenamiento, aunque en ambos
casos las muestras sélo cumplirian con lo especificado en la normativa europea hasta el tercer

mes de almacenamiento.

A la vista de los resultados obtenidos, cabe indicar que las muestras de biodiesel
estudiadas (procedentes de aceites de girasol y de semillas) presentan un comportamiento
similar en cuanto al contenido de FAMEs durante el periodo de tiempo estudiado, lo que pone
de manifiesto que la materia prima empleada en la produccién del biodiesel no tiene
influencia en su estabilidad, ya sean conservadas a temperatura ambiente o a +4 °C. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos para el periodo de induccién o estabilidad a la
oxidacién (Capitulo VI), donde la mitad de los biodiesel obtenidos tenian un periodo de

induccién inferior a 6.
VII.3 Empleo de antioxidantes para la conservacion de las muestras de biodiesel

La adicion de un antioxidante adecuado al biodiesel permite mejorar su estabilidad a la
oxidaciéon durante el tiempo de almacenamiento desde su produccion hasta la
comercializacion final del producto, de forma que el biodiesel cumpla con las especificaciones
exigidas en la normativa europea en relacidon al contenido en FAMEs. El tratamiento con
inhibidores de la oxidacién que contienen fenoles en su estructura es el método mas
comunmente empleado para incrementar la estabilidad oxidativa del biodiesel. Las
concentraciones de antioxidantes mas frecuentemente utilizadas varian entre 100 y
1.000 mg L* (Garcia-Pérez et al, 2010). En la Tabla VII.2 se recogen los antioxidantes

estudiados, junto con sus estructuras quimicas y los acréonimos utilizados.
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Tabla VII.2.- Nombre, acrénimo y estructura quimica de los antioxidantes estudiados.

Nombre IUPAC Acrénimo Férmula quimica

3-tert-butil-4-hidroxianisol BHA

3,5-di-tert-butil-4-hidroxitolueno BHT

HO
2,4,5-trihidroxibutirofenona THBP J@\/N\/\
HO
0

2,6-di-tert-butil-4-(hidroximetil)fenol 10

Etoxiquin ET

HO
Acido nordihidroguaiarético NDGA
HO

o~
OH
H
o
OH
H
OH
N
-
OH
OH
;
OH

Tert-butil hidroquinona TBHQ
o]
HO
Octil gal 0G 0TS
ctil galato HO
OH
0]
HO O/\/
Propil galato PG HO
OH
O
HO O NN
Dodecil galato DG
HO
OH

La influencia de la presencia de antioxidantes en la estabilidad del biodiesel se ha
estudiado en biocombustibles obtenidos a partir de aceites de fritura, ya que son los que
presentan una mayor degradacién. En la Tabla VII.3 se muestra el contenido inicial de FAMEs

en el biodiesel obtenido a partir de aceite de girasol de fritura (BAGF).
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Tabla VII.3.- Composicidn inicial, en % (media + desviacién estdndar, n=3), de los FAMEs presentes en la
muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite de girasol de fritura.

Se observa que la muestra de biodiesel cumple inicialmente con lo especificado en la
normativa europea, puesto que el contenido total de FAMEs obtenido es del 99,8 %, superior
al valor minimo de 96,5 % establecido en la UNE-EN 14103:2003.

A continuacion, se afnadieron a esta muestra de biodiesel concentraciones conocidas
(100, 500 y 1.000 mg L) de cada uno de los antioxidantes estudiados. Las muestras de
biodiesel adicionadas se almacenaron durante tres y seis meses en frascos de color topacio, en
ausencia de luz y a temperatura ambiente, determindndose el contenido total de FAMEs para
cada una de ellas. Los resultados obtenidos para las muestras de biodiesel almacenadas
durante tres meses se recogen en las Tablas VII.4 (antioxidantes BHA y BHT), VIL5
(antioxidantes THBP e 10), VII.6 (antioxidantes ET y NDGA), VII.7 (antioxidantes TBHQ y OG) y

FAMEs % FAMEs
(C16:0) 5,30+£0,01
(C18:0) 2,30+£0,05
(C18:1) 29,5+0,2
(C18:2) 62,5+0,3
(C22:0) 0,30 0,04
% Total 99,8+0,4

VI1.8 (antioxidantes PG y DG).

Tabla VII.4.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L™ de BHA y BHT, transcurridos tres meses

desde su adicién.

% FAMEs
BHA BHT
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mg L™ mg L™ mg L™ mg L™ mg L™ mg L™
(C16:0) 4,01+0,02 4,15+0,02 4,21+0,04 4,05+0,02 4,10+0,03 4,16+0,02
(c18:0) 1,98+0,04 2,04+0,01 2,15%+0,03 1,86+0,01 1,90+0,03 2,01+0,05
(c18:1) 26,703 279+0,1 28,2+03 26,1+04 27,7+0,3 279+04
(c18:2) 58402 591+0,2 598+03 59,702 604+05 608z0,2
(C22:0) *n.d. 0,17 £ 0,02 *n.d. *n.d. *n.d. *n.d.
% Total 91,1+04 93,4%+0,2 944+04 91,7+04 941%0,6 949+0,5

*n.d.: no detectado
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Tabla VII.5.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L™ de THBP e |0, transcurridos tres meses desde

su adicién.
% FAMEs
THBP 10
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mg L™ mg L™ mgL* mgL* mgL* mg L™

(C16:0) 4,96+0,05 5,10+0,02 5,11+0,07 4,04+0,03 4,53+0,05 4,02+0,02
(C18:0) 2,01+0,02 2,16+0,05 2,11+0,03 1,72+0,03 1,79+0,01 1,83+0,04
(C18:1) 28,1+0,3 29,1+0,3 29,2+0,3 28,1+0,4 289+0,5 27,4+0,3
(C18:2) 61,1%0,2 62,2+0,4 62,4+0,5 59,8+0,2 61,5+0,4 599+04
(C22:.0) 0,09+0,01 0,13+0,02 0,21+0,01 *n.d. 0,13+0,02 *n.d.

% Total 96,3+04 98605 990+0,6 93,7+04 969%06 93,2+0,5

*n.d.: no detectado

Tabla VII.6.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L' de ET y NDGA, transcurridos tres meses
desde su adicion.

% FAMEs
ET NDGA
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
-1 -1 -1 -1 -1 -1
mglL mglL mglL mglL mglL mglL

(C16:0) 4,10+0,01 4,50+0,07 4,04+0,04 4,10+0,08 4,54+0,04 4,65+0,04
(c18:0) 1,61+004 1,80+0,03 1,74+0,03 1,71+0,04 1,83+0,06 1,70+0,05
(c18:1) 28,7+0,4 285+0,2 281+03 292+0,4 295+0,2 29,1+0,3
(C18:2) 59,3+0,3 61,405 596+04 603+05 61,402 606+0,6
(C22:0) *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. 0,11+ 0,03 *n.d.

% Total 959+05 97,1+0,5 960+05 953+06 974+03 96,1+0,7

*n.d.: no detectado
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Tabla VII.7.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L™ de TBHQ e OG transcurridos tres meses
desde su adicién.

% FAMEs
TBHQ 0G
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mgL* mgL” mgL” (mgL?) (mgL?) (mgL?)

(C16:0) 49+0,1 510+0,01 4,88+0,02 490+0,03 5,01+002 5,12+0,03
(C18:0) 2,10+0,01 1,90+0,03 2,10+0,04 2,01%0,04 1,91%+0,03 2,12+0,02
(C18:1) 28,8%0,2 28,7+0,3 289+0,4 28,7+0,3 28,5+0,3 29,3+0,2
(c18:2) 61,7+04 62,004 61,3+0,5 59,4+0,2 61,6 £0,5 61,9+0,2
(C22:.0) 0,20+0,02 0,10+0,01 0,20+0,02 *n.d 0,20+£0,03 0,20+0,01
% Total 97,7+0,5 97,8+05 974+06 950+04 97,2%0,6 98,6+0,3

*n.d.: no detectado

Tabla VII.8.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L™ de PG y DG, transcurridos tres meses desde

su adicion.
% FAMESs
PG DG
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000

(mgL?) (mgL?) (mgL?) (mgL?) (mgL?) (mgL?)

(C16:0) 4,60+0,02 4,68+0,01 496+0,05 5,01+002 5,11+0,01 5,21+0,03
(C18:0) 1,78+0,03 1,80+0,03 195+0,03 1,91+0,04 2,05%+0,03 2,18+0,06
(C18:1) 29,2:0,1 29,4+0,3 29,5+0,3 289+0,3 295+0,4 299+0,2
(C18:2) 61,404 61,6%0,2 619+0,4 59,4+0,2 61,5+0,3 61,8+0,6
(C22:0) *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. 0,12+0,03 0,14+0,02
% Total 97,0+04 97,5+04 983+05 952+04 983+05 99,2+0,6

*n.d.: no detectado

Los resultados obtenidos muestran que los antioxidantes BHA y BHT mejoran la
estabilidad del biodiesel al aumentar la concentracién, en el intervalo estudiado. Se observa
ademas que lo especificado por la normativa europea en referencia al contenido de FAMEs (un
valor minimo del 96,5 %) no se verifica a cualquiera de las concentraciones estudiadas,

durante un periodo de almacenamiento de tres meses.

Todos los antioxidantes, excepto 10, ET y NDGA, mejoran la estabilidad del biodiesel al
aumentar su concentracion en la muestra, mientras que estos tres antioxidantes presentan los
mejores resultados a una concentracién de 500 mg L™, cumpliendo ademas con la minima

concentraciéon de FAMEs permitida. Los antioxidantes THBP, OG y DG consiguen mantener la
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proporciéon de FAMEs por encima del 96,5 % a concentraciones de 500 mg L™ y el TBHQ y PG lo

hacen a concentraciones de 100 mg L™.

Para una correcta distribucién del biodiesel, éste deberia poder ser almacenado como
minimo durante seis meses, por lo que el estudio anterior se ampli6 a seis meses de
almacenamiento. En las Tablas VII.9 (antioxidantes BHA y BHT), VII.10 (antioxidantes THBP e
10), VII.11 (antioxidantes ET y NDGA), VII.12 (antioxidantes TBHQ y OG) y VII.13 (antioxidantes
PG y DG) se muestran los resultados obtenidos.

Tabla VI1.9.- Composicion, en % (media + desviacion estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las

muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L™" de BHA y BHT, transcurridos seis meses
desde su adicién.

% FAMEs
BHA BHT
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
-1 -1 -1 -1 -1 -1
mglL mglL mglL mglL mglL mglL

(C16:0) 3,45+0,02 3,56+0,02 3,81+0,03 3,74+0,02 3,86+0,03 3,92+0,01
(c18:0) 1,42+0,05 153+0,03 1,58+004 1,35+0,03 1,42+0,04 1,49%0,03
(c18:1) 25404 259+0,1 26,3%+03 24,7+03 253+0,2 258103
(c18:2) 56,2+03 568+0,2 57,205 561+04 56802 57,1+0,5
(C22:0) *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d.

% Total 86,5+05 878+0,2 889+06 859+05 87403 883+0,6

*n.d.: no detectado

Tabla VII.10.- Composicidn, en % (media + desviacidn estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L de THBP e 10, transcurridos seis meses desde

su adicion.
% FAMEs
THBP 10
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mg L™ mg L™ mg L™ mg L™ mg L™ mg L™

(C16:0) 4,21+0,01 4,53+0,02 4,43+0,05 3,89+0,05 3,95+0,02 3,94+0,04
(c18:0) 1,86+0,03 1,89+0,05 193+0,03 1,55+0,03 1,58+0,03 1,65+0,03
(Ci8:1) 27,804 28,3%0,3 289+0,3 27,5%+0,3 27,6+0,3 26,8+0,4
(C18:2) 60,8%0,2 61,7+0,2 619+04 584+04 591+0,6 56,4 +0,2
(C22:0) 0,04+0,01 0,12+0,02 0,13+0,01 *n.d. *n.d. *n.d.

% Total 94,7+04 96,5+04 973+05 91,3+0,5 92,2+0,7 88,8+04

*n.d.: no detectado
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Tabla VII.11.- Composicién, en % (media + desviacién estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L de ET y NDGA, transcurridos seis meses
desde su adicién.

% FAMEs
ET NDGA
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mg L™ mgL* mg L™ mg L™ mg L™ mgL*

(Cl6:0) 3,40+0,06 3,30+0,01 3,20+0,07 3,30+0,02 3,41+0,01 3,41+0,05
(c18:0) 1,50+0,03 1,39+0,06 1,21+0,04 1,30+0,03 1,52+0,06 1,38+0,04
(c18:1) 27,1+03 27,4+04 278+06 26,103 274+04 278%0,3
(C18:2) 484+03 516+0,5 561+0,2 584+06 599+04 595+0,2
(C22:0) *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d.

% Total 804+t04 83,7+t06 88306 89,1%0,7 92,2%0,6 92,104

*n.d.: no detectado

Tabla VII.12.- Composicidn, en % (media + desviacidn estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L' de TBHQ e OG, transcurridos seis meses
desde su adicion.

% FAMEs
TBHQ oG
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000
mg L mg L mg L (mgL?) (mgL?) (mgL?)

(C16:0) 4,50+0,02 4,6+0,1 4,50+0,07 4,10+0,01 4,40+0,02 4,80+0,01
(C18:.0) 1,80+0,03 1,70+0,07 1,90+0,03 0,90+0,02 1,01+0,04 1,11+0,02
(C18:1) 28,7%0,2 28,6+0,2 28,5+0,2 26,1+0,3 27,2+0,3 27,8+0,1
(C18:2) 61,4%0,2 61,6 +0,3 61,9+0,2 58,4+ 0,5 58,6 +0,1 59,8+0,3
(C22:0) 0,10+x0,01 0,09+0,01 0,10+0,01 *n.d. *n.d. *n.d.

% Total 96,5+0,3 96,6+04 969+0,3 895+05 91,2+03 93,5+0,3

*n.d.: no detectado
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Tabla VII.13.- Composicién, en % (media + desviacién estandar, n=3), de los FAMEs presentes en las
muestras de BAGF adicionadas con 100, 500 y 1.000 mg L" de PG y DG, transcurridos seis meses desde

su adicion.
% FAMEs
PG DG
FAMEs
100 500 1.000 100 500 1.000

(mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™)

(C16:0) 3,40+0,02 3,30+0,01 3,98+0,01 4,91+001 4,90+0,02 4,96+0,04
(c18:0) 1,56+0,04 1,65+0,06 1,71+0,04 090001 1,01+0,04 1,11+0,05
(c18:1) 279+0,3 28,4+04 288+03 261%03 282+03 29,1%0,1
(c18:2) 59,8+0,3 59,5+0,5 599+0,2 56805 606+02 61,4+0,6
(C22:0) *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d. *n.d.

% Total 92,704 929+0,6 944+04 88,7%+06 94,7+04 96,6+0,6

*n.d.: no detectado

En general, se aprecia una disminucion importante en la concentracion de FAMEs
después de seis meses de almacenamiento, con respecto a la concentraciéon después de tres
meses, de manera que la normativa europea se verificaria en pocas ocasiones. De esta forma,
se observa que Unicamente el TBHQ a cualquiera de las tres concentraciones estudiadas (Tabla
VII.12), el THBP a las concentraciones de 500 y 1.000 mg L™ (Tabla VII.10) y el DG a una
concentraciéon de 1.000 mg L™ (Tabla VII.13) permitirian conservar el biodiesel durante seis
meses, cumpliendo con lo especificado en la normativa europea. El resto de antioxidantes
estudiados no serian adecuados, ya que no verificarian la norma europea a ninguna de las tres

concentraciones estudiadas.

Para una mejor comparacion de los resultados, los contenidos totales en FAMEs
obtenidos para la muestra BAGF, para las tres concentraciones de antioxidante estudiadas,
durante un tiempo de almacenamiento de tres y seis meses, se muestran en las Figuras VIl.4 y

VII.5, respectivamente.
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Figura VII.4.- Contenidos totales en FAMEs, obtenidos mediante GC-FID, para la muestra de BAGF,
adicionada con 100, 500 y 1.000 mg L™ de diferentes antioxidantes y almacenada a temperatura
ambiente durante tres meses.
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Figura VII.5.- Contenidos totales en FAMEs, obtenidos mediante GC-FID, para una muestra de BAGF,
adicionada con 100, 500 y 1.000 mg L™ de diferentes antioxidantes y almacenada a temperatura
ambiente durante seis meses.
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A la vista de los resultados obtenidos, cabe destacar que a los tres meses de
almacenamiento sélo los antioxidantes ET, TBHQ y PG a cualquiera de las tres concentraciones
estudiadas, y el THBP, 10, NDGA, OG y DG a alguna de ellas, permiten mantener el contenido
de FAMEs al nivel minimo exigido en la normativa europea, mientras que después de seis

meses sélo el THBP, TBHQ y DG lo consiguen a diferentes concentraciones.

En la Tabla VII.14 se resume la idoneidad de los antioxidantes estudiados, a los tres
niveles de concentracién afiadidos y a tres y seis meses de almacenamiento de la muestra de
BAGF, de acuerdo con la verificacidn de la normativa europea UNE-EN 14103:2003.

Tabla VII.14.- Idoneidad de los antioxidantes estudiados de acuerdo con la verificacion de la normativa
europea UNE-EN 14103:2003 (contenido total de FAMEs mayor o igual a 96,5 %).

3 meses 6 meses
Antioxidante 100 500 1.000 100 500 1.000
(mgl’) (mgL’) (mgL’) (mgL") (mglL’) (mglL?)
BHA
BHT
THBP v v v v
(o] 4
ET v v
NDGA v
TBHQ v v v v v v
oG v v
PG v v v
DG v 4 v

El TBHQ parece ser el mejor antioxidante entre los diez estudiados, ya que tanto a tres
como a seis meses de almacenamiento, y a las tres concentraciones estudiadas, se verificaria la
normativa europea, si bien es cierto que a los seis meses de almacenamiento el contenido de
FAMEs estaria muy préximo al valor minimo determinado por dicha normativa. Por otro lado,
este es el Unico antioxidante entre los estudiados que verificaria la norma europea a la menor

concentracion estudiada, es decir, 100 mg Lt

Los resultados obtenidos mediante este método (determinacién del contenido total
de FAMESs) son similares a los obtenidos por otros autores que han estudiado la estabilidad a la
oxidacidon de las muestras del biodiesel, tratadas con antioxidantes, utilizando el método
“Rancimat” seguin la norma UNE-EN 14112:2003, que consiste en la determinacién del periodo
de induccidn de las muestras de biodiesel. Sin embargo, la determinacién del contenido total
de FAMEs presentes en el biodiesel, tratado con antioxidantes y almacenado durante un
determinado periodo de tiempo, permite conocer uno de los pardmetros de mayor
importancia para la comercializacién de este tipo de biocombustibles con plenas garantias de

uso en los motores diésel.

247



Capitulo Vi

VIl.4 Conclusiones

@ La composicion de FAMEs en el biodiesel va disminuyendo con el tiempo, incluso en

presencia de antioxidantes, aunque a menor velocidad.

@ La temperatura de almacenamiento tiene influencia en la estabilidad de las muestras
de biodiesel, de forma que una temperatura de +4 °C es mas adecuada para la conservacion de
las muestras que la temperatura ambiente. Sin embargo, el contenido total de FAMEs a ambas
temperaturas no permite verificar la normativa europea a tiempos superiores a los tres meses

de almacenamiento.

@ Las muestras de biodiesel estudiadas (girasol y semillas, sin usar y de fritura) presentan
contenidos de FAMEs similares durante el periodo de tiempo de almacenamiento estudiado, a
temperatura ambiente o a +4 °C, lo que parece indicar que la materia prima empleada en la

obtencion del biodiesel no tiene influencia sobre la estabilidad a la oxidacidon del mismo.

@ El empleo de antioxidantes mejora la estabilidad frente a la oxidacion del biodiesel
obtenido a partir de aceite de girasol de fritura, cuando éstos se afladen en el momento de su

produccion.

@ Los mejores antioxidantes para llevar a cabo el almacenamiento de las muestras de
biodiesel estudiadas, durante un tiempo minimo de seis meses, han resultado ser el TBHQ (a
100, 500 y 1.000 mg L™), el THBP (a 500 y 1.000 mg L") y el DG (a 1.000 mg L™). Por tanto, el
TBHQ es el que se puede utilizar en menor concentracion, pero en cualquier caso, la seleccién

del antioxidante debe contemplar también consideraciones econdmicas.
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CAPITULO VIII

DETERMINACION DE METALES Y
SEMIMETALES EN MUESTRAS DE
ACEITE Y BIODIESEL MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE EMISION
ATOMICA CON PLASMA DE
ACOPLAMIENTO INDUCTIVO (ICP-
AES)




n este capitulo se ha llevado a cabo la determinaciéon de 19 elementos

metdlicos y semimetalicos (aluminio, arsénico, bario, calcio, cadmio, cobalto,

cromo, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, molibdeno, sodio,
niquel, fésforo, plomo, vanadio y cinc) en muestras de biodiesel, obtenidas mediante catdlisis
homogénea alcalina, y en los aceites vegetales empleados como materias primas para su
produccidon, mediante espectrometria de emisidn atdmica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-AES). Para ello, fue necesario realizar una optimizacién previa del método de
digestién dcida en horno de microondas para este tipo de muestras. Asimismo, la calidad de
las muestras de biodiesel, en cuanto al contenido metalico legislado, fue evaluada mediante la
aplicacién de las normas UNE-EN 14538:2006 “Productos derivados de grasa y aceites. Esteres
metilicos de dcidos grasos (FAME). Determinacion del contenido de calcio, potasio, magnesio y
sodio por andlisis espectral de emision dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP OES)” y
UNE-EN 14107:2003 “Productos derivados de grasa y aceites. Esteres metilicos de dcidos
grasos (FAME). Determinacion del contenido de fosforo mediante espectrometria de emision
con plasma acoplado inductivo (ICP)”. Estas normas también fueron empleadas para el analisis
de los contenidos de estos cinco elementos en las muestras de aceite empleadas como

materia prima en la produccion del biodiesel.
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VIIl.1 Antecedentes
VIII.1.1 Determinacidon de elementos metdlicos y semimetalicos en aceites

La determinacion de elementos esenciales y tdxicos o potencialmente tdxicos ha
adquirido una notable importancia en el dmbito de la nutricién humana en los uUltimos anos,
tanto desde el punto de vista fisiolégico como para el control de calidad y tecnologia de los
alimentos. Son numerosos los estudios realizados sobre la presencia de dichos elementos en la
gran mayoria de los alimentos que componen la dieta habitual, incluyendo aceites

comestibles, a pesar de la elevada complejidad analitica que presenta este tipo de muestras.

La contaminacién de aceites vegetales por metales y otros contaminantes
medioambientales puede ocurrir independientemente del método de produccion empleado.
Los metales pueden alcanzar las areas agricolas en las que se cultivan las semillas oleaginosas
con las que se produce el aceite vegetal a través de emisiones de gases, mediante
deposiciones del trafico de vehiculos y por los gases emitidos a la atmdsfera por las industrias
ubicadas proximas a los campos de cultivo. Otra fuente de contaminacidn son los lodos de

aguas residuales con los que podrian regarse las zonas de cultivo.

La presencia de metales en aceites de consumo es un factor a tener muy en cuenta
debido al destacado interés toxicoldgico que presentan algunos de ellos, como plomo o
cadmio, que pueden estar presentes con cierta frecuencia en aceites en concentraciones
relativamente elevadas (Jiménez et al., 1995). La ausencia de antioxidantes o la presencia de
pro-oxidantes como hierro, cobre, cobalto, cromo o manganeso puede ejercer una notable
influencia en los procesos de oxidacidon o enranciamiento del aceite, produciéndose cambios
en el sabor y sobre la estabilidad, y alterandose los indices de calidad del aceite, tales como el
indice de acidez o de perdxidos (Paz Antolin, 2001; Zeiner et al., 2005). El cinc es un elemento
esencial para el organismo en pequeias cantidades, pero puede llegar a ser téxico en
cantidades elevadas. Ademds, su presencia en los suelos reduce la absorcién del cadmio por

parte de las plantas oleaginosas (Pehlivan et al., 2008).

La mayoria de los metales se encuentran presentes en pequefias cantidades en los
aceites crudos, y la mayor parte son eliminados durante los procesos de refino. Durante el
proceso de elaboracién de aceites a partir de semillas oleaginosas, pueden aportarse trazas
metdlicas, fundamentalmente durante la fase de la molienda, sobre todo si se realiza
empleando molinos metdlicos. Se recomienda el empleo de acero inoxidable en las paredes y
paletas de las batidoras para evitar este problema, asi como en los tamices empleados para la
separacion de fases liquidas y en los depdsitos de almacenamiento (Paz Antolin, 2001;
Lendinez, 2004).

El hierro y el cobre son elementos esenciales para las plantas, puesto que el hierro

facilita la respiracion y el transporte de oligoelementos y el cobre es un elemento fundamental
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en la fotosintesis y en la fase de reproduccidn de las plantas. La abundancia de los compuestos
de hierro en la naturaleza justifica su presencia en todos los productos vegetales y animales.
Las variaciones en las concentraciones de este metal en aceites vegetales dependen, a
menudo, mas del lugar de cultivo que de la propia naturaleza de la semilla oleaginosa. La
carencia de hierro en suelos acidos puede deberse a la interaccién de este elemento con un
exceso de metales pesados (Martin-Lagos, 2007). Con respecto al cobre, son muchos los
productos fitosanitarios que se emplean en los cultivos de las semillas oleaginosas como
insecticidas, fungicidas, bactericidas, acaricidas o herbicidas, que pueden contener cantidades
considerables de este elemento, y ademads, el cobre se utiliza, junto con el niquel, durante el

proceso de obtencion de aceite como catalizadores de la reaccién de hidrogenacién del aceite.

Por otro lado, el cobre y el hierro pueden ser contaminantes potenciales de los aceites,
principalmente debido a trazas metdlicas presentes en los procesos de obtencién y tanques de
almacenamiento. También es posible que el cobre, junto con el plomo, pueda estar presentes
en los aceites debido a la contaminacidn ambiental de las semillas empleadas como materia
prima (Zeiner et al., 2005). La capacidad pro-oxidativa de estos elementos es bien conocida, ya
gue actlan como catalizadores en la primera etapa del proceso de oxidacion catalitica de
aceites y grasas en presencia de oxigeno, originando alcoholes o radicales libres, obtenidos a
partir de perdxidos e hidroperéxidos, que favorecen el inicio de este proceso. Estos radicales
desencadenan toda una serie de reacciones que originan compuestos volatiles como aldehidos
y cetonas, que son los responsables del caracteristico olor a rancio y del cambio de sabor de
los aceites vegetales, y finalmente son oxidados a los correspondientes acidos carboxilicos
(Choe et al., 2006; Pinto et al., 2006). La formacién de estos compuestos da lugar a pérdidas de
calidad del aceite, provocando alteraciones no sélo en sus propiedades fisicoquimicas y
nutricionales, sino también en la calidad organoléptica. El cobre es un pro-oxidante muy
efectivo a concentraciones inferiores a 1,0 pug g, y diversos estudios sefialan que su poder
catalitico es superior al del hierro. El cobre ejerce efectos perjudiciales durante el periodo de
almacenamiento del aceite y sobre la decoloracién de los lipidos. Ademas, se ha observado
que elevadas concentraciones de este elemento estan relacionadas con un aumento del grado

de acidez del aceite (Romano et al., 2007).

El cromo se encuentra en pequefias cantidades en la mayoria de los alimentos. El
procesado tecnoldgico puede incorporar este elemento a los aceites vegetales ya que el acero
inoxidable contiene entre un 11 y un 30 % de cromo, que puede cederse a los aceites, sobre
todo cuando el medio es acido. Al igual que hierro y cobre, el cromo ejerce un importante
efecto negativo en la estabilidad de los aceites, junto con el manganeso. Este metal es
considerado como un elemento traza téxico pero esencial, lo cual significa que es necesario
para la supervivencia pero téxico cuando estd presente en elevadas concentraciones. Las
concentraciones normales de manganeso encontradas en las semillas de girasol y de sésamo
son de 20 pg g (Roca et al., 2000; Lendinez., 2004).
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El plomo es un contaminante ambiental que se encuentra en fertilizantes, productos
fitosanitarios y disolventes empleados en la extraccion del aceite (Roca et al., 2001) y cuyos
efectos toxicoldgicos son bien conocidos. Este metal se suele emplear en la fabricacién de
numerosos materiales utilizados en el proceso de refino de los aceites vegetales como vidrios,
magquinaria de la industria alimentaria, conducciones, aleaciones metdlicas, etc. Todos los
procesos y operaciones relacionados con la produccién y los propios productos contribuyen a

una descarga considerable de este elemento al medio ambiente.

Aunque existen discrepancias entre la bibliografia consultada, la teoria mas aceptada
considera que la acumulacidon de plomo en los vegetales se debe principalmente a la
contaminacion atmosférica, que supone entre un 73-95 % de la carga total de este metal,
mientras que sélo una pequefia parte corresponde a la absorcién del plomo presente en el
suelo, aunque elevados niveles de este metal se corresponden con el empleo de plaguicidas
organofosforados en los campos de cultivos de semillas oleaginosas (Angioni et al., 2006). El
plomo es muy persistente, presenta una elevada vida media bioldgica y un gran caracter
téxico, por lo que su determinacidn es importante en cualquier producto alimenticio, incluidos
aceites y grasas comestibles. Su accién toxica se extiende a todo el organismo, si bien este

metal se deposita preferentemente en ciertos érganos, como higado y rifién.

La presencia de arsénico en aceites de consumo, segun la bibliografia consultada, no
ha sido muy estudiada. Sin embargo, este elemento puede estar presente en los aceites
vegetales debido a su posible absorcidn por parte de las plantas oleaginosas del suelo donde
se cultiva o a su incorporacion durante el proceso de produccion y almacenamiento. Ademas,
hay que tener en cuenta que los fertilizantes o plaguicidas empleados en los campos de
cultivos son fuentes potenciales de este semimetal, lo que conduce a la posible aparicién de

especies de arsénico en los aceites vegetales.

Por todo lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que el analisis de los aceites
vegetales que se emplean como materia prima en la produccion de biodiesel es un factor muy
importante para garantizar la calidad del mismo, ademas de proporcionar informaciéon de
mucha utilidad para conocer la composicion del suelo en el cual se cultivan las semillas
oleaginosas que se utilizan en la produccidon de biocombustibles. De esta forma, se podria
estudiar la presencia y disponibilidad de elementos metalicos y semimetdlicos en los aceites
qgue procedan de la absorcion del suelo por parte de las plantas oleaginosas, cuya existencia
podria modificar la estabilidad del biodiesel obtenido, acelerando los procesos oxidativos
(Chaves et al., 2010).

Las técnicas mas empleadas para la determinacién de metales en muestras de aceite
son la espectrometria de absorcién atomica con Illama (F-AAS) (Nunes et al., 2011) y con
camara de grafito (GF-AAS) (Roca et al., 2000; Zeiner et al., 2005; Matos Reyes et al., 2006,
Cindric et al., 2007; Ansari et al., 2009; Bakkali et al., 2009; Mendil et al., 2009; Vieira et al.,

2009), la espectrometria de emisidn atémica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES)
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(Zeiner et al., 2005; Angioni et al., 2006; Musa Ozcan et al., 2006; Cindric et al., 2007; Pehlivan
et al., 2008; Chaves et al., 2010; Gonzalvez et al., 2010; Sarin et al., 2010) y la espectrometria
de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) (Jiménez et al., 2003; Sahan et al.,
2007; Chaves et al., 2010).

Zeiner et al. (2005) llevaron a cabo la determinacion de varios elementos metalicos en
muestras de aceite de oliva, previa digestion acida en horno de microondas con una mezcla de
HNO; y H,0, 8:1 (v/v). Los elementos mayoritarios (Ca, Fe, Mg, Na y Zn) fueron analizados por
ICP-AES y los minoritarios (Al, Co, Cu, K, Mn y Ni) por GF-AAS. Estos autores concluyeron que
los contenidos de los diferentes elementos analizados en cada muestra de aceite de oliva eran
funcién de la composicién de los suelos y de los factores de bioacumulacion de cada analito en

los olivares.

Matos Reyes et al. (2006) determinaron Cu y Ni en aceites vegetales mediante GF-AAS
pesando directamente la muestra no digerida en el tubo de grafito, colocdndolo en la misma
posicién para poder obtener resultados reproducibles. Las concentraciones encontradas
estaban por debajo de los pg g, siendo los resultados equivalentes a los encontrados en la
bibliografia para muestras similares, obtenidos mediante otros procedimientos de tratamiento
de la muestra. Este método permitid realizar los analisis de los contenidos en metales en un

menor tiempo, debido a la eliminacién de la etapa de digestion.

Cindric et al. (2007) analizaron muestras de aceite obtenidas a partir de diferentes
tipos de semillas oleaginosas, utilizando un método de mineralizacion de muestra basado en
una digestion acida asistida por horno microondas, empleando HNO; y H,0, (2:1, v/v) como
mezcla de digestién. Los elementos metalicos mayoritarios (Ca, Fe, Mg, Na y Zn) fueron
analizados mediante ICP-AES y los minoritarios (Al, Cu, Co, Cr, K, Ni, Mn y Pb) mediante GF-
AAS. Los resultados mostraron diferencias significativas entre los contenidos de los metales

analizados en funcién de la procedencia y del tipo de aceite estudiado.

Pehlivan et al. (2008) analizaron el contenido en Cu, Fe, Mn, Co, Cr, Pb, Cd, Niy Zn en
17 muestras de aceites vegetales comestibles mediante ICP-AES. El tratamiento previo
aplicado a la muestra consistié en afadir 1,0 mL de una disolucién de acido nitrico diluida al 10
% (v/v) a 2,0-3,0 g de la muestra de aceite, mezclar completamente con ultrasonidos y calentar
en un bano de agua a 50 °C durante 2 horas. Finalmente, se centrifugd la mezcla resultante
durante 10 minutos, se retird la capa acuosa acida inferior y se enrasé a 25 mL con agua
desionizada. Este método permitié obtener resultados muy reproducibles y con una buena

precision, sin necesidad de realizar una mineralizacidn previa de la muestra de aceite.

Ansari et al. (2009) determineron el contenido de Cd, Pb y Zn en 16 muestras de aceite
de girasol de diferentes origenes mediante una mineralizacién con HNO;-H,0, (2:1, v/v) y
posterior analisis de las muestras digeridas mediante F-AAS. Bakkali et al. (2009) analizaron el
contenido de trazas metalicas de Cd, Cr, Cu, Mn, y Pb en diferentes tipos de aceites vegetales

de distinta procedencia (Espafia y Marruecos) mediante GF-AAS, realizando un tratamiento
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previo de las muestras mediante digestion con horno de microondas con una mezcla acida
HNO3-H,0, (3:1, v/v). Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que el contenido de
metales dependia del aceite analizado, y en el caso del aceite de oliva, variaba dependiendo
del pais de procedencia, obteniéndose unos elevados contenidos de plomo en las muestras

producidas en Marruecos.
VIII.1.2 Determinacidn de elementos metdlicos y semimetalicos en biodiesel

El biodiesel obtenido a partir de aceites vegetales es considerado como un
combustible alternativo al diésel de petréleo, debido a que sus propiedades fisico-quimicas
son similares, por lo que su empleo permite reducir las emisiones de gases contaminantes a la
atmosfera y, al ser facilmente biodegradable, no incide negativamente en la contaminacién de
suelos, por lo que su toxicidad es mucho menor. Normalmente el biodiesel se comercializa
como mezclas con el diésel hasta un 20 % como maximo, aunque en la actualidad se puede
llegar a comercializar puro. Este tipo de mezclas ayuda a mejorar los procesos de ignicién en
los motores, aunque es fundamental asegurar la calidad del biodiesel para confirmar una

buena combustidon asi como para preservar la integridad del motor.

El biodiesel puede ser bombeado, almacenado y manipulado empleando la misma
infraestructura, equipos y procedimientos que normalmente se utilizan con el diésel
convencional. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el biodiesel puro no es
compatible con algunos metales y plasticos. De esta forma, si estd en contacto durante
periodos prolongados con Cu y/o aleaciones de Cu, Pb, Zn y Sn, puede empezar a degradarse y
formar sedimentos solidos, los cuales podrian causar la obstruccion de los filtros de
combustible. Asimismo, el biodiesel puede perforar algunos plasticos comunes, como
polietileno o polipropileno, si esta en contacto prolongado con ellos. Por lo tanto, para el
almacenamiento del biodiesel, se deben evitar los tanques revestidos con aleaciones que
contengan Cu, Pb, Zn y Sn, ya que estos metales pueden catalizar reacciones quimicas de
degradacién del biocombustible, por lo que los tanques de almacenamiento mas adecuados
son los de acero inoxidable, aluminio, polipropileno fluorado, polietileno fluorado, teflén y

fibra de vidrio.

En los combustibles de origen fésil pueden encontrarse una gran variedad de metales,
como Pb, Cd, As, S, Sb, Se, Ba, Cu, Mn, Ni, V, etc., los cuales son emitidos al medio ambiente en
forma de particulas durante los procesos de combustion o acumulados en las cenizas de las
calderas industriales. La combustion de gasolinas que contienen aditivos a base de Pb da lugar
a cantidades importantes de plomo particulado en el medio ambiente, por lo que actualmente
no se comercializan gasolinas con contenidos en este elemento altamente téxico debido a su
presencia en el aire que se respira, junto con la de otros elementos metalicos tdxicos,
representa un grave peligro para la salud en funcidn de la concentracién presente y del tiempo

a que se esté expuesto a estos contaminantes.
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En general, la presencia de metales o semimetales en los combustibles es indeseable vy,
especialmente en un biocombustible, excepto si actian como aditivos que mejoren alguna
caracteristica determinada. La existencia de metales alcalinos en los biocombustibles indica la
presencia de restos de catalizadores empleados en su elaboracion (sodio o potasio) o jabones
solubles en el biodiesel que producen depdsitos abrasivos que deterioran el motor o taponan
los filtros de los motores. También pueden catalizar reacciones de polimerizacion no deseadas.
Es necesario verificar que no se ha introducido ningun otro contaminante inorganico durante
el proceso de obtencién del biodiesel, como el P, que suele proceder de la materia prima (Korn
et al., 2007). La presencia de P puede dafiar los convertidores cataliticos, mientras que Ca, Mg,
Na y K pueden contribuir al desgaste del inyector, de la bomba de combustible, de los
pistones, etc., asi como dar lugar a la formacidn de compuestos indeseables que originan la

formacion de depésitos en el motor.

Ademas, la estabilidad a la oxidacién del biodiesel puede verse afectada por la
presencia de metales, pudiendo incluso disminuir el tiempo de conservacidon antes de su
comercializacidon (HolCapek et al., 2001; Edlund et al., 2002). Por lo tanto, los problemas
asociados a la presencia de elementos metalicos en los biocombustibles pueden ser de indole
econdmica, debido a la degradacion o mal funcionamiento de los motores, asi como
medioambiental, debido a las emisiones atmosféricas de compuestos metdlicos téxicos, por lo
gue es necesario su analisis para evitar elevados niveles de contaminacién atmosférica en las

grandes ciudades (Saint’Pierre et al., 2004).

La normativa europea solo establece como necesario para evaluar la calidad de un
biodiesel, desde el punto de vista del contenido metalico, la determinacién del contenido de
metales alcalinos (Na y K), alcalino térreos (Ca y Mg) y fésforo mediante ICP-AES, de acuerdo
con las normas UNE-EN 14538:2006 y UNE-EN 14107:2003, respectivamente. La aplicacion de
estas normas requiere el empleo de disolventes organicos, tales como queroseno y xileno, asi
como de aceites organicos de diferente viscosidad. Asimismo, es necesario incorporar al
plasma un gas auxiliar (oxigeno) con objeto de evitar la formacidn de depdsitos de carbono en
la antorcha del ICP. La norma europea UNE-EN 14214:2009 establece un valor maximo de
5,0 mg kg tanto para el contenido de Na + K como para el de Mg + Ca, al igual que la
normativa americana (ASTM D6751-09). En cambio, para el contenido en fésforo la norma
UNE-EN 14214:2009 establece un valor maximo de 4,0 mg kg™, mientras que la ASTM D6751-

09 acepta un valor maximo de 10,0 mg kg de fésforo.

El resto de metales que pueden afectar a la calidad de un biodiesel como combustible
en los motores diésel no se encuentran legislados, puesto que no se han establecido
normativas ni a nivel europeo ni americano. Segun Vieira et al. (2009), la normativa brasilefia
esta ultimando una norma, todavia en periodo de discusion, para establecer un valor maximo
permitido de arsénico en biodiesel, que probablemente quedara fijado en 5 mg kg™. De esta

forma, se hace necesario disponer de procedimientos analiticos adecuados que permitan
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determinar contenidos de arsénico en muestras de biodiesel a estos niveles, actualmente no

descritas en las metodologias recomendadas.

Por lo tanto, se puede afirmar que el desarrollo de métodos analiticos para llevar a
cabo la determinacién y cuantificacion de metales y semimetales en biocombustibles presenta
un elevado interés tanto medioambiental como econdmico. Sin embargo, la problematica del
andlisis de este tipo de muestras reside en su naturaleza organica, lo que hace que la matriz

presente una elevada complejidad.

Las técnicas espectrométricas atdmicas madas ampliamente empleadas en la
determinacion de metales y semimetales en biocombustibles son F-AAS (Chaves et al., 2008a;
de Jesus et al., 2008, 2010; de Oliveira et al., 2009; Lyra et al., 2010), GF-AAS (Lobo et al., 2009,
2011; Vieira et al., 2009; Ghisi et al., 2011), ICP-AES (Edlund et al., 2002; dos Santos et al.,
2007; de Souza et al., 2008; Chaves et al., 2010) e ICP-MS (Woods et al., 2007; Chaves et al.,
2008b, 2010; Amais et al., 2010). Las técnicas ICP-AES e ICP-MS permiten llevar a cabo andlisis
multielemental con un amplio intervalo lineal y elevada sensibilidad, lo que permite
determinar una amplia variedad de elementos metdlicos en un menor tiempo de analisis. En
cambio, las técnicas F-AAS y GF-AAS presentan un caracter monoelemental, con el
consiguiente aumento del tiempo de andlisis, por lo que no son las técnicas de analisis mas
adecuadas cuando se requiere la determinacién de muchos elementos metalicos y/o

semimetalicos en la muestra (Edlund et al., 2002).

En general, las técnicas de andlisis para la determinacién del contenido total en
metales en aceites vegetales y biocombustibles requieren que la muestra se encuentre en
disolucién acuosa, siendo ésta la etapa que mas tiempo consume y que mas problemas de
reproducibilidad introduce en la determinacidon de elementos metalicos. La disolucion de la
muestra con cambio quimico implica recurrir a una reaccién quimica, para lo que se requiere la
utilizacion de acidos, oxidantes, etc. y la aplicacidn de elevadas temperaturas, lo que facilita la
descomposicion de la matriz de la muestra. Durante la etapa de tratamiento de muestra
(mineralizacién), se deben evitar posibles errores debidos a pérdidas de analitos o

contaminaciones procedentes de los reactivos y de los materiales empleados.

La digestién en horno de microondas emplea radiacién electromagnética de 2450 MHz
para disolver la muestra. Las microondas interaccionan con las moléculas polares, provocando
el alineamiento del momento dipolar molecular con el campo de microondas. El campo cambia
constantemente, lo que induce a la continua rotacion de las moléculas, causando colisiones
moleculares y produciendo calor. Las principales ventajas en el empleo de hornos de
microondas son, entre otras, la automatizacién del sistema, que permite la programacion del
horno para la digestidon de varias muestras simultdneamente, y los bajos tiempos de digestion
requeridos, asi como la seguridad del sistema, ya que suelen incorporar sondas de presion y
temperatura que dan lugar a la cancelacion del programa en caso de alcanzar valores

superiores al limite programado.
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Lobo et al. (2009) optimizaron un método de digestion acida con HNO; y H,0,
(4,5:3, v/v), utilizando V,05 como catalizador, para llevar a cabo la determinacién de Cu, Pb, Ni
y Cd en muestras de biodiesel mediante GF-AAS. Este método permitié obtener buenos
resultados, aunque con el inconveniente de que la digestion de las muestras requirié un
tiempo de 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente 1 hora en horno de
microondas, por lo que este sistema no resultaria de mucha utilidad en un laboratorio de

rutina debido al elevado tiempo necesario para poner las muestras en disolucién acuosa.

En muchos trabajos de investigacion se recurre a la formacién de emulsiones vy
microemulsiones para la determinacion de metales mediante técnicas espectrométricas
atémicas. Una emulsion es un sistema heterogéneo compuesto por dos fases liquidas, una de
ellas dispersa en la otra por medio de un proceso mecanico. Las emulsiones son sistemas
inestables debido a la baja miscibilidad de las fases liquidas, aunque su estabilidad puede
aumentar con la adicion de surfactantes. En cambio, las microemulsiones son sistemas
termodinamicamente estables compuestos por dos liquidos inmiscibles, uno de ellos disperso
en el otro, en forma de micro-gotas, mediante un tercer liquido, que puede ser un surfactante

o un co-disolvente (Chaves et al., 2008; Amais et al., 2010).

El empleo de microemulsiones ofrece algunas ventajas sobre los sistemas de emulsion,
ya que son termodindmicamente mas estables y, a la hora de realizar la calibracién, permiten
la utilizacion de disoluciones de referencia preparadas en medios acuosos en lugar de patrones
organometalicos, que, generalmente, son muy caros e inestables. La preparacién de
microemulsiones para la determinacion de metales en muestras de biodiesel ha sido
ampliamente utilizada junto con la GF-AAS, ICP-AES e ICP-MS (Saint’pierre et al., 2001; Reyes
et al., 2005; de Jesus et al., 2008, 2010; Lobo et al., 2009, 2011; Silva et al., 2010). Sin embargo,
esta forma de preparacién de muestra no siempre resulta adecuada para la determinacion de
todos los metales presentes en una muestra y, en el caso de utilizar un ICP, requiere de un gas

auxiliar para estabilizar el plasma.

Chaves et al. (2008) utilizaron una microemulsion preparada a partir de una disolucién
de cesio con n-propanol al 5 % (m/v) y determinaron el contenido de Na y K en diferentes
muestras de biodiesel preparadas a partir de diferentes tipos de aceites (soja, maiz y fritura)
mediante F-AAS. De Jesus et al. (2008) utilizaron una microemulsién formada por
57,6 % (m/m) de n-pentanol, un 20 % (m/m) de biodiesel, un 14,4 % (m/m) de Triton X-100 y
un 8 % (m/m) de una disolucion acuosa de cloruro potasico diluida en HNO; para la
determinacion de Na y K mediante F-AAS en muestras de biodiesel preparadas a partir de

aceite de soja.

Silva et al. (2010) emplearon una microemulsién mas sencilla mezclando 2 g de
biodiesel, 1 mL de una disolucién acuosa de HNOs al 10 % (v/v) y n-propanol hasta el volumen
final de 10 mL para determinar el contenido de Cd y Pb mediante GF-AAS. De Souza et al.

(2008) determinaron simultdneamente la presencia de Ca, Fe, Mg, Mn, Na y P en muestras de
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biodiesel mediante ICP-AES. La preparacién de la muestra se realizé formando una emulsién
constituida por 1 g de biodiesel, 0,6 g de Tritén X-100 como surfactante, 0,2 mL de HNO;

concentrado y agua destilada hasta una masa final de 10 g.

También se han realizado estudios para la determinacién del contenido de elementos
metalicos en muestras de biodiesel sin necesidad de realizar mineralizaciones ni formaciéon de
emulsiones o microemulsiones. Asi, por ejemplo, Ghisi et al. (2010) determinaron el contenido
de Fe y Cu en muestras obtenidas a partir de aceite de fritura y de soja, mediante la disolucion
de las mismas con hidréxido de tetrametilamonio, calentamiento a 90 °C durante 5 minutos y

analisis la mezcla resultante mediante GF-AAS.

Los elementos metalicos suelen estar presentes a muy bajas concentraciones en los
biocombustibles, por lo que se requieren técnicas muy sensibles para su determinacion. Las
técnicas basadas en ICP son muy sensibles pero, como ya se ha comentado, la introduccién de
compuestos organicos en el plasma requiere una especial atencidn, ya que estos compuestos
pueden desestabilizar o extinguir el plasma, debido a la elevada cantidad de materia organica
presente en este tipo de muestras (Saint’Pierre et al., 2002). Por esta razdn es necesario incluir
en el instrumento un maédulo auxiliar de gas para la introduccién controlada de oxigeno al gas
de nebulizacién (Ar) y evitar asi la formacion de depdsitos de carbono en la antorcha del

plasma.

La espectrometria de emisidon atdmica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES)
ha sido ampliamente utilizada para el andlisis de metales en aceites vegetales, combustibles y
biocombustibles, debido a su capacidad de analisis multielemental junto con su amplio rango
lineal. Esta técnica se ha mostrado como muy adecuada para la determinaciéon de un gran
numero de metales (mayoritarios y minoritarios) en muestras de biodiesel, previa digestion de
la muestra en horno de microondas (Korn et al., 2007; Lobo et al., 2009; Pereira et al., 2009;
Igbal et al., 2010). La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)
permite también la determinacién multielemental, proporcionando menores limites de
deteccién (Woods et al., 2007). Esta técnica es muy adecuada para el andlisis de trazas, si bien
su mayor coste y mayor dificultad de operacién hacen que el ICP-AES resulte mas adecuado

para la determinacion de metales en aceites y biocombustibles.

Igbal et al. (2010) realizaron una mineralizacién de muestras de biodiesel producidas a
partir de aceite de colza, por via himeda, en horno microondas empleando una mezcla de
acidos formada por HNO; y HCI (9:1, v/v), y aplicando una rampa de temperatura hasta 175 °C
en 4,5 minutos y con un tiempo de mantenimiento de 4,5 minutos. Con este método de
digestion se consiguid disolver las muestras de biodiesel y analizar 26 elementos metalicos y

semimetalicos mediante ICP-AES, obteniendo resultados satisfactorios.

Korn et al. (2010) determinaron simultdneamente Na, K, Ca, Mg y P en muestras de
biodiesel mediante ICP-AES. Para ello, aplicaron dos métodos de digestidon: mineralizacién en

vaso abierto mediante calentamiento convencional en un bloque calefactor y utilizando, en
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varias etapas, una mezcla de HNOj, H,SO, y H,0, durante un tiempo total de 3 horas, y
digestion acida en horno de microondas con HNO; y H,0, (7:1, v/v) durante 42 minutos. Segun
estos autores, aunque ambos métodos de digestién permitieron la obtencion de resultados
satisfactorios, la digestion en horno de microondas permite realizar el tratamiento de muestra
en un menor tiempo y de una manera mds segura, con un menor consumo de reactivos y una
mayor precision en los resultados obtenidos. Ademas, el procedimiento resulté ser mas
preciso que otros procesos descritos en la bibliografia debido a que, en este caso, no se utilizan
disolventes orgdnicos para la determinacién de estos metales, como cuando se aplica la

normativa europea.

VIII.2 Determinacion del contenido de Na, K, Ca, Mg y P en muestras de aceite y biodiesel
aplicando las normas UNE-EN 14107:2003 y UNE-EN 14538:2006

La determinacidn del contenido de sodio, potasio, calcio, magnesio y fésforo en las
muestras de biodiesel objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral se realizd segun las
normas UNE-EN 14538:2006 “Productos derivados de grasa y aceites. Esteres metilicos de
dcidos grasos (FAME). Determinacion del contenido de calcio, potasio, magnesio y sodio por
andlisis espectral de emision dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP OES)” y UNE-EN
14107:2003 “Productos derivados de grasa y aceites. Esteres metilicos de dcidos grasos
(FAME). Determinacion del contenido de fosforo mediante espectrometria de emision con
plasma acoplado inductivo (ICP)”. Asimismo, estas mismas normas fueron aplicadas para el
analisis de las muestras de aceite utilizadas como materias primas en la obtencién de las
distintas muestras de biodiesel, con objeto de comparar los contenidos de estos elementos
metdlicos tanto en la materia prima como en el producto final de la reaccién de

transesterificacion por catalisis homogénea.

El empleo de la técnica ICP-AES para la determinaciéon de los elementos metalicos
establecidos en la normativa europea requiere la incorporacion de un médulo auxiliar de
oxigeno al espectrometro de ICP-AES, el cual permite introducir en el plasma de argén una
corriente de oxigeno, cuya funcién es evitar la formacidon de depdsitos de carbono en la

antorcha.

La determinacion del contenido de sodio, potasio, calcio, magnesio y fésforo segun la
normativa europea en las muestras de aceite y biodiesel y los correspondientes blancos se
realizdé mediante ICP-AES bajo calibracion convencional siguiendo el procedimiento
experimental y las condiciones de operacion instrumental (Tabla 111.7) descritos en la seccidn
I11.4.5.1. Las muestras de biodiesel se prepararon segln el procedimiento optimizado descrito
en la seccion 111.4.2 de la presente Memoria, y los nombres y acrénimos empleados para las

distintas muestras de aceite y biodiesel se muestran en la Tabla V.13.

Teniendo en cuenta que el contenido salino de las diluciones de las muestras de aceite

y biodiesel y de los patrones de calibracion puede ser distinto, se realizé la calibraciéon con
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patrén interno con objeto de compensar las posibles diferencias en la eficiencia de

nebulizacidn entre muestras y patrones.

La calibracién con patrén interno (P.l.) se basa en la utilizacion del factor de respuesta
relativo de cada punto a medir, con respecto a un marcador introducido como referencia. El
procedimiento se lleva a cabo afiadiendo tanto a muestras y blancos como a patrones de
calibracion una cantidad constante y conocida de un elemento que no esté presente en las
muestras a analizar. En este estudio, se empled itrio (Y) como patrén interno. El instrumento
mide la sefial del itrio a una longitud de onda de 371,030 nm, que debe ser constante. Cuando
surgen diferencias en la sefial del patrén interno (por ejemplo por diferencias en la eficiencia
de nebulizacién, cambios de viscosidad, inestabilidad del plasma, deriva de la sefial en andlisis
muy largos, etc.), el software de control del ICP-AES corrige el error y recalcula la
concentracién del resto de elementos analizados. Cuando se elige y se emplea un elemento
como patrdn interno de forma apropiada, se pueden compensar varios tipos de errores, tanto

aleatorios como sistematicos.

En las Tablas VIII.1 y VIII.2 se muestran los contenidos de sodio, potasio, calcio,
magnesio y fésforo, determinados mediante ICP-AES segln las normas UNE-EN 14538:2006 y
UNE-EN 14107:2003, en las muestras de aceite y de biodiesel obtenidas a partir de ellas.
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Tabla VIIl.1.- Contenidos de Na, K, Ca, Mgy P, en mg kg'1 (media * desviacién estandar, n=3), en muestras de aceite,
determinados mediante ICP-AES segun las normas UNE-EN 14107:2003 y UNE-EN 14538:2006.

Muestra de aceite Ca Me Na K P

(422,673 nm) (279,553 nm) (588,995 nm) (769,896 nm) (213,618 nm)

AOL 0,78 £ 0,02 0,424 + 0,005 0,635 + 0,004 2,701 0,39+ 0,02
AOF 0,47 £0,02 0,511 + 0,006 3,75+0,04 4,34+ 0,03 0,369 + 0,005
AGL 0,104 + 0,007  0,03122 + 0,00005 0,84 £ 0,02 3,52+0,07 0,652 + 0,003

AGF 0,51+0,01 0,60 £ 0,01 1,68 £ 0,03 2,51+0,05 1,50 +0,01

ASL 0,08 +0,01 0,0113 + 0,0004 0,83 +0,02 2,53 +0,05 3,93+ 0,03
ASF 0,98 £ 0,02 5,55+ 0,04 1,75+0,02 2,84 £ 0,05 3,855 + 0,003
ACL 0,21+0,02 0,032 + 0,001 0,953 + 0,005 3,76 £ 0,02 0,469 + 0,009
ACF 0,319 + 0,009 0,568 + 0,007 1,274 £ 0,001 2,88 £ 0,08 0,513 + 0,006

AML 0,134 + 0,009 0,0306 £ 0,0006 0,83 £0,02 3,2+0,1 0,82 £ 0,02

AMF 0,39+0,02 4,14 + 0,04 2,26 £ 0,03 3,59 £0,09 0,55 £ 0,02
ASGL 0,196 + 0,009 0,062 + 0,004 0,88 + 0,02 32+0,1 0,270 + 0,008
ASGF 0,055 + 0,007 2,40 £ 0,02 1,65+0,03 2,84 £ 0,05 0,253 + 0,002
AOGF 0,03 £0,01 0,086 + 0,001 1,26+ 0,01 35+0,1 1,910 + 0,006

AOGMF 0,510 + 0,007 0,40+0,01 1,96 £+ 0,04 3,11+ 0,08 8,8+0,1
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Tabla VIII.2.- Contenidos de Na, K, Ca, Mgy P, en mg kg'1 (media + desviacion estandar, n=3), en muestras de biodiesel, determinados mediante ICP-AES

Mt.Jes?ra Ca Mg Ca+ Mg Na K Na + K P
de biodiesel (422,673 nm) (279,553 nm) (588,995 nm) (769,896 nm) (213,618 nm)
BAOL 0,106 + 0,004 0,030 + 0,001 0,136 £ 0,004 0,687 + 0,005 1,66 £ 0,02 2,35+0,02 2,16 £ 0,02
BAOF 0,133 £ 0,002 0,0012 +0,0003 0,134 +0,002 1,03 £0,02 1,67 £0,02 2,70+0,03 2,12+0,05
BAGL 0,170 + 0,004 0,0146 £ 0,0006 0,185 + 0,004 2,84+£0,04 2,27 £0,07 5,11 +£0,08 2,57 £0,03
BAGF 0,15+0,01 0,017 £ 0,004 0,17 £0,01 1,136 £ 0,006 1,79 £ 0,02 2,93+0,02 2,51+£0,04
BASL 0,136 £0,002  0,00778 £0,00009 0,144 +£0,002 0,858 + 0,007 1,64 £ 0,02 2,50+ 0,02 2,43 10,02
BASF 0,132 £ 0,003 0,006 + 0,002 0,138 +0,003 0,770+ 0,003 1,57 £0,02 2,34+0,02 2,22+0,02
BACL 0,168 £0,005 0,00176 +£0,00002 0,170 + 0,005 0,84 +0,01 1,980+0,006 2,82+0,01 2,25+0,04
BACF 0,211 + 0,008 0,0036 + 0,0001 0,221 + 0,008 1,15+0,03 29+0,1 4,1+0,1 2,43+0,02
BAML 0,173 £ 0,007 0,0050 £ 0,0007 0,178 £ 0,007 1,17 £ 0,02 2,42 £0,03 3,59 £0,04 2,29 £0,03
BAMF 0,27 +0,01 0,0041 + 0,0005 0,2741+£0,01 2,50+0,04 3,36 £ 0,05 5,86 £ 0,06 4,48 £ 0,09
BASGL 0,154 £0,009  0,00655 +0,00007 0,161 +0,009 1,298 + 0,004 2,07 +£0,02 3,37+0,02 2,39+0,02
BASGF 0,076 + 0,006 0,0175 + 0,0006 0,094 + 0,006 3,32+0,05 2,54 +0,04 586+0,06 4,356 +0,002
BAOGF 0,17 +0,01 0,00162 + 0,00008 0,17 £0,01 1,135 + 0,007 2,13+0,06 3,26 £ 0,06 2,29+0,02
BAOGMF 0,21 +0,02 0,0044 +0,0003 0,21 £ 0,02 1,137 £ 0,009 2,37+0,02 3,51+0,02 3,08 +0,03
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En la Tabla VIII.1, correspondiente a las muestras de aceite empleadas como materia
prima para la obtencién del biodiesel, se observa que los mayores contenidos de calcio y
magnesio encontrados se corresponden con las muestras de aceite de semillas de fritura (0,98
y 5,55 mg kg, respectivamente) y de oliva sin usar (0,78 y 0,424 mg kg", respectivamente).
Con respecto al sodio y potasio, los mayores contenidos se encontraron en las muestras de
aceite de oliva de fritura (3,75 y 4,34 mg kg, respectivamente) y de colza sin usar (0,953 y
3,76 mg kg, respectivamente). Los mayores contenidos de fésforo se encontraron en las
muestras de aceite de semillas sin usar y de fritura, con valores de 3,93 y 3,855 mg kg™,
respectivamente. Cabe destacar el elevado contenido de fésforo hallado en la muestra de
aceite de oliva-girasol-maiz de fritura (8,8 mg kg™), probablemente debido a una transferencia

de este elemento desde los alimentos al aceite durante el proceso de fritura.

En general, se observa que el elemento mayoritario en las muestras de aceite
analizadas es el potasio, con algunas excepciones para magnesio (ASF y AMF) y fésforo (ASL,
ASF y AOGMF), seguido en la mayoria de los casos por el sodio. Los elementos minoritarios en
las muestras analizadas suelen ser calcio y magnesio. Los contenidos de potasio presentaron
valores comprendidos en el intervalo entre 2,53 y 3,76 mg kg™ para las muestras de aceite sin
usar, mientras que para las muestras de aceite de fritura este intervalo aumenté a valores
comprendidos entre 2,51 y 4,34 mg kg™. Asimismo, se observa que los contenidos de estos
cinco elementos suele ser mayor, para un mismo tipo de aceite, para la muestra de fritura que
para la muestra sin usar. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el proceso de
fritura contribuye a un aumento en los contenidos de estos metales, ya sea mediante un

proceso de concentracidn o por transferencia a partir de los alimentos.

Con respecto a las muestras de biodiesel (Tabla VIII.2), el biodiesel de aceite de maiz
de fritura es el que presenta los mayores contenidos de calcio, potasio y fosforo (0,27, 3,36 y
4,48 mg kg, respectivamente), mientras que el biodiesel de aceite de girasol de fritura es el
que presenta el mayor contenido de magnesio (0,017 mg kg!) y el de aceite de soja-girasol de
fritura es el que presenta el mayor contenido de sodio (3,32 mg kg). En relacion a las
muestras de biodiesel producidas a partir de aceite sin usar, el biodiesel de aceite de maiz sin
usar es el que presenta el mayor contenido de calcio y potasio (0,173 y 2,42 mg kg*,
respectivamente), mientras que el de aceite de girasol sin usar es el que presenta el mayor
contenido de sodio y fésforo (2,84 y 2,57 mg kg™, respectivamente) y el mayor contenido de

magnesio se encontré en el biodiesel de aceite de oliva sin usar (0,030 mg kg™).

En este caso, se observa que el elemento mayoritario es el fosforo, con la excepcién
del sodio para la muestra BAGL y del potasio para las muestras BACF y BAML, mientras que en
las muestras de aceite el potasio era el elemento mayoritario. Esta variacidén en el contenido
puede deberse a la posible introduccién de fésforo en las muestras de biodiesel durante la
etapa de lavado con agua acidulada con acido fosférico, al no eliminarse los restos de acido
con el posterior lavado con agua desionizada. Los elementos minoritarios son de nuevo calcio y

magnesio, al igual que ocurre con las muestras de aceite.
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Teniendo en cuenta los contenidos en los aceites de procedencia, se observa que el
contenido de calcio disminuye en la mayoria de las muestras de biodiesel salvo en las muestras
BAGL, BASL, BASF, BAML, BASGF y BAOGF en las que el contenido de este metal aumenta,
mientras que el contenido de magnesio disminuye en todas las muestras analizadas, siendo
esta disminucion mas pronunciada en el caso de las muestras de biodiesel de aceite de
semillas de fritura, donde el contenido de magnesio disminuye de 5,55 mg kg™ en el aceite a
0,006 mg kg™ en el biodiesel, y de aceite de maiz de fritura, donde disminuye de 4,14 mg kg™
en el aceite a 0,0041 mg kg en el biodiesel. En cuanto al contenido en sodio, se observa un
aumento en las muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de oliva, girasol, semillas,
maiz y soja-girasol, asi como maiz y soja-girasol de fritura. El contenido en potasio es, en todas
las muestras de biodiesel, inferior o similar al de las muestras de aceite, mientras que el
contenido en fésforo es superior en todas las muestras de biodiesel, con la excepcion de las
muestras BASL, BASF y BAOGMF.

Finalmente, la norma europea UNE-EN 14214:2009, relativa a la calidad del biodiesel
en cuanto al contenido en elementos metdlicos, establece que la suma del contenido de calcio
y magnesio, por un lado, y de sodio y potasio, por el otro, no debe ser superior a 5 mg kg™,
mientras que el contenido maximo de fésforo permitido es de 4 mg kg*. Como se puede
apreciar en la Tabla VIII.2, todas las muestras de biodiesel verifican los limites maximos
establecidos para Ca, Mg, Na y K, al igual que en el caso del fosforo, con la excepcién de los
biodiesel obtenidos a partir de aceite de maiz de fritura y de soja-girasol de fritura, cuyos
contenidos de fosforo son ligeramente superiores al maximo establecido por la normativa
europea, lo que parece sugerir la necesidad de mejoras en el proceso de evaporacién del agua

de lavado.
VIII.3 Determinacidn de elementos metalicos y semimetdlicos mediante ICP-AES

En una segunda etapa del estudio, se determinaron los contenidos totales de los cinco
elementos citados por la normativa europea, previa digestion acida de las muestras en horno
de microondas, ampliando el estudio a otros elementos metalicos y semimetdlicos que pueden
estar presentes tanto en la materia prima como en el producto de la reacciéon de
transesterificaciéon. De esta forma, el objetivo que se planted fue la determinacién, mediante
la técnica ICP-AES, de 19 elementos (aluminio, arsénico, bario, calcio, cadmio, cobalto, cromo,
cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, molibdeno, sodio, niquel, fésforo, plomo,
vanadio y cinc) en las muestras de biodiesel objeto de estudio y en los aceites vegetales

empleados como materias primas.
VIII.3.1 Seleccion de los parametros instrumentales en ICP-AES

La técnica ICP-AES permite el andlisis multielemental, con la consiguiente ventaja en
relacidon al tiempo de anadlisis y la cantidad de resultados obtenidos. El equipo de ICP-AES

empleado en el presente estudio opera en modo secuencial, por lo que la reduccién del
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tiempo de andlisis es menor que en los instrumentos simultdneos, y esto obliga a trabajar con
un menor numero de lineas de emisién. Si bien, se consigue una importante reduccién en el
tiempo de analisis, frente a instrumentos monoelementales, como son los espectrofotémetros
de absorcién atémica, que requieren el ajuste del instrumento y la calibracién para un solo
analito en cada andlisis. A pesar de las ventajas del empleo del ICP-AES, se trata de una técnica
instrumental compleja, que requiere un estricto control de las condiciones de operacion. La
complejidad de la preparaciéon de disoluciones patrén multielementales, el control de las
posibles interferencias espectrales y de matriz, asi como el propio estado del instrumento,
implica la necesidad de un estudio pormenorizado de las distintas variables que intervienen en

las condiciones del instrumento para obtener resultados fiables.

Entre los componentes instrumentales, el que mas afecta a la sensibilidad del analisis
es el sistema de nebulizaciéon. Lo mds comun es la introduccidon de muestras liquidas en el
plasma en forma de aerosol, generado en un nebulizador neumatico. El aerosol se forma al
hacer confluir el caudal de muestra liquida con una corriente de gas a alta presion. El
nebulizador va acoplado a una camara de expansidn, cuya funcidon es condensar las gotas mas
grandes, evitando que alcancen el plasma y provoquen su extincidn. En el presente estudio se
disponia de dos tipos de nebulizadores neumaticos: de flujo concéntrico (Meinhard) y V-
groove. El primero proporciona mejores limites de deteccién, de forma general, pero esta
formado por tubos concéntricos de vidrio, donde la muestra fluye por el tubo interno cuyo
diametro es de tan solo 300 um, por lo que puede presentar problemas de obturacion para el
analisis de disoluciones con cantidad de sélidos disueltos superior a 0,1 %. En el nebulizador
tipo V-groove, la muestra fluye por un surco en forma de V y confluye con el gas que surge de
un orificio situado bajo el vértice del surco. Este tipo de nebulizadores son mas adecuados para
el andlisis de muestras salinas, resultando mds apropiado para el andlisis de disoluciones
procedentes de la digestion de muestras sélidas, ya que no suele presentar problemas de
obturacidn. En el presente estudio se opté por el empleo de un nebulizador tipo V-groove. El

resto de componentes instrumentales empleados se muestran en la seccién lll.2.

En cuanto a las condiciones instrumentales para el analisis por ICP-AES, los parametros
mas criticos son los relacionados con el sistema de nebulizacién, es decir, los caudales de gas
nebulizador y de introduccién de muestra. Cuando se desea llevar a cabo el analisis de un solo
elemento, la optimizacién se consigue registrando la sefial de una disolucidn patrén que
contenga el analito a distintos valores de estos pardmetros. La operacién se repite con una
disolucién de blanco, y se eligen las condiciones que proporcionen la mejor relacidn
sefial/ruido, calculada como la relacién entre la sefial debida sélo a la concentracion de analito
(es decir, la diferencia entre la sefial del patron y la sefial del blanco) y la sefial del blanco. En el
caso de andlisis multielemental, las condiciones se optimizaron empleando una disolucion de
ajuste que contenia 5,0 mg L™ de manganeso y, por tanto, mediante la relacién sefial/ruido de
este elemento. El instrumento de ICP-AES empleado permite controlar el caudal de gas de

nebulizacidn (argén) mediante la medida de su presion en kPa y el caudal de introduccién de
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muestra a través de los tubos de bomba peristdltica y la velocidad de la misma en rpm. Se
seleccionaron una presion de gas de nebulizacién de 240 kPa (que proporciona caudales
alrededor de 1 L min) y una velocidad de bomba peristaltica de 40 rpm (aproximadamente 1
mL min™), ya que proporcionaban la mejor relacién sefial/ruido para la longitud de onda de
257,610 nm del Mn.

El resto de pardmetros instrumentales pueden modificarse, si bien existen una serie de
directrices recomendadas por la casa comercial para conseguir el funcionamiento éptimo del

instrumento. Entre estos pardmetros se encuentran:

e La potencia de radiofrecuencia aplicada al plasma para su generacién y
mantenimiento. El instrumento dispone de un generador de radiofrecuencia de 40,68 MHz,
que permite trabajar a potencias de radiofrecuencia entre 1-2 kW. En principio, un valor de
1200 W es suficiente para la ionizacion de la mayoria de los elementos, siendo conveniente
emplear la menor potencia posible para evitar forzar el sistema y sus componentes. Tan solo
se recomienda trabajar a potencias mayores cuando se analizan elementos con elevado
potencial de ionizacién (como el selenio) o con muestras que contienen disolventes organicos,
ya que absorben parte de la potencia aplicada provocando distorsiones en el plasma y
fluctuaciones en las sefiales obtenidas. Al aplicar la normativa europea para la determinacién
de Na, K, Ca, Mg y P, los analisis se realizaron en medio orgdnico, por lo que fue necesario
aumentar la potencia de radiofrecuencia.

e El voltaje del fotomultiplicador, que puede variarse entre 650 y 750 V. Lo
habitual es trabajar a 650 V y aumentarlo a medida que se produzca el desgaste del detector,
lo que se puede detectar a través de la disminucién de la sefial para la disolucion de ajuste del
instrumento (5,0 mg L™ de manganeso).

e Los caudales de gas argdn de enfriamiento y auxiliar, que son los responsables
de la formacion y mantenimiento del plasma, asi como de la refrigeracién de la antorcha de
cuarzo, que se encuentra a temperaturas entre 8.000-10.000 K. Apenas afectan a la sefial de

analito, por lo que se recomienda mantenerlos a 15,0y 1,5 L min™, respectivamente.

Al margen de los parametros instrumentales anteriormente mencionados, se deben
realizar una serie de operaciones previas al analisis que permitan el ajuste del instrumento de
ICP-AES. Es importante calibrar el sistema selector de longitudes de onda, lo que se realiza
mediante la monitorizacién de la sefial emitida por una ldmpara de mercurio que lleva
incorporado el instrumento. Cuando la ldmpara emite, lo hace a las doce longitudes de onda
del mercurio comprendidas entre 164,993 y 546,074 nm, de modo que permite que el sistema
se autocalibre y reajuste si es necesario. La operacion de calibracion de las longitudes de onda
proporciona un informe que permite detectar problemas que pueden proceder del deterioro

del sistema monocromador o de la propia ldmpara de mercurio.

Otra operacidon que debe realizarse cada vez que se enciende el plasma, es el ajuste de

la sensibilidad del espectrémetro de emision ICP-AES. El proceso se realiza aspirando la
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disolucidn de ajuste mientras se ajusta la posicién de la antorcha. En realidad la antorcha no se
mueve, sino que lo hacen unos espejos situados a la entrada del monocromador, que permiten
mejorar la captacidn de energia emitida por los iones excitados en el plasma. El registro diario
de este parametro permite detectar cambios de sensibilidad que pueden estar relacionados

con el desgaste del detector.
VIII1.3.2 Estudio de las caracteristicas analiticas en ICP-AES

Una vez ajustado el espectrometro, se estudiaron las caracteristicas analiticas para la
determinacidn de los metales seleccionados: aluminio, arsénico, bario, calcio, cadmio, cobalto,
cromo, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, molibdeno, sodio, niquel, fdsforo,
plomo, vanadio y cinc. Con objeto de reducir el nUmero de lineas de emision analizadas, ya que
como se ha comentado el ICP-AES trabaja en modo secuencial y por lo tanto un mayor nimero
de lineas conduce a un mayor tiempo de andlisis, se seleccioné una longitud de onda para cada
elemento, en base a las caracteristicas analiticas en lo que a sensibilidad, especialmente para
los elementos minoritarios, y selectividad, para evitar en lo posible las interferencias

espectrales, se refiere.

En la Tabla VIII.3 se muestran los parametros de calibracion del método (pendientes de
calibracién, ordenadas en el origen y los correspondientes intervalos de confianza), los
coeficientes de correlacién (r), asi como los valores del error estandar de la estimacion (S,.) y
las caracteristicas analiticas para la determinacion de los elementos estudiados. Estos
parametros proceden de calibrados realizados con cinco disoluciones patron de diferente
concentracién para cada analito, segln los intervalos de concentracién mostrados en la Tabla
111.10 de la seccion 111.4.5.2. El limite de deteccidn (LD) representa la minima concentracion de
elemento que puede ser diferenciada del blanco, mientras que el limite de cuantificacién (LQ)
representa la minima concentracién de analito que puede ser realmente cuantificada. Ambos
pardmetros han sido calculados siguiendo la normativa IUPAC, como tres y diez veces, para el
LD y el LQ, respectivamente, la desviacién tipica de diez medidas de la sefal del blanco. La
precision, en términos de porcentaje de desviacion estdndar relativa (% RSD), fue evaluada a
partir de tres medidas de una disolucion patrén, calculado para una concentracién de Al, As,
Ca, K, Mg, Niy V de 500 pg L''; de Pb, Cu, Fe, Nay P de 50 ug L' y de Ba, Cd, Co, Cr, Mn, Mo y
Zn de 5 pg L™ Los estudios se realizaron bajo las condiciones de operacién instrumental

recogidas en la Tabla IIl.9 de la seccidn 111.4.5.2.
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Elemento A (nm) (bt S.r,*)-lo2 (cpsL ug'l) at Sa* (cps) Sy/x r LD (pg g'l) LQ (pg g'l) % RSD
Aluminio 396,152 2,16 £ 0,02 4,7+0,3 0,1463  0,99977 0,42 1,39 3,8
Arsénico 193,696 0,13 £ 0,003 1,0+0,2 0,1205  0,99901 0,46 1,55 4,6
Bario 455,403 126+1 6,9+0,6 0,0159  0,99987 0,007 0,02 0,5
Calcio 317,933 1,725 £ 0,008 161 0,0542  0,99995 0,37 1,25 3,6
Cadmio 226,502 6,35 £ 0,04 0,19 £ 0,06 0,0211  0,99994 0,009 0,03 0,6
Cobalto 228,616 2,77 £0,02 0,23 £ 0,08 0,1143  0,99985 0,03 0,11 2,8
Cromo 267,716 2,10+£0,02 0,12 £ 0,02 0,1211  0,99972 0,03 0,11 3,0
Cobre 324,754 2,34+0,04 0,15+ 0,04 0,0205  0,99953 0,12 0,40 3,9
Hierro 238,204 1,74 £ 0,02 0,8+0,2 0,1483  0,99965 0,08 0,28 3,6
Potasio 766,490 0,952 + 0,008 0,11 £ 0,08 0,1407  0,99985 0,26 0,87 2,4
Magnesio 279,806 0,385 + 0,005 0,20 £0,07 0,1118  0,99971 0,27 0,91 2,8
Manganeso 257,610 13,6 +0,2 4+1 0,1915  0,99959 0,009 0,03 0,6
Molibdeno 202,030 1,53 +0,02 0,25+ 0,08 0,1855  0,99951 0,04 0,15 3,5
Sodio 589,592 11,2+0,1 61+2 0,0165 0,99970 0,13 0,42 4,2
Niquel 352,454 0,595 + 0,009 04+0,1 0,1824  0,99955 0,44 1,48 4,5
Fésforo 213,618 0,2459 £ 0,0007 0,11 £ 0,02 0,0232  0,99998 0,20 0,66 4,4
Plomo 220,353 0,50 £ 0,02 0,5+0,1 0,1906  0,99792 0,23 0,78 4,5
Vanadio 292,402 0,588 + 0,006 0,10 £ 0,03 0,1522  0,99978 0,25 0,84 2,1
Cinc 206,200 49+0,1 4,0+0,3 0,0253  0,99840 0,05 0,16 3,8

*Intervalos de confianza (S, y Sy) calculados al 95 % de nivel de confianza.
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Como se puede observar en esta tabla, los resultados obtenidos para todos los
elementos analizados muestran buena linealidad en el rango de concentraciones estudiado
con coeficientes de correlacion superiores a 0,9979. Los LD, LQ y la pendiente de la recta de
calibrado permiten establecer la sensibilidad de las diferentes lineas de emisién estudiadas.
Por otro lado, se observa que los limites de deteccion obtenidos para los diferentes elementos
se encontraron entre 0,007 ug g'1 para el bario y 0,46 g g"1 para el arsénico mientras que los
limites de cuantificacién del método oscilaron entre 0,02 pg g™ para el bario y 1,55 pg g™ para
el arsénico. Estos parametros indican la validez de la técnica para poder determinar y
cuantificar los distintos metales presentes en muestras de aceite y biodiesel. Los % RSD fueron
inferiores al 5 % para todos los elementos estudiados, lo que pone de manifiesto un elevado

grado de precisién en la determinacidn de elementos metalicos y semimetalicos por ICP-AES.

VIII.4 Desarrollo de un método analitico para la determinacion de contenidos totales de

elementos metalicos y semimetalicos en muestras de aceite y biodiesel
VIII.4.1 Optimizacion del método de digestion en horno de microondas

Con objeto de seleccionar el método mas adecuado para la mineralizacidon de las
muestras de aceite y biodiesel mediante horno de microondas, se realizaron una serie de
estudios de optimizacién sobre la muestra de aceite de girasol sin usar y la muestra de

biodiesel correspondiente.

Inicialmente, se optimizd la cantidad de muestra a digerir, realizando diferentes
digestiones acidas con 10 mL de acido nitrico concentrado en las que se emplearon desde 0,1 g
a 0,3 g de muestra, tanto de aceite como de biodiesel, teniendo en cuenta las
recomendaciones de la casa comercial. El interés de este estudio radica en que mediante la
mineralizacion en horno de microondas de elevadas cantidades de muestra con gran
contenido de matriz organica, como es el caso de las muestras de aceite y biodiesel, se pueden
originar elevadas presiones durante el proceso de digestion, con el consiguiente riesgo en
cuanto a la seguridad del procedimiento (el instrumento consta de una sonda de presidon que
aborta automaticamente el método de digestion cuando se supera la presion maxima

establecida, la cual viene dada por las especificaciones de los vasos empleados).

Por tanto, es necesario llegar a una situacion de compromiso en la que la seguridad
esté garantizada durante la digestién y que la cantidad de muestra sea suficiente para
determinar los elementos minoritarios o traza. La casa comercial recomienda mineralizar una
cantidad de muestra no superior a 0,3 g, por lo que se estudié la digestion de 0,1, 0,2y 0,3 g de
muestra. Estos estudios mostraron que el empleo de 0,3 g de muestra, maxima cantidad
recomendada, no suponia ningun riesgo para la seguridad del procedimiento, a la vez que
proporcionaba los mejores resultados, por lo que se decidié emplear esta cantidad de muestra

para las sucesivas mineralizaciones.
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Una vez establecida la cantidad de muestra a digerir, se ensayaron tres procedimientos
basados en la digestion acida con calentamiento en horno de microondas, empleando como

medios de mineralizacion:

= Acido nitrico concentrado (10 mL)

= Una mezcla de acido nitrico y perdéxido de hidrégeno, en proporcion
4:1 (v/v) (10y 12 mL)

= Agua regia (mezcla de acido clorhidrico y acido nitrico, en proporcion
3:1 (v/v) (10 mL)

El programa de temperatura aplicado con el horno microondas fue el mismo en los
tres casos estudiados y se muestra en la Tabla IIl.8 de la seccion 111.4.5.2. El empleo de la
mezcla de acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en proporcién 4:1 (v/v), requiere una etapa
de pre-digestién a temperatura ambiente, durante aproximadamente 30 minutos, con objeto
de evitar un aumento descontrolado de la presidn en el interior de los vasos de microondas
durante el proceso de digestion, debido a la liberacién de hidrégeno. Esta sobrepresién puede
ocasionar que la sonda de presidon del horno de microondas aborte el método antes de que

finalice el proceso de mineralizacién.

Durante la etapa de tratamiento de muestra, es necesario evitar cualquier pérdida y/o
contaminacidn de analito, lo que es especialmente complicado cuando el tratamiento de la
muestra implica la destruccidon de la matriz orgdnica, ya que la mineralizacion suele ser la
etapa mas larga y tediosa del andlisis y en la que se pueden cometer mas errores, como
pueden ser pérdidas de analito por volatilizacion o contaminacion de muestras y blancos,
respectivamente, con el consiguiente error e imprecision de los resultados obtenidos y
aumento de los limites de deteccidn y cuantificacién. Estos problemas se ven acentuados en la

determinacion a nivel de trazas.

Para evitar posibles contaminaciones, todo el material de vidrio se lavd varias veces
con agua desionizada y se mantuvo en una disolucion de acido nitrico al 50 % (v/v) durante 24
horas para eliminar las trazas metalicas. A continuacién, se lavd de nuevo con agua
desionizada y se mantuvo en una disolucidn de acido clorhidrico al 5 % (v/v) durante 24 horas
para eliminar las trazas organicas. Finalmente, se lavd con agua desionizada. Al igual que
cuando se empled la normativa europea para la determinacién de metales y teniendo en
cuenta que el contenido salino de las disoluciones obtenidas mediante la mineralizacién de las
muestras de aceite y biodiesel y de los patrones de calibracién puede ser distinto, se aplico el
método de calibracidn con patrén interno, con objeto de compensar las posibles diferencias en

la eficiencia de nebulizacién entre muestras y patrones.

En todos los métodos de digestién anteriormente citados, se prepararon, ademas de
las muestras de aceite y biodiesel, los correspondientes blancos, que fueron analizados
mediante ICP-AES bajo calibracién convencional, segln el procedimiento descrito en la seccion

111.4.5.2. Las muestras digeridas y los correspondientes blancos se diluyeron con agua
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desionizada hasta 25 mL, se afiadid la cantidad correspondiente de itrio, como patrén interno,
para tener una concentracion final de 1 pg mL™, se guardaron en frascos de polipropileno y se

conservaron en el frigorifico en ausencia de luz a +4 °C hasta su analisis.

En la Tabla VII.4 se presentan los resultados obtenidos mediante calibracidon
convencional con patrén interno, para la digestién de la muestra de aceite de girasol sin usar y
la muestra de biodiesel correspondiente con 10 mL de acido nitrico concentrado y con 10 mL
de la mezcla de acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en proporcién 4:1 (v/v). Los resultados
obtenidos con 12 mL de la mezcla de acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en proporcion
4:1 (v/v), y con 10 mL de agua regia proporcionaron unos resultados sujetos a una mayor
incertidumbre, por lo que se desecharon para futuras experiencias. En el caso de la digestion
con 12 mL de la mezcla de acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en proporcion 4:1 (v/v), los
contenidos metdlicos conseguidos con esta mezcla acida fueron similares a los obtenidos con
un volumen de 10 mL de la misma mezcla, es decir, que el aumento de la cantidad de agentes
oxidantes no mejoraba los resultados, por lo que su empleo se descarté para futuras
experiencias. Al utilizar agua regia se observd la formacion de un producto amarillento de
naturaleza desconocida en las paredes de los vasos de digestidn, el cual era muy dificil de
eliminar, requiriendo varias etapas de lavados con acido nitrico, por lo que también se
descarté su empleo como mezcla oxidante para la digestion de las muestras de aceite y

biodiesel.

275



Capitulo Vil

Tabla VIIl.4.- Contenidos totales, expresados en g g'1 (media + desviacion estandar, n=3), de los elementos analizados mediante ICP-AES en la muestra de aceite de girasol
sin usar y biodiesel de aceite de girasol sin usar, empleando dos medios de mineralizacién en horno de microondas.

Elemento A (nm) Aceite de girasol sin usar Biodiesel de aceite de girasol sin usar
HNO; HNO3-H,0, (4:1, v/v) HNO; HNO;-H,0, (4:1, v/v)
Aluminio 396,152 <LQ <LQ 3+1 2,39+0,04
Arsénico 193,696 <LQ <LQ <LQ 2,9+0,1
Bario 455,403 <LQ <LQ 0,041 + 0,004 0,072 + 0,001
Calcio 317,933 4,6+0,6 9,4+0,5 3143 33,310,1
Cadmio 226,502 <LQ 0,030 + 0,002 <LQ 0,094 + 0,002
Cobalto 228,616 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cromo 267,716 <LQ <LQ <LQ 0,13+0,01
Cobre 324,754 <LQ <LQ <LQ <LQ
Hierro 238,204 0,35+ 0,05 0,50 £ 0,06 61 56+0,4
Potasio 766,490 6,3+0,5 7,4+0,2 3+1 29101
Magnesio 279,806 <LQ 2,7+0,1 <LQ <LQ
Manganeso 257,610 0,071 + 0,006 0,19+ 0,01 <LQ 0,040 + 0,004
Molibdeno 202,030 <LQ 0,17 £ 0,02 <LQ <LQ
Sodio 589,592 19+2 26,2+0,5 4+1 3,86 + 0,07
Niquel 352,454 <LQ <LQ <LQ <LQ
Fésforo 213,618 5,7+0,6 11,3+0,7 74108 16,2+0,4
Plomo 220,353 <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanadio 292,402 <LQ <LQ 0,9+0,3 1,4+0,2
Cinc 206,200 0,46 + 0,05 0,66 + 0,04 1,8+0,3 3,1+0,4

276



Capitulo Vil

Como se observa en la Tabla VIII.4, se obtuvieron resultados similares con ambos
procesos de mineralizacion para la mayoria de los elementos analizados, tanto en la muestra
de aceite como en la de biodiesel. En general, se observé una mayor reproducibilidad entre
réplicas al emplear la mezcla HNO3-H,0, (4:1, v/v), lo que se traduce en una desviacion
estandar inferior, por lo que se decidié emplear ésta como mezcla oxidante para llevar a cabo

la digestion del resto de muestras de aceite y biodiesel estudiadas.

En conclusion, los mejores resultados para la determinacién de los elementos
metdlicos y semimetalicos estudiados se obtuvieron al mineralizar las muestras de aceite y
biodiesel en horno microondas, a una temperatura maxima de 200 °C y un tiempo de
mantenimiento de 15 minutos, empleando 10 mL de HNO;s-H,0, (4:1, v/v) como mezcla de

digestion y una cantidad de muestra de, aproximadamente, 0,3 g.

VIII.4.2 Validacion del método analitico optimizado para la determinacion de elementos

metalicos y semimetalicos en muestras de aceite y biodiesel

En cualquier método analitico es importante evaluar la posible alteracién de los
analitos durante cualquier etapa del proceso de tratamiento de muestra. Para ello, lo mas
adecuado es disponer de materiales de referencia certificados en los elementos estudiados,
gue presenten una matriz similar a la de las muestras analizadas. Sin embargo, la ausencia de
este tipo de materiales de referencia, dado que en la actualidad no existen en el mercado
muestras de aceite y biodiesel cuyo contenido metalico esté certificado, hizo necesario realizar
estos estudios con muestras de aceite y biodiesel enriquecidas con disoluciones patrén

certificadas de los distintos elementos analizados.

De esta forma, se realizd un estudio de recuperacion de los elementos estudiados
sobre las muestras de aceite y biodiesel enriquecidas (aceite de girasol sin usar y biodiesel
obtenido a partir de ella). El porcentaje de recuperacion se evalué de forma indirecta,
afadiendo cantidades exactamente conocidas del elemento a determinar a una muestra

previamente analizada, segun la siguiente ecuacién:

X, — X
R (%) =—>"1.100
afiadida

donde:

e X_.:cantidad total de cada elemento encontrada en la muestra enriquecida.
e X;:cantidad total de cada elemento encontrada en la muestra sin enriquecer.

o  Xanadida : cantidad de cada elemento afiadida a la muestra.

Los ensayos de recuperacion se llevaron a cabo tras la adicion de disoluciones patron
de los 19 elementos estudiados sobre la muestra de aceite y biodiesel, respectivamente,

realizdndose el enriquecimiento a dos niveles de concentracion (aproximadamente el doble y
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el cuddruple de la concentracidn de cada elemento metalico encontrado en cada muestra). En
las Tablas VIIL5 y VIIL.L6 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para las
muestras de aceite y biodiesel, respectivamente, a los dos niveles de concentracion
estudiados, junto con los % RSD obtenidos.

Tabla VIIL.5.- Porcentajes medios de recuperacion de los elementos estudiados (n = 4), adicionados a
dos niveles de concentracion (doble y cuadruple), sobre la muestra de aceite de girasol sin usar, una vez

sometida al proceso de mineralizacién en horno de microondas optimizado,
y % RSD obtenidos.

Elemento Enriquecimiento doble Enriquecimiento cuadruple

Recuperacion (%) % RSD  Recuperacion (%) % RSD
Aluminio 98,2 1,9 99,1 1,5
Arsénico 99,4 2,2 102,3 1,8
Bario 99,9 2,5 98,4 2,0
Calcio 102,3 1,8 104,8 2,4
Cadmio 97,9 2,0 98,7 2,1
Cobalto 99,2 24 100,2 1,6
Cromo 99,9 2,1 101,6 2,3
Cobre 103,4 2,4 102,4 2,4
Hierro 99,6 1,0 100,9 1,0
Potasio 105,2 1,3 104,9 1,3
Magnesio 104,5 1,0 103,6 1,0
Manganeso 101,2 1,9 99,8 1,9
Molibdeno 99,2 2,5 99,9 2,1
Sodio 105,6 2,2 104,7 2,2
Niquel 102,4 1,9 101,2 2,4
Fésforo 103,4 1,5 100,6 1,5
Plomo 99,6 1,9 99,4 1,3
Vanadio 99,1 1,6 99,9 1,2
Cinc 98,9 24 98,9 1,9

278



Capitulo Vil

Tabla VIII.6.- Porcentajes medios de recuperacion de los elementos estudiado (n = 4), adicionados a dos
niveles de concentracién (doble y cuadruple), sobre la muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite
de girasol sin usar, una vez sometida al proceso de mineralizacion en horno de microondas optimizado,

y % RSD obtenidos.

Elemento Enriquecimiento doble Enriquecimiento cuadruple

Recuperacion (%) % RSD  Recuperacion (%) % RSD
Aluminio 99,5 1,0 101,2 1,5
Arsénico 98,2 1,3 100,1 1,8
Bario 98,6 1,0 99,9 2,0
Calcio 104,2 1,9 103,2 2,4
Cadmio 99,6 2,6 101,2 2,1
Cobalto 100,2 2,2 99,1 1,6
Cromo 102,7 1,9 103,5 2,3
Cobre 97,6 2,2 98,2 2,1
Hierro 105,7 2,4 100,5 2,6
Potasio 103,6 1,5 102,4 2,9
Magnesio 100,1 1,3 99,8 1,2
Manganeso 97,8 1,2 100,1 1,9
Molibdeno 99,4 1,5 101,2 1,6
Sodio 101,2 1,8 99,6 2,9
Niquel 103,4 2,0 98,7 3,4
Fésforo 104,6 2,4 102,4 3,6
Plomo 100,1 2,1 99,6 1,9
Vanadio 101,2 1,6 98,7 1,6
Cinc 103,2 2,3 100,6 1,4

Como se observa en las Tablas VIIL.5 y VIII.6, las recuperaciones obtenidas para la
muestra de aceite estaban comprendidas entre 97,9 % para el cadmio y 105,6 % para el sodio,
con % RSD inferiores a 2,5 % para el nivel bajo de enriquecimiento y comprendidas entre
98,4 % para el bario y 104,9 % para el potasio con % RSD inferiores a 2,4 % para el nivel alto de
enriquecimiento. En el caso de la muestra de biodiesel, las recuperaciones, para el nivel bajo
de enriquecimiento, estaban comprendidas entre 97,8 % para el manganeso y 105,7 % para el
hierro, con % RSD inferiores a 2,6 %, mientras que para el nivel alto de enriquecimiento las
recuperaciones estaban comprendidas entre 98,2 % para el cobre y 103,5 % para el cromo, con
% RSD inferiores a 3,6 %.

De esta forma, se puede concluir que los elementos estudiados no sufren alteraciones
durante el proceso de digestion en horno de microondas optimizado y en presencia de la
matriz estudiada, no sufriendo modificacién alguna ni produciéndose pérdidas o
transformaciones de los elementos, obteniéndose recuperaciones cuantitativas para todos los
analitos. A partir de estos resultados, se puede afirmar que el método de tratamiento de

muestra desarrollado es reproducible bajo las condiciones sefialadas.
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VIII.4.3 Determinacion de contenidos totales de elementos metdlicos y semimetdlicos en

muestras de aceite y biodiesel

El proceso de digestion en horno de microondas optimizado fue aplicado al resto de
muestras de aceite y de biodiesel, como etapa previa a la determinacion de elementos

metdlicos y semimetdlicos mediante ICP-AES.

VIII.4.3.1 Determinacion de contenidos totales de elementos metalicos y semimetadlicos en

muestras de aceite

Entre los elementos analizados en las muestras de aceite, sélo se ha encontrado
normativa sobre las concentraciones maximas permitidas en aceites de consumo humano para
el hierro, cobre, plomo y arsénico. De esta forma, segln el Real Decreto 308/1983, por el que
se aprueba la reglamentacion técnico-sanitaria espafiola de aceites vegetales, las cantidades
méximas permitidas de hierro, cobre, plomo y arsénico son 10; 0,4; 0,1 y 0,1 ug g*,

respectivamente.

Por otro lado, la Comision del Codex Alimentarius ha establecido concentraciones
maximas permitidas para Fe y Cu (criterios de calidad para oligoelementos metalicos), asi
como para Pb y As (contaminantes), en las normas para aceites de oliva y aceites de orujo de
aceituna (CODEX STAN 33-1981), aceites vegetales especificados (CODEX STAN 210-1999) y
grasas y aceites comestibles no regulados por normas individuales (CODEX STAN 19-1981). De
igual forma, las Normas Comerciales aplicables al aceite de oliva y al aceite de orujo de oliva,
aprobadas por el Consejo Oleicola Internacional (COI, 2006, 2008), adoptan las mismas
concentraciones maximas de la norma CODEX STAN 33-1981. Las concentraciones mdaximas
permitidas para estos elementos por las diferentes normas estan recogidas en la Tabla VIII.7.

Tabla VIIl.7.- Concentraciones maximas permitidas, en ug g'l, de hierro, cobre, plomo y arsénico segun
las normas del CODEX y del COI.

Elemento COl CODEX STAN CODEX STAN CODEX STAN
2006, 2008 33-1981 210-1999 19-1981
Hierro 3 3 1,5-5,0 2,5-5,0
Cobre 0,1 0,1 0,1-0,4 0,1-04
Plomo 0,1 0,1 0,1 0,1
Arsénico 0,1 0,1 0,1 0,1

La concentracién maxima permitida de Pb y As es 0,1 ug g”, independientemente del
tipo de aceite, mientras que la de Fe y Cu varia en funcién de la norma. De esta forma, para
aceites de oliva y de orujo de aceituna, las concentraciones mdaximas permitidas son 3 vy

-1 . . . . .
0,1 ug g, respectivamente, mientras que para el resto de aceites las concentraciones varian
en funcidén de si el aceite es refinado o virgen. Asi, para los aceites de colza, girasol, maiz y soja
la concentracién maxima permitida de Fe varia entre 1,5y 5,0 ug g*, y la de Cu entre 0,1 y
0,4 pg g". Los contenidos totales de los elementos metalicos y semimetalicos obtenidos para

las diferentes muestras de aceite analizadas se recogen en la Tabla VIILS.
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Tabla VII1.8.- Contenidos totales de elementos metalicos y semimetalicos, en ug g'1 (media * desviacidn estandar, n=3), analizados por ICP-AES
en muestras de aceite, previa mineralizacion en horno de microondas.

Muestra de aceite Al As Ba Ca cd Co Cr Cu Fe
AOL 2,21+0,03 <LQ 0,095 +0,004 51+1 <LQ <LQ <LQ <LQ 1,2+0,3
AOF <LQ <La 0,16 £ 0,01 39,2+0,5 <LQ <La <La <L 0,46 +0,02
AGF <LQ <LQ <LQ 53%0,9 0,038+0,002 <LQ <LQ <LQ 0,31+0,06
AsSL <LQ <LQ 0,39+0,01 12,4+0,2 0,040+0,003 <LQ <LQ <LlQ 0,57+0,03
ASF <LQ <LQ 0,23 £0,01 6,4+0,3 <LQ <LQ <LQ <L 0,62 +0,02
ACL 1,3+0,1 <LQ 0,020+ 0,002 8,810,2 <LQ <LQ <LQ <Ll 0,36+0,02
ACF 1,2+0,3 <LQ 0,084 +0,002 261 0,025+0,001 <LQ 0,42+0,02 <LQ 32+0,1
AML 1,7+0,2 <La 0,50 £ 0,04 915 <LQ <LQ <LQ <L 0,67 +£0,03
AMF 1,4+0,1 <lQ 0,096 +0,002 39,3%0,6 <LQ <La <La <l 0,46 +0,03

ASGL <LQ <LQ 0,20+ 0,03 302 0,023 + 0,01 <LQ 0,31+0,02 <LQ 0,79+0,02

ASGF 1,6+0,1 <LQ 0,12 +0,02 7,9+0,4 <LQ <LQ <LQ <LQ 1,2+0,2

AOGF <LQ <LQ 0,23 £0,01 55+3 0,043 + 0,03 <LQ <LQ <l 0,41+0,01
AOGMF <LQ <LQ 0,088 + 0,006 8913 0,037+0,002 <LQ <LQ <LQ 8,7+0,3
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Cont. Tabla VII1.8.- Contenidos totales de elementos metalicos y semimetalicos, en ug g'1 (media + desviacion estandar, n=3), analizados por ICP-AES
en muestras de aceite, previa mineralizacion en horno de microondas.

Muestra de aceite K Mg Mn Mo Na Ni P Pb Vv Zn
AOL 6,6+0,2 2,8+0,2 0,19+ 0,01 <LQ 2,6+0,5 <LQ 7,5+0,6 <Ll <LQ 3,1+0,5
AOF 9,4+0,5 39+0,3 0,16 +0,04 0,42+0,01 11,3+0,8 <LQ 158%0,8 <LQ <LQ 29101
AGF 6,0+0,2 4,3+0,3 0,20+£0,01 0,22+0,02 4,9+0,7 <LQ 6,310,3 <l <LQ 0,67+0,03
ASL 8,41+0,1 <LQ 0,19+0,01 0,15+0,01 1,6+0,3 <Ll 8,2%0,3 <Ll <LQ 52+0,2
ASF 7,7+0,2 154+0,5 0,19+0,01 0,36+0,03 3,0+£0,7 <La 18+1 <Lla <LQ 1,4+0,4
ACL 8,2+0,3 <LQ 0,21+0,01 0,21+0,04 284 <LQ 41+3 <Ll <LQ 1,9+0,3
ACF 9,8+0,5 3,6+0,3 0,19+0,01 0,26+0,02 155+7 <LQq 15,1+x0,6 <LQ <LQ 0,81+0,06
AML 6,4+0,3 <LQ 0,26 £ 0,02 <La 57+0,5 <Ll 9,106 <Lla <LQ 52+04
AMF 3,8+0,1 13,5+0,4 0,20+0,01 <LQ 4,0+0,3 <LQ 13,7+0,8 <LQ <LQ 1,2+0,3
ASGL 49+0,3 <LQ 0,22+0,02 0,20+0,01 7,8+0,8 <LQ 9+1 <Ll <LQ 29+0,3
ASGF 54+0,1 8,3+0,5 0,21+0,02 0,16+0,01 6,5+0,1 <LQ 13+1 <Ll <LQ 1,4+0,2
AOGF 6,3+0,2 34+0,1 0,23 +0,01 <La 52+0,5 <L 4,5%0,3 <Lla <LQ 4,2+0,2
AOGMF 52+04 2,6+0,2 0,21+0,01 <LQ 51+0,7 <LQ 9,6+0,5 <Ll <LQ 8,7+0,6
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Como se puede apreciar en la Tabla VIII.8, los resultados obtenidos mostraron
contenidos de arsénico, cobalto, cobre, niquel, plomo y vanadio por debajo del limite de
cuantificacion del método para todas las muestras de aceite analizadas, que son,
respectivamente, 1,5; 0,1; 0,4; 1,5; 0,8 y 0,8 pg g". En relacién a los elementos cuyo contenido
se encuentra legislado (Tabla VIII.7), se observa que las muestras de aceite sin usar cumplen
las mencionadas normativas en cuanto al contenido de hierro. En cambio, no todas las
muestras de aceite de fritura la cumplen, al superar el valor minimo establecido en las normas
del Codex Alimentarius y del COl para este elemento metdlico, aunque si verificaria la
normativa espanola vigente. Con respecto al arsénico, cobre y plomo, la técnica empleada no
permitiria verificar que los aceites cumplen las normativas citadas, debido a que los limites de

cuantificacion del método son superiores a las concentraciones maximas permitidas.

Segun la bibliografia, los contenidos de cobre, niquel, cobalto y plomo son muy
variables en funcién del tipo de aceite vegetal, e incluso en funcidn de la procedencia y la zona
donde se cultiva el tipo de aceituna con la que se produce el aceite de oliva. De esta forma,
Cindric et al. (2007) encontraron contenidos de cobre entre 0,04 y 0,56 pg g, de niquel entre
0,08 y 0,30 pg g, de cobalto entre 0,01 y 1,13 ug g" vy los contenidos de plomo fueron
inferiores al limite de deteccidon del método, para los distintos tipos de aceites estudiados
(oliva, girasol, sésamo, arroz y soja). Por el contrario, Zeiner et al. (2005) encontraron
contenidos de 0,13-2,26 pg g para el niquel, 0,08-1,10 pg g"* para el cobre y 0,005-5,45 pg g
para el cobalto, en su estudio con diferentes tipos de aceites de oliva, estando de nuevo el
plomo por debajo del limite de deteccidn del método. Matos Reyes et al. (2006) determinaron
elevados contenidos de niquel (aproximadamente 4,5 ug g') y cobre (aproximadamente
3,6 ug g") en aceite de soja y de maiz. Por otro lado, Mendil et al. (2009) hallaron valores
méximos para el cobalto de 1,30 pg g”, para el cobre de 0,71 pg g y para el plomo de
0,03 pg g en aceite de oliva, y contenidos minimos para el cobre de 0,11 pg g™ y de plomo de
0,01 ug g* en aceite de girasol y de cobalto de 0,50 pg g™ en aceite de maiz. Llorent-Martinez
et al. (2011) determinaron contenidos de arsénico, cobre y plomo por debajo de 0,02, 0,004 y

0,009 ug g'l, respectivamente, en diferentes tipos de aceites vegetales.

El cadmio fue el elemento encontrado a niveles mas bajos en todas las muestras
analizadas, variando desde contenidos inferiores al limite de cuantificacién (0,03 pg g*) hasta
0,043 pg g7, correspondiente a la muestra de aceite de oliva-girasol de fritura. En relacién a las
muestras de aceite limpias, el que mayor contenido presentd de este elemento fue el aceite de
semillas (0,040 pg g). En la bibliografia se han descrito niveles de cadmio similares a los
obtenidos en el presente estudio, comprendidos entre 0,0002 y 0,0045 pg g (Pehlivan et al.,
2008), entre 0,0013 y 0,0123 ug g™ (Bakkali et al., 2009) y entre 0,006 y 0,053 pg g™ (Chaves et
al., 2010), e incluso se han encontrado intervalos superiores comprendidos entre 1,51 y

5,49 ug g' en muestras de aceite de girasol (Ansari et al., 2009).

Los niveles de hierro y cinc encontrados oscilaron entre 0,31y 8,7 ug g* para el hierro

y 0,67y 8,7 ug g para el cinc. En ambos casos el mayor contenido se encontré en el aceite de
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oliva-girasol-maiz de fritura, posiblemente debido a la absorcién por parte de este tipo de
aceite de estos elementos procedente de los alimentos que se han cocinado en ella. Los
contenidos de hierro y cinc encontrados en este estudio son similares a los hallados por otros
autores, como 2,4-7,53 ug g' de cinc en distintos tipos de aceite de girasol de distinta
procedencia (Ansari et al., 2009), entre 0,14 y 0,23 pg g de hierro en muestras de aceite de
oliva virgen, girasol, sésamo y soja (Crindric et al., 2007), y valores de 4,30 pg g~ de hierro y de
3,13 pg g de cinc en aceite de oliva y 2,26 ug g de hierro en aceite de soja, mientras que en
el aceite de girasol los valores de estos elementos no pudieron ser cuantificados (Nunes et al.,
2011). Algunos autores, como Chaves et al. (2010), reportan contenidos de estos elementos
sensiblemente superiores, presentando hasta 66 ug g~ de hierro y 46 pg g” de cinc en aceite

de girasol 0 93 ug g™ de hierroy 34 ug g™ de cinc en aceite de soja.

Las diferencias en las concentraciones de estos metales en el aceite pueden ser
debidas en gran medida, al tipo de suelo de cultivo, sobre todo en relacién a la concentracion
total de estos elementos en el suelo y al pH del mismo. La abundancia y extensién de los
compuestos de hierro en la naturaleza, justifica la presencia constante de este elemento en

todos los productos vegetales.

Con respecto a los metales alcalinos (sodio y potasio), alcalinos-térreos (calcio y
magnesio) y fosforo, los valores encontrados fueron superiores a los determinados mediante
la aplicacion de la normativa europea, ya que la mineralizacién 4cida de las muestras permite
la completa disolucién de la matriz de la misma y, por tanto, el analisis del contenido total de
dichos elementos. En el caso del calcio, los valores encontrados en los aceites varian entre
5,3 pg g" para el aceite de girasol de fritura y 91 pg g™ para el aceite de maiz sin usar. Los
niveles encontrados para el potasio variaron entre 3,8 ug g para el aceite de maiz de fritura y
9,8 pug g para el aceite de colza de fritura, mientras que para el magnesio los niveles
encontrados estuvieron comprendidos entre valores inferiores al limite de cuantificacion
(0,9 ug g*) para todos los aceites sin usar, excepto el aceite de oliva (2,8 pg g*), y 15,4 ug g™
para el aceite de semillas de fritura. En cuanto al sodio, cabe destacar la elevada concentracion
encontrada en el aceite de colza de fritura (155 pg g). Finalmente, los contenidos de fésforo
encontrados oscilaron entre 4,5 pg g para el aceite de oliva-girasol de fritura y 41 pg g™ para

el aceite de colza sin usar.

Los valores encontrados en la bibliografia para estos elementos presentan una gran
variabilidad y su contenido depende, principalmente, de la procedencia de las semillas
oleaginosas con las que se produce el aceite. Asi, por ejemplo, Mendil et al. (2009) analizaron
estos elementos en diversas muestras de aceites y grasas, encontrando contenidos de sodio
comprendidos entre 1,8 pug g en aceite de girasol y 8,7 pg g en aceite de oliva, mientras que
los contenidos de potasio variaron entre 1,30 ug g en aceite de avellana y 50,1 pg g en la
muestra de margarina. Los contenidos de calcio encontrados estaban comprendidos entre

20,8 pg g’ en aceite de avellana y 135,5 ug g en aceite de maiz, mientras que para el
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magnesio los contenidos variaron entre 0,60 pg g en aceite de oliva y 20,8 pg g* en la

muestra de mantequilla.

Chaves et al. (2010) determinaron contenidos de calcio comprendidos entre 16 vy
27 pg g en aceite de girasol y soja, mientras que los contenidos de magnesio variaron entre
25y 35 pg g* en aceite de soja y girasol, valores superiores a los encontrados en el presente
estudio. En cambio, para el sodio y el potasio los contenidos encontrados por estos autores
eran, respectivamente, 25,4y 71 ug g para el aceite de girasol y de 36,4 y 19 pg g en aceite
de soja. Finalmente, los contenidos de fosforo presentes en las muestras de aceite de soja y
girasol se encontraron entre 5,8 y 6,7 ug g, valores similares a los encontrados en este

estudio para estos tipos de aceite.

En cuanto al cromo, los contenidos encontrados en las muestras de aceite analizadas
fueron en su mayoria inferiores al limite de cuantificacién del método propuesto (0,1 ug g),
con la excepcién del aceite de colza de fritura (0,42 pg g) y del aceite de soja girasol sin usar
(0,31 pg g™). Los contenidos encontrados de cromo en el presente estudio son superiores a los
encontrados por Pehlivan et al. (2008) para estos mismos tipos de aceites y similares a los
hallados en el estudio realizado por Roca et al. (2000) en diferentes tipos de muestras de
aceite de oliva (entre 0,20 y 0,41 pg g™*). Bakkali et al. (2009) encontraron contenidos de cromo
comprendidos entre 0,0073 y 0,1254 pg g" en diferentes tipos de aceites vegetales (oliva
virgen, oliva, girasol y maiz). Seguin Cindric et al. (2007), los contenidos de cromo en aceite de

oliva, girasol, sésamo, arroz y soja estaban por debajo de 0,81 ug g™

Las concentraciones de aluminio encontradas en las diferentes muestras de aceite
analizadas variaron entre contenidos inferiores o similares al limite de cuantificacion
(1,4 ug gh) y 2,21 pg g para el aceite de oliva sin usar. Estos resultados son similares a los
encontrados en la bibliografia, aunque existe una gran variabilidad en los resultados obtenidos
por otros autores. Las diferencias en los contenidos de aluminio en aceites pueden ser
debidas, en gran medida, al tipo de suelo de cultivo, sobre todo en relacién a la concentracion
total del elemento en el suelo y al pH del mismo. De esta forma, Zeiner et al. (2005)
encontraron contenidos de aluminio similares a los del presente estudio, en aceites de oliva
comerciales producidas en 14 zonas de Croacia, comprendidos entre 0,08 y 1,11 pg g*,
mientras que Chaves et al. (2010) encontraron contenidos de aluminio en el aceite de girasol
de 3,09 ug g’ y bastante mas elevados en el aceite de soja de hasta 32 pg g, mientras que
Crindric et al. (2007) hallaron contenidos inferiores de este elemento metdlico, de entre

0,08 pg g™ en aceite de girasol y 0,15 pg g en aceite de oliva.

En cuanto al bario, los contenidos encontrados variaron entre valores inferiores al
limite de cuantificacidn (0,02 pg g), para el aceite de girasol de fritura, y de 0,50 ug g*, para el
aceite de maiz sin usar. En la bibliografia consultada no se han encontrado valores de

referencia para este elemento en muestras de aceite.
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En el caso del manganeso, los contenidos encontrados fueron muy similares para todas
las muestras de aceite analizadas, en un intervalo comprendido entre 0,16 pg g™ para el aceite
de oliva de fritura y 0,26 ug g™ para el aceite de maiz sin usar, mientras que los contenidos de
molibdeno encontrados variaron entre valores inferiores al limite de cuantificacion
(0,15 pg g') v 0,42 pg g para el aceite de oliva sin usar. Los resultados obtenidos en el
presente estudio son similares a los encontrados por otros autores, si bien resultan escasos los
estudios realizados sobre molibdeno en muestras de aceite. No obstante, se observa una
amplia variabilidad en los contenidos de estos elementos en diferentes tipos de aceites
vegetales, lo que puede estar relacionado con el contenido de manganeso en el suelo de

cultivo de las semillas oleaginosas con las que se producen los aceites (Roca et al., 2000).

Chaves et al. (2010) encontraron contenidos de manganeso muy superiores a los
obtenidos en el presente estudio en muestras de aceite de girasol y de soja con valores de
24,31y 23,26 pg g*, respectivamente, y contenidos de molibdeno similares a los obtenidos
con valores de 0,11 pg g™ en aceite de girasol y 0,34 ug g en aceite de soja. Mendil et al.
(2009) también encontraron contenidos de manganeso superiores en aceite de maiz
(1,64 pg g*), mientras que Zeiner et al. (2005) y Cindric et al. (2007) reportaron contenidos
similares en muestras de aceite de oliva (0,13 pg g”) y de aceite de avellana (0,42 pg g*),
respectivamente. Segun LlLorent-Martinez et al. (2011), los contenidos de molibdeno en
muestras de aceites vegetales de diferentes procedencia eran inferiores a 0,0015 g g*,
mientras que los contenidos de manganeso estaban comprendidos entre 0,0035 y 0,15 pg g*

para el aceite de maiz y de oliva, respectivamente.

VIII.4.3.2 Determinacion de contenidos totales de elementos metalicos y semimetadlicos en

muestras de biodiesel

En la Tabla VIII.9 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de elementos
metalicos y semimetdlicos mediante ICP-AES para las muestras de biodiesel obtenidas

mediante catalisis homogénea alcalina, previa digestion acida en horno de microondas.
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Tabla VII1.9.- Contenidos totales de elementos metalicos y semimetalicos, en ug g'1 (media + desviaciéon estandar, n=3), analizados por ICP-AES
en las muestras de biodiesel objeto de estudio, previa mineralizacién en horno de microondas.

Muestra de biodiesel Al As Ba Ca cd Co Cr Cu Fe
BAOL <LQ <LQ 0,095 + 0,05 9,7+0,2 <La <La <LQ <LQ 1,3+0,4
BAOF 1,7+0,2 2,0%0,2 0,11+0,02 12,8+0,5 <LQ <LQ <LQ <L 0,59+0,02
BAGF 1,4+03 2,1+03 0,064+0,003 3590,3 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,36+0,03
BASL <LQ 3,0£0,1 <LQ 6,0+0,2 0,032 + 0,001 <LQ <LQ <LQ 0,26 +0,02
BASF <LQ 6,1+0,3 0,101+0,005 19,0+0,5 0,042 +0,001 <La <LQ <LQ  0,30+0,02
BACL <LQ <LQ 0,021 + 0,002 6,310,8 0,058 + 0,002 <LQ <LQ <LQ 0,26 +0,05
BACF <LQ 7,2+08 0,022+0,004 14,3%0,3 <LQ <LQ 0,15+0,01 <LQ 0,30%0,01
BAML 74+05 4504 0,18 £ 0,05 15,6+ 0,6 0,15 +0,02 0,13 £ 0,02 <LQ <LQ 2,04+0,01
BAMF 69+04 25+03 0,057 +0,002 182 0,054 + 0,003 <La <La <L 0,27+0,03
BASGL 68+05 25401 0,046 +0,002 1,7+0,6 0,100+0,009 0,10+0,02 <LQ <LQ <LQ
BASGF 7,7+0,2 3,6%0,2 0,066 +0,001 3,3+0,2 0,064 + 0,002 <LQ <LQ <LQ <LQ

BAOGF 20+0,1 3,2+0,2 0,022+0,005 255+0,2 0,059 0,002 <LQ <LQ <LQ <LQ
BAOGMF <LQ 6,3+0,1 0,31+0,02 30,2+0,8 0,082+0,002 0,12+0,03 <LQ <LQ 0,28 +0,02
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Cont. Tabla VIII.9.- Contenidos totales de elementos metalicos y semimetdlicos, en ug g'1 (media * desviacidn estandar, n=3), analizados por ICP-AES

en las muestras de biodiesel objeto de estudio, previa mineralizacién en horno de microondas.

Muestra de biodiesel K Mg Mn Mo Na Ni P Pb Y Zn
BAOL 52+0,1 <LQ <LQ 0,17+0,03 2,6+0,3 <LQ 4,4+0,3 <l@ <LQ 0,58+0,01
BAOF 4,01+0,08 <LQ <La <La 6,8+0,4 2,72+0,08 9,2+0,8 <Ll <LQ 0,96+0,04
BAGF 7,0+£0,6 <LQ <LQ 0,26+0,03 7,8+0,5 <LQ 7,8+0,5 <l <LQ 2,0+0,1
BASL 2,4+0,1 <LQ <LQ <LQ 6,4+0,7 2,2+04 6,4+0,1 <LlQ <LQ 29+0,3
BASF 2,17+0,08 <LQ <LQ 0,24+0,01 3,6+0,6 <LQ 59+0,6 <l <LQ 6,2+0,4
BACL 6,4+0,3 <LQ <LQ <LQ 7,5+0,3 <LQ 10,7+0,5 <LQ <LQ 1,6+0,1
BACF 8,0+0,3 <LQ <LQ 0,15+ 0,02 5,7+0,2 <LQ 12,7+0,8 <LQ <LQ 2,9+0,5
BAML 6,83+0,07 <LQ  0,0550,05 0,19+0,01 1,6+04 <LQ 11,4+0,4 <LQ <LQ 0,31%0,01
BAMF 9,4+0,1 <LQ 0,064 0,02 <LQ 3,910,2 <LQ 13,7+0,5 <LQ <LQ 0,27+0,03
BASGL 2,2+0,3 <LQ 0,080 % 0,006 <LQ 1,601 1,5+0,2 12,4+0,6 <LQ <LQ 0,30+0,02
BASGF 53+0,1 <LQ 0,077 £ 0,005 <LQ 29+0,6 <LQ 8,5+0,5 <l <LQ 0,32+0,04

BAOGF 6,3+0,2 <Ll 0,070x0,003 0,36+x0,03 6,5+0,8 1,4+0,2 21+3 <l <LQ 2,7+0,5
BAOGMF 2,6+0,1 <Ll 0,065+0,005 0,15+0,01 6,0t0,4 <LQ 136+0,9 <LQ <LQ 2,1+0,1
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Como se puede apreciar en la Tabla VIII.9, los contenidos de calcio encontrados en las
muestras de biodiesel variaron entre 1,7 ug g™ para el biodiesel de aceite de soja-girasol sin
usar y 35,9 pg g’ para el producido a partir de aceite de girasol de fritura. En cambio, los
contenidos de magnesio encontrados fueron inferiores al limite de cuantificacién (0,91 pg g*)
para todas las muestras de biodiesel analizadas. En cuanto al contenido de sodio y potasio, se
encontré que ambos estaban comprendidos en intervalos similares. Para el sodio se
encontraron valores entre 1,6 pg g~, en las muestras obtenidas a partir de aceite de maiz y de
soja-girasol sin usar, y 7,8 ug g en la elaborada a partir de aceite de girasol de fritura,
mientras que para el potasio se encontraron valores entre 2,17 y 9,4 ug g':l para las muestras
producidas a partir de aceite de semillas y maiz de fritura, respectivamente. Los contenidos de
fosforo encontrados estuvieron comprendidos entre 4,4 pg g™ para el biodiesel de aceite de

oliva sin usar y 21 ug g* para el obtenido a partir de aceite de oliva-girasol de fritura.

Se observan diferencias significativas al comparar estos resultados con los obtenidos al
aplicar la normativa europea, debido a que la digestién acida de las muestras permite destruir
por completo la matriz del biodiesel, de forma que se determinan los contenidos totales de
estos elementos, mientras que la aplicacién de las normas UNE-EN 14538:2006 y UNE-EN
14107:2003 no implica la disolucion total de la matriz de la muestra, ya que las
determinaciones se realizan sobre diluciones de la propia muestra de matriz orgdnica, por lo
qgue los contenidos determinados son sensiblemente inferiores a los obtenidos al realizar la

mineralizacion.

Los resultados obtenidos previa mineralizacién acida de las muestras estan de acuerdo
con los valores encontrados en la bibliografia. Asi, por ejemplo, segin Chaves et al. (2008a) la
determinacion del contenido de sodio y potasio es fundamental en las muestras de biodiesel
porque los hidroxidos de estos elementos se emplean como catalizadores durante el proceso
de obtencidn del biodiesel y pueden contribuir al desgaste de las partes metdlicas del motor.
Los contenidos de sodio y potasio encontrados por estos autores variaron entre 3,60 vy
3,73 pg g de sodio para el biodiesel obtenido a partir de aceite de fritura y de soja, mientras
que para el potasio se encontraron valores entre 2,2 y 64 pg g™ para el de aceite de sojay el de
fritura. Otros autores reportaron contenidos de sodio inferiores, como de Souza et al. (2008),
con 0,14y 0,20 pg g de sodio en muestras de biodiesel producidas a partir de aceite de soja y

de girasol, respectivamente.

En cambio, seglin de Oliveira et al. (2009) sélo es necesario analizar el contenido de
sodio en muestras de biodiesel, ya que generalmente el hidréxido sddico es el catalizador mas
empleado en su produccidn. Estos autores reportaron contenidos totales de sodio superiores a
los del presente estudio, del orden de 20 y 30 pg g™ para biodiesel elaborado a partir de aceite

de soja y de girasol, respectivamente.

De Jesus et al. (2008) encontraron contenidos de sodio en muestras de biodiesel

obtenidas a partir de aceite de soja entre 0,94 y 36,2 ug g*, mientras que los contenidos de
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potasio estaban comprendidos entre 0,29 y 156 pg g . Posteriormente, estos mismos autores
(de Jesus et al., 2010) analizaron el contenido de calcio y magnesio en varios tipos de muestras
de biodiesel producidas a partir de aceites vegetales, obteniendo contenidos de magnesio
comprendidos entre 0,4 y 8,0 ug g™ para el biodiesel de aceite de colza y de calcio con valores

entre 2,1y 5,0 ug g en muestras de biodiesel de aceite de girasol.

En un estudio reciente, Korn et al. (2010) analizaron el contenido de calcio, potasio,
sodio y fésforo en muestras de biodiesel de aceite de soja, obteniendo resultados similares a
los del presente estudio (15, 2, 8 y 10 pg g, respectivamente). El contenido de magnesio
encontrado era inferior al limite de cuantificacién del método propuesto por estos autores,
consistente en una digestion en horno de microondas con HNO;:H,0, (7:1, v/v) y anélisis
mediante ICP-AES.

Igbal et al. (2010) determinaron el contenido de calcio, magnesio, sodio y fésforo en
muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de colza mediante ICP-AES previa
mineralizacién &cida, alcanzando valores de 14,2 pg g de calcio, 0,67 ug g* de magnesio,

81,2 ug g de sodioy 0,42 ug g de fosforo.

Como se puede apreciar en la Tabla VIIL9, los resultados obtenidos mostraron
contenidos de cobre, plomo y vanadio por debajo del limite de cuantificacion del método para
todas las muestras de biodiesel analizadas. En el caso del cromo, todos los contenidos
encontrados también fueron inferiores al limite de cuantificacion (0,11 pg g), con la
excepcion de la muestra de biodiesel de aceite de colza de fritura (0,15 pg g'). Los contenidos
de cadmio oscilaron entre valores inferiores al limite de cuantificaciéon (0,03 pg g7) v
0,15 pg g" para el biodiesel de aceite de maiz sin usar. Silva et al. (2010) encontraron
contenidos de cadmio inferiores a los del presente estudio, con un valor de 0,0025 pg g™ en
biodiesel de aceite de soja y un contenido de plomo de 0,023 ug g en biodiesel de aceite de

girasol.

En relacion a los contenidos de cobalto en las muestras de biodiesel analizadas, se
observa que todos son inferiores al limite de cuantificaciéon (0,11 pg g”) con la excepcién del
biodiesel de los aceites de maiz y de soja-girasol sin usar y de oliva-girasol-maiz de fritura
(0,13, 0,10 y 0,12 pg g" respectivamente). De forma similar, los contenidos de niquel
encontrados variaron entre valores que eran inferiores al limite de cuantificacion (1,48 ugg”) y

2,72 ug g para el biodiesel obtenido a partir de aceite de oliva de fritura.

Lobo et al. (2011) determinaron el contenido de niquel y cadmio en muestras de
biodiesel de aceite de girasol y de soja, obteniendo contenidos de cadmio entre 0,2 y
0,7 pg g, respectivamente, y de niquel inferiores al limite de cuantificacién del método
propuesto por estos autores (microemulsidn), lo que hace que, desde el punto de vista
medioambiental, el biodiesel sea mas adecuado que los combustibles derivados del petréleo,
los cuales suelen presentar mayores contenidos de niquel. Segin Chaves et al. (2008), los

contenidos de cobalto y vanadio en muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de
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fritura y de soja fueron inferiores al limite de cuantificacién del método propuesto, mientras
que el biodiesel de aceite de soja presentd el mayor contenido de cobre y de niquel (0,142 y

0,0104 ug g'l, respectivamente).

Ghisi et al. (2010) encontraron contenidos de cobre inferiores a 0,046 pg g’ en
muestras de biodiesel elaboradas a partir de aceite de fritura y de soja. En cambio, Igbal et al.
(2010) analizaron muestras de biodiesel obtenidas a partir de aceite de colza, obteniendo
valores de 0,22 pg g* de cadmio, 0,26 pg g de cobalto, 0,49 pg g* de cromo, 0,69 pg g* de
cobre, 0,41 pg g'1 de niquel, 0,27 pug g de plomo y 0,01 pg g de vanadio. Se observa una gran
variabilidad en los resultados propuestos por los diferentes autores, en funcion del tipo y de la

procedencia de la materia prima con la que se ha elaborado el biodiesel.

Los contenidos de hierro encontrados en las muestras de biodiesel analizadas variaron
entre valores inferiores al limite de cuantificacion (0,28 ug g™) y 2,04 pg g™ en el biodiesel de
aceite de maiz sin usar. Respecto a los contenidos de manganeso, los contenidos encontrados
variaron entre valores inferiores al limite de cuantificacién (0,03 pg g”) y 0,080 pg g" en el
biodiesel elaborados a partir de aceite de soja-girasol sin usar. Estos resultados son similares a
los encontrados por Chaves et al. (2008), que reportaron contenidos de hierro y manganeso en
biodiesel de aceite de fritura de 0,375 y 0,076 pg g, respectivamente. Sin embargo, otros
autores como de Souza et al. (2008) o Ghisi et al. (2010) encontraron contenidos de hierro
inferiores a los del presente estudio, como 0,04 pg g para el biodiesel de aceite de soja, 0,09
ug g para el biodiesel de aceite de girasol, e inferiores a 0,073 pg g"* para biodiesel producido
a partir de aceite de fritura y de soja. Por el contrario, Igbal et al. (2010) encontraron
contenidos similares de hierro en muestras de biodiesel de aceite de colza (0,17 pg g),
aunque los contenidos de manganeso encontrado por estos autores fueron superiores a los

encontrados en el presente estudio (0,49 ug g™).

Respecto a los contenidos de arsénico encontrados en las muestras de biodiesel
analizadas, se hallaron niveles que variaron entre contenidos inferiores al limite de
cuantificacion (1,55 pg g') y 7,2 ug g para el biodiesel de aceite de colza de fritura. Teniendo
en cuenta que los contenidos de arsénico fueron inferiores al limite de cuantificacién para
todas las muestras de aceite analizadas, cabe pensar que o bien ha habido un proceso de
concentracién o este elemento ha podido ser introducido en las muestras de biodiesel durante
el proceso de produccion y/o lavado, presumiblemente por la existencia de trazas de este
elemento en los reactivos empleados durante la reaccién de transesterificaciéon o en los
productos utilizados en las etapas posteriores de lavado. Estas hipdtesis deben ser estudiadas
en un trabajo posterior a esta Tesis Doctoral. Los resultados obtenidos en el presente estudio
son similares a los obtenidos por Vieira et al. (2009), con contenidos de arsénico de 1,8 y
4,2 ug g' en muestras de biodiesel de aceite de soja y de girasol, respectivamente, mientras
que Igbal et al. (2010) reportaron un contenido de arsénico de 0,41 pg g” en biodiesel de
aceite de colza. Mediante el método propuesto por Vieira et al. (2009) consiguieron obtener

un limite de deteccién de 0,3 pg g para el arsénico, por lo que afirmaron que la metodologia
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propuesta era adecuada para el andlisis de este elemento cuando sea obligatorio determinar

su contenido en muestras de biodiesel mediante alguna normativa.

Los contenidos de aluminio encontrados en las muestras de biodiesel analizadas en el
presente estudio estaban comprendidos entre valores inferiores al limite de cuantificacion
(1,39 ug g') vy 7,7 ug g para el biodiesel elaborado a partir de aceite de soja-girasol de fritura.
Con respecto a los contenidos de bario, éstos variaron entre 0,021 ug g™ para el biodiesel de
aceite de colza sin usar y 0,31 pg g para el de oliva-girasol-maiz de fritura, con la excepcién
del biodiesel de aceite de semillas sin usar cuyo contenido de bario estaba por debajo del
limite de cuantificacion del método (0,02 pg g). Finalmente, los contenidos de molibdeno
encontrados estaban comprendidos entre valores inferiores al limite de cuantificacion
(0,15 pg g™) y 0,36 pg g’ para el biodiesel de aceite de oliva-girasol fritura, y los contenidos de
1

cinc se encontraron entre 0,27 pg g* para el biodiesel de aceite de maiz de frituray 6,2 pg g

para el de aceite de semillas de fritura.

Estos cuatro elementos no han sido estudiados en muestras de biodiesel segun la
bibliografia consultada. Recientemente, Igbal et al. (2010) analizaron muestras de biodiesel
elaboradas a partir de aceite de colza mediante ICP-MS, consiguiendo resultados similares a los
obtenidos en el presente estudio, con valores de 3,02 ug g para el aluminio, de 0,07 ug g’ de

bario, de 0,1 pug g™ para el molibdeno y de 0,85 pg g de cinc.
VIII.5 Conclusiones

@ La determinacion de sodio, potasio, calcio, magnesio y fésforo en biodiesel utilizando
las normas europeas UNE-EN 14538:2006 y UNE-EN 14107:2003 permitié establecer que todas
las muestras de biodiesel obtenidas mediante catalisis homogénea alcalina verifican los limites
establecidos para estos elementos, con la excepcidon de las muestras de biodiesel obtenidas a
partir de aceite de maiz de fritura y de aceite de soja-girasol de fritura, que sobrepasan

ligeramente el contenido minimo establecido en la normativa para el fésforo.

@ Se ha desarrollado una metodologia analitica para la determinacidn simultanea de
aluminio, arsénico, bario, calcio, cadmio, cobalto, cromo, cobre, hierro, potasio, magnesio,
manganeso, molibdeno, sodio, niquel, fésforo, plomo, vanadio y cinc en muestras de aceite y
biodiesel mediante ICP-AES, previa mineralizacion acida de las muestras en horno de

microondas.

@ Se ha optimizado la mineralizacién en horno de microondas de las muestras de aceite y
biodiesel a una temperatura de 200 °C y con un tiempo de mantenimiento de 15 minutos,
empleando 10 mL de una mezcla de acido nitrico y peréxido de hidréogeno en proporcion
4:1 (v/v), como mezcla de digestion, y una cantidad de muestra de aceite o biodiesel de,
aproximadamente, 0,3 g. El método se ha validado mediante estudios de recuperacién

realizados sobre muestras de aceite y biodiesel enriquecidas a dos niveles de concentracion.
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@ Los limites de cuantificacidon del método analitico estdan comprendidos entre valores de
0,03 pg g para bario, cadmio y manganeso y 1,5 ug g" para aluminio, arsénico y niquel. Los %

RSD son inferiores al 5 % para todos los elementos estudiados.

@ Las muestras de aceite mostraron contenidos de arsénico, cobalto, cobre, niquel,
plomo y vanadio por debajo del limite de cuantificacion del método, mientras que los
contenidos de aluminio, cadmio, bario, cromo, magnesio y molibdeno sélo pudieron ser
cuantificados en algunos aceites. El aceite de maiz sin usar presentd los mayores contenidos de
bario, calcio y manganeso; el aceite de oliva-girasol-maiz de fritura los de hierro y cinc; el
aceite de colza sin usar el de fésforo; y el aceite de colza de fritura los mayores contenidos de

potasio y sodio.

@ Todos los biodiesel analizados mostraron contenidos de cobre, magnesio, plomo vy
vanadio por debajo del limite de cuantificacion del método, mientras que los de cobalto,
cromo y niquel sélo se pudieron determinar en tres, una y cuatro muestras, respectivamente.
Los contenidos de aluminio, arsénico, bario, cadmio, hierro, manganeso y molibdeno sélo

pudieron ser cuantificados en algunas muestras de biodiesel.

@ El biodiesel de aceite de girasol de fritura presentd los mayores contenidos de calcio y
sodio, y uno de los mas elevados de potasio, mientras que el biodiesel de aceite de maiz de
fritura presentd los mayores contenidos de potasio y fésforo, y el biodiesel de semillas de

fritura presenté el mayor contenido de cinc.

@ Se han observado diferencias significativas entre los resultados obtenidos al aplicar el
método recomendado por la normativa europea y los obtenidos después de la mineralizacion
de las muestras, debidas a que la digestion 4cida permite destruir por completo la matriz del

biodiesel.

@ La diferencia encontrada entre las muestras de aceite y biodiesel en cuanto a los
contenidos de arsénico es destacable ya que, mientras que en las muestras de aceite todos los
contenidos de arsénico estaban por debajo del limite de cuantificacién, en las muestras de
biodiesel se encontraron contenidos de arsénico de hasta 7,2 pg g para el biodiesel de aceite

de colza de fritura.
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CARACTERIZACION DE
MUESTRAS DE ACEITE Y
BIODIESEL POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS
CON DESORCION/IONIZACION
POR LASER ASISTIDA POR UNA
MATRIZ (MALDI) Y ANALISIS POR
TIEMPO DE VUELO (TOF)




omo se ha expuesto en los capitulos anteriores, en la presente Tesis se

estudia la caracterizacién de muestras de biodiesel obtenidas a partir de

diferentes tipos de aceites vegetales mediante reaccién de
transesterificacion. En el presente capitulo se desarrolla una nueva metodologia analitica para
seguir de forma rapida y efectiva la reaccion de transesterificacion de aceites vegetales,
mediante la utilizacion de la espectrometria de masas con desorcidn/ionizacion por laser
asistida por una matriz y analisis por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Se estudiaron los
espectros de masas de las 14 muestras de aceites vegetales tanto sin usar como procedentes
de procesos de fritura utilizadas en el Capitulo V para la obtencion del biodiesel y se
determinaron los di y triglicéridos presentes en las mismas, asi como los posibles productos
originados por la degradacion térmica de las muestras de aceite de fritura. De la misma forma,
se analizaron los espectros de masas de las 14 muestras de biodiesel obtenidas a partir de
estas muestras de aceites. Se pudo comprobar que la mayoria de las muestras de biodiesel no
presentaban di y triglicéridos, lo que permite afirmar, de forma rapida y sencilla, que la
reaccion de transesterificaciéon ha sido exitosa. De igual forma, se utilizd la presente
metodologia para estudiar la adulteracion de muestras de biodiesel con los aceites de
procedencia mediante MALDI-TOF MS. Con este nuevo método se puede afirmar que una

muestra de biodiesel es realmente este biocombustible.
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IX.1 Antecedentes
IX.1.1 Aceites vegetales y grasas animales
IX.1.1.1 Composicién

Los aceites vegetales y las grasas animales estan constituidos por un elevado niumero
de compuestos, tratdndose, en su conjunto, de una matriz de elevada complejidad, por lo que
se emplean diferentes técnicas analiticas para identificar y cuantificar sus numerosos vy
variados componentes. Algunos de estos métodos han sido adoptados y regulados por
organismos de cardcter oficial como el Consejo Oleicola Internacional o la Comision del Codex
Alimentarius, mientras que otros, consistentes en técnicas analiticas mas sofisticadas y
metodologias mas novedosas, han sido propuestos por diversos autores segun la bibliografia

consultada.

La caracterizacion de los aceites vegetales y las grasas animales supone una ardua
tarea, marcada por la determinacién de la composicidn de los acidos grasos que los forman.
Sin embargo, en la actualidad se puede afirmar que la caracterizacion de un aceite o grasa no
estd completa sin la determinacion de las especies moleculares que la componen. En cualquier
tipo de aceite o grasa, es importante llevar a cabo la determinacion de los triglicéridos
presentes, puesto que se trata de la fraccion lipidica mas abundante en su naturaleza, ademas
de ser la mas compleja debido a las posibles combinaciones de los diferentes acidos grasos que

estan presentes (Bergvist et al., 1993).

Desde el punto de vista quimico, los aceites vegetales estdn constituidos,
principalmente, por triglicéridos (95-98 %) y otros componentes minoritarios (2-5 %) (Kiritsakis
etal., 1998, 2002; Aparicio et al., 2000; Wiesman et al., 2010). Estos componentes minoritarios
se encuentran en diferentes proporciones dependiendo del tipo de aceite vegetal, condiciones
agrondmicas y climaticas, especie y calidad de los frutos, sistemas de extraccién y procesos de
refinacién y condiciones de almacenamiento (Cert et al., 2000). Dichos componentes estdn
constituidos por derivados de triglicéridos y otras familias de compuestos, como mono- y
diglicéridos, FFA y compuestos insaponificables. Los mono- y diglicéridos estan presentes en
pequefias cantidades debido, principalmente, a la hidrélisis de los triglicéridos, dentro de la
fraccién insaponificable, se encuentran los carotenoides, tocoferoles, tocotrienoles, alcoholes
grasos lineales, alcoholes triterpénicos, alcoholes diterpénicos, fosfolipidos, metil esteroles y
esteroles (Cert et al., 2000; Monti et al., 2001; Eldin, 2006; Chapagain et al., 2009b; Saraiva et
al., 2009).

La composicién molecular de la mezcla de triglicéridos en los diferentes tipos de
aceites suele ser muy compleja debido a la existencia de una gran variedad de acidos grasos,
que difieren en la longitud de la cadena carbonada, en el grado de insaturacién y en su

distribucidn entre los enlaces sencillos, dobles y triples en el esqueleto carbonado (Saraiva et
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al., 2009). Por lo tanto, es necesario disponer de un método analitico fiable y rapido que
permita determinar tanto el perfil de acidos grasos como la composicion de triglicéridos en las

muestras de aceite (Chapagain et al., 2009b).

Existe un conjunto de metodologias para el analisis de aceites y grasas que aportan
ventajas derivadas del uso de técnicas instrumentales mds sofisticadas con una mayor
sensibilidad, rapidez de analisis, posibilidad de automatizacion, etc. En la mayoria de los casos,
al tratarse de una muestra compleja, el andlisis de algin componente concreto del aceite
requiere el empleo de una técnica de separacion, como GC, HPLC o CE. Sin embargo, estas
técnicas presentan el inconveniente de requerir una etapa previa de derivatizacién, con objeto
de incrementar la volatilidad del analito en el caso de GC y para hacerlo detectable en HPLC.
Esta etapa de derivatizacidon conlleva un determinado tiempo y aumenta la posibilidad de
pérdida de muestra, dilucién y/o contaminacion del analito (Frazier et al., 1999). Estas técnicas
analiticas de separaciéon precisan de un sistema de deteccion adecuado, como es la

espectrometria de masas.
I1X.1.1.2 Aplicacion de la espectrometria de masas para el analisis de aceites y grasas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica en la que los atomos o
moléculas presentes en una muestra son ionizados en modo positivo o negativo, aunque con
mayor frecuencia positivamente, y separados de acuerdo con su relacién masa/carga (m/z).
Esta técnica proporciona una elevada especificidad para determinar, con exactitud, la masa
molecular de un analito o para obtener informacién Uutil sobre los fragmentos idnicos
resultantes. Ademas, la MS presenta una sensibilidad elevada y, en teoria, permite detectar
una Unica molécula o aductos moleculares de sodio o potasio, elucidar la estructura quimica
de los compuestos, etc. La MS se puede aplicar a todo tipo de muestras ya sean volatiles o no

volatiles; polares o apolares; sélidas, liquidas o gaseosas (Martin Gémez et al., 2010).
Las principales etapas de un analisis por MS son las siguientes:

1. lonizacion de la muestra, en la que los atomos o moléculas se transforman en
especies idnicas en fase gaseosa, con la consiguiente pérdida de electrones o
protones

2. Separacion de los iones segun su relacion m/z

3. Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica

El espectro de masas es una representacion grafica de la abundancia relativa, en
porcentaje, de los iones producidos respecto a su relacién m/z. La sefial correspondiente a un
ion aparece en forma de varios picos que corresponden a la distribucién estadistica de los
distintos is6topos del mencionado i6n. La informacién obtenida por MS es esencialmente
cualitativa, como es la determinacién de la masa molecular o la informacién estructural a

partir de los fragmentos obtenidos, pero también se pueden realizar andlisis cuantitativos
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mediante calibrados con patrones internos o externos alcanzando limites de deteccion desde

picomoles a femtomoles (Martin Gémez et al., 2010).

La MS se ha utilizado para la caracterizacién de los distintos componentes del aceite,
principalmente como sistema de deteccion después de técnicas de separacion como GC, HPLC
y CE. Asi, las técnicas de MS que utilizan la ionizacidén quimica a presidon atmosférica (APCl), la
ionizacion por electrospray (ESI) y la desorcidn/ionizacidén por laser asistida por una matriz
(MALDI) se han aplicado al anadlisis de triglicéridos no volatiles, siendo estos métodos mucho

mas rapidos que los métodos cromatograficos tradicionales (Stiibiger et al., 2003).

Entre las técnicas analiticas mas ampliamente empleadas para la caracterizacién de
aceites y grasas en base a la composicién en acidos grasos, se encuentra la GC-MS.
Inicialmente se realiza una hidrdlisis previa de los triglicéridos presentes, y posteriormente,
una etapa de derivatizacidn, basada en la reaccidn de transesterificacion de los FFA a FAMEs.
Finalmente, los FAMEs formados se analizan por GC-MS (Gamazo-Vazquez et al., 2003). Este

método permite identificar la presencia de aceites adulterados.

Ruiz-Samblas et al. (2010) desarrollaron un método para el analisis de triglicéridos en
muestras de aceite mediante GC-MS, empleando un sistema de impacto electrénico como
fuente de ionizacién. De esta forma, consiguieron separar los triglicéridos presentes en la
muestra de aceite de acuerdo a su nimero equivalente de carbono y al grado de insaturaciéon
de la cadena carbonada. La principal ventaja de esta técnica es que la muestra de aceite sélo

se disuelve en cloroformo y no necesita una etapa de preparacion previa al analisis.

La estructura de los triglicéridos presentes en aceites y grasas también puede
determinarse mediante el acoplamiento instrumental HPLC-MS (Ranalli et al., 2002)
separandose los acidos grasos segun el niumero de atomos de carbono y su grado de
insaturacién mediante la utilizacién de columnas rellenas con fases ligadas y el empleo de

mezclas acetonitrilo/2-propanol, en diferentes proporciones, como fases moviles.

Aunque existen varias técnicas de ionizacion utilizadas en la MS para medir el
contenido de triglicéridos, sdlo unas pocas son adecuadas para su acoplamiento con HPLC. La
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCl) es la técnica mas frecuentemente asociada a
HPLC-MS para el andlisis de triglicéridos, debido a que los espectros de masas son
relativamente simples existiendo la posibilidad de identificar los isémeros posicionales de cada
uno de ellos (Jakab et al., 2002; HolCapek et al., 2003; Fauconnot et al., 2004; List et al., 2005;
Mondello et al., 2005; Dugo et al., 2006; Lisa et al., 2009; Fasciotti et al., 2010).

Nagy et al. (2005) describieron un método basado en el acoplamiento de la
cromatografia liquida de alta resolucidn en fase inversa con la espectrometria de masas con
ionizacion quimica a presion atmosférica (RP-HPLC-APCI-MS) y el analisis quimiométrico de los
resultados para la caracterizacién y clasificacion de muestras de aceites de oliva de distinta
procedencia. EIl método empleado para la determinacion de triglicéridos es relativamente

sencillo, ya que las muestras de aceite se diluyen en metanol y se inyectan directamente en el
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sistema, sin necesidad de ninguna etapa previa de purificacién o derivatizacién. La separacién
de los di- y triglicéridos se consigue en un tiempo inferior a los 20 minutos utilizando una
columna de octadecil-silica. EI APCI permite obtener una elevada sensibilidad al detectar 50

componentes presentes en la muestra de aceite de oliva estudiada.

Por otra parte, se ha empleado la asociacién de la MS con la ionizacién mediante
electrospray (ESI-MS) para la clasificaciéon de muestras de aceites vegetales. La caracterizacion
se ha realizado en base al contenido en 4cidos grasos y utilizando técnicas quimiométricas
como alternativa a las técnicas utilizadas tradicionalmente con objeto de reducir el tiempo de
andlisis (Goodacre et al., 2002). Asimismo, se ha demostrado que en ESI-MS, mediante
inyeccidn directa de un extracto de aceite en metanol/agua (1:1), operando en modo positivo,
pueden diferenciarse distintos tipos de aceites vegetales y mezclas de ellos, incluyendo aceite
de oliva. Mientras que en modo negativo se puede detectar la presencia de adulteraciones de
aceite de oliva con otros tipos de aceites refinados. El método también permite determinar la
edad de las muestras de aceite, ya que los espectros obtenidos por ESI-MS para un aceite
conservado a temperatura ambiente durante dos afios presentan diferentes relaciones m/z
con respecto a un aceite nuevo, por lo que esta informacién se podria utilizar para diagnosticar

la antigliedad de un aceite (Wu et al., 2004; Catharino et al., 2005; Lerma-Garcia et al., 2008).

Simas et al. (2010) establecieron un método para la caracterizacién de aceites
vegetales basado en EASI-MS. Esta nueva técnica permite determinar el perfil de triglicéridos y
acidos grasos libres presentes en aceites vegetales, detectando principalmente los triglicéridos
como aductos sodiados y los FFA como iones protonados. Los mono- y diglicéridos también se
pueden detectar mediante EASI-MS, ya que se puede asegurar que en las condiciones de
trabajo no se produce la fragmentacién de los triglicéridos mediante la utilizacion de esta
técnica de ionizacion. Este método es realmente simple puesto que sélo requiere la colocacién
de una pequefia gota de aceite, que no ha sido tratada previamente, sobre una superficie
inerte bajo unas determinadas condiciones ambiente. Este acoplamiento permite controlar de
manera rapida la adulteracién de una muestra de aceite, por lo que se puede utilizar para el

control de calidad de aceites.

La técnica se ha aplicado para identificar la composicion en di y triglicéridos en
muestras de aceite sometidas previamente a cromatografia en capa fina (TLC), usando acetato
de etilo como eluyente, observandose que ambas especies eluyen al mismo tiempo. La TLC-
EASI-MS permite, por lo tanto, la identificacién de los di y triglicéridos como especies sodiadas
y protonadas, lo que hacen de ésta una técnica prometedora para la identificacion de estas
especies en muestras de biodiesel, asi como para el control de calidad de las mismas, debido a
gue en la reaccién de transesterificacién se deberia transformar todas las especies presentes

en los aceites de partida (mono, di y triglicéridos) en FAMEs (Haddad et al., 2008).

Los triglicéridos presentes en un aceite también pueden determinarse utilizando como

técnica de ionizacion, la desorcion/ionizacion por laser (LDI), en ausencia de matriz, en lugar
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del MALDI que requiere una preparacién de muestra utilizando una matriz con lo que se
presentan problemas de interferencia de los picos de la misma con las sefiales de los analitos
(Calvano et al., 2005).

IX.1.1.3 Aplicacién de la técnica MALDI-TOF MS al analisis de aceites

En el sistema de ionizacidn se mezcla una disolucion del analito con un gran exceso de
una sustancia matriz que absorbe la radiacidén. Esta mezcla muestra-matriz se deposita en una
placa de acero inoxidable o target y se introduce, tras la evaporacion del disolvente, en el
espectrometro de masas. La mezcla se irradia con un laser pulsante de elevada potencia,
durante unos nanosegundos, lo que provoca una rapida sublimacidon de las moléculas del
analito y de la matriz. Los iones formados, en fase gaseosa, se introducen en un detector de
tiempo de vuelo para su analisis segun las relaciones m/z. Una caracteristica fundamental del
MALDI es que la matriz empleada es capaz de absorber una elevada cantidad de energia a la
longitud de onda del laser de nitrégeno (A=337 nm) y, al mismo tiempo, la energia emitida es
cedida a las moléculas de la muestra, permitiendo su desorcién y transformacién en iones en

fase gaseosa.

Posteriormente, la aplicacién de un potencial eléctrico elevado (20-25 kV) acelera los
iones formados desde el target hacia el tubo de vuelo del analizador (TOF), donde no existe
campo eléctrico. Para un voltaje de aceleracion dado, el tiempo de vuelo empleado por un ién
para alcanzar el detector (microsegundos) es proporcional a su m/z. De esta forma, los
fragmentos pequenos se mueven mas rapido que los grandes, por lo que al detector llegaran
las particulas en orden creciente (modo lineal). El resultado es la representacion de la
intensidad relativa (abundancia) de cada analito frente a la relacion m/z, dando lugar al
espectro de masas. La resolucion de MALDI-TOF MS se puede mejorar con el empleo de un
espejo de iones o “reflectrén” al final del tubo de vuelo. En el reflectrdn, los iones son
reflejados hacia el detector, compensando las pequeiias diferencias de energia cinética que
pueda existir entre dos iones idénticos, lo que aumenta mucho la exactitud en el rango de

deteccion.

La matriz utilizada en MALDI-TOF MS es crucial en el proceso de ionizacién de la
muestra. Su funcién es doble, por un lado, absorber la mayor parte de la energia procedente
del laser, y por otro lado, actuar como disolvente del analito, reduciendo las fuerzas
intermoleculares y disminuyendo al minimo la agregacion de moléculas de analito. Los iones
generados mediante esta técnica son, mayoritariamente, moléculas monoprotonadas, aunque
también se pueden formar iones oligoméricos protonados con doble y triple carga. Ademas, se
pueden formar aductos de las moléculas de la muestra con sodio o potasio, especialmente en

muestras de origen bioldgico como los aceites o el biodiesel.

MALDI-TOF MS se empled inicialmente para el andlisis de proteinas y péptidos,

polimeros sintéticos e hidratos de carbono. Algunos estudios posteriores han demostrado que
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también se puede emplear para la caracterizacién de aceites vegetales y grasas animales,
mediante la identificacién y determinacion del contenido de triglicéridos en diferentes tipos de
aceites (Asbury et al., 1999; Ayorinde et al., 2000; Schiller et al., 2000; Stlibiger et al., 2003) y
también se ha utilizado para la determinacion de diglicéridos, triglicéridos oxidados y otros
compuestos producidos a partir de la degradacion térmica de los aceites (Schiller et al., 20023,
2002b; Picariello et al., 2009). Sus principales ventajas son simplicidad, rapidez y posibilidad de
determinar los triglicéridos presentes en los aceites sin necesidad de una etapa de separacion
ni derivatizacién previa de la muestra como en otras técnicas de ionizacidon (Asbury et al.,
1999; Ayorinde et al., 1999a, 1999b, 1999c; Al-Saad et al., 2003; Guyon et al., 2003; Calvano et
al., 2005; Lay et al., 2006; Picariello et al., 2007).

MALDI-TOF MS origina una fragmentacién minima de las moléculas del analito, lo que
permite el andlisis de estructuras complejas de triglicéridos en pocos minutos. El sistema de
ionizacion mediante MALDI es muy adecuado para el analisis de lipidos, ya que tanto la
muestra como la mayoria de las matrices empleadas son solubles en disolventes orgdnicos,
formando una Unica fase orgénica. Esto da lugar a una mezcla homogénea matriz/analito, lo
qgue es fundamental en MALDI. Los target empleados en MALDI permiten el analisis de varias
muestras de forma automatizada siendo tan sélo necesario 1,0 uL de muestra de aceite
disuelta en un disolvente orgdnico colocado sobre la matriz (Schiller et al., 2000). En la Figura
IX.1 se muestra una imagen de un target utilizado en MALDI. En cada uno de los pocillos o spot

se puede colocar una muestra de aceite diferente.

Figura IX.1.- Imagen de la placa metélica o target empleado en MALDI.

Asbury et al. (1999) describieron un método para determinar la composicion de
triglicéridos en aceites de semillas de cebolla por MALDI-TOF MS. Emplearon varias matrices,
acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA),
1,8-dihidroxiantrona (ditranol) y una matriz liquida constituida por K;[Fe(CN)e]/glicerol. Los
mejores resultados, en términos de reproducibilidad y resolucion de la separacion de los
triglicéridos se obtuvieron cuando se empleé el DHB como matriz. Una vez optimizado el
método se aplicé a una muestra de aceite nueva y a una almacenada durante dos afios, ambas
producidas a partir de semillas de cebollas. Al comparar los espectros para los dos tipos de
muestras se observd, en el de la muestra envejecida, la aparicion de nuevas relaciones m/z,
que fueron asociadas a productos de oxidacion generados durante el proceso de

almacenamientos de la muestra.
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Ayorinde et al. (1999a) desarrollaron un método basado en MALDI-TOF MS para
determinar los triglicéridos mayoritarios presentes en aceite de linaza, nuez, semillas de
sésamo, semillas de wuvas y avellanas. La matriz empleada fue el 4cido
a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), disuelto en una mezcla de acetonitrilo y tetrahidrofurano, y
los espectros obtenidos estaban formados por las moléculas de los triglicéridos sodiadas
[M + Na]". Se observé que el acido linolénico es el componente principal del aceite de linaza,
mientras que el acido linoleico es el mas abundante en el aceite de nuez y en el de semillas de
uva, los acidos oleico y linoleico son los mayoritarios en el aceite de sésamo y el 4cido oleico es
el componente principal del aceite de avellana. Ademas, este trabajo pone de manifiesto la
versatilidad y sencillez de MALDI-TOF MS para llevar a cabo la caracterizacion de mezclas

complejas de triglicéridos presentes en diferentes tipos de aceites.

Este mismo método se aplicd para determinar la composicion en triglicéridos de
muestras de aceite de colza, ricino y de oliva procedentes de diferentes tipos de aceitunas
(Ayorinde et al., 1999b), asi como de una muestra de aceite de Vernonia galamensis, que es un
tipo de aceite utilizado en polimeros, cosméticos y productos oleoquimicos (Ayorinde et al.,
1999c). Estos estudios muestran una muy buena resolucién de m/z, por lo que MALDI-TOF MS
permite determinar, en aceites vegetales, la distribucidn de triglicéridos que sélo difieren en el
grado de insaturacion en su cadena carbonada. Por lo tanto, el método propuesto por estos
autores se puede aplicar a diferentes tipos de muestras de aceites de distintos origenes para

caracterizar e identificar los principales triglicéridos presentes en las mismas.

MALDI-TOF MS también se ha aplicado al andlisis de triglicéridos en muestras de grasas
vegetales como la mantequilla. Guyon et al. (2003) describieron un método para establecer la
composicion en triglicéridos en muestras de mantequilla de cacao de distinta procedencia, y
compararon los resultados obtenidos por MALDI-TOF MS y por GC-MS. La determinacion del
perfil de triglicéridos mediante GC-MS implica una extraccién Soxhlet de la muestra durante
4 horas, utilizando un reflujo de isohexano, secando a continuacion los triglicéridos durante
3 horas a 60 °C. En cambio, mediante MALDI-TOF MS la muestra sélo requiere de su disolucion
en una mezcla cloroformo/metanol. En este caso se empled como matriz una disolucién de
ioduro sddico en cloroformo/metanol. Estos autores concluyeron que los resultados obtenidos
con ambas técnicas eran muy similares, pero se decantaron por la MALDI-TOF MS en términos

de preparacion de muestra y en tiempos de andlisis de tan sélo unos minutos.

Saraiva et al. (2009) aplicaron por primera vez MALDI-TOF MS seca, es decir, no
emplearon disolventes orgdnicos, ni para disolver la matriz ni para la dilucién de las muestras
de aceite, con objeto de determinar la composicién de triglicéridos en los principales aceites
(andiroba, Brazil nut, buriti y fruta de la pasion) y grasas (cupuagu, murumuru y ucuba)
amazodnicas, proporcionando un método rdpido para la determinacién de los fingerprints
(huellas dactilares) de las muestras de aceite. Para ello, mezclaron la muestra de aceite o de
grasa con la matriz sdélida en polvo (DHB) en un pequefio molino de bolas, obteniendo una

pasta, que se deposité en los pocillos o spot del target. La principal ventaja de esta
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metodologia es la homogeneidad con la que se deposita la muestra, lo que mejora

significativamente la reproducibilidad y la rapidez del método de analisis.

Por otro lado, MALDI-TOF MS también se ha empleado para realizar un seguimiento de
la oxidaciéon térmica de los triglicéridos, simulando las condiciones empleadas en los procesos
prolongados de fritura (180 °C durante 6 horas) de los aceites vegetales comestibles. En este
caso, MALDI-TOF MS suele acoplarse con una técnica cromatografica para separar los
componentes no polares de los polares presentes en el aceite calentado, lo que suele
realizarse sobre una columna rellena con un gel de silicona. Esta separacién previa al andlisis
por MS mejora significativamente la deteccién de los componentes oxidados. Mediante esta
técnica, las sefiales obtenidas se asignaron a di y triglicéridos, dimeros de los triglicéridos
oxidados, triglicéridos oxidados y fragmentos de triglicéridos derivados de la B-escision
homolitica de la cadena (Schiller et al., 2002a; Picariello et al., 2009). En comparacién con el
aceite vegetal no calentado, se observa la presencia de nuevas sefiales en los espectros de
masas del aceite calentado, por lo que estas sefiales se suelen asignar a productos de
degradacién, que aparecen por el calentamiento prolongado, principalmente producidos por la
oxidacion térmica de los triglicéridos y por rupturas homoliticas de la cadena carbonada de los
aceites (Schiller et al., 2002b).

Por lo tanto, el empleo de esta técnica permite evaluar la calidad de un aceite de una
manera mucho mas facil, rapida y precisa que mediante las técnicas cromatograficas
tradicionales, ya que no es necesaria una derivatizacion previa de la misma. Sin embargo,
debido a la interferencia de las sefiales de la matriz, la aplicacion de MALDI-TOF MS para
identificar compuestos de baja masa molecular, esto es con relaciones m/z inferiores a 400 Da,
como los FFA, FAMEs y monoglicéridos, que pueden estar presentes en pequefias cantidades

en las muestras de aceite, presenta muchas dificultades (Wiesman et al., 2010).

La Figura IX.2 muestra un esquema del proceso de ionizacién/desorcion por MALDI-
TOF MS para las muestras de aceite y biodiesel. A la salida de la fuente de ionizacidn, los iones
formados, principalmente por aductos de sodio y/o potasio, son acelerados en un campo
eléctrico. Este voltaje de aceleracién (AV) proporciona a todos los iones la misma energia
cinética y, por lo tanto, distintas velocidades en funcidn de sus masas. Los iones mas ligeros
viajaran a mayor velocidad y llegardn antes al detector, el cual registra los tiempos de vuelo de

los iones.
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Figura IX.2.- Esquema del proceso de ionizacidn/desorcion por MALDI-TOF MS.

1X.1.1.4 Biodiesel

De acuerdo con la revisién bibliografica realizada, la MS no ha sido muy utilizada para
caracterizar la composicion del biodiesel. ESI-MS y EASI-MS han permitido establecer los
espectros de masas caracteristicos, huellas dactilares o fingerprints de muestras de biodiesel

obtenidas a partir de diferentes tipos de aceites vegetales y grasas animales.

Catharino et al. (2007) estudiaron los fingerprints de muestras de biodiesel mediante
ESI-MS en extractos acuosos/metandlicos. Cuando la ionizacién se hizo en modo negativo, los
iones caracteristicos se corresponden con FFA desprotonados, mientras que en modo positivo,
los iones detectados son FAMEs protonados. De esta forma, el biodiesel se puede caracterizar
mediante la identificacion del tipo de aceite y el alcohol empleados en la reaccién de
transesterificacion. Asimismo, esta metodologia permitié determinar la existencia de glicerina,
mono-, di- y triglicéridos en el biodiesel, cuya presencia demuestra que la transesterificacion
ha sido incompleta. Por otra parte, la presencia de di- y triglicéridos en el biodiesel justifica la
adulteraciéon del mismo con aceites. Ademads, observaron la aparicion de productos de
degradacién cuando la muestra de biodiesel se calienta a una temperatura de 120 °C en
presencia de oxigeno, obteniéndose sefiales m/z que no aparecen en el biodiesel que no habia
sido calentado, por lo que se atribuyen a productos de oxidacién del mismo. Esta metodologia

permite evaluar la calidad del biodiesel.

Eide et al. (2007) utilizaron ESI-MS combinada con un analisis de datos multivariante
para determinar la composicion en FAMEs y FFA de muestras de biodiesel obtenidas a partir
de diferentes tipos de aceites. Los resultados mostraron importantes diferencias entre los
espectros de masas obtenidos en los modos de ionizacién positivo y negativo. Este método
permitié identificar y cuantificar el contenido en biodiesel de mezclas diésel/biodiesel

convencionales. La preparacion de la muestra es minima, ya que sélo es necesario diluirla en
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diclorometano a una concentracién de 2 mg mL™. El tiempo de andlisis se reduce a 1 minuto,
por lo que este método se puede utilizar en los laboratorios de analisis para el control de

calidad y adulteracién del biodiesel.

El acoplamiento EASI-MS ha sido empleado para determinar la composicion de FAMEs
y FFA presentes en el biodiesel. De la misma forma que se utiliza para las muestras de aceite,
esta técnica permite determinar la presencia de mono, di y triglicéridos que no hayan
reaccionado durante la reaccion de transesterificacion. Asi como para determinar la presencia
de glicerina como principal subproducto del proceso de obtencién del biodiesel, la cual podria
originar la corrosidn de las partes metalicas de los motores. De la misma manera, este método
se puede utilizar para monitorizar la produccién de biodiesel con rapidez y sin preparacion
previa de la muestra. Sélo es necesaria la utilizacidon de una gota de biodiesel colocada en una
superficie de papel sobre la que se pulveriza, a elevada velocidad, un disolvente en spray. Este

proceso permitird la ionizacion de la muestra (Alberici et al., 2010).

No obstante, con la tecnologia disponible en la actualidad, la interferencia de las
sefiales de la matriz impide el empleo de MALDI-TOF MS para la caracterizacidn de muestras
de biodiesel, ya que dificulta la identificacién de compuestos con relaciones m/z inferiores a
400 Da. Por este motivo, la técnica MALDI-TOF MS no se ha aplicado al analisis de los FAMEs
presentes en muestras de biodiesel, ya que las masas moleculares estas especies son inferiores
a 400 Da. Sin embargo, MALDI-TOF MS se puede emplear como técnica de control de calidad
del proceso de produccién de biodiesel, ya que si la reaccion de transesterificacién es
completa no deben aparecer relaciones m/z correspondientes a los triglicéridos en las
muestras de biodiesel (Schiller et al., 2002c; Wiesman et al., 2010).

IX.2 Caracterizacién de las muestras de aceite mediante MALDI-TOF MS
IX.2.1 Preparacion del target y de las muestras de aceite: Optimizacion

Como paso previo al desarrollo de una metodologia analitica mediante MALDI-TOF MS
que permita la caracterizacion de las muestras de aceite estudiadas, se realizaron una serie de
experiencias previas con objeto de establecer las condiciones éptimas para la identificacion de
las especies presentes en las muestras. La preparacion de la muestra y del target es un proceso
esencial, por lo que se ensayaron diferentes condiciones de preparacidon del target para
conseguir la ionizacion de los analitos presentes en las muestras y se probaron diferentes

disolventes orgdnicos para la dilucién de las mismas.

La optimizacidn de las condiciones experimentales se realizdé con la muestra de aceite
de oliva sin usar. Inicialmente, 1,0 uL de la muestra de aceite sin diluir y diluida en metanol a
una concentracion del 1,0 % (v/v) se depositaron sobre el target. En este caso, se trabaja con
LDI por que no se utiliza matriz y el Iaser incide directamente sobre la muestra. De esta forma,
los espectros de masas no presentan interferencias debidas a productos de ionizacion de la

matriz, ya sea por sus sefiales caracteristicas o por impurezas presentes en la misma, por lo
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que se podrian identificar compuestos en el aceite con relaciones m/z inferiores, como di y
triglicéridos (550 y 1000 Da). En la Tabla I1l.12 de la seccién I11.4.6 se presentan las condiciones
instrumentales dptimas para el analisis de las muestras de aceite mediante MALDI-TOF MS. La
Figura IX.3 muestra los espectros de masas obtenidos bajo las condiciones experimentales

iniciales, anteriormente indicadas.
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Figura IX.3.- Espectros de masas obtenidos mediante LDI-TOF MS, utilizando el target de acero
inoxidable. (A) Espectro de la muestra de aceite de oliva sin diluir; (B) Espectro de la muestra de aceite
diluida en metanol a una concentracion del 1,0 % (v/v).

Como se puede observar en los espectros de masas de la Figura IX.3, sélo aparecen
sefiales correspondientes a relaciones m/z inferiores a 600 Da que, seglin las m/z y las

distribuciones isotdpicas, pueden asignarse a mono- y diglicéridos presentes en la muestra de
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aceite. La ausencia de sefiales para relaciones m/z superiores a 800 Da que se corresponden
con la presencia de triglicéridos, permite concluir que la energia del laser no fue suficiente

para conseguir la ionizacién completa de la muestra.

De acuerdo con la experiencia previa del grupo de investigacion del Profesor Josef
Havel (Universidad de Masaryk, Brno, Republica Checa), se ensayd el empleo de un target
siliconado para evitar, en lo posible, que las impurezas procedentes de analisis previos
pudieran aparecer como contaminacion de los espectros de las muestras, ya que el
procedimiento de lavado del target con agua, etanol, metanol y acetona vy, finalmente,
ultrasonidos durante 3 6 4 horas, no siempre resulta de utilidad para la eliminacién de los
residuos procedentes de analisis previos (Houska et al., 2009). Por este motivo, se cubrid la
placa del MALDI con una fina capa de parafilm, evitando la formaciéon de burbujas de aire

sobre el target, que pueden falsear los resultados obtenidos.

En la Figura IX.4 se muestran los espectros de masas correspondientes al target
recubierto con parafilm sin muestra (Figura 1X.4.A), con la muestra de aceite de oliva sin diluir
(Figura IX.4.B) y con la muestra de aceite de oliva diluida en metanol (1,0 pL de aceite con
100,0 uL de metanol (Figura IX.4.C). Se deposité 1,0 uL de cada muestra sobre diferentes spot
del target, y los espectros de masas se registraron siguiendo las condiciones instrumentales
recogidas en la Tabla I1l.12 de la seccién 111.4.6. Se realizaron diferentes andlisis empleando
varias energias del |aser para determinar cual era la energia éptima para la ionizacion de los
analitos presentes en la muestra. La energia minima de ionizacién que da lugar a una seiial en
el espectro (threshold) fue superior a 150 u.a. Por debajo de este valor no se observd la

jonizacién de la muestra.
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Figura IX.4.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS empleando un target siliconado.
(A) En ausencia de muestra; (B) Muestra de aceite de oliva sin diluir; (C) Muestra de aceite de oliva
diluida en metanol. Condiciones: Modo lineal positivo y energia del laser de 160 u.a.

Como puede apreciarse en la Figura IX.4.A, el espectro de masas correspondiente al
target recubierto de silicona proporciond un conjunto de sefiales m/z inferiores a
300 Da. Por lo que, en principio, su empleo seria adecuado para llevar a cabo la determinacion

de di- y triglicéridos en muestras de aceite dado que no aparecen sefiales en el intervalo de
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relaciones m/z de estos compuestos (500 < m/z < 1000 Da). Sin embargo, como puede
observarse en las Figuras IX.4.B y IX.4.C, este modo de preparacién del target no permitio la
identificacién de ninglin compuesto en el intervalo m/z donde aparecerian las sefiales de los di
y triglicéridos, posiblemente debido a que no se produjo la correcta ionizacién de los analitos
presentes en la muestra, a pesar de emplear elevadas energia del laser. En la Figura 1X.4.B el
espectro de masas presenta un conjunto de sefiales entre las m/z comprendidas entre 300 y
400 Da que se pueden atribuir a algunos compuestos minoritarios, como monoglicéridos,
presentes en la muestra de aceite, lo que esta de acuerdo con la bibliografia consultada
(HolCapek et al., 2001; Schiller et al., 2002c; Knothe, 2005). Por lo tanto, se descarté la
utilizacion de un target siliconado ya que no era adecuado para la determinacién de los

compuestos mayoritarios presentes en los aceites (di- y triglicéridos).
IX.2.2 Optimizacidn de la matriz

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyd que era necesario emplear una
matriz para mejorar la ionizacién de la muestra de aceite. El empleo de una matriz implica la
disolucién de ésta en un disolvente, su depdsito sobre el target y, la posterior evaporacion del
disolvente. A continuacién, la muestra de aceite diluida se deposita sobre la matriz.
Seguidamente, el disolvente de la muestra se elimina de la mezcla por secado de la misma bajo
una corriente de aire a temperatura ambiente, originando unos cristales formados por las
moléculas de la matriz impregnadas con la muestra de aceite. Por ultimo, se procede a la

aplicacién de pulsos intensos y cortos del laser sobre dicho sélido.

La matriz siempre da lugar a las sefales mas intensas en el espectro de masas,
especialmente en la regidn cercana a los valores de m/z de su ion molecular preferente. Por lo
tanto, el papel de la matriz es activo durante todo el proceso, al ser la responsable de la
absorcion de la energia, induciendo su propia ionizacion/desorcion y la de los analitos
presentes en la muestra estudiada. En la Tabla IX.1 se recogen las matrices mas empleadas en
MALDI (Ayorinde et al., 1999a; Schiller et al., 1999; Guyon et al., 2003; Stibiger et al., 2007,
Saraiva et al., 2009; Fuchs et al., 2010; Teuber et al., 2010; Wiesman et al., 2010).
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Tabla IX.1.- Matrices mas empleadas en MALDI-TOF MS.

Compuesto Acrénimo Férmula  P.M. (g mol™) Estructura quimica

para-nitroanilina PNA CsHsN,0, 138,04

Acido 2,5-

dihidroxibenzoico DHB C7HsO4 154,03

dimetoxi-4- SA C11H1205 224,07
hidroxicindmico

QN
(0]
HO
\©\)L0H
OH
0
o ac ’
Acido trans-3,5 1CO ™ OH
HO
OCH3

@)
Acido o-ciano-4-
c1do arciano CHCA  CyoH,NO; 189,04 X “OH
hidroxicinamico
HO CN

OH O
2,4,6-trihidroxi-
ac CH
acetofenona THA CsHsO4 168,04 /CEL 3
HO OH

La eleccidon de una matriz apropiada es de vital importancia para generar resultados de

calidad, ya que la intensidad de las sefiales en el espectro de masas varia en funcién de la
matriz empleada. La irradiacion de la matriz con el laser puede originar reacciones de
dimerizacién que podrian dar lugar a la formacidn de aductos moleculares solapandose con las
sefiales de los analitos de la muestra (Teuber et al., 2010). La matriz mas empleada en MALDI
para el analisis de triglicéridos es el acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), ya que proporciona los
mejores resultados en cuanto a reproducibilidad y sensibilidad (Ayorinde et al., 1999a, 1999b;
Schiller et al., 1999,2002a; Fuchs et al., 2009).

Por lo tanto, se decidié emplear como matriz una disolucién saturada de DHB (10,0 mg
en 1,0 mL de acetona). Se tomaron 1,0 uL de dicha matriz y se depositaron en el target,
evaporandose el disolvente bajo una corriente de aire a temperatura ambiente. A
continuacién, se depositd sobre la matriz 1,0 pL de la muestra de aceite sin diluir y 1,0 uL de la
muestra diluida en metanol al 1 % (v/v), evaporandose el metanol segln el procedimiento
descrito. Durante el proceso de evaporacién tiene lugar la co-cristalizaciéon del aceite con la
matriz. Finalmente, el target se colocd en el interior del espectrémetro de MALDI-TOF MS. En
la Figura IX.5 se presentan los espectros de masas de la matriz DHB en ausencia de muestra
(Figura IX.5.A), de una muestra de aceite de oliva sin diluir con la matriz (Figura IX.5.B) y de la
misma muestra diluida en metanol con la matriz (Figura IX.5.C), obtenidos en las condiciones

instrumentales dptimas recogidas en la Tabla l11.12.
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Figura IX.5.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS. (A) Espectro de la matriz (DHB);
(B) Espectro de la muestra de aceite de oliva sin diluir con DHB; (C) Espectro de la muestra de aceite de
oliva diluida en metanol a una concentracion del 1,0 % (v/v) con DHB.

(* Sefiales correspondientes a la matriz).

Como se observa en la Figura IX.5.A, la matriz genera un conjunto de sefales entre O y
250 Da, las cuales podrian solaparse con las originadas por los analitos de la muestra con la
misma masa molecular, por lo que no seria posible determinar los compuestos presentes en

las muestras en este intervalo de relaciones m/z. En el espectro de la muestra de aceite de
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oliva sin diluir (Figura IX.5.B), se observan ademas un grupo de sefiales m/z en el intervalo
comprendido entre 300 y 350 Da, cuya intensidad relativa es muy pequefia. Por ultimo, se
observa que la dilucion de la muestra con metanol (Figura IX.5.C) permite una ionizacion de los
analitos mas eficaz. Aparecen un conjunto de sefiales en el intervalo de 300 < m/z < 400 Da,
pero aun no se ha conseguido ionizar aquellas especies que de forma mayoritaria estdn

presentes en las muestras de aceite (di y triglicéridos en el intervalo de 500 < m/z < 1100 Da).

Asimismo, los mejores resultados se obtuvieron cuando se realizé la dilucién de las
muestras de aceite con un disolvente organico. Con objeto de encontrar el disolvente de la
muestra de aceite que permitiera mejorar los resultados, se realizaron varios ensayos
empleando DHB como matriz, y acetonitrilo, cloroformo, n-hexano y metanol como
disolventes. El disolvente que proporciond los mejores resultados fue el cloroformo, ya que
permitié la deteccién de numerosos compuestos presentes en las muestras y no aportaba
sefiales que pudiesen interferir a m/z superiores a 400 Da. Por lo tanto, en base a los
resultados obtenidos se determind que la muestra de aceite se debia diluir en cloroformo a

una concentracién final de 0,4 % (v/v).

Parece evidente que debido a la baja polaridad que presentan los aceites, es necesario
la utilizacién de una matriz que permita facilitar la ionizacién de la muestra para conseguir
detectar las especies mayoritarias (Teuber et al., 2010). Aun asi, no ha sido posible obtener las
relaciones m/z correspondientes a los di- y triglicéridos, que son la especies mayoritarias en

este tipo de muestras.

Por esta razon se planted la necesidad de utilizar un reactivo cationizante, como el
acido trifluoroacético (TFA), para aumentar la polaridad de la muestra de aceite, mejorando asi
su ionizacion (Schiller et al., 2004; Fuchs et al., 2009a, 2009b). Se realizd la optimizacion de la
matriz utilizando 10,0 mg de DHB disueltos en 1,0 mL de acetona y se ensayaron dos
concentraciones de TFA (0,25 % y 0,50 %), con objeto de determinar qué concentracién de TFA
permitia obtener una mejor ionizacion de la muestra sin aportar nuevas sefales en la regién de
relaciones m/z comprendidas entre 500 y 1000 Da. En la Figura IX.6 se muestran los espectros
de masas obtenidos para la matriz con 0,25 % (Figura IX.6.A) y 0,50 % (Figura IX.6.B) de TFA, en
ausencia de muestra de aceite, bajo las condiciones instrumentales dptimas recogidas en la
Tabla 111.12 de la seccién 111.4.6.
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Figura IX.6.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS, en ausencia de muestra.
(A) Espectro de la matriz (DHB) disuelta en acetona, con 0,25 % de TFA;
(B) Espectro de la matriz (DHB) disuelta en acetona, con 0,50 % de TFA.

Como se observa en la Figura IX.6.A, el espectro de la matriz (DHB) con un 0,25 % de
TFA presenta un conjunto de sefiales para relaciones m/z inferiores a 500 Da, mientras que
cuando se emplea la matriz con un 0,50 % de TFA (Figura 1X.6.B) se obtienen sefiales para
relaciones m/z inferiores a 775 Da. Por lo tanto, con objeto de reducir en lo posible las
interferencias espectrales procedentes de la matriz, se decidié emplear una matriz de DHB
disuelta en acetona, con un 0,25 % de TFA, para llevar a cabo la caracterizacién de las muestras

de aceite.
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IX.2.3 Fingerprints o huellas dactilares de las muestras de aceite
IX.2.3.1 Fingerprints o huellas dactilares de las muestras de aceite de oliva sin usar

En la Figura IX.7 se muestra un ejemplo de un espectro de masas, a partir de relaciones
m/z superiores a 500 Da, obtenido al analizar una muestra de aceite de oliva sin usar
empleando las condiciones experimentales optimizadas de la matriz descritas en el apartado
anterior y siguiendo las condiciones instrumentales dptimas recogidas en la Tabla 11.12 de la

seccion 111.4.6.
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Figura IX.7.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para una muestra de aceite de oliva
sin usar, diluida en cloroformo a un concentracion de 0,4 % (v/v), empleando como matriz una
disolucidn saturada de DHB en acetona con un 0,25 % de TFA, y asignhaciones realizadas para las sefiales
mayoritarias. (n.i. = no identificado).

Como se puede apreciar en la Figura IX.7, el empleo como matriz de una disolucién
saturada de DHB en acetona con 0,25 % de TFA permitid obtener la caracterizacion de la
muestra de aceite de oliva sin usar, observando las relaciones m/z correspondientes a las
especies mayoritarias de la muestra de aceite (di y triglicéridos). La presencia de este
porcentaje de TFA en la matriz facilita la ionizacion de la muestra de aceite debido a que
proporciona un aumento de la solubilidad de los lipidos presentes en las mismas y de su
polaridad (Fuchs et al., 2009a, 2009b, 2010).

La asignacién de las sefiales a las relaciones m/z observadas en los espectros
correspondientes a las muestras de aceite se realizé de acuerdo con las masas calculadas a
partir de las estructuras de los analitos presentes y mediante el uso de las correspondientes
distribuciones isotépicas, no siendo posible la diferenciacién entre isémeros isobdricos

mediante la metodologia empleada. Los triglicéridos aparecen como aductos sodiados, en el
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intervalo de m/z comprendido entre 800 y 1000 Da, y en menor proporcién, como aductos de
potasio, aunque se observa que las intensidades relativas de las sefales obtenidas son
inferiores para estos ultimos. La razén por la cual las moléculas de triglicéridos aparecen como
aductos de sodio o de potasio se debe a la presencia de estos metales alcalinos en las
muestras de aceite, como se determind en el Capitulo VIII, y por su tendencia a formar aductos
con estos metales en las condiciones de trabajo. También se identificaron diglicéridos sodiados
en el intervalo de relaciones m/z comprendido entre 600 y 660 Da. Los resultados obtenidos
estan de acuerdo con los obtenidos por varios autores de la bibliografia (Ayorinde et al.,
1999a, 1999b; Jakab et al., 2002; Lay et al., 2006; Gidden et al., 2007; Fuchs et al., 20093;
2010; Picariello et al., 2009).

Ademas de las moléculas formadas por aductos de sodio y potasio, los espectros de
masas presentan fragmentos idnicos caracteristicos, como las sefiales a m/z comprendidas
entre 540 y 650 Da, que se corresponden con fragmentos idnicos de los triglicéridos. En la
Figura IX.8 se muestra un esquema de las posibles fragmentaciones que pueden sufrir los
triglicéridos al someterse a ionizacion mediante MALDI. Estos iones se forman por la pérdida
de un carboxilato sddico (R(COONa) a partir de la molécula de triglicérido sodiada [TAG+Na]’,
originando un diglicérido iénico (Fragmento 1). Otros fragmentos idnicos presentes en los
espectros de masas se forman por la pérdida de un ién acilio [RiCO]" a partir del fragmento
anterior, obteniéndose un monoglicérido iénico. Sin embargo, no es posible observar este

ultimo fragmento idnico en los espectros de masas, ya que su relacién m/z es inferior a 400 Da.

(l? +
Ri—c—oé—CH2 "CH,
9 |
I
R—C—0—CH +Na [ ————%» R—C—O0—CH + [R,COONa]
0 0
I [
R,—C—0—CH, R,—C—0—CH,
Triglicérido sodiado [DAG] ¥
+
[TAG + Na] FRAGMENTO 1
"CH, *CH,
0 ‘ ‘
” § +
Ri—C—éO—CH _ HO—CH + [R;CO]
9 0
R,—C—O0—CH, Ri—C—0—CH,
+ +
[DAG] [MAG]
FRAGMENTO 2

Figura IX.8.- Fragmentaciones de los triglicéridos obtenidos por MALDI
en modo de ionizacidn positivo.

En las Tablas IX.2 y IX.3 se muestran los pesos moleculares y los nombres de los

diglicéridos y triglicéridos que han sido identificados en la presente Memoria.
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Tabla IX.2.- Peso molecular, nombre y acrénimo de los diglicéridos estudiados.

P.M. L.
1 Acrénimo Compuesto
(g mol™)
614,51 LLn 1-linoleoil-2-linolenonil-glicerol
616,95 LL 1,2-dilinoleina
oL 1-oleoil-2-linoleoil-glicerol
618,51 - - —
LnS 1-linolenonil-2-estearoil-glicerol
00 1,2-dioleina
620,99 - - —
LS 1-linolenoil-2-estearoil-glicerol
592,54 PL 1-palmitoil-2-linoleoil-glicerol
594,55 PO 1-palmitoil-2-oleoil-glicerol
625,02 SS 1,2-diestearina
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Tabla IX.3.- Peso molecular, nombre y acrénimo de los triglicéridos estudiados.

P.M.

P.M.

(g mol™) Acrénimo Compuesto (g mol™?) Acrénimo Compuesto
PPLn 1,2-dipalmitoil-3-linolenoil-glicerol POO 1-palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol
828,72 858,77
PLnP 1-palmitoil-2-linolenoil-3-palmitoil-glicerol OPO 1-oleoil-2-palmitoil-3-oleoil-glicerol
PPL 1,2-dipalmitoil-3-linoleoil-glicerol POS 1-palmitoil-2-oleoil-3-estearoil-glicerol
830,74 PLP 1-palmitoil-2-linoleoil-3-palmitoil-glicerol 860,78 PSO 1-palmitoil-2-estearoil-3-oleoil-glicerol
PPO 1,2-dipalmitoil-3-oleoil-glicerol SPO 1-estearoil-2-palmitoil-3-oleoil-glicerol
83275 POP 1-palmitoil-2-oleoil-3-palmitoil-glicerol PSS 1-palmitoil-2,3-diestearoil-glicerol
PPS 1,2-dipalmitoil-3-estearoil-glicerol 862,80 SPS 1-estearoil-2-palmitoil-3-estearoil-glicerol
83477 PSP 1-palmitoil-2-estearoil-3-estearoil-glicerol 872,69 LnLnLn Trilinolenina
PLLn 1-palmitoil-2-linoleoil-3-linolenonil-glicerol LnLLn 1-linolenonil-2-linoleoil-3-linolenonil-glicerol
852,74 874,60
PLnL 1-palmitoil-2-linolenonil-3-linoleoil-glicerol LnLnL 1,2-dilinolenonil-3-linoleoil-glicerol
854,72 PIOL 1-palmitoleil-2-oleoil-3-linoleoil-glicerol LLLn 1,2-dilinoleoil-3-linolenonil-glicerol
PLL 1-palmitoil-2,3-linoleoil-glicerol 876,72 LLnL 1-linoleoil-2-linolenonil-3-linoleoil-glicerol
854,74 LPL 1-linoleoil-2-palmitoil-3-linoleoil-glicerol 878,71 LLL Trilinoleina
POLn 1-palmitoil-2-oleoil-3-linolenonil-glicerol OLLn 1-oleoil-2-linoleoil-3-linolenonil-glicerol
PLO 1-palmitoil-2-linoleoil-3-oleoil-glicerol 878,73 OLnL 1-oleoil-2-linolenonil-3-linoleoil-glicerol
856,75 POL 1-palmitoil-2-oleoil-3-linoleoil-glicerol LOLn 1-linoleoil-2-oleoil-3-linolenonil-glicerol
OPL 1-oleoil-2-palmitoil-3-linoleoil-glicerol
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Cont. Tabla IX.3.- Peso molecular, nombre y acrénimo de los triglicéridos estudiados.

P.M.

P.M.

(g mol™) Acrénimo Compuesto (g mol™?) Acrénimo Compuesto
SLLn 1-estearoil-2-linoleoil-3-linolenonil-glicerol 884,80 000 Trioleina
SLnL 1-estearoil-2-linolenonil-3-linoleoil-glicerol 0SsO 1-oleoil-2-estearoil-3-oleoil-glicerol
LOL 1-linoleoil-2-oleoil-3-linoleoil-glicerol SO0 1-estearoil-2,3-dioleoil-glicerol
880,75 OLL 1-oleoil-2,3-dilinoleoil-glicerol 886,80 SSL 1,2-diestearoil-3-oleoil-glicerol
OLnO 1-oleoil-2-linolenonil-3-oleoil-glicerol SLS 1-estearoil-2-linoleoil-3-oleoil-glicerol
OOLn 1,2-dioleoil-3-linolenonil-glicerol 0sO 1-estearoil-2-oleoil-3-estearoil-glicerol
LSLn 1-linoleoil-2-estearoil-3-linolenonil-glicerol 888,81 SSO 1,2-diestearoil-3-oleoil-glicerol
LLS 1,2-dilinoleoil-3-estearoil-glicerol 890,73 SSS Triestearina
LSL 1-linoleoil-2-estearoil-3-linoleoil-glicerol 910,80 ALL 1-araquidonoil-2,3-dilinoleoil-glicerol
882,77 OooL 1,2-dioleoil-3-linoleoil-glicerol 912,81 AOL 1-araquidonoil-2-oleoil-3-linoleoil-glicerol
oLo 1-oleoil-2-linoleoil-3-oleoil-glicerol 914,83 ASL 1-araquidonoil-2-estearoil-3-linoleoil-glicerol
LSO 1-linoleoil-2-estearoil-3-oleoil-glicerol 914,83 O0A 1,2-dioleoil-3-araquidonoil-glicerol
884,78 SOL 1-estearoil-2-oleoil-3-linoleoil-glicerol 916,84 ASO 1-araquidonoil-2-estearoil-3-oleoil-glicerol
SLO 1-estearoil-2-linoleoil-3-oleoil-glicerol
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De acuerdo con los resultados obtenidos mediante GC-FID (Capitulo V), la muestra de
aceite de oliva sin usar esta formada mayoritariamente por los acidos grasos palmitico,
palmitoleico, estearico, oleico, linoleico y linolénico. A partir de estos resultados, de las
distribuciones isotdpicas, de la bibliografia consultada, y teniendo en cuenta las posibles
combinaciones de di y triglicéridos que se pueden formar a partir de estos acidos grasos, se
han asignado las relaciones m/z observadas en los espectros a diferentes compuestos
(Ayorinde et al., 1999a, 1999b, 1999¢; Calvano et al., 2005; Chapagain et al., 2009b; Saraiva et
al., 2009; Fuchs et al., 2010; Wiesman et al., 2010). Sin embargo, para poder confirmar la
asignacion realizada de forma inequivoca, seria necesario llevar a cabo un andlisis mediante,
por ejemplo, MALDI-TOF MS/MS.

En la Figura IX.9 se muestra la zona del espectro de masas correspondiente a las
relaciones m/z de los fragmentos idnicos y de los diglicéridos, en el intervalo comprendido
entre 540 y 660 Da, mientras que en la Figura IX.10 se muestra la zona del espectro de masas
correspondiente a los triglicéridos, en el intervalo de relaciones m/z comprendido entre 850 y
950 Da, en los que se observan todas las sefiales de las especies identificadas en la muestra de

aceite de oliva sin usar.
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Figura IX.9.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la muestra de aceite de oliva sin
usar, en el intervalo de 540 < m/z < 660 Da, correspondiente a los fragmentos iénicos y los diglicéridos,
formados como aductos de sodio y/o potasio, y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.
(n.i. = no identificado).
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Figura IX.10.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la muestra de aceite de oliva
sin usar, en el intervalo de 850 < m/z < 950 Da, correspondiente a los triglicéridos formados como
aductos de sodio y/o potasio, y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.

En el espectro de masas del aceite de oliva sin usar (Figura IX.7 y 1X.10), cabe destacar

la presencia de una sefial predominante a una m/z 907,50 Da. Esta sefial se corresponde con

diferentes aductos sodiados [M+Na]" de los triglicéridos, pero de acuerdo con el estudio de las

distribuciones isotdpicas realizado, se puede asignar a la trioleina (000), que es el triglicérido

mas abundante en el aceite de oliva (Picariello et al., 2009). Otra de las sefiales con mayor

intensidad se encuentra a una m/z 881,47 Da, la cual se puede atribuir a varios triglicéridos

(POO, OPO, PIOS), aunque segun las distribuciones isotdpicas obtenidas se puede asignar al 1-

palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol (POO). La sefial correspondiente a una m/z 855,78 Da se puede

asignar a dos isdmeros isobaricos de los triglicéridos, el 1,2-dipalmitoil-3-oleoil-glicerol (PPO) y

el 1-palmitoil-2-oleoil-3-palmitoil-glicerol (POP). Los resultados obtenidos mediante las

correspondientes distribuciones isotépicas estdn de acuerdo con los datos obtenidos por otros

autores en la bibliografia (Ayorinde et al., 1999a, 1999b, 1999c; Calvano et al., 2005).
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En la Tabla IX.4 se recogen las relaciones m/z, tanto tedricas como las observadas
experimentalmente (referidas a datos monoisotdpicos), de los fragmentos iénicos de los
triglicéridos y los diglicéridos sodiados, mientras que en la Tabla IX.5 se muestran los
triglicéridos a los que han sido asignados las relaciones m/z observadas en el espectro de
MALDI-TOF MS obtenido para la muestra de aceite de oliva sin usar.

Tabla IX.4.- Relaciones m/z tedricas y observadas en el espectro de masas obtenido mediante MALDI-
TOF MS para la muestra de aceite de oliva sin usar y asignaciones a diglicéridos y a fragmentos idnicos

de los triglicéridos.

m/z Fragmentos iénicos m/z L
L. Diglicéridos
Observada | Tedrica de triglicéridos Observada | Tedrica
544,89 - n.i. 615,55 615,53 [PL+Na]”
551,23 - n.i. 617,54 617,52 | [PO+Na]
566,93 - n.i. 631,37 - n.i.
573,35 - n.i. 637,50 637,48 | [LLn+Na]
575,47 575,49 [PL]" 639,50 639,49 [LL+Na]”
577,37 577,41 [POY* [OL+Na]*
" 641,55 641,53 "
579,47 579,49 [PS] [LnS+Na]
597,52 597,54 [LLn] [0O+Na]*
- 643,54 643,53 -
599,51 599,49 [LL] [LS+Na]
601,50 601,52 o’ 645,41 645,55 | [OS+Na]
603,39 603,41 [00]" 647,51 647,56 [SS+Na]*
605,46 605,48 [0S]* 657,51 657,53 [OL+K]*
659,54 659,50 [00+K]"
685,28 - n.i.

n.i. = no identificado
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TOF MS para la muestra de aceite de oliva sin usar y asignaciones a triglicéridos.

m/z m/z
Triglicéridos Triglicéridos
Observada Tedrica Observada Teodrica
+Na , nLnLn+Na
[PPPI+Na]” 895,68 | [LnLnLn+Na]"
851,69 851,71
[PPIP+Na]’ [PLO+K]"
895,74
[PPL+Na]" 895,71 [POL+K]"
853,73 853,72 - -
[PLP+Na] [OPL+K]
[POP+Na]" [LnLnL+Na]"
855,78 855,74 " 897,69 "
[PPO+Na] [LnLLn+Na]
897,75
[PPS+Na]" [POO+K]"
857,69 857,76 " 897,73 "
[PSP+Na] [OPO+K]
[POP+K]" [LLLn+Na]’
871,18 871,71 " 899,71 "
[PPO+K] [LLnL+Na]
[PLnL+Na]’ 899,74 [POS+K]"
875,72 875,76
[PLLn+Na]’ 899,74 [SPO+K]"
[PLL+Na]* [PSO+K]*
[LPL+Na]* [LLL+Na]"
877,41 877,72 " "
[POLn+Na] [OLLn+Na]
. 901,78 901,73 -
[PIOL+Na] [OLnL+Na]
[PLO+Na]” [LOLn+Na]"
879,43 879,74 [POL+Na]” [OLL+Na]"
[OPL+Na]” [LOL+Na]*
[POO+Na]" [SLLn+Na]"
881,47 881,76 [OPO+Na]" 903,79 903,74 [LSLn+Na]"
[PIOS+Na]” [SLnL+Nal*
[POS+Na]’ [OOLn+Na]*
883,78 883,77 [SPO+Na]" [OLnO+Na]*
[PSO+Na]" [OLO+Na]*
[PSS+Na]* [OOL+Na]*
885,79 885,79 " 905,78 905,76 "
[SPS+Na] [LLS+Na]
[PLL+K]" [LSL+Na]*
893,78 893,70 "
[POLN+K]

Tabla IX.5.- Relaciones m/z tedricas y observadas en el espectro de masas obtenido mediante MALDI-
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Cont. Tabla IX.5.- Relaciones m/z tedricas y observadas en el espectro de masas obtenido mediante
MALDI-TOF MS para la muestra de aceite de oliva sin usar y asignaciones a triglicéridos.

m/z m/z
Triglicéridos Triglicéridos
Observada Tedrica Observada Tedrica
[000+Na]” [OLL+K]"
[SOL+Na]" [LOL+K]"
907,50 907,77 " "
[SLO+Na] [SLLN+K]
[LSO+Na]" 919,76 919,71 [LSLn+K]*
[SOO+Na]" [SLnL+K]*
[0SO+Na]” [OOLNn+K]*
909,78 909,79 - "
[SSL+ Na] [OLnO+K]
[SLS+Na]" [OLO+K]*
921,74 921,73 "
911,81 911,82 [SSO+Na]” [OOL+K]
913,82 913,82 [SSS+Na]* [000+K]*
915,58 915,72 [LLLn+Na]" [SOL+K]"
" 923,52 923,74 "
[LLL#+K] [SLO+K]
[OLLn+K]* [LSO+K]*
917,75 917,70 " "
[OLnL+K] [SO0+K]
" 925,75 925,76 "
[LOLNn+K] [0SO+K]

De acuerdo con las asignaciones realizadas, se han podido identificar una serie de
fragmentos idnicos correspondientes a la escisidn de los triglicéridos. La composicidn de estos
fragmentos idnicos estd de acuerdo con los acidos grasos presentes en el aceite de oliva
(palmitico, linoleico, linolénico, estedrico y oleico). De igual forma, en el espectro de masas
obtenido se observa la presencia de di y triglicéridos formados por combinaciones de los
diferentes acidos grasos existentes en la muestra de aceite de oliva estudiada, apareciendo

como aductos de sodio y/o de potasio.

Las asignaciones realizadas se pueden confirmar mediante el estudio de las
distribuciones isotdpicas correspondiente a los posibles iones presentes para cada conjunto de
relaciones m/z. El software Kratos Kompact V5.2.0., que controla al espectrometro de MALDI-
TOF MS, permite disefiar un modelo tedrico de las sefiales obtenidas a partir de las férmulas
quimicas de las diferentes especies identificadas. A modo de ejemplo en la Figura IX.11
muestra el espectro de masas experimental (Figura I1X.11.B) obtenido para las relaciones m/z
comprendidas entre 900 y 918 Da vy la distribucién isotdpica (Figura IX.11.B) obtenida mediante
el software de un la mezcla de triglicéridos LLL, LLO, LOO, OO0, O0S y SSO.
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Figura IX.11.- (A) Espectro de masas experimental obtenido mediante MALDI-TOF MS para el intervalo
de relaciones m/z comprendidas entre 900 y 918 Da; (B) Distribucion isotépicas para una mezcla de
triglicéridos formada por LLL, LLO, LOO, OO0, O0S y SSO.

Resolucién: 1750.

Como se puede observar en la Figura IX.11.B, la distribucién isotépica obtenida para la
mezcla de triglicéridos sodiados LLL, LLO, LOO, OO0, OOS y SSO es igual al espectro de masas
obtenido experimentalmente para este intervalo de relaciones m/z en la muestra de aceite
estudiada (Figura IX.11.A), aunque la diferenciacion entre los diferentes compuestos isobdricos

no es posible mediante MALDI (Asbury et al., 1999; Picariello et al., 2009).
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I1X.2.3.2 Fingerprints o huellas dactilares de las muestras de aceite de oliva de fritura

La fritura es un proceso de naturaleza muy complejo donde los aceites o grasas son
calentados repetidamente a temperaturas elevadas durante periodos de tiempo prolongados y
en presencia de aire. Este proceso provoca la aparicidn de reacciones de hidrdlisis, oxidacion y
polimerizacidon de los aceites o grasas, las cuales pueden originar diferentes compuestos de

degradacién de los triglicéridos.

En la Figura IX.12 se muestra el espectro de masas obtenido para una muestra de
aceite de oliva procedente de un proceso de fritura en el intervalo 500 < m/z < 1150 Da,
obtenido en las condiciones experimentales optimizadas de la matriz y con las condiciones

instrumentales dptimas recogidas en la Tabla I11.12 de la seccidn I11.4.6.
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Figura IX.12.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para una muestra de aceite de oliva
de fritura, diluida en cloroformo a una concentracion de 0,4 % (v/v), empleando como matriz una
disolucién de DHB en acetona con un 0,25 % de TFA, y asignaciones realizadas para las sefiales
mayoritarias. (n.i. = no identificado).

Como se observa en la Figura 1X.12, la muestra de aceite de oliva de fritura presenta
dos grupos de sefiales en dos intervalos de relaciones m/z comprendido entre 750 y 850 Da y
entre 1000 y 1100 Da, las cuales no se observaron en el espectro de masas del aceite de oliva
sin usar estudiado previamente (Figura IX.7). Por lo tanto, la aparicién de estos nuevos
compuestos puede deberse al proceso de fritura al que se ha sometido el aceite. Durante
dicho proceso, el aceite sufre reacciones de autooxidacion debidas a las elevadas
temperaturas a las que se expone de forma continuada en el tiempo (Schiller et al., 2002a,

2002b; Picariello et al., 2009).

Los hidroperdxidos son los compuestos derivados de la oxidacién primaria de los

acidos grasos insaturados presentes en el aceite mas caracteristicos y abundantes, cuando éste
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es sometido a elevadas temperaturas. Su estructura vendra condicionada por la mezcla de
acidos grasos presentes en el aceite de fritura, especialmente los poliinsaturados. El proceso
de oxidacidn transcurre a través de reacciones en cadena, mediadas por radicales libres, en un
proceso en el que también interviene el oxigeno, dando lugar a los denominados productos de
la B-oxidacion de los dobles enlaces (Picariello et al., 2009). Los dos mecanismos que se han
postulado para la oxidaciéon a elevadas temperaturas de las grasas insaturadas son los
siguientes (Schiller et al., 2002a, 2002b; Picariello et al., 2009):

e Descomposicion térmica por interaccién entre radicales libres, cuando los acidos
grasos insaturados se someten de forma continua a temperaturas elevadas

e Descomposicidén inducida mediante la formacién de hidroperdxidos a partir de acidos
grasos insaturados, cuando éstos son expuestos a un calentamiento intermitente. Bajo
estas condiciones, los hidroperdxidos se acumulan a bajas temperaturas,

contribuyendo a la formacién de radicales cuando los aceites se recalientan

Los hidroperéxidos pueden sufrir reacciones de oxidacidn, transformdndose en
alcoholes, aldehidos, acidos carboxilicos e hidrocarburos, o reacciones de deshidratacion,
transformandose en cetonas. Asimismo, los radicales peroxilo pueden dar lugar a la formacién

de dimeros, trimeros, epdxidos, éteres, etc.

En la Figura IX.13 se muestra un esquema de la reaccién de oxidacién de los
triglicéridos, donde RHe representa la molécula de triglicérido sometida al proceso de
oxidacién en uno de sus grupos insaturados de la cadena de acido graso. En la etapa de
iniciacién, se forma un radical alquilo por la pérdida de un hidrégeno desde una posicién alilica
o bis-alilica de la cadena de un 4cido graso insaturado. En la etapa de propagacién, los
radicales alquilo formados reaccionan con el oxigeno para generar radicales peroxilo que, a su
vez, reaccionan con nuevas moléculas de triglicéridos, originando hidroperéxidos como
productos de oxidacidn primaria y nuevos radicales alquilo que propagan la reaccion. En la
etapa de terminacion, los radicales reaccionan entre si, dando lugar a especies no radicalarias

relativamente estables (Dobarganes, 2009a).

-H-
Iniciacion RH ——» R

OZ
Propagacion R ——» ROO-
Terminacion ROO- + RH——» R- + ROOH

Hidroperoéxido
Figura IX.13.- Mecanismo de oxidacién de triglicéridos y formacion de hidroperoxidos.

El mecanismo de formacién de compuestos de cadena corta a partir de los
hidroperdxidos formados en las reacciones de autooxidacién esta basado en la B-oxidacidon

homolitica de radicales alcoxi procedentes de hidroperdxidos alilicos. La B-escision homolitica
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tiene lugar a ambos lados del carbono alcoxi, a través de las rutas A o B mostradas en la Figura
IX.14. A través de este mecanismo, se producen dos tipos de aldehidos (volatiles vy
esterificados) y un radical alquilo o alquenilo. La interaccidon de estos radicales con otros
radicales de bajo peso molecular presentes en el aceite, como He y OHe, contribuye a su
estabilizacidon, mediante la formacion de hidrocarburos y alcoholes. En resumen, la B oxidacidn
de hidroperoxidos alilicos favorece la formacion de aldehidos, esterificados o no, mientras que
los radicales formados requieren una estabilizacién posterior con He y OHe, que compiten con
otros radicales de elevado peso molecular. En una segunda etapa, los compuestos insaturados
de cadena corta formados pueden sufrir procesos de oxidacién a través de las mismas rutas
(Dobarganes, 2009b).

0-OH
R,~COO—(CH,),~CH,~CH~CH=CH-R,
1 - OH-
0-

|
R,~COO~(CH,),~CH,}-CH}-CH=CH-R,

/AB\.

R,~COO—(CH,),~CH,* + OHC-CH=CH-R, R,~CO0—(CH,),~CH,~CHO + -HC=CH-R,
R,~COO-(CH,),~CH, R,~COO-(CH,) —CH,~OH HO-HC=CH-R,  H,C=CH-R,
OHC-CH,-R,

Figura IX.14.- Mecanismo de formacién de compuestos de cadena corta a partir de
hidroperodxidos alilicos.

Debido al limitado grado de insaturacidon de los aceites utilizados para procesos de
fritura, los acido oleico y linoleico son los acidos grasos insaturados que son principalmente
sometidos al proceso de degradacidn, por lo que los compuestos esperados volatiles y unidos a
una cadena corta son aquellos procedentes de sus hidroperdxidos principales. En el caso del
acido oleico, la eliminacidn inicial de hidréogeno en la reaccién de autooxidacién ocurre en el
carbono alilico 8 y 11, para originar dos radicales alilicos de tres carbonos deslocalizados. La
siguiente reaccidon con oxigeno produce una mezcla de cuatro hidroperdxidos alilicos, que
contienen grupos hidroperdxido en los carbonos 8, 9, 10 y 11. En el caso del 4cido linoleico,
qgue presenta dos dobles enlaces separados por un grupo metileno, la eliminacion del
hidrégeno estd mas favorecida porque existe un grupo metileno que esta doblemente activado
debido a dos doble enlaces adyacentes. La eliminacion del hidrégeno tiene lugar en el carbono

11, dando lugar a un radical pentadienil estabilizado por resonancia, que reacciona
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posteriormente con oxigeno en las posiciones de los carbonos 9 y 13, para producir una mezcla
de dos dienos 9- y 13-hidroperdxidos principales conjugados. De esta forma, los compuestos
esperados unidos a una cadena corta son aquellos procedentes de los seis hidroperdxidos
principales de los acidos oleico y linoleico, y sus proporciones relativas dependeran de la
composicion en acidos grasos del aceite de fritura. De acuerdo con esto, en las Tablas IX.6 y

IX.7 se muestran los compuestos principales esperados para compuestos volatiles y
esterificados, respectivamente (Dobarganes, 2009b).

Tabla IX.6.- Compuestos volatiles formados por descomposicién de los hidroperoxidos a través de la
ruptura homolitica de los radicales alcoxido.

Grupos RutaB
acidos Hidroperdéxido Ruta A
grasos +OH +H
2-undecenal decanal 1-deceno
8-ROOH
(C11Hy00) (C10H200) (C10H20)
2-decenal nonanal 1-noneno
9-ROOH
e B
10-ROOH
(C9H180) (C8H18O) (C8H18)
octanal heptanol heptano
11-ROO0OH
(CSHlGO) (C7H16O) (C7H16)
2,4-decadienal 3-nonenal 1,3-nonadieno
9-ROOH ! !
o T et T poriens
13-ROOH
(C6H12O) (C5H120) (C5H12)

Tabla IX.7.- Compuestos de cadena corta esterificados formados por descomposicion de los

hidroperoxidos a través de la ruptura homolitica de los radicales alcéxido.

Grupos Ruta A
acidos Hidroperdxido Ruta B
grasos + OH +H
3-ROOH 7-hidroxiheptanoato heptanoato 8-oxooctanoato
(C7H13O3) (C7H1302) (C8H13O3)
9-ROOH 8-hidroxioctanoato octanoato 9-oxononanoato
(C8H1503) (CSHISOZ) (C9H1503)
Oleato 9-oxononanoato 8-nonenoato 10-oxo-8-
10-ROOH (CoHs03) (CoHis0) decenoato
9l115VY3 91152 (C10H1603)
10-oxodecanoato 9-decenoato 11-0x0-3-
11-ROOH (CoH1y03) (CioH1,0) undecenoato
101 117V3 10t 117 (C11H1703)
9-ROOH 8-hidroxioctanoato octanoato 9-oxononanoato
(C8H1503 (CSHISOZ) (C9H1503)
Linoleato 12-o0x0-9- 9,11- 13-0x0-9,11-
13-ROOH dodecenoato dodecadienoato | tridecadienoato
(C12H19O3) (C12H200) (C13H19O3)
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Por lo tanto, como se ha comentado anteriormente, en los aceites de fritura se
observo la aparicidn de nuevas sefiales comprendidas en el intervalo 700 < m/z < 850 Da, que
no se observaron en la muestra de aceite de oliva sin usar. De acuerdo con el estudio de las
distribuciones isotdpicas, estas nuevas sefiales se corresponden con fragmentos derivados de
la B-escision homolitica de los triglicéridos en los que existen acidos grasos insaturados, como
los acidos linoleico u oleico, perdiendo una parte de la cadena carbonada y apareciendo, en
algunos casos, acompafiados por una molécula de oxigeno, como consecuencia de la oxidacién
de los aceites. También se observan sefiales con relaciones m/z en el intervalo comprendido
entre 1000 y 1100 Da, correspondientes a los triglicéridos acoplados con los mencionados
fragmentos derivados de la B-escision homolitica de los mismos. De esta forma, se distingue la
formacidon de aldehidos y cetonas en los aceites como consecuencia de las elevadas
temperaturas a las que son sometidos, cuyas sefiales aparecen acopladas con triglicéridos

insaturados formando un agrupamiento de sefiales.

En la Figura IX.15 se muestra la zona del espectro de masas correspondiente a las

relaciones m/z comprendidas entre 700 y 870 Da para la muestra de aceite de oliva de fritura.
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Figura IX.15.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la muestra de aceite de oliva
de fritura, en la zona de relaciones m/z comprendida entre 700 y 870 Da, correspondientes a los
productos de la -escisién homolitica de los di y triglicéridos, y asignaciones realizadas para las sefiales
mayoritarias. (n.i. = no identificado).

Como se observa en la Figura IX.15, el producto mas abundante de la [-escision
homolitica estd representado por el agrupamiento de sefiales centrado en la relacién m/z de
795,74 Da, el cual esta formado por el triglicérido LLO que contiene el 9-oxononanoato
generado por la ruptura homolitica de uno de los dobles enlaces de los acidos oleico y/o

linoleico debido a la oxidacién del triglicérido, perdiendo la cadena carbonada -CyHc. Por
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analogia, y con una menor intensidad relativa en el espectro de masas, los agrupamientos de
sefiales centrados en las relaciones m/z 811,76; 825,76 y 839,72 Da se pueden asignar al 10-
oxo-8-decenoato, 11-oxo-9-undecenoato y 12-oxo-7-dodecenoato conteniendo el triglicérido
000, respectivamente. Estas especies han surgido como consecuencia de la ruptura
homolitica de uno de los dobles enlaces de los acidos oleico y/o linoleico, originando la pérdida
de una cadena carbonada de CgHi4, C;Hys v CgHip, respectivamente, durante el proceso de
oxidacion. Por lo tanto, y teniendo en cuenta la posible formacién de hidroperdxidos en
triglicéridos insaturados y la consecuente descomposicion térmica de los mismos al someter al
aceite a elevadas temperaturas, en la Tabla IX.8 se muestran las asignaciones realizadas para
las relaciones m/z en el intervalo comprendido entre 700 y 870 Da observadas en el espectro
de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS de la muestra de aceite de oliva de fritura (Figura
IX.12 y IX.15), a fragmentos derivados de la B-escision homolitica de los triglicéridos presentes
en el aceite de oliva de fritura, siendo CxHy la pérdida de la cadena carbonada del triglicérido

debida a la ruptura homolitica.
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Tabla IX.8.- Relaciones m/z observadas en el espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS de la
muestra de aceite de oliva de fritura y asignaciones a fragmentos derivados de la B-escisién homolitica
de los triglicéridos.

m/z Fragmentos de la m/z Fragmentos de la
Observada | Teérica | P-escision homolitica |observada |Teérica | B-escision homolitica

701,27 - n.i. 799,76 |799,64 |[000+Na]"- CoHys + *°0
714,81 - n.i. 801,79 | 801,66 | [00S+Na] - CoHyg + °0
721,42 - n.i. 803,75 | 803,58 | [LLLn+Na]"- CgHyg + °0
729,33 - n.i. 805,77 | 805,59 | [LLL+Na]'- CgHye + *°0

739,31 - n.i. 807,76 | 807,61 | [LLO+Na]'- CgHys+ °O

744,32 - n.i. 809,74 |809,62 | [LOO+Na]"- CgHys + °0
751,61 | 751,62 [LL+Na]" - CgHye 811,76 |811,64 |[000+Na]" - CgHyg + °O
753,65 | 753,62 [LO+Na]"- CgHyg 813,75 |813,66 | [00S+Na]"- CgHy6 + °0
755,63 | 755,65 [00+Na]"- CgHs6 815,76 | 815,66 | [SSO+Na]- CgHye + °0
763,61 |763,62 [LL+Na]" - CoHyg 817,71 |817,58 | [LLLn+Na]"- C;Hy, + °0
765,60 | 765,62 [LO+Na]" - CoHyg 819,72 |819,61 | [LLL+Na]'- C;Hy, + ™0

769,72 | 769,59 | [PLL+Na]'-CoHig+°0 | 821,79 [821,62 | [LLO+Na]*- C;Hy, +°0
771,71 | 771,61 | [PLO+Na]'- CHig + °0 | 823,72 |823,64 | [LOO+Na]*- C;Hy, + °0
773,73 | 773,62 | [POO+Na]'- CiHis + 0 | 825,76 | 825,66 | [00O+Na]*- C;Hys + °0
777,75 | 777,56 |[LLLn+Na]'- C;oH;s+ °0 | 827,79 [827,67 | [00S+Na]'- C;Hy, + *°0
779,76 | 779,58 | [LLL+Na]'- CyoHis + 0 | 831,73 [831,62 | [LLLn+Na]'- CeHy, + *°O
781,75 | 781,59 | [LLO+Na]'- CioHig+ %0 | 833,72 |833,62 | [LLL+Na]*- CsHyp + O

783,76 | 783,61 |[LOO+Na]'- CioHig+°0 | 835,71 | 835,64 | [LLO+Na]'- CgHyp + O
785,73 | 785,62 [[000+Na]'- CioHis+ 0 | 837,76 | 837,66 | [LOO+Na]'- CeHy, + °0
787,75 | 787,64 |[00S+Na] - CioHis+ °0 | 839,72 | 839,67 | [000+Na] - CeHy, + °0
791,73 | 791,58 | [LLLn+Na]*- CoHig+ °0 | 841,78 [841,69 | [00S+Na]’- CeHy, + °0
793,72 |793,59 | [LLL+Na]'-CoHye+°0 | 845,72 [845,62 | [LLLn+Na]'- CsHyo + *°0
795,74 | 795,61 | [LLO+Na]'-CoHys+°0 | 847,73 [847,64 | [LLL+Na] - CsHyo+ ™0

797,68 |797,62 | [LOO+Na]"-CoHis+°0 | 849,76 |849,66 | [LLO+Na]*- CsHyo+ °0

n.i. = no identificado

Como se observa en la Tabla IX.8, las sefiales asignadas estan formadas por cuatro
diglicéridos y un conjunto de triglicéridos, que presentan fragmentos originados por la

[B-escisién homolitica, en cuya composicion estan presentes los acidos oleico y/o linoleico.

La confirmacion de las asignaciones realizadas se realiz6 mediante la elaboracién de un
modelo tedrico de los posibles aductos presentes en el espectro de masas para cada conjunto
de relaciones m/z. La Figura IX.16 muestra el espectro de masas experimental (Figura I1X.16.A)
obtenido para las relaciones m/z en el intervalo comprendido entre 792 y 802 Da vy la

distribucidn isotépica (Figura 1X.16.B) de la mezcla de triglicéridos LLL, LLO y LOO tras la
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pérdida de una cadena carbonada -CoHig como consecuencia de la oxidacién de los

triglicéridos.
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Figura IX.16.- (A) Espectro de masas experimental obtenido mediante MALDI-TOF MS para las relaciones
m/z comprendidas entre 792 y 802 Da; (B) Distribucion isotdpica para una mezcla de triglicéridos
formada por LLL, LLO, LOO y OOO tras la pérdida de -CqH;¢ como consecuencia de la oxidacién de los
mismos. Resolucién: 1750.

Como puede observarse en la Figura IX.16.B, la distribucidn isotépica correspondiente
a la mezcla de triglicéridos LLL, LLO, LOO y 00O, conteniendo el 9-oxononanoato generado por
la ruptura homolitica de uno de los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados (oleico y/o
linoleico) debido a la oxidacidn del triglicérido, perdiendo la cadena carbonada -CgH46, coincide
con el espectro de masas obtenido experimentalmente para este mismo intervalo de
relaciones m/z en la muestra de aceite estudiada (Figura 1X.16.A), lo que permite confirmar la

asignacion realizada, sin considerar los compuestos isobaricos. Los resultados obtenidos
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mediante las correspondientes distribuciones isotdpicas estan de acuerdo con la bibliografia
(Picariello et al., 2009).

Respecto a los agrupamientos de sefiales con relaciones m/z superiores a 1000 Da,
éstos se corresponden con la asociacion de triglicéridos insaturados con los fragmentos
procedentes de la B-escisidn homolitica de los mismos. Estos agrupamientos se deben,
principalmente, a la adicion de los aldehidos producidos por la fragmentacién de los
triglicéridos a la cadena ramificada de los mismos, aunque también es posible la adicién de
cadenas alifaticas a los triglicéridos (Picariello et al., 2009). En la Figura IX.17 se muestra la
zona del espectro de masas correspondiente a las relaciones m/z comprendidas entre 1000 y

1100 Da para la muestra de aceite de oliva de fritura.
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Figura IX.17.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la muestra de aceite de oliva
de fritura, en el intervalo de 1000 £ m/z < 1100 Da, correspondiente a los productos formados por el
acoplamiento de los triglicéridos con los fragmentos de la -escisién homolitica de los mismos, y
asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.

Como se observa en la Figura IX.17, el agrupamiento de sefiales centradas en 1033,36
Da se puede atribuir la asociacién de distintos iones procedentes de la -escisién homolitica
del acido oleico y el solapamiento de sus sefiales. El acoplamiento del octanal y del 1-noneno
dentro del grupo de los triglicéridos LLL, LLO, LOO, 00O, OO0S y SSO, centrados en LOO y en
000, respectivamente, presentan esta misma relacion m/z. De igual forma, el agrupamiento
de sefiales centradas en el valor de 1059,42 Da se puede asignar al acoplamiento de los
triglicéridos con dos fragmentos procedentes de la B-escision homolitica del acido oleico
(Tabla IX.9) y al solapamiento de sus sefiales. Se puede asignar al acoplamiento centrado entre

el triglicérido LOO y una molécula de 2-decenal, pero también se puede asignar al
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acoplamiento entre una molécula de decanal y el triglicérido LLO dentro del mismo

agrupamiento de triglicéridos insaturados indicado anteriormente.

Las sefiales correspondientes al intervalo de m/z comprendido entre 1071,76 vy
1097,48 Da presentan bajas intensidades relativas en el espectro de masas y su identificacion
es similar a lo mencionado anteriormente, donde las moléculas que se adicionan a los
triglicéridos pueden estar formadas por cadenas mas largas derivadas de fragmentos de la [3-
escision homolitica, como por ejemplo 9,11-dodecadienoato (C;,H,00), 10-ox0-8-decenoato
(CsH1603) o la especie Cy3H»,0 que no pudo ser identificada. En la Tabla IX.9 se muestran las
asignhaciones realizadas para las relaciones m/z en el intervalo comprendido entre 1000 y 1100
Da, observadas en el espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS de la muestra de
aceite de oliva de fritura (Figura IX.12 y IX.17), a triglicéridos acoplados a fragmentos derivados
de la B-escision homolitica de la muestra de aceite de oliva de fritura producida por la

oxidacion de la misma.

337



Capitulo IX

Tabla IX.9.- Relaciones m/z observadas en el espectro MALDI-TOF MS de la muestra de aceite de oliva

de fritura y posibles asignaciones a triglicéridos acoplados a fragmentos derivados de la
[-escisién homolitica.

m/z TAG acoplados a m/z TAG acoplados a
fragmentos de la fragmentos de la
Observada | Tedrica B-escisién Observada | Tedrica B-escisién
1001,81 | [LLL+Na]"+ C¢Hy,0 [LLL+Na]" + CoHyg
1001,46 " 1027,86 "
1001,85 [LLL+Na]"+ C;Hy¢ 1027,45 [LLO+Na]* + CgHy¢
1003,82 | [LLO+Na]®+ C¢Hy,0 1027,92 | [SOO+Na]"+ C;H;0
1003,45
1003,87 [LLO+Na]" + C;H¢ 1029,88 [LLO+Na]" + CoHyg
1005,84 | [LOO+Na]® + C¢H,,0 1029,87 | [LOO+Na] + CoHye
1005,47 - 1029,42 -
1005,88 | [LOO+Na] + C;Hq¢ [LLL+Na]" + CgH1c0
- 1029,84 "
1007,86 | [000+Na]" + CzH1,0 [LLLn+Na]" + CgH,50
1007,42 - -
1007,89 | [00O0+Na]" + CsH¢ 1031,85 | [LLO+Na]’+ CgH.cO
1009,88 [OOS+Na]+ + C5H120 [l_OO"'Na]+ + Cngg
1009,46 " 1031,38 -
1009,91 | [0OS+Na]" + CsHq¢ 1031,89 | [LLL+Na]®+ CgH.50
1011,89 | [SSO+Na]® + C¢H;,0 [000+Na]" + CoH 46
1011,43 " "
1011,93 | [SSO+Na]™ + C/Hye 1033,91 | [000+Na]*+ CoHyg
1013,45 | 1013,85 | [LLLn+Na]®+ CgHig 1033,36 [LOO+Na]" + CgH;0
1033,87
1015,86 [LLL+Na] + CgHyg [LLO+Na]" + CgH150
1015,46 " "
1015,83 | [LLLn+Na]*+ C;H;s0 1035,93 | [00S+Na]*+ CoH1g
1017,88 [LLO+Na]" + CgHyg 1035,81 [000+Na]" + CgHyc0
1017,49 " 1035,89 "
1017,84 | [LLL+Na]®+ C,H.O [LOO+Na]* + CgH,50
1019,89 | [LOO+Na] + CgHyg 1037,94 | [SSO+Na]*+ CoHyg
1019,47 " -
1019,85 | [LLO+Na]’+ C;H.cO 1037,76 [00OS+Na]* + CgH,60
" 1037,90 -
1021,91 | [0O0O+Na]’+ CgHqg [000+Na]" + CgHy50
1021,45 " -
1021,87 [LOO+Na] + C7H150 1039,91 [SSO+Na] + CngGO
1023,83 | [00S+Na]’+ CgH1g 1039,83 | [LLLn+Na]*+ CoH;cO
1023,41 - 1039,82 "
1023,89 | [000+Na]*+ C;H;c0 1039,92 | [00S+Na]*+ CgH;50
1025,94 | [SSO+Na]"+ CgHyg 1039,86 | [LLLn+Na]"+ CyoHso
1025,84 | [LLLn+Na]®+ CoHyg 1041,84 | [LLL+Na]"+ CoH1c0
1025,48 " "
1025,85 [LLL+Na]” + CoH45 [LLL+Na]™ + C1oHyg
" 1041,47 | 1041,87 "
1025,90 | [00S+Na]*+ C;H;60 [SSO+Na]" + CgH450
1041,84 | [LLLn+Na]"+ CoH,s0
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Cont. Tabla IX.9.- Relaciones m/z observadas en el espectro MALDI-TOF MS de la muestra de aceite de
oliva de fritura y posibles asignaciones a triglicéridos acoplados a fragmentos derivados de la B-escisién

homolitica.
m/z TAG acoplados a m/z TAG acoplados a
fragmentos de la fragmentos de la
Observada | Tedrica B-escision Observada | Tedrica B-escision
1043,86 | [LLO+Na]’+ CgH;c0 [SSO+Na]" + C1oH150
" 1065,78 | 1065,94 "
1043,45 | 1043,89 | [LLO+Na]"+ CyoHxo [OOS+Na]" + CyoH200
1043,85 | [LLL+Na]"+ C4H150 1067,95 | [SSO+Na]"+ CyoH,0
1067,74
1045,87 | [LOO+Na] + CoH;60 1067,85 | [LLLn+Na]"+ Cy;H,00
1045,71 | 1045,90 | [LOO+Na]"+ CyoHy0 1069,48 | 1069,87 | [LLL+Na]’+ Ci1H500
1045,87 | [LLO+Na]+ CgH;50 1071,74 | 1071,89 | [LLL+Na]’+ Cy1H50
1047,89 | [000+Na] + CoHyigO | 1073,76 | 1073,90 | [LOO+Na]* + Cy1Hy00
1047,42 | 1047,92 | [00O0+Na]’+ CyoHao 1075,72 | 1075,92 | [000+Na] + Cy;H,00
1047,89 | [LOO+Na]"+ CgH,50 1077,75 | 1077,93 | [00S+Na]"+ Cy;H,00
1049,90 | [00S+Na]+ CgH;60 1079,95 | [SSO+Na]"+ Cy;H00
1079,71
1049,47 | 1049,94 | [00S+Na]’+ CyoHy 1079,85 | [LLLn+Na]"+ C;,H0
1049,91 | [00O+Na] + CoHs0 | 1081,76 | 1081,87 | [LLL+Na]’+ Ci,H500
1051,91 | [SSO+Na] + CqH1c0 1083,81 | [LLLn+Na]"+ C1oH1605
1083,78
1051,41 | 1051,95 | [SSO+Na]®+ CioHso 1083,89 | [LLO+Na]"+ CyHy00
1051,92 | [00S+Na]®+ CqHy50 1085,83 | [LLL+Na]"+ CyoH1605
1085,74
1053,94 | [SSO+Na] + CqH150 1085,90 | [LOO+Na]"+ C;,H30
1053,71
1053,84 | [LLLn+Na]*+ C1oH150 1087,84 | [LLO+Na]*+ CyH1605
1087,72
[LLL+Na]* + CyoH150 1087,92 | [000+Na]* + Cy,H,00
1055,59 | 1055,86 " "
[LLLn+Na]" + C1oH»00 1089,86 | [LOO+Na]*+ CyoH1605
- 1089,54 ;
[LLO+Na]" + C4H150 1089,83 | [00S+Na]* + Cy,H,00
1057,72 | 1057,87 " "
[LLL+Na] + ClOHZOO 1091,87 [OOO+Na] + C10H1603
- 1091,49 "
[LOO+Na]" + CyoH150 1091,95 | [SSO+Na] + Cy,H200
1059,42 | 1059,89 n ;
[LLO+Na] + Clonoo 1093,79 1093,89 [OOS+Na] + C10H1603
[000+Na]*+ CyoH1s0 | 1095,65 | 1095,89 | [SSO+Na]’+ CioH1605
1061,75 | 1061,90 n "
[LOO+Na] + CigH00 | 1097,48 | 1097,86 | [LOO+Na]® + Cy5H,,0
[00S+Na]" + CyoH150
1063,51 | 1063,92 "
[000+Na]* + CyoH,00

La elaboracién de las distribuciones isotdpicas permite confirmar las asignaciones
realizadas para cada uno de los agrupamientos de sefiales. A modo de ejemplo, en la Figura
IX.18 se muestra el espectro de masas experimental (Figura I1X.18.A) obtenido para las
relaciones m/z comprendidas entre 1054 y 1072 Da y la distribucidn isotdpica (Figura IX.18.B)
obtenida para un conjunto de triglicéridos formados por el acoplamiento entre LLL, LLO, LOO,
000, 00S y SSO y la molécula de 2-decenal generada por la B-escision homolitica de los

triglicéridos producida por la oxidacién de los mismos.
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Del mismo modo que en los casos anteriores, el modelo de distribucién isotdpica
obtenido presenta una distribucién coincidente con el resultado conseguido de forma
experimental. Sin embargo, en este caso la distribucién tedrica correspondiente a la otra
asignacion realizada (acoplamiento de una molécula de decanal y el mismo grupo de
triglicéridos, centrados en el LLO) también es igual al espectro de masas experimental, por lo
gue no es posible diferenciar entre los compuestos isobaricos. Los resultados obtenidos a
partir de las correspondientes distribuciones isotépicas estan de acuerdo con los resultados

obtenidos por otros autores (Picariello et al., 2009).

340



Capitulo IX

IX.2.3.3 Caracterizacion del resto de muestras de aceite analizadas

Una vez analizadas las muestras de aceite de oliva sin usar y de fritura, se estudio la
composicion del resto de muestras de aceite objeto de estudio de la presente Memoria
mediante MALDI-TOF MS en las condiciones experimentales optimizadas. La asignacién de las
sefiales m/z observadas en los espectros de masas se realizd teniendo en cuenta los resultados
obtenidos para el aceite de oliva mediante MALDI-TOF MS, puesto que la composicion de este
tipo de aceite es mucho mas compleja (Schiller et al., 2004; Chapagain et al., 2009a; Fuchs et
al., 2010), asi como los resultados obtenidos mediante GC-FID, a partir de los cuales se observd
que los acidos grasos presentes en el aceite de oliva también lo estan en la mayoria de los
aceites estudiados. De acuerdo con los resultados obtenidos por GC-FID, en las muestras de
aceite de semillas, colza y soja-girasol también se encontraron pequefias concentraciones de
acido araquidico, por lo que es necesario tener en cuenta la aparicion de triglicéridos que
contengan este acido graso en su composicidon. De acuerdo con la bibliografia consultada, los
triglicéridos mas habitualmente encontrados en aceites que contienen acido araquidico estan
formados por [ALL+Na]* (933,76 Da), [AOL+Na]* (935,46 Da), [ASL+Na]® 6 [OOA+Na]" (937,56
Da) y [ASO+Na]" (939,39 Da) (Saraiva et al., 2009). Debido a que en el acido araquidico no
existen dobles enlaces en su estructura, no aparecerdn las sefiales correspondientes a
productos generados por la B-escision homolitica ni acoplamientos de triglicéridos con dichos

fragmentos.

La Tabla 1X.10 muestra un resumen de las relaciones m/z observadas en los espectros
MALDI-TOF MS de las distintas muestras de aceite analizadas, asi como las asignaciones
realizadas a fragmentos idnicos, di y triglicéridos, fragmentos de la B-escision homolitica y

triglicéridos acoplados a los fragmentos de la B-escisidn homolitica.
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Tabla 1X.10.- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z

AOL

AOF

AGL

AGF

ASL

ASF

ACL

ACF

AML

AMF

ASGL

ASGF

AOGF

AOGMF

Fragmentos iénicos

575,47

v

v

v

v

577,37

v

v

579,47

597,52

599,51

601,50

603,39

605,46

Diglicéridos

615,55

SN S

SN S

617,54

637,50

639,50

641,55

NENENENEN ENENENEN

643,54

NNV

NNENENENENEN ENENENEN

645,41

647,51

(\

657,51

(\

NENENENENENENENEN ENENENEN

659,54

NENENENENENENEN ENEN AN AN AN AN AN RN RN

NENENENENENENEN ENEN AN AN AN AN AN RN RN

N ENENENENENENEN

NENENENENENENENENEN ENENENEN

NENENENENENENENENEN RN RN ENEN

NENENENENENENENENEN ENEN RN

NENENENENENENENENEN ENEN RN

NENENENENENENENENEN ENENENEN

NENENENENENENENENEN RN AN AN AN RN RN

NENENENENENENENENEN RN AN AN AN RN ENEN
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Cont. Tabla IX.10

. (1)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z

AOL

AOF

AGL

AGF

ASL

ASF

ACL

>
(@]
mn

AML

AMF

ASGL

ASGF

AOGF

AOGMF

Fragmentos de la B-escision homolitica

751,61

v

v

v

753,65

755,63

763,61

765,60

769,72

771,71

773,73

777,75

779,76

781,75

783,76

785,73

787,75

791,73

793,72

795,74

797,68

799,76

801,79

803,75

N ANEN AN NN AN N NN N AN AN N AN AN AN ENENENAN

NENENEN AN AN AN ENENEN AN ENENENENENEN AN ENENEN

AN RN RN NN N NN AN AN AN AN AN AN ENEN ENENANEN

N ANEN AN NN AN N NN N AN AN N AN AN AN ENENENAN

N ANEN AN NN AN N NN N AN AN N AN AN AN ENENENAN

N ANEN AN RN RN AN N NN AN AN AN NN AN ENENENEN

N ANEN AN RN RN AN N NN N AN AN AN AN AN ENENENEN

NNENENENENENENENENEN ENENENENENEN ENENENEN
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Cont. Tabla IX.10. (2)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z | AOL | AOF | AGL | AGF | ASL | ASF | ACL
805,77
807,76
809,74
811,76
813,75
815,76
817,71
819,72
821,79
823,72
825,76
827,79
831,73
833,72
835,71
837,72
839,72
841,78
845,72
847,73
849,76

>
(@)
m

AML | AMF | ASGL | ASGF | AOGF | AOGMF
v v v

Fragmentos de la 3-escisiéon homolitica

N AN AN RN NN N N NN AN AN AN AN AN AN AN ENENEN
N ANEN AN RN N AN N N NN AN AN AN AN AN AN ENENENAN
N AN ENEN RN RN AN AN AN RN AN AN AN RN AN AN ENENENEN AN
N AN AN RN NN N N NN AN AN AN AN AN AN AN ENENEN
N AN AN RN NN N N NN AN AN AN AN AN AN AN ENENEN
N AN AN AN RN AN N N NN AN AN AN AN AN ENENENEN
N AN AN AN RN AN N N NN AN AN AN AN AN ENENENEN
AR A RN R A A RS AN AN AN AN AN A YA Y AN A YA YA
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Cont. Tabla IX.10. (3)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z | AOL | AOF | AGL | AGF | ASL | ASF | ACL | ACF | AML | AMF | ASGL | ASGF | AOGF | AOGMF
85169 | v | v | v | v | v v i v v ] v | v v v v v
85373 | v | v | v | v | v | v v v ]| v | v v v v v
85578 | v | v | v | v viiv]v | v v v v v
85769 | v | v viviviv|iv]v|v v v v v
87118 | v | v | v | v viiv|v]v v v v
87572 | v | v
aler741| v | v | v | v v v v ]|v]|v |V v v v v
§ 87943 | v | v | v | v | v | v v v ]| v | v v v v v
E’o 88147 | v | v | v | v viiv]v | v v v v v
Flesss| v | v | v | v |v]v]iv]iv]v]|v v v
88579 | v | v vilivi ivi iv]|iv]v|v v v v v
8378 | v | v | v | v | v v |v v ]| v | v v v v v
8574 | v | v | v | v | v v i v i v ]| v | v v v v v
89775| v | v | v | v | v v i v v ] v | v v v v v
8974 | v | v | v | v | v v i v i v ]| v | v v v v v
0178 v | v | v | v | v v i v v ] v | v v v v v
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Cont. Tabla IX.10. (4)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z | AOL | AOF | AGL | AGF | ASL | ASF | ACL | ACF | AML | AMF | ASGL | ASGF | AOGF | AOGMF
903,79 | Vv v v v v v v v v v v v v v
905,78 | v v v v v v v v v v v v v v
907,50 | v/ v v v v v v v v v v v v v
909,78 | Vv v v v v v v v v v v v v v
911,81 | v v v v v v v v v v v v v v
913,82 | Vv v v v v v v v v v v v v v
g | 915,58 v v v v v v v v v v v v v v
-]
5 |91775| v v v v v v v v v v v v v v
%n 919,76 | v v v v v v v v v v v v v v
= 921,74 | vV v v v v v v v v v v v v v
923,52 | Vv v v v v v v v v v v v v v
925,75 | v v v v v v v v v v v v v v
933,76 v v v v v v v v v v
935,46 v v v v v v v v v v
937,56 v v v v v v v v v v
939,39 v v v v v v v v v v
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Cont. Tabla IX.10. (5)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z | AOL | AOF | AGL | AGF | ASL | ASF | ACL | ACF | AML | AMF | ASGL | ASGF | AOGF | AOGMF
1001,46 v v v v v v
1003,45 v v v v v v v
1005,47 v v v v
S [ 1007,42 v v v v v v v
?SE 1009,46 v v v
s [1011,43 v v v v v v v
S | 101345 v v v v v v v v
2 | 1015,46 v v v v v v
8 [1017,49 v v v v v v v v
w© [1019,47 v v v v v v v
S | 1021,45 v v v
é 1023,41 v v v v v v v v
9 | 102548 v v v v v v v v
EP 1027,45 v v v v v v v v
© | 1029,42 v v v
S 103138 v v v v v v v v
= | 1033,36 v v v v v v v
S | 1035,81 v v v v v
3 | 1037,76 v v v v v v v v
:g 1039,82 v v v v v v v v
= [ 1041,47 v v v v v v v v
~ | 1043,45 v v v v v v v v

1045,71 v v v v v v

1047,42 v v v v v v v v

1049,47 v v v v v v v v

Capitulo IX

347



Capitulo IX

Cont. Tabla IX.10. (6)- Resumen de las especies identificadas mediante MALDI-TOF MS en las muestras de aceite estudiadas.

m/z AOL | AOF | AGL | AGF | ASL | ASF | ACL | ACF | AML | AMF | ASGL | ASGF | AOGF | AOGMF
1051,41 v v v v v

1053,71
1055,59
1057,72
1059,42
1061,75
1063,51
1065,78
1067,74
1069,48
1071,74
1073,76
1075,72
1077,75
1079,71
1081,76
1083,78
1085,74
1087,72
1089,54
1091,49
1093,49
1095,65
1097,48

NNENENENENENENENENENEN
NNANESEYANASAYANANAN
NNANESEYANASANANANAN
NANENENENENENENENANEN

<\

<\

N ANANENANANENANENANENANENANENAN

NAAIR

NNENENENENENEN

AN NN RN NN

NN N AN NN AN RN AN RN AN RN AN RN ANENANENANEN

Triglicéridos acoplados a fragmentos de la 3-escisiéon homolitica

AN

RN AN N AN N AN N AN AN AN AN AN AN AN AN RN AN ENANENANENAN
N AN AN NN N NN RN AN AN N AN RN RN AN ENENANENENANAN

N
NNANENENENENAN

AN
AN
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En general, se observa que los patrones principales de los espectros de masas
obtenidos para los aceites sin usar, por un lado, y de fritura, por el otro, estan perfectamente
diferenciados pero guardan una gran similitud dentro de cada grupo. Las sefiales obtenidas
mediante MALDI-TOF MS para las muestras de aceite procedentes de procesos de fritura son,
por lo general, mds intensas que las correspondientes a los aceites sin usar. Los espectros de
masas han permitido identificar los diferentes fragmentos idnicos y las especies de di- y
triglicéridos para todas las muestras de aceite estudiadas, asi como fragmentos resultantes de
la B-escision homolitica de los triglicéridos y triglicéridos acoplados a estos fragmentos,
resultantes del proceso de oxidacién de los aceites de fritura al ser sometidos a elevadas

temperaturas.

En los espectros MALDI-TOF MS de las muestras en la que estd presente el aceite de
oliva, ya sea sin usar o de fritura, destaca una sefial con mayor intensidad relativa a una
relacién m/z de 907,50 Da, mientras que en los espectros del resto de aceites destaca una
sefial con una relacién m/z de 901,78 Da de mayor intensidad. Segln los estudios anteriores, la
sefial con una m/z de 907,50 Da se puede asignar al aducto sodiado de la trioleina [00O+Na]’,
que es el triglicérido mas abundante en el aceite de oliva (Calvano et al., 2005; Picariello et al.,
2009), mientras que la sefial a una m/z de 901,78 Da se puede atribuir a la presencia del
aducto sodiado de la trilinoleina [LLL+Na]* (Ayorinde et al., 1999a, 1999b).

Se observa que los triglicéridos ALL, AOL, ASL, OOA y ASO no aparecen en las muestras
de aceite de oliva ni de maiz, debido a que el acido araquidico no se encuentra presente en
este tipo de aceites, lo que confirma los resultados que se obtuvieron por GC-FID. Otro aspecto
importante a destacar es que las muestras de aceite de oliva son las Unicas que presentan en
su composicion el acido linolénico, por lo que los triglicéridos que presentan en su estructura

este acido graso sélo se identifican en este tipo de muestras.

Finalmente, a la vista de los resultados obtenidos se puede afirmar que las muestras
de aceite que han sido sometidas a temperaturas elevadas han sufrido procesos de oxidacion
térmica ya que, como se puede observar en la Tabla IX.10, estas muestras son las Unicas que
presentan sefiales correspondientes a fragmentos de la B-escision homolitica y triglicéridos
acoplados con estos fragmentos. Este hecho constituye una clara diferencia entre los
fingerprints o huellas dactilares de los aceites sin usar de los de fritura, por lo que es un

indicativo para una posible diferenciaciéon entre ambos tipos de aceites.
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IX.3 Caracterizacion de las muestras de biodiesel mediante MALDI-TOF MS
IX.3.1 Optimizacidn de la matriz

Como se ha comentado anteriormente, la caracterizacion de compuestos de baja masa
molecular (inferior a 400-500 Da) mediante la técnica MALDI-TOF MS presenta muchas
dificultades, debido a la interferencia espectral procedente de la matriz. Por este motivo, las
sefiales m/z debidas a los FAMEs, que son las principales especies presentes en el biodiesel y
cuyos pesos moleculares oscilan entre aproximadamente 186 y 352 g mol™ (no sodiados), no
se pueden identificar en este tipo de muestras. De modo alternativo, esta técnica se utilizé
para comprobar el éxito de la reaccién de transesterificacion, ya que en los espectros de masas
de las muestras de biodiesel no deberian aparecer sefiales m/z correspondientes a los
triglicéridos procedentes de los aceites empleados como materia prima, asi como determinar

si las muestras de biodiesel comercializadas han sido adulteradas con aceites vegetales.

Inicialmente, se ensayaron las mismas condiciones experimentales optimizadas para
las muestras de aceite, es decir, se empled una matriz formada por 10,0 mg de DHB disueltos
en 1,0 mL de acetona, con 0,25 % de TFA, y dilucién de la muestra de biodiesel en cloroformo a
una concentracion de 0,4 % (v/v). En el caso de las muestras de biodiesel, la energia minima de
ionizacién que dio lugar a una sefial en el espectro (threshold) con buenas resoluciones fue de
80 u.a. En la Figura I1X.19 se muestra el espectro de masas obtenido para una muestra de
biodiesel producida a partir de aceite de oliva sin usar en las condiciones experimentales que
se acaban de describir, siguiendo las condiciones instrumentales dptimas recogidas en la Tabla
111.12 de la seccién l11.4.6.
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Figura IX.19.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para una muestra de biodiesel,
producida a partir de aceite de oliva sin usar, diluida en cloroformo a una concentracién del 0,4 % (v/v),
empleando como matriz una disolucién de DHB en acetona con un 0,25 % de TFA. (* Sefiales
correspondientes a la matriz).
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En la Figura IX.19 se observa que la matriz utilizada no permitia obtener ninguna sefial
diferente a las propias de la matriz (Figura 1X.6.A), con la excepciéon de un agrupamiento de
sefiales centradas en una relacion m/z de 547,88 Da, que no se identificaron en las muestras
de aceite y otras sefiales de muy baja intensidad (634,91 y 681,73 Da). Por lo tanto, se puede
afirmar que debido a la complejidad de las muestras, la matriz DHB con un 0,25 % de TFA,
utilizada para el analisis de los aceites, no permitid la ionizacion de las especies presentes en

las muestras de biodiesel.

Para mejorar la ionizacién del biodiesel por MALDI, se realizaron unos ensayos
modificando las condiciones de la matriz. Se optimizd la concentracidon de TFA en la matriz,
formada por 10,0 mg de DHB disueltos en 1,0 mL de acetona, a la que se adicionaron tres
concentraciones distintas de TFA: 0,50 %; 0,75 % y 1,25 %. Estos estudios se realizaron con una
muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite de oliva sin usar. Teniendo en cuenta que el
biodiesel presenta una composicion diferente a la del aceite de procedencia y para asegurar la
correcta dilucién del mismo, se incrementd el factor de dilucion, de forma que las muestras se
diluyeron en cloroformo a una concentracién del 1,0 % (v/v), obteniendo mejores resultados
que al utilizar el factor de dilucién empleado con los aceites. En la Figura IX.20 se muestran los
espectros de masas obtenidos para la muestra de biodiesel diluida en las condiciones
descritas, afiadiendo a la matriz un 0,50 % de TFA (Figura IX.20.A); 0,75 % de TFA (Figura
IX.20.B) y 1,25 % de TFA (Figura 1X.20.C), en las condiciones instrumentales dptimas mostradas

enla Tabla lll.12 de la seccion 111.4.6.
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Figura IX.20.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para una muestra de biodiesel,
producida a partir de aceite de oliva sin usar, diluida a una concentracion del 1,0 % (v/v), utilizando
como matriz una disolucion saturada de DHB en acetona con (A) 0,50 % de TFA;

(B) 0,75 % de TFA y (C) 1,25 % de TFA. (* Seiales correspondientes a la matriz).

Como se observa en la Figura 1X.20, la adicidon de una concentracion de TFA de 0,50 %
01,25 % a la matriz de DHB (Figura 1X.20.A y Figura 1X.20.C) permite mejorar la ionizacién de la
muestra de biodiesel, aunque en algunos casos, las sefiales se podrian confundir con la sefal

de fondo del espectro. Sin embargo, el empleo de una concentracién de TFA de 0,75 % (Figura
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IX.20.B) permite la obtencién de sefiales m/z de mayor intensidad, debido a una mejor
ionizacion de las especies presentes en el biodiesel. Por lo tanto, los mejores resultados en
términos de ionizacidn y resolucidn de las sefales obtenidas se consiguieron al utilizar como

matriz una disolucién de DHB en acetona con un 0,75 % de TFA.

En la Figura IX.21 se muestra el espectro de masas obtenido para la matriz optimizada,
en ausencia de muestra de biodiesel, con objeto de poder distinguir entre las sefales propias

de la matriz y las correspondientes a la muestra.
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Figura IX.21.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la matriz optimizada para el
andlisis de las muestras de biodiesel (disoluciéon de DHB en acetona con un 0,75 % TFA),
en ausencia de muestra.

De acuerdo con la Figura 1X.21, las sefales correspondientes a la matriz presentan un
conjunto de relaciones m/z hasta, aproximadamente, 600 Da, por lo que los espectros de
masas de las muestras de biodiesel se estudiaran a partir de esta relacién m/z, con objeto de
evitar las interferencias espectrales correspondientes a especies presentes en la matriz

utilizada.
IX.3.2 Fingerprints o huellas dactilares de las muestras de biodiesel

Uno de los objetivos del anadlisis de las muestras de biodiesel por MALDI-TOF MS
consistid en verificar que la reaccidn de transesterificacidén se habia producido correctamente,
ya que en dichas muestras no deberian detectarse la presencia de senales de triglicéridos,
aunque tampoco es deseable que se detecten sefiales correspondientes a mono y/o
diglicéridos. De acuerdo con la norma europea UNE-EN 14105:2003, el contenido de di y
triglicéridos en un biodiesel no debe ser superior a 0,20 % (m/m). Teniendo en cuenta los

resultados obtenidos mediante GC-FID descritos en la seccién V.3, se podria afirmar que el
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contenido en estas especies deberia ser inferior al valor maximo establecido por la norma, ya
que el contenido en FAMEs de la mayoria de las muestras de biodiesel analizadas fue superior
al 99,0 %. Sin embargo, los analisis realizados sélo permitieron realizar una caracterizacion

cualitativa de las muestras estudiadas.

En la Figura 1X.22 se presenta el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF MS, en el
intervalo de 600 < m/z < 1000 Da, para la muestra de biodiesel producida a partir de aceite de
oliva sin usar, segun las condiciones experimentales optimizadas de la matriz y las condiciones
instrumentales dptimas recogidas en la Tabla I11.12 de la seccidn I11.4.6.
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Figura IX.22.- Espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF MS para la muestra de biodiesel
producida a partir de aceite de oliva sin usar, y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.
(n.i. = no identificado).
En el espectro de masas de la Figura IX.22 se observa un conjunto de sefiales m/z entre

600 y 750 Da, siendo las de mayor intensidad relativa las correspondientes a relaciones m/z de
643,54; 659,47 y 682,10 Da. En base a los resultados obtenidos mediante MALDI-TOF MS para
las muestras de aceite de oliva sin usar, las sefiales con relaciones m/z correspondientes a
615,58 y 643,54 Da se pueden asignar a los diglicéridos sodiados 1-palmitoil-2-linoleoil-glicerol
y 1,2-dioleina o 1-linolenoil-2- estearoil-glicerol, respectivamente y la sefial con una relacién
m/z de 659,47 Da al diglicérido de potasio 1,2-dioleina (Tabla IX.4), mientras que el resto de
sefiales que se observan en la Figura I1X.22 no pudieron ser identificadas. Sin embargo, cabe
destacar que, como se vera mas adelante, éste serd el comportamiento o tendencia de las
sefiales presentes en los espectros de masas que presentan todas las muestras de biodiesel
estudiadas, independientemente de la materia prima empleada (aceite sin usar o de fritura),
por lo que se podria afirmar que este conjunto de sefiales es caracteristico de las muestras de

biodiesel.
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Del mismo modo, en la Figura IX.22 se observa la ausencia de sefiales con relaciones
m/z correspondientes a los triglicéridos, en el intervalo de relaciones m/z comprendido entre
850 y 950 Da, por lo que la técnica MALDI-TOF MS podria ser empleada para determinar de
forma cualitativa la autenticidad de una muestra de biodiesel. A la vista de los resultados
obtenidos se puede afirmar que la ausencia de sefiales en esta regidn del espectro de masas,
se debe a que en la reaccidn de transesterificacion se produjo la conversién cuantitativa de los

triglicéridos del aceite en FAMEs.

En la Figuras IX.23 se muestra el espectro de masas obtenido mediante MALDI-TOF
MS, en el intervalo de 600 < m/z < 1000 Da, para la muestra de biodiesel producida a partir de
aceite de oliva procedente de procesos de fritura, siguiendo las condiciones experimentales
optimizadas de la matriz y las condiciones instrumentales dptimas recogidas en la Tabla 111.12

de la seccion 11.4.6.
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Figura IX.23.- Espectro de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para la muestra de biodiesel
producida a partir de aceite de oliva de fritura, y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.
(n.i. = no identificado).
Al igual que ocurrié con el espectro de masas de la muestra de biodiesel obtenida a

partir de aceite de oliva sin usar (Figura 1X.22), en este espectro de masas se observa un
conjunto de sefiales en el intervalo de relaciones m/z comprendido entre 600 y 750 Da,
apareciendo en este caso las relaciones m/z de 615,96; 643,47 y 681,73 Da como
predominantes, y no se observan sefales con relaciones m/z en la regidn correspondiente a los

triglicéridos.

En las Figuras 1X.24, IX.25 y IX.26 se muestran los espectros de masas obtenidos
mediante MALDI-TOF MS para las muestras de biodiesel producidas a partir de aceite de

girasol, maiz y semillas, respectivamente, tanto sin usar como de fritura, siguiendo las
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condiciones experimentales éptimas de la matriz e instrumentales (Tabla I1l.12 de la seccidn

111.4.6).
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Figura IX.24.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para las muestras de biodiesel

producidas a partir de aceite de girasol sin usar (A) y de fritura (B), y asignaciones realizadas para las

sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).
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sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).
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Figura IX.26.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para las muestras de biodiesel
producidas a partir de aceite de semillas sin usar (A) y de fritura (B), y asignaciones realizadas para las

sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).
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En general, y como se ha comentado anteriormente, se observa una tendencia similar
en las sefales que aparecen en los espectros de masas de todas las muestras de biodiesel,
independientemente de la materia prima empleada. Un conjunto de sefiales aparecen en el
intervalo entre 600 < m/z < 750 Da, variando la sefial que presenta la mayor intensidad
relativa, y no observandose sefiales en la regidn correspondiente a los triglicéridos (850 < m/z
<950 Da).

El espectro de masas de la muestra de biodiesel producida a partir de aceite de girasol
sin usar (Figura 1X.24.A) presenta la sefial de maxima intensidad relativa a una relacién m/z de
659,17 Da, mientras que en el espectro de masas de la muestra de biodiesel producida a partir
de aceite de girasol de fritura (Figura 1X.24.B) la maxima intensidad relativa se obtuvo para la
sefial que presenta una relacion m/z de 681,18 Da. Ademas, cabe destacar que se observa una
mavyor intensidad relativa de las sefiales en el intervalo de relaciones m/z comprendido entre
605 y 640 Da en el espectro de la muestra de biodiesel producida a partir de aceite de girasol
de fritura (Figura 1X.24.B).

En cuanto a los espectros de masas de las muestras de biodiesel producidas a partir de
aceite de maiz sin usar y de fritura, se observa que las sefiales mas intensas se obtienen a
relaciones m/z de 643,27; 659,56 y 681,48 Da para el biodiesel producido a partir de aceite de
maiz sin usar (Figura IX.25.A) y para el biodiesel producido a partir de aceite de maiz de fritura
(Figura IX.25.B), las sefiales que presentan mayor intensidad relativa se obtienen a relaciones
m/z de 643,66; 659,52 y 681,51 Da. Cabe destacar que la sefial de 643,27 Da es la mas intensa
en el espectro del biodiesel de aceite de maiz sin usar mientras que la sefial con una relacion
m/z de 659,52 Da es la mas intensa en el espectro del biodiesel de aceite de maiz de fritura.
Por otro lado, en el espectro del biodiesel de aceite de maiz de fritura aparece una sefial a una
m/z de 605,22 Da, que es la cuarta en intensidad, pero que no aparece en el espectro del

biodiesel de aceite de maiz sin usar.

Finalmente, el espectro de masas de la muestra de biodiesel obtenida a partir de
aceite de semillas sin usar (Figura IX.26.A) presenta la sefial de maxima intensidad relativa a
una relacién m/z de 681,14 Da, seguida de dos sefiales a m/z de 615,45 y 696,97 Da de similar
intensidad entre si pero de la mitad de intensidad que la primera. Por otro lado, en el espectro
de la muestra de biodiesel producido a partir de aceite de semillas de fritura se observa que las

sefiales mas intensas se producen a relaciones m/z de 643,46; 659,05 y 681,15 Da.

Por lo tanto, se puede afirmar que la reacciéon de transesterificacion ha sido
cuantitativa en el caso de estas seis muestras de biodiesel, puesto que no se han encontrado
sefiales con relaciones m/z correspondientes a triglicéridos. Ademas, se observa que, aunque
el comportamiento o tendencia de los espectros de masas es similar, existen diferencias en
cuanto a las intensidades relativas de las sefiales en funcion del tipo de aceite utilizado para la

produccidn de biodiesel, es decir, el fingerprint de cada muestra es distinto, por lo que el
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empleo de esta metodologia permitiria clasificar una muestra de biodiesel en funcién de la

materia prima con la que se ha producido.

En las Figuras I1X.27 y IX.28 se muestran los espectros de masas obtenidos mediante
MALDI-TOF MS para las muestras de biodiesel producidas a partir de aceite de colza y soja-

girasol, respectivamente, tanto sin usar como de fritura.
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Figura IX.27.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para las muestras de biodiesel
producidas a partir de aceite de colza sin usar (A) y de fritura (B), y asignaciones realizadas para las
sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).
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las sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).
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A diferencia de los casos anteriores, en la Figura IX.27.B se observa que la muestra de
biodiesel de aceite de colza de fritura presenta una serie de sefiales para relaciones m/z
superiores a 750 Da. Las relaciones m/z comprendidas entre 870 y 940 Da se corresponden con
los triglicéridos identificados en la muestra de aceite de colza de fritura (Tabla 1X.10), por lo
gue se puede afirmar que, en este caso, la reaccién de transesterificaciéon ha sido incompleta.
Estos resultados confirman los obtenidos mediante GC-FID, ya que el porcentaje de FAMEs
encontrado (94,3 %) estaba por debajo del limite minimo establecido en la norma europea
UNE-EN 14214:2009. Por otro lado, en el espectro de masas de la muestra de biodiesel de
aceite de colza sin usar (Figura IX.27.A) no se observan estas sefiales correspondientes a
triglicéridos, siendo la reaccion de transesterificacion completa en este caso. La maxima
intensidad relativa observada en este espectro de masas se produjo para la relacion m/z de
681,16 Da, seguida por las relaciones m/z de 615,30 y 643,43 Da.

De modo similar, en el espectro de masas de la muestra de biodiesel de aceite de soja-
girasol de fritura (Figura I1X.28.B) se observan dos sefiales centradas en relaciones m/z de
907,58 y 921,69 Da, correspondientes a los triglicéridos identificados en esta muestra de aceite
(Tabla 1X.10). El porcentaje de FAMEs obtenido para esta muestra de aceite mediante GC-FID
fue de 96,6 %, encontrandose dentro de los valores minimos establecidos en la normativa
(concentracion de FAMEs superior al 96,5 %), y el analisis mediante MALDI-TOF MS ha
confirmado la presencia de restos de triglicéridos, lo que indica que la reacciéon de
transesterificacién no se completd en su totalidad. Por otro lado, tanto en el espectro de la
muestra de biodiesel de aceite de soja-girasol sin usar (Figura 1X.28.A) como de fritura (Figura
IX.28.B), la sefial de mayor intensidad relativa se presenta para la relacién m/z de 643 Da
aproximadamente, seguidas por las relaciones m/z de 659 y 681 Da, aproximadamente, siendo
estas dos ultimas mas intensas para la muestra de biodiesel de aceite de soja-girasol sin usar

que para el biodiesel procedente de aceite de soja-girasol de fritura.

El analisis de las muestras de biodiesel producidas a partir de mezclas de aceites de
fritura proporciond resultados similares a los hallados para las muestras de biodiesel
producidas a partir de los aceites individuales. En la Figura IX.29 se muestran los espectros de
masas obtenidos, mediante MALDI-TOF MS, para las muestras de biodiesel producidas a partir
de una mezcla de aceite de oliva y girasol de fritura y de una mezcla de aceite de oliva, girasol

y maiz de fritura, respectivamente.
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Figura IX.29.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para las muestras
de biodiesel producidas a partir de aceite de oliva-girasol de fritura (A)
y de oliva-girasol-maiz de fritura (B), y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias.
(n.i. = no identificado).

En los espectros de la Figura IX.29 se distingue el mismo conjunto de sefiales, en el
intervalo de relaciones m/z comprendido entre 600 y 750 Da, que fue observado para todas las
muestras de biodiesel analizadas. En el espectro de masas obtenido para la muestra de
biodiesel producida a partir de aceite de oliva-girasol de fritura (Figura IX.29.A), las sefales de

mayor intensidad relativa se corresponden nuevamente con las relaciones m/z de 643,16;

363



Capitulo IX

681,38 y 659,31 Da, mientras que para la muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite de
oliva-girasol-maiz de fritura (Figura 1X.29.B), las sefiales mads intensas se corresponden con las

relaciones m/z de 659,36; 681,35 y 643,61 Da, en orden creciente de intensidad relativa.

Por otro lado, en el espectro de la muestra de biodiesel obtenida a partir de aceite de
oliva-girasol de fritura (Figura 1X.29.A) aparece una sefial con relacién m/z de 850,38 Da, que
no pudo ser identificada, y un agrupamiento de sefiales centradas en 1059,86 Da, que se
puede atribuir a triglicéridos acoplados con fragmentos de la B-escisién homolitica producida
por la reaccidon de oxidacién de los triglicéridos, en concreto con los triglicéridos sodiados
1,2-dioleoil-3-linoleoil-glicerol conteniendo el 2-decenal o el 1-oleoil-2,3-dilinoleoil-glicerol
conteniendo el decanal (Tabla 1X.9). En el espectro de masas de la muestra de biodiesel
obtenida a partir de aceite de oliva-girasol-maiz de fritura (Figura 1X.29.B), se observa una

sefial con relacién m/z de 851,01 Da que no se pudo identificar.

De esta forma, se han establecidos los fingerprints caracteristicos de las diferentes
muestras de biodiesel estudiadas, producidas a partir de diversos tipos de aceites,
observdndose que en los espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS, en el
intervalo de relaciones m/z comprendido entre 600 y 750 Da, las sefiales se presentaban a la
misma relacién m/z pero con diferentes intensidades relativas, en funcién del tipo o mezcla de

aceite empleado para su produccion.
IX.4 Estudio de la adulteraciéon de muestras de biodiesel

Con objeto de comprobar si el método propuesto para la caracterizacion de las
muestras de biodiesel permite detectar la presencia de aceites vegetales en su composicién y,
por lo tanto, adulteraciones de éste con su materia prima, se realizaron una serie de
experiencias consistentes en la mezcla de una muestra de biodiesel con su aceite de
procedencia. Asi, la deteccion cualitativa de triglicéridos, fundamentalmente, en el analisis de
biodiesel permitiria detectar de forma rapida la prdactica fraudulenta en la produccién de

biodiesel y evitar la comercializacién del biodiesel adulterado con aceites vegetales.

Para ello, utilizando las condiciones optimizadas para la matriz (10,0 mg de DHB
disueltos en 1,0 mL de acetona con 0,75 % de TFA) y dilucién de las mezclas al 1,0 % (v/v) en
cloroformo, se seleccionaron tres muestras de biodiesel, producidas a partir de aceite de oliva,
girasol y maiz sin usar, y se analizaron mediante la metodologia desarrollada diez mezclas de
biodiesel y aceite en distintas proporciones, desde una mezcla del 1,0 % de biodiesel y 99,0 %
de aceite hasta una mezcla del 80,0 % de biodiesel y 20,0 % de aceite. Todos los andlisis se
realizaron siguiendo las condiciones instrumentales dptimas recogidas en la Tabla IIl.12 de la

seccion 111.4.6.

En la Figura I1X.30 se muestran, a modo de ejemplo, los espectros de masas obtenidos
para algunas mezclas de biodiesel de aceite de oliva sin usar con aceite de oliva sin usar, en

distintas proporciones.
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Figura I1X.30.- Espectro de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para (A) la muestra de biodiesel de
aceite de oliva sin usar, y asignaciones realizadas para las sefiales mayoritarias; (B) la mezcla al 50,0 % de
biodiesel de aceite de oliva sin usar con aceite de oliva sin usar. (n.i. = no identificado).
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Cont. Figura I1X.30.- Espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF MS para (C) la mezcla al 20,0 %
de biodiesel de aceite de oliva sin usar con aceite de oliva sin usar, y asignaciones realizadas para las
sefiales mayoritarias. (n.i. = no identificado).

En el espectro de masas obtenido para la mezcla al 50,0 % de biodiesel de aceite de

oliva sin usar con aceite de oliva sin usar (Figura IX.30.B), se observan las relaciones m/z
correspondientes a la muestra de biodiesel de aceite de oliva sin usar (Figura IX.30.A) junto
con una serie de sefiales m/z asociadas a los triglicéridos determinados en la muestra de aceite
de oliva sin usar (Tabla IX.5). Asimismo, al disminuir el porcentaje de biodiesel y aumentar el
de aceite (Figura 1X.30.C), se aprecia una disminucién en la intensidad de las sefales
correspondientes al biodiesel, entre el intervalo de relaciones m/z comprendido entre 600 y
750 Da, mientras que las sefiales correspondientes a los triglicéridos, procedentes del aceite

de oliva sin usar, siguen apareciendo, en algunos casos con mayor intensidad relativa.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el método
desarrollado para el andlisis de biodiesel mediante MALDI-TOF MS se podria emplear para
detectar, de forma cualitativa, la presencia de triglicéridos en el biodiesel y evitar asi la

comercializacion de biodiesel adulterado con aceites vegetales.
IX.5 Conclusiones

@ Latécnica MALDI-TOF MS constituye una alternativa novedosa en el estudio de aceites
y biodiesel. En los estudios de caracterizacion de aceites y biodiesel, los espectros de masas
son de gran utilidad como huellas dactilares o fingerprints. Esta metodologia analitica es
relativamente simple, ya que para su aplicacidon no se requiere un tratamiento previo de la

muestra y el tiempo de analisis es corto.
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@ Se han optimizado las condiciones experimentales, donde la composicién de la matriz
juega un papel muy importante. La matriz dptima para el analisis de las muestras de aceite
esta constituida por 10,0 mg de DHB disueltos en 1,0 mL de acetona y 0,25 % de TFA; mientras
gue para las muestras de biodiesel fue necesario incrementar el porcentaje de TFA hasta un
0,75 %.

@ El andlisis de las muestras de aceite mediante MALDI-TOF MS ha permitido identificar
las especies que, de forma mayoritaria, estan presentes en todas las muestras de aceite
estudiadas (di y triglicéridos), poniéndose de manifiesto la concordancia entre los resultados
obtenidos mediante MALDI-TOF MS y GC-FID (Capitulo V). Asimismo, en los aceites
procedentes de procesos de fritura se ha detectado la presencia de productos de degradacion
procedentes de la B-escisidn homolitica, asi como agrupamientos o especies formadas por
unién de los triglicéridos a estos productos de degradacion.

@ Se ha comprobado que el empleo de ciertas matrices en la técnica MALDI-TOF MS
dificulta la deteccién de los diferentes FAMEs de las muestras de biodiesel, ya que estos

compuestos presentan unas relaciones m/z bajas (inferiores a 400 Da).

@ La técnica MALDI-TOF MS permite seguir de forma rdpida y efectiva la reaccién de
transesterificacién, ya que en las muestras de biodiesel no deben estar presentes los
triglicéridos. La presencia de triglicéridos, los cuales son rapidamente identificables a partir de
las relaciones m/z correspondientes, en una muestra biodiesel pondria de manifiesto que la

reaccion de transesterificacion no ha sido cuantitativa.

@ La técnica MALDI-TOF MS permite detectar posibles adulteraciones en muestras de

biodiesel debido a mezclas con el aceite vegetal de procedencia.
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