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Produccion de biodiesel de pifion manso (Jatropha curcas) y palma africana (Elaeis
guineensis) por transesterificacion enzimatica con Callera Trans L.

Mathew Cedefio Avellan

Resumen: Este estudio aborda el desarrollo de combustibles de segunda generacion,
evaluando el rendimiento y caracteristicas quimicas del biodiesel de Pifibn manso
(Jatropha curcas) y Palma africana (Elaeis guineensis) utilizando dos métodos de catalisis
enzimatica con Callera Trans L comparandola con un catalizador basico (NaOH). Para la
catalisis enzimatica se utilizaron las condiciones dptimas determinadas por Nielsen y los
pardmetros determinados en el LAAZ después de ensayos preliminares. Se utilizd un
DCA con un arreglo factorial 2x3, dos tipos de aceite por tres métodos de catélisis, con 2
repeticiones. Se utilizdé un ANDEVA vy separacion de medias LSMeans cuando hubo
interaccion y separacion de medias Duncan cuando no hubo interaccion con significancia
de 0.05 en el programa SAS 9.4. Se midio rendimiento, humedad, indice de estabilidad
oxidativa (OSI) y acidos grasos libres, perfil de acidos grasos e indice de cetanos usando
métodos oficiales de la AOCS y AOAC. El rendimiento de Biodiesel fue afectado por el
tipo de aceite (P=0.03), el rendimiento de biodiesel de Palma (94.7%) fue superior al
rendimiento de Pifion (90.3%), no existieron diferencias significativas entre el método de
catalisis usada (P=0.06), ni interaccion entre el método usado (P=0.13). Los estandares de
la Norma ASTM D6751 para acidos grasos libres se cumplieron para la catalisis basica,
los indices de estabilidad oxidativa de se cumplieron para el biodiesel elaborado con
Palma africana, el pardmetro humedad no se cumplié en ningun tratamiento debido al
método de cuantificacion. Se recomienda agregar antioxidantes al biodiesel para que
cumplan los parametros de la Norma y cambiar mejorar extraccion de la planta.

Palabras claves: Acidos grasos libres, ASTM D6751, DIN V 51 605, estabilidad
oxidativa.

Abstract: This study addresses the development of second generation biofuels, assessing
performance and chemical characteristics of biodiesel from pinion (Jatropha curcas) and
african palm (Elaeis guineensis) using two methods of enzymatic catalysis with Callera
Trans L and then comparing it with a basic catalyst (NaOH). For optimal enzymatic
catalysis conditions determined by Nielsen and the parameters determined in the LAAZ
after preliminary tests were used. A DCA was used with a 2x3 factorial arrangement and
two types of oil by three methods of catalysis with 2 repetitions. ANDEVA and mean
separation LSMeans were used when there was interaction and Duncan mean separation
when there was no interaction with significance of 0.05 in SAS 9.4 program. Furthermore,
performance, moisture, oxidative stability index (OSI), free fatty acid, fatty acid profile
and cetane index using official AOCS methods, AOAC was evaluated. The yield of
biodiesel was affected by the type of oil (P=0.03); the yield of biodiesel from palm
(94.7%), was higher than the yield of pinion (90.3%). There were no significant
differences with neither the method of catalysis used (P=0.06), nor the interaction
between the method used (P = 0.13). Standards of the ASTM D6751 norm for free fatty
acids were accomplished for basic catalysis; oxidative stability rates were fulfilled for
biodiesel made from palm. The humidity parameters were not fulfilled in any treatment
because of the quantification method. It is recommended to add antioxidants to biodiesel
to fulfill the parameters of the standard and change to improve plant extraction.
Keywords: ASTM D6751, DIN V 51 605, free fatty acids, oxidative stability.
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1. INTRODUCCION

El biodiesel es la mezcla de monoalquilésteres de acidos grasos obtenido de compuestos
lipéfilos de origen orgénico, ya sean estos animales o vegetales, el biodiesel es el
resultado de la esterificacion de un acido graso con un alcohol usando un catalizador, sea
este un acido, basico o enzimatico. (Benjumea et al. 2008 y Gonzales et al. 2008).

Comuanmente se usa un catalizador basico como el NaOH, con el cual se a observado
rendimientos en biodiesel para pifidn y palma del 74.7 y 72.6%, respectivamente (Moreno
2013), con este tipo de catalizador las disminuciones en rendimiento se observan debido a
que el hidréxido de sodio reacciona con los &cidos grasos libres, saponificandolos y
reduciendo los rendimientos de los mismos (Meher et al. 2006), los rendimientos de
biodiesel de la industria son normalmente arriba del 95%, Cesarini et al. (2013) obtuvo
rendimientos del 96.3% mediante catalisis enzimatica.

En otros estudios se a evaluado el uso de catalizadores enziméticos con la enzima Callera
Trans L donde se a observado para pifion y palma un rendimiento de 83.4 y 72.7%
respectivamente, (Moreno 2013) en la catélisis enzimatica no hay saponificacion de
acidos grasos libres (AGL) debido a que no se agregan soluciones alcalinas como NaOH
(Fjerbaek et al. 2009).

La catalisis enzimatica es un proceso alternativo que se ha experimentado en la
elaboracion de biodiesel (Cesarini et al. 2013, Moreno 2013, Mata et al. 2012, Rodrigues
y Fernandez 2010) resaltando dentro de sus principales beneficios que este catalizador
puede ser recuperado para reincorporarse al siguiente proceso con una perdida de
eficiencia de 10%, reduce el gasto de metanol y produce menos desechos en lo
concerniente a solventes organicos y sustancias causticas como el metanol y el NaOH
(Nielsen 2014 y Cesarini et al. 2013). En este tipo de proceso es recomendable tener
cuidado con la desnaturalizacion de las enzimas debido a la cantidad de metanol agregada
o las temperaturas de reaccion altas, de igual forma a temperaturas bajas los tratamientos
enzimaticos son ineficientes y lentos (Cesarini et al. 2013).

La enzima Callera trans L. es una lipasa producida por la empresa Novozymes para la
elaboracion de biodiesel, Cesarini et al. (2013) reporto rendimientos de biodiesel >95%
bajo las siguientes condiciones: temperatura de catalisis =35 °C, duracion =24 h, agitacion
200 RPM, cantidad de enzima =1% con respecto al peso del aceite, metanol =16% con
respecto al peso del aceite y agua =5% con respecto al peso del aceite.



Nielsen (2014) repitio el ensayo de Cesarini et al. (2013) y determino que se mantienen
los rendimientos 6ptimos con un 0.7% de enzima con respecto al peso del aceite, sostiene
que es necesario agregar el metanol de forma paulatina durante las 6 a 10 primeras horas
de reaccion, obteniendo Biodiesel de Maiz con 1.4% de AGL, lo cual sobrepasa los
estandares de calidad del Biodiesel.

Segun Crispin et al. (2010), el costo del biodiesel de Pifion es de $ 0.83/L, el costo de
elaboracion de diesel segin la administracion de informacion de energia de E.E.U.U.
(2014) es de $ 0.7/L es decir un 15.7% menor al del aceite. EI aumento en los costos de
produccién de biodiesel de Pifion se debe a las dificultades que presenta los métodos de
extraccion sin solventes a escala industrial para el aceite normalmente usados Espinal
(2012), Castro (2009).

El pifion manso (Jatropha curcas) es un cultivo de importancia para la produccion de
combustibles de segunda generacion debido a su elevada cantidad de aceite, Espinal
(2012) reporto para la variedad cabo verde del proyecto Syngenta de Zamorano un 49.8%
de extracto etéreo asi, a través de prensado en frio tuvo un rendimiento del 29% de aceite
Castro (2009) sugiere que con una prensa Ecirtec MPE-40 el rendimiento de aceite podria
ser de 44.8% de aceite crudo, Galaz et al. (2012) reporta rendimientos de 80% realizando
el biodiesel con catélisis enzimética.

Por otra parte la palma africana (Elaeis guineensis) es un cultivo de importancia
econdmica, en Honduras, la produccién anual se estima entorno a las 400,000 TM de
aceite de palma SAG (2013), el aceite de palma de la corporacion Dinant es usado
principalmente en la linea de productos Mazola, se caracteriza por su calidad superior y su
prolongada vida dtil.

Este estudio tuvo los siguientes objetivos:

e Comparar rendimiento del biodiesel resultante de la transesterificacion de aceite de
pifion manso y palma africana utilizando dos métodos de catalisis enzimética con la
enzima Callera Trans L contra un control de catélisis alcalina.

e Comparar la calidad del biodiesel de aceite de pifion manso y palma africana
utilizando dos métodos de catalisis enzimatica con la enzima Callera Trans L contra
un control de catélisis alcalina de acuerdo a la Norma ASTM D6751.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion. La extraccion del aceite de pifion se hizo en la Planta de Procesamiento
de Biodiesel de Zamorano y el experimento se realizo en el Laboratorio de Analisis de
Alimentos de Zamorano (LAAZ) de la Escuela Agricola Panamericana, ubicada en el
departamento de Francisco Morazan, a 32 kildmetros al Este de Tegucigalpa,
Honduras.

Disefio Experimental. Se realizd6 un disefio completamente al azar, con arreglo
factorial de 3x2. Como parte del arreglo factorial se evaluaron aceite de pifion
(Jatropha curcas) y palma africana (Elaeis guineensis) y tres métodos catalisis de la
reaccién: catalisis quimica con NaOH, catalisis enzimatica con Callera Trans L con
condiciones determinadas en el laboratorio de Analisis de alimentos y la metodologia
de catélisis enzimatica con Callera Trans L determinada por Nielsen (2014). Se
realizaron 6 tratamientos con 2 repeticiones, para un total de 12 unidades
experimentales, se uso una separacion de medias Duncan cuando no existio
interacciones entre los factores con un nivel de probabilidad >0.05 y una separacion de
medias LSmeans cuando la probabilidad de interaccion entre los factores fue <0.05.

Extraccion del aceite de Palma africana. El aceite fue extraido el 11 de septiembre
en la extractora El Astillero, de la Corporacion Dinant, el aceite fue filtrado,
desengomado, neutralizado y desodorizado, el aceite no lleva ningin tipo de
conservante.

Pesado del grano de Jatropha curcas. Se uso una semilla de pifion variedad Cabo
Verde cosechada el 5 de septiembre del 2014, producida por el Proyecto Syngenta de
Investigacion y Produccion de Jatropha curcas de Zamorano, segun Espinal (2012)
esta variedad fue la que presento un mayor potencial de extraccién de aceite.

Pelado del grano de Jatropha curcas. Se uso el método planteado por Castro (2009)
siguiendo los manuales de funcionamiento de una descascaradora ECIRTEC DME-100
donde se ingreso la semilla de pifion entera, se calibro la abertura de los discos con
semilla con cascara, posteriormente se encendio el ventilador al 20% de su capacidad y
la descascaradora al 60% de su capacidad, se ingreso 8.6 kg de grano para retirar el
pericarpio, seguido de una limpieza manual de los residuos de la céscara que se
pudieran encontrar en el grano pelado, el producto final, semilla descascarillada, y
subproductos, pericarpio y otros residuos, fueron pesados para medir los rendimientos.



Tostado de grano de Jatropha curcas. Se calentaron 2.9 kg de grano descascarillado
por media hora a 80 °C de temperatura y 1 atm de presion, el proceso se hizo con la
semilla seca y sin agregar agua (Castro 2009).

Prensado de grano de Jatropha curcas. Se ingreso grano descascarillado y tostado
segun el método planteado por Castro (2009) y los manuales de la prensa ECIRTEC
MPE-40. Se realizaron dos prensados al material para aumentar la extraccion del aceite
crudo, el tornillo se uso a un 30% de su potencia, el espacio de salida de la torta entre
el tornillo y las paredes de la prensa se ajustaron a 1 cm de espacio entre ellos,
aumentandolo a 5 cm cuando la torta se quedaba atascada, se configuro los espacios
entre las paredes de la prensa segun el padron general para la prensa MPE-40,
obteniendo de esta forma, aceite crudo y torta semidesgrasada.

Centrifugado de aceite crudo de Jatropha curcas. Se centrifugo el aceite crudo a
1500 RPM durante 1.5 horas para separar el aceite de los residuos de torta en una
centrifuga modelo K115 (IEC).

Calculo de rendimientos de la planta de extraccion de aceite crudo. Se calculo
rendimiento del grano descascarado, cascara, torta semidesgrasada y aceite crudo con
las formulas 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

) __ Semilla descascarillada (Ib)

Rendimiento semilla descascarillada (% * 100 [1]

Semilla con céscara (Ib)

o ) Cascara extraida (Ib)
Rendimiento cascara (%) = - - * 100 [2]
Semilla con cascara (1b)

Torta semidesgrasada (1b)

Rendimiento torta semidesgrasada(%) = * 100 [3]

Semilla sin cascara (1b)

_ _ Aceite crudo (Ib)
Rendmiento aceite crudo (%) = — * 100 [4]
Semilla sin cascara (Ib)

Determinacion de calidad de aceites y biodiesel. Para la elaboracion de biodiesel de
calidad se debe usar materias primas que cumplan con padrones internacionales, en
este caso la Norma del Instituido de Estandarizacion Aleméan DIN V 51 605, en el caso
del biodiesel se opto por seguir los estandares establecidos por la Norma ASTM
D6751, estos se especifican el en Cuadro 1 (Moreno 2013, Espinal 2012, Baccaro
2007).



Cuadro 1. Parametros de calidad para aceite y biodiesel.

Parametro Aceite Biodiesel Unidades de
de Calidad DIN V 51 605 ASTM D6751 la expresion
Humedad Max 0.075 Max 0.05 %/p/pm
Acidos Grasos Libres  Max 2.00 Max 0.5 mg KOH/g
Estabilidad Oxidativa Min 6 Min 3 Horas

indice de Cetano Min 39 Min 47

Determinacion de grasa AOAC 991.36 (% de extracto etéreo). Se determind el
extracto etéreo para la cascara y la torta desgrasada, para ver que tan eficiente fue la
prensa en la extraccion del aceite, se realizo el analisis por duplicado.

Desengomado del aceite de Jatropha curcas. Se realizd el desengomado segun la
metodologia propuesta por Espinal (2012), Dahyabhai y Krishna (2011), Has et al.
(2000) y Gibon et al. (2007). Se peso y calento el aceite a 80 °C con agitacion a 400
RPM, al producto se le agrego una mezcla a 90 ° C de 0.2% de acido citrico y 3% de
agua respeto al peso del aceite. Se agito en un Erlenmeyer por 60 minutos a 400 RPM
y luego se traslado a la centrifuga para separar las gomas precipitadas del aceite
sobrenadante a 1500 RPM durante una hora.

Neutralizado del aceite de Jatropha curcas. Después del desengomado se uso el
método planteado por Moreno (2013), Espinal (2012), Mis (2007), Wan y Wakelyn
(1997) y Gunstone y Narris (1983) para el neutralizado, donde se especifica que hay
que hacer un andlisis de acidos grasos libres por el método AOCS Ca 5a-40 y
determinar si el aceite cumple los requisitos de calidad para biodiesel establecidos por
la Norma DIN V 51605, (Max. 2.0 mg KOH/g), de no ser asi se pesa el aceite y se
calcula el porcentaje de solucion neutralizante, NaOH 1 M, a utilizar con la ecuacion 6,
que usa una relacion del peso molecular del NaOH (40 g/mol) por el peso molecular
del &cido oleico libre (282 g/mol) indicado en la ecuacion 5, mas un ajuste del 0.175%.
Se usa el peso molecular del acido Oleico debido a que este es el acido graso mas
comun en el aceite de pifion. La cantidad de NaOH fue diluida al 10% en agua
destilada y se mezclo el aceite y la solucion a temperatura ambiente durante con 20
min con agitacion a 400 RPM. Se coloco el aceite en la centrifuga durante 1 hora a
1500 RPM, al final se separo el aceite sobrenadante de los compuestos saponificados.
Se lavo el aceite con agua destilada a 80 °C, la cantidad de agua destilada que se uso
fue 1/3 del peso del aceite, se repitid el procedimiento hasta que el agua residual fuera
transparente, se seco el aceite durante 24 horas a 105 °C en un horno de aire forzado
Fisher Scientific.

Relacion molar NaOH: Acido graso Oleico = 0.142 [5]

% de NaOH = % de AGL x 0.142 + 0.175 [6]



Determinacion de calidad de aceites y biodiesel. Se realizo un control de calidad de
los aceites para verificar que cumplan con la Norma del Instituto de Estandarizacion
Aleman DIN V 51 605. Para el biodiesel obtenido se realizaron analisis para verificar
que cumplian con la Norma ASTM D6751.

Determinacion de humedad AOAC 952.08 (% de humedad). Se determino el
porcentaje de humedad pesando las muestras de aceite y biodiesel y los crisoles por
separado, guardando estas en un horno de aire forzado Fisher Scientific, calentado a
una temperatura de 105 °C durante 24 horas y se asumio que la perdida de peso en la
muestra después de ese tiempo era el agua presente en la muestra, la Norma DIN V 51
605 establece un méaximo de 0.075% de humedad para el aceite y la Norma ASTM
D6751 un 0.05% de humedad para el biodiesel.

Acidos grasos libres AOCS Ca 5a-40 (% de &cidos grasos libres). Se realizo el
analisis de acidos grasos libres al aceite después del desengomado para determinar la
cantidad de solucidn neutralizante a usar, y después de la neutralizacion para verificar
que el aceite cumplia con la Norma DIN V 51605, que establece que un aceite no debe
contener mas de 2 mg KOH/g de muestra y después de la elaboracion del biodiesel
para verificar que este cumplia con la Norma ASTM D6751 que establece un maximo
de 0.25% de &cidos grasos libres, se uso un factor de correccién para acido oleico en el
aceite y biodiesel de Jatropha curcas de 28.2 y un factor de acido palmitico en el
aceite y biodiesel de Palma de 25.6, debido a que esos son los &cidos grasos mas
comunes en cada una de dichas materias primas (Moreno 2013, Espinal 2012, Baccaro
2007).

Estabilidad oxidativa AOCS Cb 12b-92 (h de induccion). Se exponen las muestras a
condiciones de 9 L de Oxigeno por hora a una temperatura constante de 110 °C con el
uso del Rancimat (873 Metrohm) para determinar su vida de anaquel en horas de
induccidn. Se compararon los resultados con la Norma DIN V 51605 que establece un
tiempo minimo de 6 horas para el aceite, la Norma ASTM D6751 establece un tiempo
minimo de 3 horas para el biodiesel.

Perfil de acidos grasos AOCS Ce 2b-11 (%). Se determino la concentracion en
porcentaje de cada uno de los acidos grasos presentes en el aceite y el biodiesel por
duplicado. EIl analisis de realizo en un cromatografo de gases modelo 7890 A
(Agilent), para la identificacion de cada &cido graso se uso un estandar GLC-463, para
el biodiesel se realizo el mismo analisis con la diferencia de que el biodiesel no se
transesterifica antes de ser inyectado al cromatdgrafo debido a que durante su
elaboracion sucede este proceso (Moreno 2013, Gonzalez 2012, Manzanares 2011).

Indice de Cetano ASTM D 613 (Adimensional). Se realiz6 con la ecuacion 7
planteada por Bamgboye y Hansen (2008), que predice este valor usando los resultados
del perfil de acidos grasos, la Norma ASTM D6751 establece un indice minimo de 47
para biodiesel.



IC = 61.1 + 0.088 * (14:0)% + 0.133 * (16: 0)% + 0.152 * (18: 0)% — 0.101
% (16:1 cis9)% — 0.039 * (18:1 cis9)% — 0.243
* (18:2n6 cis9,12)% — 0.395
* (18:3n3 ¢is9,12,15)% [7]

Pruebas de concentracion, tiempo y temperatura de enzima. Basado en Nielsen
(2014), Moreno (2013) y Rose y Pike (2006) se elaboraron preliminares para establecer
las mejores condiciones de reaccion posible, se probaron concentraciones de enzima a
0, 0.62, 1.24 y 1.87% de enzima con respecto al peso del aceite de soya a temperaturas
de 30, 35 y 40 °C en una camara de vida de anaquel (NORLAKE SCIENTIFIC),
durante 0, 4, 8 y 24 horas, bajo agitacion constante, se pard la reaccién enzimatica
agregando un mililitro de metanol por cada mililitro de aceite. Se evaporo el metanol
por medio de un evaporador modelo Flexivap (GLAS-COL) a una corriente de
nitrdgeno de 25 PSI y 65 °C. Se midieron écidos grasos libres (AGL) por medio del
método AOCS Ca 5a-40 y se determind como el mejor tratamiento el que obtuviera
mayor porcentaje de AGL.

Elaboracion del biodiesel. Para cada tratamiento se usaron las condiciones del cuadro
2 realizando dos repeticiones de cada uno, para los tratamientos enzimaticos se agregd
33.3% de metanol al inicio de la reaccion, el 66.6% restante se agregd durante las
primeras 10 horas de reaccion a intervalos de 2.5 horas para evitar la desnaturalizacion
de la enzima causada por el metanol (Nielsen 2014), despues de llevada a cabo la
reaccién se procedié a lavar el biodiesel usando 1/3 agua destilada a 80 °C con
respecto al peso del biodiesel en agitacion constante, la mezcla fue centrifugada a 1500
RPM por 30 minutos (Moreno 2013, Mis 2008, Wan y Wakelyn 1997 y Gustone y
Narris 1993), se procedio a separar el biodiesel sobrenadante de la glicerina
precipitada, se dieron dos lavados més al biodiesel usando 1/3 de agua con respecto al
peso del aceite a una temperatura de 50 °C. Finalmente se seco el biodiesel durante 24
horas a 105 °C en un horno de aire forzado Fisher Scientific (Moreno 2013, Gonzélez
2012).

Cuadro 2. Condiciones del proceso de produccién de biodiesel para cada tratamiento.

Concentra- Agua Relacion Tempe- Tiempo
cién (%/p/  Molar ratura de de

TRT  Aceite Catalizador catalizador pa) (Metanol reaccidén reaccion

(%/p/pa) - Aceite) (°C) (h)
1 Palma  NaOH 1 0 6-1 60 1
2 Palma  Callera Trans L 0.7 2 3-2 35 24
3 Palma  Callera Trans L 1.87 3.2 3-2 30 24
4 Jatropha NaOH 1 0 6-1 60 1
5 Jatropha Callera Trans L 0.7 2 3-2 35 24
6 Jatropha Callera Trans L 1.87 3.2 3-2 30 24

TRT=Tratamiento.
%p/pa= porcentaje en peso en base al peso del aceite.

7



Rendimiento biodiesel (%0). El porcentaje de biodiesel de cada unidad experimental se
midié con la ecuacién 8 (Moreno 2013).

(g) de biodiesel obtenido %

100 3
(g) de aceite usado [8]

Rendimiento Biodiesel % =

Rendimiento glicerina (%0). El porcentaje de glicerina producto de la reaccion se
determino con la ecuacién numero 9 (Moreno, 2013).

¥ (g)de presipitado — ¥(g)Agua agregada
¥ (g) de aceite usado

Rendimiento Glicerina % = X100 [9]



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de aceite de Jatropha curcas. Para el proceso de extraccion de aceite crudo
se ingresaron a la descascaradora 8.6 kg de grano de pifién con céascara, de los cuales
salieron 2.9 kg de grano pelado y 5.7 kg de céascara, es decir un rendimiento de 34.2% de
semilla descascarillada y de 65.79% de cascara, lo cual difiere de Chun (2013), Castro
(2009) y King et al. (2009) que establecieron que el rendimiento esperado deberia ser
alrededor de 60-70% de semilla y 30-40% de cascara. Esta diferencia se debié a un
problema de eficiencia del proceso de descascarillado adoptado, pues al quitar la cascara
también se fracciond6 la semilla haciendo que los cotiledones fraccionados y los
embriones que son menos pesados fueran acarreados por la corriente de aire y
perdiéndose asi con los restos de la cascara.

De las 2.9 kg de grano de pifién descascarado se extrajeron 544.3 g de aceite crudo y
317.51 g de aceite refinado, desengomado y neutralizado, ademas de 2.4 kg de torta
semidesgrasada. Esto equivale a un rendimiento de 18.5% de aceite crudo con respecto
al grano de pifién pelado que difiere de las estimaciones de Espinal (2012) que establecid
un rendimiento de 29% de aceite crudo con respecto al grano pelado usando un prensado
con tornillo sin fin. En otras palabras, se obtuvo un 63.8% de rendimiento de aceite crudo
esperado. Esto puede deberse a que se siguid el procedimiento recomendado por Castro
(2009) que consiste en cocinar el grano sin agua antes de ingresarlo al proceso de
presando. El fabricante de la prensa MPE-40 ECIRTEC recomienda moler y cocinar con
agua el grano llevandolo a 14% de humedad antes de ingresarlo a un extrusor pues de esta
forma se aumenta la extraccion del aceite (ECIRTEC 2014).

Para asegurar que la extraccién deficiente (<29%) se debid al proceso de la planta, se
realizo un analisis de extracto etéreo a la torta semidesgrasada y al residuo producido por
la descascaradora DME-100 ECIRTEC; se obtuvo un promedio de 50.9% de extracto
etéreo para la torta semidesgrasada de pifion y un 14% para el residuo de la
descascaradora. Realizando un balance de materia e incluyendo el aceite crudo, se obtiene
26.1% de extracto etéreo en la semilla, esto difiere de los resultados observados por
Espinal (2012) que establece un contenido de aceite de promedio de 49.8% de extracto
etéreo en la variedad Cabo Verde cosechada en Zamorano, esta diferencia puede deberse a
que la cosecha de la semilla usada en este estudio pudo hacerse en zonas que tuvieran un
manejo agrondmico mas deficiente que la usada antes en términos de fertilizacion, sequia,
tipo de suelo y densidad de siembra, (Marrone 2009 y Villalta 2009), también existieron
diferencias entre el método de cuantificacion usado, pues en lugar de analizar la semilla
entera, se analiz6 los productos y subproductos descritos anteriormente de la extraccion
pudiendo existir mermas en los mismos (Espinal 2012).



Prueba de actividad de enzimas. Tomando en cuenta que el objetivo era generar la
mayor cantidad de AGL para que reaccionaran en la transesterificacion se observo que
entre mayor fue el tiempo de reaccion mejor fue el resultado, siendo en todos los casos la
produccién de AGL mayor al 5% para las 24 horas. Con respecto a la concentracion para
asegurar que la enzima fuera lo mas eficiente posible se usé la concentracion de 1.87%
durante un periodo de 24 h independientemente de la temperatura de reaccion. Por otra
parte, se observé una mayor produccion de AGL a temperaturas de 30 °C y que la
cantidad de los mismos, a temperaturas de 35 °C y 40 °C, disminuyeron. La disminucion
de AGL a 40 °C pudo ser a causa de la desnaturalizacion de la enzima Callera Trans L
debido a que la temperatura de reaccion era demasiado alta. Al ser proteina, esta enzima
es susceptible a recibir energia en forma de calor y que ésta modifique su estructura
cuaternaria haciendo que pierda su capacidad de catalisis (Gutiérrez et al 2010).

Para la reaccion a 35 °C no se tomaron en cuenta estos valores como correctos, debido a
que durante la reaccion hubo pérdidas de agitacion por cortes en el suministro de energia
eléctrica, haciendo dificil mantener las condiciones de agitacion de la reaccion. Esto causé
que disminuyera la superficie de contacto entre la enzima y el aceite, pues la enzima
Callera Trans L es una enzima hidréfila que se precipita en medios como el aceite
(Nielsen 2014 y Sinkaniené et al. 2011).

Es decir que en los preliminares el mejor tratamiento fue la reaccién a 30 °C, con una
concentracion de enzima de 1.87% con respecto al peso del aceite durante 24 horas.

m 20-25
m15-20

m10-15

% AGL

m5-10

m0-5

Tiempo (h)

40°C

Temperatura (°C)-Concentraciones de Callera Trans L (%/p/pa)

%AGL= Porcentaje de &cidos grasos libres.
%/p/pa=Porcentaje del peso con respecto al aceite.

Figura 1. Actividad enzimética de Callera Trans L en términos de produccion de &cidos
grasos libres a diferentes temperaturas, tiempos y concentraciones.
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Calidad de aceites. Se comparo la calidad del aceite con la Norma DIN V 51 605 que
establece un méaximo de 0.075% de humedad con respecto al peso del aceite, para medir
esta variable se us6 el método AOAC 952.08, los resultados fueron de 1.35% de
humedad para pifion y 0.19% para palma, de esta forma los aceites utilizados no se
encontraron dentro del limite permitido por la Norma (0.075%). Los valores altos de
humedad pueden deberse a que el método AOAC 952.08 no es muy preciso para medir
concentraciones tan bajas de agua, asi que los valores determinados deberian ser medidos
por con métodos mas precisos como el método AOCS Ca 2e-84 que realiza la
cuantificacion de la humedad por un procedimiento Karl Fischer (Espinal 2012).

Para el parametro de estabilidad oxidativa, la Norma DIN V 51 605 establece un minimo
de 6 horas de induccion, este parametro fue cumplido por el aceite de palma que
sobrepaso las 48 horas. El aceite de pifion obtuvo un resultado de 4.75 horas de induccion.
Gerhard (2007) determind que existen antioxidantes que alargan la estabilidad oxidativa
del biodiesel, el mas comun de ellos es el tocoferol, existen otros antioxidantes mas
baratos como el galato de propilo (Larson y Marley 2011), por lo cual se recomienda para
futuros estudios agregar un antioxidante que para aumentar la estabilidad oxidativa del
aceite.

Con respecto a acidos grasos libres el aceite de palma obtuvo un valor de 0.12 mg de
KOHY/g de aceite cumpliendo con la Norma DIN V 51 605 que establece un maximo de 2
mg de KOH/g de aceite, el aceite de pifidbn no cumplid este parametro por lo que fue
neutralizado, después obtuvo un valor de 0.41 mg de KOH/g de aceite cumpliendo
también con la norma.

Rendimiento de biodiesel. Para el rendimiento de biodiesel se observo que el tipo de
aceite usado en la elaboracion presento diferencias significativas con una probabilidad de
0.03 segln la separacion siendo mas eficiente en el rendimiento el biodiesel de Palma
segun la separacion de medias Duncan, de igual forma no se observaron diferencias
significativas en el rendimiento de biodiesel del control con los tratamientos enzimaticos
bajo la separacion de medias Duncan, no se observaron diferencias significativas en la
interaccion de el aceite con el método de catélisis, la separacion de medias LSmeans no
muestra diferencias estadisticas (<0.05) entre ninguno de los tratamientos del factorial
como se ve en el cuadro 3.

Con respecto al rendimiento de glicerina, se observo diferencias significativas entre los
métodos usados en la elaboracion del biodiesel con una probabilidad <0.0001, el método
de catélisis alcalina fue mas eficiente en la produccion de glicerina, mientras que la
catalisis con las condiciones del LAAZ fue estadisticamente igual que el método que uso
las condiciones planteadas por Nielsen, sin embargo en la separacion de medias LS means
no se observo diferencias significativas entre los tratamientos enzimaticos, aunque el
tratamiento con catalisis alcalina presento un rendimiento de glicerina estadisticamente
mayor.

En otras palabras no existieron diferencias estadisticas en el rendimiento de biodiesel del
control contra los tratamientos enzimaticos, aunque existieron diferencias en el
rendimiento de glicerina donde el control de catalisis alcalina fue mejor (<0.05) que los de
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catalisis enzimatica, los resultados en todos los casos superan los rendimientos observados
por Moreno (2013) que atribuye sus rendimientos a una alta concentracién inicial de
acidos grasos libres que reaccionan con el catalizador formando jabon, en este caso el
%AGL inicial del aceite de Jatropha (0.062%) fue un 22.6% menor que el reportado en el
estudio previo.

Los rendimientos obtenidos con catalisis enzimaticas fueron equivalentes a los de Cesarini
et al. (2013) es decir > al 95% de rendimiento de biodiesel, superando los bajos resultados
reportados por Moreno (2013), esto puede deberse a la implementacion del procedimiento
planteado por Nielsen (2014), que sugiere agregar paulatinamente el metanol durante las
primeras 6-10 horas de la reaccion.

El rendimiento de glicerina es un fuerte indicativo de que la transesterificacion fue
eficiente, aunque no existieron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
enzimaticos se observo que el rendimiento en glicerina del control fue superior
estadisticamente al enzimatico, debido a que se uso mas metanol en la reaccion.

Cuadro 3. Rendimientos de biodiesel y glicerina obtenidos con Callera Trans L y NaOH
en aceite de palma y pifidn manso.

Fuente del Rendimiento de Rendimiento
Catalisis aceite Biodiesel Glicerina
% +D.E.? % + D.E.
Pifion 89.96 + 2.55"%x 26.60 + 1.04°
NaOH abe a
Palma 92.31+1.51 25.09 £ 0.25
Catalisis Pifion 95.08 + 2.53%° 6.37 +2.01°
Nielsen Palma 96.37 + 3.99% 3.39+0.21°
Catalisis Pifion 85.99 + 0.90% 7.28 +1.78"
LAAZ Palma 95.33 + 2.77%° 10.77 + 2.70*
C.V. (%)’ 2.78 12.21

D.E.*= Desviacidn estandar.

*= Medidas seguidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas, si
son iguales indican que no hay diferencias estadisticas segun la separacion de medias LS means
(P<0.05).

C.V. (%)’=Coeficiente de variacién.

Calidad de biodiesel. Como se observa en el cuadro 4 la catalisis alcalina fue
significativamente menor en la produccion de &cidos grasos libres después de la
transesterificacion, la probabilidad de este resultado fue < 0.0001, la catalisis enzimatica
de ninguno de los tratamientos produjo una cantidad de &cidos grasos que cumpliera lo
permitido por la Norma ASTM D6751, es decir fueron mayores de 0.25% de &cidos
grasos libres en todos los casos.
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Para el pardmetro de estabilidad oxidativa se observo para la separacion de medias LS
means que los mejores tratamientos fueron los realizados con palma africana siendo el
mejor de todos la catalisis alcalina, seguido de la catalisis enzimatica realizada con la
metodologia desarrollada en el LAAZ y por ultimo la reportada en el método Nielsen, en
todos los casos se cumple con los pardmetros de calidad de la ASTM D6751 que establece
un tiempo minimo de 3 horas.

La separacion de medias LS means no se encontré diferencias estadisticas (P<0.05) en la
estabilidad oxidativa para ninguno de los tratamientos de biodiesel elaborado a partir de
aceite de pifion, ninguno de estos tratamientos cumplié con el minimo de 3 horas que
establece la Norma ASTM D6751.

Para el parametro de humedad no existieron diferencias estadisticas entre ninguno de los
tratamientos, se observo que ninguno cumplié con los requisitos de la Norma ASTM
D6751 que establece un limite de 0.05% como méaxima humedad permitida en el
biodiesel.

Con respecto a los valores de AGL, son mayores a los observados por Moreno (2013),
que establece que los tratamientos enzimaticos no cumplieron con los requerimientos
establecidos por la Norma ASTM D6751, Segin Gonzales (2012) y Manzanares (2011),
esto se sebe a que el catalizador enzimatico solo rompe el enlace entre el acido graso y el
glicerol mientras que el NaOH favorece la unidn entre el &cido graso y el metanol.

La cantidad de AGL en los tratamientos enziméticos puede deberse al maltrato sufrido por
la enzima durante su transporte y el tiempo que paso en aduana sin refrigeracion, es decir
pudo sufrir dafios debido a que se mantuvo en condiciones que pudieron favorecer su
desnaturalizacion, haciendola menos eficiente, en otras palabras el proceso de separacion
de los &cidos grasos pudo ser mas lento debido a que la cantidad de enzima funcional fue
menor. (Gutiérrez et al. 2010).

El indice de estabilidad Oxidativa (OSI) fue menor para pifion debido a que este aceite
presento una estabilidad oxidativa inicial muy baja que no cumplia con las tres horas de
induccion minimas que establece la Norma DIN V 51 605, esta caracteristica se traslado
de igual forma al biodiesel, también se observo que el OSI para los tratamientos
enzimaticos con palma fue menor estadisticamente al del tratamiento con NaOH, esto
puede deberse a la relacion inversa que hay entre la cantidad de acidos grasos libres y la
estabilidad oxidativa Gerpen (2005).

La razén por la que ningln aceite cumplié el parametro de humedad pudo ser que el
método usado para medir la misma no fue el mas adecuado, el método usado por Moreno
(2013), Espinal (2012) y Baccaro (2007) fue el AOCS Ca 2e-84 el cual no se pudo aplicar
debido a una falta de reactivos necesarios, otra hipotesis es la posibilidad de que el
biodiesel se rehumedeciera, pues se midié este parametro 3 dias después del secado, el
biodiesel es Higroscopico debido a los acidos grasos libres que atrapan moléculas de
agua, Oliveira et al. (2008) determino que el biodiesel puede absorber hasta un 16% de su
peso en agua.
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Cuadro 4. Anaélisis de calidad de biodiesel para &cidos grasos libres y estabilidad
oxidativa.

Catélisis Fuente AGL ? osI¢ Humedad
% + D.E.? h+D.E. % + D.E.
Pifion 0.11 +0.05¢ 0.27 +0.06¢ 3.29 + 0.48%
NaOH d a bed
Palma 0.09 +0.01 10.52 + 0.11 1.59 + 0.40
Catalisis Pifion 14.66 + 0.40° 0.54 + 0.35° 0.51 + 0.14%
Nielsen Palma 10.79 + 0.35° 3.87 + 0.09° 2.77 +1.01%¢
Catalisis Pifion 16.06 + 1.18° 0.42 + 0.52¢ 0.79 + 0.42%
LAAZ Palma 13.88 +0.14" 4.723 + 0.04° 2.20 + 0.45%¢
C.V. (%) 5.48 7.78 29.56

A.G.L.=Porcentaje de acidos grasos libres.

OSI®=Estabilidad oxidativa.

D.E.2= Desviacion estandar.

*= Medidas seguidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas, si
son iguales indican que no hay diferencias estadisticas (P<0.05).

C.V.*=Coeficiente de variacion.

A los tratamientos se les realizo el perfil de acidos grasos y el indice de Cetano (Anexos 4
y 5), para el perfil de acidos grasos se obtuvieron resultados similares a los de Moreno
(2013) que observo que en la catélisis enzimatica se esterificaron mas &cidos grasos
saturados, con respecto al indice de cetano en todos los casos cumplieron con la Norma
ASTM D6751 siendo el promedio 64.9 para palma y 55.4 para pifion, este ultimo fue
similar a los resultados obtenidos por Gonzales (2012) que obtuvo un indice de 52.8 para
biodiesel de pifidn.
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4. CONCLUSIONES

El rendimiento de biodiesel mediante catalisis enzimatica fue estadisticamente igual
comparado con la catalisis alcalina bajo la separacion LS means (P=0.06), mostrando
resultados por encima del 85 % en todos los casos.

Los tratamientos que usaron catalisis enzimatica como catalizador no cumplieron con
los parametros de AGL de la norma ASTM D6751.
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5. RECOMENDACIONES
Realizar un estudio para determinar el método mas eficiente de extraer el aceite del
grano de pifion manso en la planta de biodiesel Zamorano.

Alargar el tiempo de reaccion de los tratamientos enzimaticos a 48 horas para que el
metanol pueda reaccionar con los acidos grasos libres presentes en el aceite.

Hacer pruebas de recuperacion de enzima y medir la disminucién de eficiencia de la
misma.

Agregar antioxidantes al biodiesel para elevar estabilidad oxidativa de los tratamientos
que no cumplen con el parametro.

Buscar forma de separar el grano de Pifion por tamafios antes del descascarillado.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Rendimientos de biodiesel usando una separacion de medias Duncan por tipo de
aceite.

Fuente del aceite Rendimiento de Biodiesel (%0) DE?
Palma 94.67 2.7%
Pifion 90.34 4.02°

D.E.%= Desviacion estandar calculada en Excel 2010.

*= Medidas seguidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas
(P<0.05).

C.V. (%)’=Coeficiente de variacion.

Anexo 2. Rendimientos de biodiesel usando una separacion de medias Duncan por tipo de
catélisis.

Fuente del aceite Rendimiento de Biodiesel (%) DE?
Catalisis Nielsen 95.73 2.45%
Catalisis Alcalina 91.14 1.89°
Catalisis LAAZ 90.66 4.89°

D.E.%= Desviacion estandar calculada en Excel 2010.

*= Medidas seguidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas
(P<0.05).

C.V. (%)’=Coeficiente de variacion.

Anexo 3. Efecto de los tratamientos en el rendimiento y calidad del biodiesel.

Caracteristica GL? cwm® F P#<0.05 %CV'

Rendimiento de Biodiesel 11 31.41 4.76 0.0418 2.77572
Rendimiento de Glicerina 11 201.94 77.14 <0.0001 12.20974
Humedad 11 2.41 7.97 0.0126 29.56284
Acidos grasos libres 11 106.75  414.99 <0.0001 5.47555
Estabilidad Oxidativa 11 31.82  457.69 <0.0001 7.77996

GL2= Grados de libertad.

CM ®= Cuadrado medio.
F?=Valor F.

P *= Probabilidad.

%Cv'= Coeficiente de variacion.
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Anexo 4. Perfil de &cidos grasos e indice de Cetano del biodiesel de Palma africana.

Acido Graso Catalisis Alcalina Catalisis Nielsen  Catalisis LAAZ
% +D.E. ¢ % + D.E. % + D.E.
06:0 0.02 +0.00 0.03+0.00 0.03+0.00
08:0 0.45 +0.00 0.45+0.09 0.44 +0.02
10:0 0.04 +0.00 0.04 £0.01 0.03+0.01
12:0 0.33+0.00 0.41+0.12 0.4+0.01
14:0 1.20 £ 0.06 1.08 +0.08 0.84 +0.60
15:0 0.07 £ 0.05 0.03+£0.02 0.03+0.01
16:0 4091+1.74 52.03+4.21 51.94 + 0.84
18:0 4.68 +0.09 4.31+0.94 4.86 +1.33
20:0 0.60 + 0.08 0.61 +0.07 0.61+0.01
13:1 cis-12 0.04 +0.03 0.02 £0.00 0.02 +0.00
16:1 cis-9 0.73+0.28 0.76 £ 0.03 0.74 +0.02
18:1n9c cis-9 41.70+£1.23 33.30£2.33 33.4+1.01
20:1 cis-11 0.05 +0.02 0.03+0.01 0.04 +0.03
18:2n6 cis-9,12 8.61+0.16 6.31+0.25 6.17 £0.32
18:3n3 cis-9,12,15 0.56 + 0.06 0.58 +0.32 0.46 +0.12
> AC. Saturados 48.30 £ 1.67 59 +2.94 59.18 + 0.85
> AC. Monoinsaturados 42.53 +1.46 34.11+2.36 34.19+1.02
> AC. Polinsaturados 9.17+0.22 6.89 + 0.58 6.63+0.21
indice de Cetano 63.34453 65.63226 65.76231

D.E.2= Desviacion estandar calculada en Excel 2010.
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Anexo 5. Perfil de &cidos grasos e indice de Cetano del biodiesel de Pifion Manso.

Acido Graso Catadlisis Alcalina  Catalisis Nielsen  Catalisis LAAZ
% + D.E. % + D.E. % + D.E.
06:0 0.01 +0.00 0.01 +0.01 0.01 + 0.01
08:0 0.02 + 0.00 0.02 +0.01 0.03 + 0.02
10:0 0.01 +0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
14:0 0.10 + 0.00 0.11 +0.01 0.11 + 0.02
15:0 0.10 + 0.01 0.01 +0.01 0.02 + 0.01
16:0 16.08 + 0.65 20.22 +0.01 20.72+0.14
17:0 1.08 +0.23 0.04 + 0.06 0.08 + 0.01
18:0 6.43 + 0.14 8.22 +0.22 8.32 + 0.65
11:1 cis-10 0.01 +0.01 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
14:1 cis-9 0.03 + 0.04 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
16:1 cis-9 1.03+0.27 0.05 + 0.01 0.06 + 0.02
17:1 cis-10 0.02 + 0.02 0.03 +0.01 0.03 + 0.01
18:1n9c cis-9 43.85 + 0.39 37.91 +0.06 39.23+0.34
18:1 cis-11 0.01 +0.01 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
18:2n6 cis-9,12 31.06 +1.2 33.14 + 0.02 31.22+0.26
18:3n6 cis-6,9,12 0.14 + 0.05 0.12 + 0.04 0.09 + 0.13
20:4 cis-5,8,11,14 0.00 + 0.00 0.05 + 0.07 0.01 + 0.01
22:5 cis-7,10,13,16,19 0.02 + 0.01 0.02 +0.03 0.05 + 0.01
421,27"61%?1‘33!?6,19 0.09 + 0.01 0.02+0.03 0.02 +0.03
> AC. Saturados 23.74+1.01 28.65 + 0.18 29.29 + 0.52
>. AC. Monoinsaturados 4494 +0.17 37.99 + 0.06 39.31 £ 0.02
> AC. Polinsaturados 31.32 +1.17 33.36 + 0.12 31.39 +0.19
Indice de Cetano 54.80774 55.46442 55.97204

D.E.2= Desviacion estandar calculada en Excel 2010.
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Descascarillado Prensado Centrifugado

Secado Neutralizado Desengomado

Anexo 6. Flujograma de semirrefinado de aceite crudo de Pifion Manso.
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Anexo 7. Proceso ilustrado del método planteado por
Nielsen de elaboracion de biodiesel con Callera Trans L.

1. Preparar los tratamientos con las concentraciones de 2%
de agua y 0.7% de enzima con respecto al peso del aceite
(Foto 1), agregar el 33% del metanol a utilizar en la reaccion
(relacion molar 1.5-1).

2. Precalentar la camara de vida de anaquel a 35 °C (Foto Fotg 1. Preparacion de los
2), ingresar los Erlenmeyer con aceite y aumentar la {ratamientos.

agitacion hasta que la fase de metanol no pueda ser
diferenciada de la de aceite, agregar el metanol en
porciones de 16.5% del total a utilizar después de 2.5, 5, 7.5
y 10 horas de iniciada la reaccion.

3. Después de completadas 24 horas de reaccion se agrega
agua a 80°C en un 33% del peso del aceite, bajo una
agitacion de 400 RPM y se separaran las fases con un

centrifugado a 1500 RPM por 30 minutos (Foto 3). e
Foto 2. Reaccidn de catalisis.

4. Lavar el aceite dos veces mas con 33% de su peso en
agua a 50°C (Foto 4) y separar el agua por medio de un
embudo de decantacion (Foto 5).

5. Secar el Biodiesel por 24 horas a 105°C.

Foto 3.Centrifugado de la
glicerina.
250 mL
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Foto 6. Biodiesel de Pifign FOto 5. Separacion de ot 4. |avado del Biodiesel
después del secado. fases.
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