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Produccion de biodiesel de pifion (Jatropha curcas) y palma africana (Elaeis
guineensis) con dos enzimas derivadas de Candida antarctica.

Luis Enrigue Moreno Mufioz

Resumen: Este estudio evalué el rendimiento y caracteristicas fisico-quimicas del
biodiesel de pifion (Jatropha curcas) y palma africana (Elaeis guineensis) utilizando dos
catalizadores enzimaticos (Callera Trans L y Novozym 435) vs. un catalizador basico
(NaOH). Se utilizaron las condiciones optimas. Se utilizo un DCA con un arreglo factorial
2 x 3, con tres repeticiones. Se utilizd6 un ANDEVA y separacion de medias LS Means
cuando hubo interaccion y separacion de medias Tukey cuando no hubo interaccion con
significancia de 0.05 en el programa SAS 9.1. Se evalud rendimiento, humedad,
porcentaje de acidos grasos libres (AGL), indice de perdxidos, indice de estabilidad
oxidativa (OSI), color y perfil de acidos grasos utilizando métodos oficiales de la AOCS,
AOAC y ASTM. El porcentaje de biodiesel fue afectado por la fuente de biodiesel
(P=0.02). El biodiesel de Jatropha curcas usando Callera Trans L presentd un
rendimiento de 83.4% (g de biodiesel/100 g de aceite) estadisticamente igual (P=0.87) a
Novozym 435 (82.8%) y (P=0.05) a NaOH (74.7%). EIl biodiesel de palma africana
usando Novozym 435 present6 un rendimiento de 75.3% estadisticamente igual (P=0.52)
a Callera Trans L (72.7%) y (P=0.52) a NaOH (72.6%). Ninguno de los tratamientos que
utilizaron catalisis enzimatica cumplié con los parametros establecidos por la norma
ASTM D6751. Los tratamientos que utilizaron NaOH cumplieron con los pardmetros
establecidos por la norma ASTM D6751 para porcentaje de AGL y OSI. Se recomienda
hacer estudios a escala de planta piloto y mejorar la cuantificacion de eésteres
monoalquilicos incluyendo un estandar interno en el analisis cromatogréfico.

Palabras clave: Analisis cromatografico, ASTM D6751, Callera Trans L, catalisis
enzimatica, Novozym 435.

Abstract: This study evaluated the performance and physicochemical characteristics of
biodiesel produced from Jatropha (Jatropha curcas) and palm oil (Elaeis guineensis)
using two enzymatic catalysts (Callera Trans L and Novozym 435) vs. a basic catalyst
(sodium hydroxide). Optimal conditions were used for each treatment. DCA was used
with a 2 x 3 factorial arrangement, with three replicates. We used an ANOVA and mean
separation LS Means when there was interaction and Tukey mean separation when there
was no interaction with significance of 0.05 using SAS 9.1. We evaluated performance,
humidity, percentage of free fatty acids (FFA), peroxide value, oxidative stability index
(OSI), color and fatty acid profile using the AOCS, AOAC and ASTM official methods.
The biodiesel yield was affected only by the source of biodiesel (P=0.02). Biodiesel from
Jatropha curcas using Callera Trans L showed an 83.4% vyield (g of biodiesel/ 100 g of
oil) statistically similar (P=0.87) to Novozym 435 (82.8%) and (P=0.05) to NaOH
(74.7%). Biodiesel from palm oil using Novozym 435 showed a 75.3% vyield statistically
similar (P=0.52) to Callera Trans L (72.7%) and (P=0.52) to NaOH (72.6%). None of the
treatments which used enzymatic catalysis met the parameters set by ASTM D6751. The
treatments which used NaOH met the standards established by ASTM D6751 only FFA
percentage and OSI. Studies at pilot plant scale are recommended and better



quantification of the monoalkyl esters produced by the transesterification including an
internal standard for gas cromatographic analysis.

Key words: ASTM D6751, Callera Trans L, enzymatic catalysis, Gas chromatography
analysis, Novozym 435.
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1. INTRODUCCION

El biodiesel, definido como ésteres monoalquilicos de &cidos grasos de cadena larga, es
derivado de aceites vegetales o aceites animales. La forma més comin de producir
biodiesel es por la reaccion quimica de triglicéridos con alcoholes de cadena corta, para
formar ésteres monoalquilicos de acidos grasos y glicerol (Al-Zuhair 2007).

Para acelerar este proceso se emplea convencionalmente un catalizador basico, Espinal
(2012) obtuvo rendimientos de 90.6% utilizando aceite de Jatropha curcas y NaOH como
catalizador a sus condiciones 6ptimas que fueron: cantidad de NaOH = 1% (con respecto
al peso del aceite), relacion molar = 6:1, temperatura de reaccion = 60°C, tiempo de
reaccion = 60 minutos y agitacion = 400 rpm. Por otro lado, Avellaneda Vargas (2010)
obtuvo rendimientos de biodiesel de palma africana de 72% utilizando NaOH como
catalizador a sus condiciones 6ptimas que fueron: cantidad de NaOH = 1% (con respecto
al peso del aceite), relacion molar = 6:1, temperatura de reaccion = 60 °C, tiempo de
reaccion = 60 minutos y agitacion = 400 rpm.

Una desventaja importante de este método es la dificultad para transesterificar &cidos
grasos libres (AGL) presentes en gran cantidad en aceites vegetales y aceites usados (Juan
et al. 2011; Meher et al. 2006; Gerpen 2005). Un tratamiento previo es necesario para
reducir la cantidad de AGL y evitar la saponificacion durante la tranesterficacion alcalina.
La saponificacion reduce rendimientos y dificulta la separacion de fases (Espinal 2012;
Meher et al. 2006).

Se ha reportado varios métodos alternativos en el que se usa lipasas extraidas de
diferentes microorganismos como catalizador del proceso de transesterificacion para
produccion de biodiesel (Cesarinia et al. 2013; Azocar et al. 2012; Su et al. 2011; Azocar
et al. 2010; Kumari et al. 2009; Tamalampudia et al. 2008; Modi et al. 2007; Robayo
2005; Shimadaa et al. 1999). La catalisis enzimatica, al contrario de la catalisis alcalina,
no produce jabon y permite la transesterificacion completa tanto de AGL como de
triglicéridos, lo que aprueba la utilizacion de aceites virgenes y aceites usados con alto
contenido de AGL (Fjerbaek et al. 2009). Una de las principales desventajas de la catalisis
enzimatica es el costo elevado de la enzima, por lo que es necesario su reutilizacion para
la dilucion de estos costos (Cesarinia et al. 2013). El proceso enzimatico se ve afectado
por varios factores que son: relacion aceite-metanol, velocidad de agitacion, temperatura
de reaccion, tiempo de reaccidn, cantidad de agua y concentracion de enzima.

Novozym 435 es una lipasa comercial (Novozymes) proveniente de Candida antarctica
inmovilizada en resina de acrilico (Azdcar 2010), Novozym 435 ha sido muy estudiada



por sus altos indices de rendimiento y su capacidad de reutilizacion. Su et al. (2010)
evalud tres enzimas comerciales y determiné la enzima mas eficiente para la produccion
de biodiesel a partir de aceite de Jatropha curcas. Novozym 435 presentd rendimientos >
94% en peso, bajo las condiciones Optimas que fueron: tiempo de reaccion = 13.3h,
temperatura = 44.5 °C, cantidad de enzima = 13.7% (con respecto al peso del aceite),
relacion molar = 3.75:1 y cantidad de agua = 0. Las tres enzimas evaluadas fueron
Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM, y Novozym 435.

Callera Trans L es una nueva enzima (lipasa) comercial (Novozymes) soluble
proveniente de Candida antarctica, la ventaja de esta enzima es su bajo costo de
produccion pues no requiere un proceso de inmovilizacion (enzima libre) (Cesarinia et al.
2013). Cesarinia et al. (2013) realizd un estudio de optimizacion de proceso utilizando
Callera Trans L como catalizador en la produccién de biodiesel a partir de aceite de soya.
La enzima presentd rendimientos > 95% bajo condiciones Optimas que fueron:
temperatura de reaccion = 35°C, tiempo de reaccion = 24h, agitacién = 200 rpm, cantidad
de enzima = 1% con respecto al peso del aceite, metanol = 16% con respecto al peso del
aceite y cantidad de agua = 5% con respecto al peso del aceite.

El cultivo de pifion (Jatropha curcas) es un arbusto perteneciente a la familia de las
Euforbidceas que presenta semillas con alto contenido de lipidos por lo que es una
alternativa para la produccion de biodiesel (Heller 1996). La semilla y la torta de Jatropha
curcas presentan toxicidad que se le atribuye a los ésteres de forbol, inhibidores de
tripsina y amilasa, saponinas, lecitinas y fitatos; esto imposibilita su consumo humano y
animal (Bermejo et al. s.f.; Tamalapundia et al. 2008; Haas et al. 2000; Wink et al. 2000).

Espinal (2012) evalud la composicion de la semilla y la calidad del aceite de tres
variedades de Jatropha curcas, para la variedad de Cabo Verde reportd un contenido de
lipidos >49%, superior a las variedades Criolla Mexicana e Hindu Salvadorefia con 48,1%
y 43.6% respectivamente, reportd rendimientos de aceite crudo para la variedad de Cabo
Verde de 29% superior a las variedades Criolla Mexicana e Hindu Salvadorefia con
remidimientos de 28% y 27% respectivamente.

La palma africana o de aceite (Elaeis guineensis), es una planta monocotiledonea
perteneciente a la familia de las Palmaceae, el fruto de este cultivo presenta un
rendimiento de alrededor del 25% de aceite crudo lo que hace que sea un cultivo atractivo
para la produccion de biodiesel (Mingorance et al. 2004). La produccion hondurefia de
palma africana segun SAG (2013) es de 120 000 Has. con una produccion de aceite de
400 000 TM anuales.

Para el proceso de produccion de biodiesel es necesario contar con materia prima de
calidad, el aceite semi-refinado de Jatropha curcas y aceite semi-refinado de palma
fueron analizados en términos de calidad basandose en la norma del Instituto de
Estandarizacion Aleman DIN V 51 605 (Cuadro 1) que establece parametros fisico-
quimicos para la calidad de aceites vegetales que seran usados en la produccion de
combustibles de segunda generacion.



Cuadro 1. Norma de calidad para aceites vegetales DIN V 51 605

Parametro Limites Unidades
Humedad Max. 0.075 %
Acidos grasos libres Max. 2.0 Mg KOH/g
indice de yodo 95-125 g yodo/100g
indice de cetano Min. 39

Densidad (15°C) 900-930 Kg/m®
Viscosidad cinematica (40°C) Max. 36 mm?/s
Estabilidad oxidativa Min. 6 Horas
Energia bruta Min. 860 cal/100g

Fuente: Second generation vegetable oil fuels (2011).

El presente estudio, se centr6 en comparar rendimientos y calidad en biodiesel de las dos
enzimas a utilizar en la catélisis de dos tipos de aceite (Jatropha curcas y Palma africana)
en sus condiciones oOptimas. Los parametros de calidad fueron comparados con los
parametros establecidos por la norma ASTM D6751.

Cuadro 2. Norma de calidad para biodiesel ASTM D6751

Parametro Método Limite Unidades
Agua y Sedimentos D2709 0.05 Max. % volumen
Viscosidad Cinematica 40° D445 1.9-6.0 mm?/s
indice de cetanos D613 47 Min
Valor de acidez D664 0.5 Max. mg de KOH/g
Estabilidad Oxidativa EN 15751 3 Horas

Se establecieron como objetivos del estudio:

e Comparar rendimientos del biodiesel resultante de la transesterificacion de aceite de
Jatropha curcas y palma africana utilizando dos enzimas (Novozym 435 y Callera
Trans L) vs. una base (hidroxido de sodio).

e Comparar las caracteristicas fisicas y quimicas del biodiesel de aceite de Jatropha
curcas y palma africana utilizando dos enzimas (Novozym 435 y Callera Trans L) vs.
una base (hidroxido de sodio), con los pardmetros establecidos por la norma ASTM
D6751.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién: Este estudio se realizé en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano (LAAZ), ubicado a 30 kilometros al este de Tegucigalpa Honduras.

Disefio del estudio. Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial 3 x 2. Como parte de arreglo factorial se evaluaron dos tipos de aceite (Jatropha
curcas y palma africana) y tres tipos de catalizadores (NaOH, Novozym 435 y Callera
Trans L). Se realiz6 una separacion de medias LSD cuando no hubo interaccion entre los
factores y LS Means cuando hubo interaccion. En total se analizaron 6 tratamientos. Se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento lo que resulté en 18 unidades experimentales.
Los parametros evaluados fueron rendimiento de biodiesel y estabilidad oxidativa.

Extraccion de aceite de Jatropha curcas. El aceite de Jatropha curcas fue obtenido en el
proyecto BYSA de la Fundacion FUNDER de Yoro. Fueron tres litros de aceite, resultado
de tres extracciones separadas por tiempo realizadas el 21 de agosto de 2013, la variedad
de la semilla utilizada fue Cabo Verde. Segun Espinal (2012) la variedad Cabo Verde es
la que presenté mayor potencial para la extraccion de aceite debido a su alto contenido de
lipidos en semilla.

Extraccion de ceite de palma. El aceite de palma fue donado por la empresa
Hondupalma S.A. Se envid un total de 3 L, cada L fue tomado aleatoriamente de la
produccion de los ultimos 15 dias del mes de Agosto de 2013.

Neutralizado de aceite de Jatropha curcas. EI método de neutralizado de aceite se
realizo en el aceite de Jatropha curcas por no cumplir con el rango de AGL. Se siguio el
método detallado por Wan et al. (1997) Mis (2008) y Espinal (2012). Primero se
determiné el porcentaje de AGL para determinar los aceites que no cumplieron con los
parametros de calidad de aceites vegetales de la norma del Instituto de estandarizacion
aleman DIN V 51 605 (Max. 2.0 mg KOH/g). El procedimiento realizado fue el siguiente:
se pesoO el aceite y se determind mediante la Ecuacion 2 el porcentaje de NaOH 1M
(solucion neutralizante) a utilizar, esta ecuacion utiliza una relacion del peso molecular de
NaOH (40g/mol) por el peso molecular del acido oleico libre (282 g/mol) indicado en la
Ecuacion 1 mas un ajuste de 0.175%. La cantidad de NaOH fue diluida al 10% en agua
destilada y se mezclo el aceite y la solucion a temperatura ambiente durante 20 min con
agitacion constante a 400 rpm. Luego se coloco el aceite en la centrifuga durante 20
minutos a 2500 rpm teniendo como resultado una separacion de fases en la que la fase
sobrenadante fue el aceite y la fase inferior los acidos grasos saponificados. Se extrajo la



fase sobrenadante (aceite) y se lavd con agua destilada a 80°C (1/3 del peso de aceite). Se
realizaron lavados hasta que el agua residual fuese transparente, los acidos grasos
saponificados fueron desechados. Finalmente se secd el aceite a 105°C por 24h.

Relacion molar NaOH — Acido graso Oleico = 0.142

[1]

% de NaOH = % de AGL x 0.142 + 0.175
[2]

Analisis de calidad del aceite. Para determinar la calidad del aceite y seguir con el
proceso de produccion de biodiesel, se usé los parametros de calidad de aceite de la
norma del Instituto de estandarizacion aleman DIN V 51 605, se realizaron analisis por
duplicado para las tres repeticiones de cada tipo de aceite. Los analisis realizados se
detallan a continuacion:

Determinacion de humedad AOCS Ca 2e-84 (% de humedad). El porcentaje de
humedad del aceite fue determinado mediante el método Karl Fischer (787 Titrino,
Metrohm) que arroja la cantidad de humedad expresada en porcentaje en base al peso del
aceite. Se evaluo la humedad de cada repeticion por duplicado y se determind si el aceite
esta en el rango permitido segun la norma del Instituto de estandarizacion aleman DIN V
51 605 (2007), que permite hasta un 0.0750 % de humedad.

Determinacion de color (L a b). Se determino el color del aceite semi-refinado a traves
del Colorflex modelo EZ 45/0 (Hunterlab) y los resultados se reportaron segin los
componentes de L, a y b de cada muestra. Se realizo el analisis por duplicado para las 6
unidades experimentales.

Acidos grasos libres AOCS Ca 5a-40 (% de &cidos grasos libres). Se realizd un
analisis de acidos grasos libres para cada repeticion de aceite por duplicado. Se utiliz6 una
titulacion con hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion determinada, se utilizo
fenolftaleina como indicador de neutralidad. Segin la norma del Instituto de
estandarizacion aleman DIN V 51 605, el maximo permitido de acidos grasos libres en un
aceite vegetal es de 2 mg KOH/g de muestra. Dependiendo de los resultados se determiné
la necesidad del proceso de neutralizado que elimina los acidos grasos libres mejorando la
calidad de las muestras. Los resultados fueron reportados como porcentaje de &cido oleico
para el aceite de Jatropha curcas y como porcentaje de acido palmitico para el aceite de
palma africana.

Estabilidad oxidativa AOCS Cd 12b-92 (h de induccion). Determina el tiempo de vida
anaquel de los aceites exponiéndolos a situaciones propicias para la oxidacion usando
temperatura controlada (110°C) y oxigenacién (9 litros por hora) en el Rancimat (873
Metrohm). Los resultados fueron reportados en horas de induccion y fueron comparados
con la norma del Instituto de estandarizacion aleman DIN V 51 605 que establece un
limite minimo de 6 horas de induccion para aceites vegetales de calidad. Se realizo el
analisis por duplicado a cada repeticion.



Perfil de acidos grasos AOCS Ce 2b-11 (%). Esta prueba permitid determinar la
concentracion en porcentaje de acido graso. Se realiz6 en el cromatografo de gases
modelo 7890 A (Agilent). Para la identificacion de cada acido graso se utilizo el estandar
GLC-463, la integracion del area bajo la curva permitié saber la concentracion de cada
acido graso. Se evalué el analisis por duplicado para las 6 unidades experimentales.

Prueba de actividad de enzimas. Se adaptd el método descrito por Rose y Pike (2006).
Esta prueba se realiz6 para cada enzima en la que se determiné el porcentaje de AGL
liberados por el método AOCS Ca 5a-40 a las 0, 6, 18 y 24 horas para la enzima Callera
Trans L; y a las 0, 4, 8, y 12 horas para la enzima Novozym 435. Se utilizo las
condiciones Optimas para cada enzima (Cuadro 3) con base en 30 g de aceite de Jatropha
curcas, no se utilizd6 metanol para la prueba porque se midio el producto de la enzima en
valores de AGL. Cada determinacion de AGL se realiz6 por triplicado.

Prueba de concentracion optima de enzimas. Se adapt6 el método descrito por Rose y
Pike (2006). Esta prueba se realizd para cada enzima en la que se determino el porcentaje
de AGL liberados por el método AOCS Ca 5a-40 a concentraciones de 0, 0.5, 1y 2% (con
respecto al aceite) para la enzima Callera Trans L; y a concentraciones de 0, 7, 12 y 14%
(con respecto al aceite) para la enzima Novozym 435. Se utilizé las condiciones 6ptimas
para cada enzima (Cuadro 3) con base en 30 g de aceite de Jatropha curcas, no se utilizd
metanol para la prueba porque se midié el producto de la enzima en valores de AGL.
Cada determinacion de AGL se realizo por triplicado.

Elaboracion de biodiesel. Para cada tratamiento se utilizd las condiciones dptimas
reportadas en el Cuadro 3 para la reaccién. Terminado el tiempo de reaccion se adicioné a
la mezcla 1/3 de agua destilada a 80°C con respecto al aceite manteniendo la agitacion
constante en el calentador modelo Cimerec (Fisher Scientific). La separacion de fases se
realizo por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 minutos en la centrifuga modelo K 115
(IEC) (Gunstone et al. 1993; Wan et al. 1997; Mis 2008), la fase sobrenadante (biodiesel)
fue extraida y sometida a dos lavados con 1/3 de agua destilada a 50°C con respecto al
peso del aceite (Gonzalez 2012). Finalmente se secé el biodiesel por 24 horas a 105°C en
el horno de aire forzado Fisher Scientific.



Cuadro 3. Condiciones del proceso de produccion de biodiesel para cada tratamiento.

Relacién Tiempo

Concentracion Agua Temperatura

Ca(tja(t)l;za- Aceite catalizador (ml\gfallﬁl(—)l- (% de reaccion rea?:gién A%;?;I)O n
(0) o
(% p/pa) aceite) p/pa) (°C) h)
Jatropha 1 6-1 0 60 1 400
NaOH oo ima 1 61 0 60 1 400
Novozym Jatropha 14 3-1 0 40 14 200
435 Palma 14 3-1 0 40 14 200
Callera Jatropha 1 1.5-1 5 40 24 200
Trans L Palma 1 1.5-1 5 40 24 200

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

Rendimiento de biodiesel (%). El porcentaje de biodiesel obtenido por cada unidad
experimental se determind con la Ecuacion 3.

o o g de biodiesel obtenido
% de Rendimiento de biodiesel = - — X 100
g de aceite utilizado

[3]

Porcentaje de glicerina (%0). El porcentaje de glicerina por unidad experimental
producto de la transesterificacion de acidos grasos se determind con la Ecuacién 4.

X de (g) de glicerina — X de agua utilizada (g) y

% de Glicerina = 100

g de aceite utilizado

[4]

Porcentaje de ésteres monoalquilicos (FAME) (% de FAME con respecto al control).
Se utilizd el método AOCS Ce 2b-11 en el cromatdgrafo de gases modelo 7890 A
(Agilent). El estandar utilizado para calcular el porcentaje de FAME fue el GLC-463. Al
no existir un estandar para biodiesel se realizd un porcentaje de FAME con respecto al
control (catalizador basico), Ecuacion 5. La sumatoria de la integracion del area bajo la
curva permitié determinar el porcentaje de FAME obtenido para los tratamientos que
utilizaron enzima como catalizador. Se realizd el andlisis por duplicado para cada unidad
experimental.

XY area bajo la curva del tratamiento

x100

% de FAME con respecto al control = - ,
X area bajo la curva del control

[5]



Perfil de acidos grasos AOCS Ce 2b-11 (%0). El analisis se realiz6 por cromatografia de
gases en el cromatografo de gases modelo 7890 A (Agilent) y no se transesterificd porque
las muestras (biodiesel) estaban previamente transesterificadas (Gonzalez 2012). Se
utilizo el estandar GLC-463. La integracion del area bajo la curva de los cromatogramas
permitié determinar la concentracién en porcentaje de cada acido graso. Se realizo el
analisis por duplicado para cada unidad experimental.

Determinacion de color (L a b). Se utilizé el Colorflex modelo EZ 45/0 (HunterLab) y
los resultados se reportaron segin los componente de L, a y b para cada muestra. Se
realizo el andlisis por duplicado para cada unidad experimental.

Determinacion de humedad AOCS Ca 2e-84 (% de humedad). Se determino la
humedad del aceite por el método de Karl Fischer modelo 787 Titrino (Metrohm) que
arroja resultados de humedad en porcentaje con respecto al peso del biodiesel. El limite
méaximo establecido por la norma ASTM D6751 es de 0.05%. Se realizé el analisis por
duplicado para cada unidad experimental.

Determinacion de &cidos grasos libres AOCS Ca 5a-40 (% de &cidos grasos libres).
Los resultados fueron reportados como porcentaje de acido oleico para el biodiesel de
Jatropha curcas y como porcentaje de acido palmitico para el biodiesel de palma africana.
Se utiliz6 una titulacion con hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion determinada,
se utilizo fenolftaleina como indicador de neutralidad. EI parametro maximo establecido
para AGL por la norma ASTM D6751 es de 0.25% de acidos grasos libres. Se realizo el
analisis por duplicado para cada unidad experimental.

indice de peroxidos AOCS Cd 8b-90 (meq/1000g). Este analisis indica el grado de
oxidacién del biodiesel. Se utilizo titulacion con tiosulfato pentahidratado 0.1 M. La
norma ASTM D6751 no establece un limite para este anélisis. Se realizo la prueba por
duplicado para cada unidad experimental.

Estabilidad oxidativa AOCS Cd 12b-92 (h de induccidn). Se realiz6 con el Rancimat
modelo 873 (Metrohm), la prueba consiste en someter el biodiesel a condiciones de
oxidacion acelerada usando temperatura controlada (110°C) y oxigenacién (9 litros por
hora). Los resultados fueron reportados en horas de induccion. La norma ASTM D-6751
establece un limite minimo de tres horas de induccion.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad del aceite.

Para la produccion de biodiesel en condiciones 6ptimas, es necesario ajustar la calidad del
aceite (aceite de Jatropha curcas y aceite de palma africana) con los parametros
establecidos por el Instituto Aleman de Estandarizacién en su norma DIN V51605. Las
tres unidades experimentales de aceite de palma africana utilizadas en este estudio
cumplieron con los parametros de calidad establecidos por la norma para la elaboracién de
biodiesel. Las tres unidades experimentales de aceite de Jatropha curcas se excedieron en
términos de %AGL, por lo que se realiz6 un proceso de neutralizado (Espinal 2012, Mis
2008) para reducir el %AGL y alcanzar los parametros de calidad establecidos por la
norma DIN V51605.

Para el aceite de Jatropha curcas de la variedad Cabo Verde solo se encontraron
diferencias estadisticas para Luminosidad (L) con una probabilidad menor a 0.05; los
demas analisis realizados no mostraron diferencias estadisticas entre extracciones. Para el
aceite de palma africana no se encontraron diferencias estadisticas entre extracciones.

La utilizacion de lipasas para produccion de biodiesel ha sido muy estudiada debido a las
ventajas que esta alternativa presenta en comparacion a la catalisis basica, entre las
ventajas mas importantes estan: la facilidad de recuperacion de la glicerina, la formacion
nula de jabon durante la reaccion y el menor uso de agua en lavado (Tamalapundia et al.
2007).

Multiples estudios han reportado que la enzima comercial Novozym 435 (Novozymes®)
ha sido una de las enzimas mas exitosas en produccion de biodiesel a partir de aceites
vegetales (Azdcar 2012; Azocar 2010; Su et al. 2010).

La enzima Callera Trans L es una nueva lipasa soluble desarrollada por Novozymes®,
Cesarinia et al. 2013 reporté rendimientos > 95% de biodiesel de aceite crudo de soya
usando Callera Trans L como catalizador.



Pruebas de actividad de las enzimas.
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Figura 1. Actividad de enzima Novozym 435 y Callera Trans L en términos de produccion
de AGL en aceite de Jatropha curcas.

En el analisis de actividad enzimética realizado a las condiciones descritas en el Cuadro 3
la enzima Novozym 435 presento una produccion de AGL alta en las primeras 4 horas de
reaccion (Figura 1), en el intervalo de 4 a 8 horas la produccion de AGL disminuyo,
finalmente en las ultimas 4 horas de reaccion (8 — 12h) la tasa de produccion de AGL fue
la menor. Estos resultados fueron similares a los de Azocar (2012) que reporté que la
mayor actividad enzimatica de Novozym 435 fue en las 10 primeras horas, luego de las
cuales la actividad enzimatica se redujo a valores similares a 0. Esta disminucién de la
actividad de la enzima pudo deberse a la inhibicion competitiva que genera el producto en
la relacion enzima — sustrato (Fennema 1993). La actividad enziméatica de Novozym 435
tuvo un comportamiento similar a lo presentado por Azocar (2012) por lo que se escogio
el mismo tiempo de reaccion para este estudio (14 h).

La enzima Callera Trans L reporté la mayor actividad en las primeras 6 horas, en el
periodo siguiente de 12 horas (6 — 18 horas) la actividad enzimatica se redujo, finalmente
en las Ultimas 6 horas se pudo observar una actividad enzimatica inversa, es decir, el % de
AGL en el aceite disminuyo en 1.5 unidades. Esto pudo deberse a que las reacciones
enzimaticas son reversibles y la reaccion inversa se ve favorecida al irse acumulando el
producto. Cesarinia et al. 2013 report6 que la mayor actividad enzimatica en téerminos de
ésteres monoalquilicos se presentd en las 6 primeras horas de reaccidn, después de este
tiempo la tasa de actividad disminuy6 considerablemente. La actividad enzimatica de
Callera Trans L tuvo un comportamiento similar a lo presentado por Cesarinia et al. 2013
por lo que se escogid el mismo tiempo de reaccidn para este estudio (24 h).

Un factor que pudo haber determinado la disminucion de la actividad enzimatica
(Novozym 435 y Callera Trans L) en el tiempo pudo ser la inhibicion de la enzima por
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parte del glicerol (Bélafi-Bako et al. 2002) ya que ésta adsorbe la enzima lo que conlleva
a una disminucion de la actividad enzimatica formando menos AGL por tiempo.

Rendimiento de biodiesel. El rendimiento de produccion de biodiesel ha sido un area de
mucho estudio para optimizar procesos, se ha estudiado todos los factores que influyen en
el rendimiento y se han reportado las condiciones éptimas para el catalizador basico y
para las dos enzimas utilizadas (Goyal et al. 2012; Nakpong y Wootthikanokkhan 2010;
Kywe y Oo 2009; Avellaneda Vargas 2010; Rios et al. 2009; Chongkhong et al. 2007,
Azdbcar 2012; Azdcar 2010; Su et al. 2009; Shimadaa et al. 2009; Cesarinia et al. 2013).

El Unico factor que afecto significativamente el rendimiento de biodiesel y el rendimiento
de glicerina fue el tipo de aceite utilizado (P < 0.05) (Cuadro 4). El aceite de Jatropha
curcas presentd rendimientos mayores que el aceite de palma africana, contrario al
rendimiento de glicerina que presento valores mas altos para el aceite de palma africana.

Cuadro 4. Efecto de los factores sobre el rendimiento del biodiesel.

Rendimiento de  Rendimiento de Porcentaje de

N biodiesel glicerina esteres.
Fuente de variacion monoalquilicos
F P! F P F P
Aceite 9.19 0.02 18.89 0.01  281.59 0.01
Catalizador 2.24 0.17 2.70 0.13 27.43 0.01
Aceite x Catalizador 1.29 0.33 0.50 0.63 0.61 0.44
C.V.” (%) 6.15 16.62 9.87

" Probabilidades significativas <0.05.
2C.V. = Coeficiente de variacion.

Los rendimientos de biodiesel mostrados en el Cuadro 5 no sobrepasaron el 75% en los
tratamientos que utilizaron NaOH como catalizador. Contrario a lo reportado por
Gonzélez (2012) que obtuvo rendimientos de 90.6% usando aceite de Jatropha curcas de
la variedad Cabo Verde y utilizando NaOH como catalizador, sin embargo, este estudio se
realizd con aceite desengomado Yy neutralizado; el aceite de Jatropha curcas del presente
estudio solo tuvo un proceso previo de neutralizado. Kywe y Oo (2009) obtuvo
rendimientos del 76% usando aceite de Jatropha curcas sin refinar, estos rendimientos
fueron similares a los obtenidos en el presente estudio.
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Cuadro 5. Rendimientos de aceite semi-refinado a biodiesel.

Rendimiento de

Rendimiento de

Catalizador Fuente biodiesel Biodiesel Glicerina
%+ D.E.? % + D.E.
Jatropha 74.7 +0.78 ¢ 20.1+2.78°%®
NaOH c a
Palma 72.6 +0.27 25.0 + 0.63
Jatropha 83.4+023° 14.0+0.03°¢
Callera Trans L . a
Palma 72.7+1.78 22.7+1.73
Jatropha 82.8+0.54 % 15.7 + 0.40 ™
Novozym 435 b
Palma 75.3 +0.86 ¢ 22.6+0.73°

'D.E. = Desviacién Estandar.

3¢ = Medidas seguidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (P<0.05).

*= Medidas seguidas de letras iguales en la misma columna indican igualdad estadistica (P>0.05).

Para el aceite de palma africana se report6 rendimientos de 72.6% utilizando NaOH como
catalizador, estos rendimientos fueron similares a los rendimientos reportados por
Avellaneda Vargas (2010) que atribuyd los rendimientos bajos a la formacién de jabones
y geles por la presencia de AGL, que a pesar de ser despreciable (0.08%) interactian con
el catalizador (NaOH).

Para los tratamientos que utilizaron enzimas como catalizador no se observaron
diferencias significativas usando aceite de Jatropha curcas, 83.4% y 82.8% para Callera
Trans L y Novozym 435 respectivamente, estos rendimientos fueron superiores al control
(NaOH), sin embargo, fueron iguales estadisticamente (P>0.05). De igual forma el
biodiesel derivado de palma africana no present6 diferencias estadisticas en comparacién
al control (NaOH), los rendimientos del biodiesel de palma fueron de 72.7% y 75.3% para
Callera Trans L y Novozym 435 respectivamente. Estos resultados fueron alentadores
para el uso de catalizadores enzimaticos. Al utilizar aceites con bajo contenido de AGL no
se explotd la principal ventaja del catalizador enzimético que es la no saponificacion de
los AGL, se estima que al usar aceites con altos contenidos de AGL los rendimientos de
los tratamientos con catalizadores enzimaticos seran superiores a los rendimientos del
biodiesel utilizando NaOH como catalizador.

Los rendimientos del biodiesel de Jatropha curcas utilizando Novozym 435 como
catalizador fueron diferentes al rendimiento tedrico (97.7%) reportado por Su et al.
(2011). En este estudio se utilizé una metodologia de superficie de respuestas (RSM) para
la optimizacion de condiciones de produccion de biodiesel de Jatropha curcas usando
Novozym 435 como catalizador, sin embargo, el aceptor de acetilos utilizado fue dimetil
carbonato (DMC) lo que pudo influir en los rendimientos por la inactivacion enzimatica
que genera el metanol utilizado en el presente estudio como aceptor de acetilos (Azocar
2012), en el mismo estudio se report6 resultados de preliminares utilizando metanol que
no entrd en el proceso de optimizacion de condiciones debido a sus bajos rendimientos.
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Tamalapundia et al. (2007), report6 rendimientos inferiores de biodiesel (75.1%) derivado
de Jatropha curcas utilizando Novozym 435 como catalizador. Los rendimientos bajos
los atribuy6 a la alta cantidad de agua presente en el aceite de Jatropha curcas (3%)
utilizado en este estudio.

Oliveira et al. (1999) reportd rendimientos similares a los de este estudio para el
biodidesel de palma usando Novozym 435 como catalizador (77.4%), en este estudio se
concluyo que la temperatura Optima fue de 45°C, razon por la cual los rendimientos
pudieron haber sido ligeramente superiores a los encontrados en el presente estudio (°T
de reaccion = 40°C).

Cesarinia et al. (2013), reporto rendimientos mayores en produccion de biodiesel de aceite
de soya utilizando Callera Trans L como catalizador, las condiciones utilizadas para la
produccion de biodiesel tuvieron una variacion en la relacion molar utilizada por el
presente estudio, esta fue la razén principal por la cual pudieron haberse encontrado
rendimientos menores.

El porcentaje de glicerina producto de la reaccion es un indicativo de que la
transesterificacion de acidos grasos al metanol es efectiva, el biodiesel de palma africana
presentd porcentajes de glicerina mayores que el biodiesel de Jatropha curcas. El
catalizador utilizado no afectd el porcentaje de glicerina a pesar de que los tratamientos
enzimaticos no presentaron saponificacion en comparacion al control (NaOH) que si
presentd saponificacion. Sin embargo, el hecho de que los aceites estuvieron dentro del
parametro establecido por la norma DIN V 51 605 para porcentaje de AGL causé que la
saponificacion en el tratamiento control sea despreciable (Gerpen 2005).

Uno de los principales errores al reportar rendimientos de biodiesel es asumir que todo el
producto final son ésteres monoalquilicos (FAME) cuando puede existir un porcentaje de
aceite que no ha sido transesterificado. En este estudio se estimd el porcentaje de
transesterificacion de los tratamientos que utilizaron enzimas usando como base el
biodiesel con NaOH como catalizador (control), esta estimacion no es exacta pues en el
LAAZ no se cuenta con un estandar para biodiesel, los datos obtenidos indican que la
reaccion fue efectiva mas no el porcentaje de FAME producto de la reaccion.

El catalizador y el tipo de aceite utilizado afectaron significativamente el porcentaje de
FAME (P < 0.05), siendo el tipo de aceite el factor que tuvo mayor influencia en el
porcentaje de FAME (Cuadro 4). La interaccion aceite — catalizador no afectd
significativamente el porcentaje de FAME (P > 0.05).
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Cuadro 6. Porcentaje de ésteres monoalquilicos con respecto al control.

Catalizador Fuente Porcentaje de ésteres monoalquilicos
% + D.E."
Jatropha 20.79 +2.05 ¢
CalleraTrans L 505 27.31+1.25°
Jatropha 4420 +5.07°
Novozym 435 pyjma 53.01 + 3.24 °

1D.E. = Desviacién Estandar.

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

Los rendimientos en porcentaje de FAME con respecto al control mostrados en el Cuadro
6 no fueron superiores al 55% para ninguno de los tratamientos con catalisis enzimatica.
El tratamiento que obtuvo mayor porcentaje de FAME fue el biodiesel de Palma usando
Novozym 435 como catalizador, seguido por el biodiesel de Jatropha curcas usando
Novozym 435 como catalizador. Estos datos unidos a la presencia de glicerina en la
separacion de fases son indicativos de que la reaccién de transesterificacion fue efectiva.

A pesar de la subjetividad al tratamiento control (NaOH) que tiene este método, se pudo
identificar que los tratamientos que usaron Novozym 435 presentaron una mayor
conversion de FAME que los tratamientos que usaron Callera Trans L como catalizador,
esta comparacion concuerda con la comparacion de los estudios de Su et al. (2011) y
Cesarinia et al. (2013) que reportaron rendimientos de FAME superior para Novozym 435
(97.2 %) en comparacion a Callera Trans L (95.6%).

Calidad de biodiesel. El cuadro 7 detalla los resultados para los parametros mas
influyentes en la estabilidad oxidativa del biodiesel.

El aceite, el catalizador y la interaccion entre el aceite y el catalizador afectaron
significativamente (P < 0.05) la humedad del biodiesel. Se encontr6 que el tipo de aceite
utilizado fue el factor que tuvo un efecto superior (F = 176.67, P < 0.0001) (Cuadro 7).
Ninguno de los tratamientos cumplié con el parametro establecido por la norma ASTM
D6751 (0.05%).
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Cuadro 7. Efecto de los factores en la estabilidad oxidativa del biodiesel.

Porcentaje de Indice de

¥
5;2?55? Humedadl AGL* peréxidos Osl
F P F P F P F P
Aceite 19822 001 625557 001 12.09 001 176.67 0.01
Catalizador 358.48 0.01 37.36 0.01 7185 0.01 9497 0.01
Aceite x 63.12 001 227.02 001 1561 001 8943 0.01
Catalizador
C.V.% (%) 9.44 3.49 19.18 30.72

! Probabilidades significativas <0.05.

2C.V. = Coeficiente de variacion.

AGLE = Acidos grasos libres.

OSI¥ = indice de estabilidad oxidativa (por sus siglas en inglés).

En el Cuadro 8 se puede observar que para los tratamientos que usaron catalizador
alcalino (NaOH) mostraron los més bajos porcentajes de humedad, 0.11 % y 0.09 % para
biodiesel de Jatropha curcas y palma africana respectivamente. Los datos de humedad
para Jatropha curcas fueron similares a los porcentajes de humedad reportados por
Gonzalez (2012) para biodiesel de Jatropha curcas de la variedad Cabo Verde, el
porcentaje de humedad para el biodiesel de palma africana fue menor en comparacion al
biodiesel de Jatropha curcas, esto se debi6é a que el aceite de palma africana presentd
menores porcentajes de humedad. A pesar de que el aceite de Jatropha curcas y palma
africana tuvieron contenidos de humedad iniciales menores el proceso de lavado
incremento la humedad en el biodiesel final.

Cuadro 8. Humedad y estabilidad oxidativa del biodiesel.

Indice de

¥
peroxidos oSl

Catalizador Fuente Humedad AGLE

% + D.E.! %+D.E. meqg/kg £ D.E. h+D.E.
Jatropha 0.11+0.01% 010+0.01"7 211.24+1363% 3.90+0.50°"
Palma  0.09+001% 0.17+0.01° 90.89+ 7.89° 22.96+237°
Callera Jatropha 0.30+0.01°% 1.63+0.03% 144.77+10.04° 0.07+0.02°¢
Trans L Palma  0.13+0.01° 1.28+0.01° 7633+ 526° 048+0.10°
Novozym Jatropha 029+001° 085+0.05¢ 11529+ 218° 0.08+0.01°
435 Palma  0.15+0.03° 0.96+0.05° 103.07+ 4.09° 0.06+0.02°

NaOH

'D.E. = Desviacién Estandar.

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

AGL* = Acidos grasos libres.
OSI¥ = indice de estabilidad oxidativa.

Los tratamientos que utilizaron Callera Trans L como catalizador fueron los que
presentaron mayores porcentajes de humedad, 0.30% y 0.13% para aceite de Jatropha
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curcas y palma africana respectivamente. Esto se debi6 a que las condiciones de reaccién
para esta enzima requieren de un porcentaje de agua para activacion de la misma
(Cesarinia et al. 2013). La enzima Novozym 435 presentd porcentajes similares a los
presentados con Callera Trans L.

El aceite, el catalizador y la interaccion entre el aceite y el catalizador afectaron
significativamente (P < 0.05) el porcentaje de acidos grasos libres (AGL) del biodiesel. Se
encontrd que el tipo de aceite utilizado fue el factor que tuvo un efecto superior (F =
6255.57, P < 0.0001) (Cuadro 7). Solo los tratamientos que usaron NaOH como
catalizador estuvieron por debajo de limite maximo permitido en la norma ASTM D6751
(0.25% de AGL méximo).

El porcentaje de AGL fue diferente para todos los tratamientos. Los tratamientos que
utilizaron NaOH como catalizador fueron los Gnicos que cumplieron con el limite maximo
establecido por la norma ASTM D6751 (0.25% maximo), estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Gonzalez (2012) y Manzanares (2011). Los tratamientos con
Callera Trans L fueron los que presentaron los mayores porcentajes de AGL tanto como
para aceite de Jatropha curcas como para palma africana, seguidos por los tratamientos
que utilizaron Novozym 435 como catalizador. La presencia de AGL en el biodiesel se
debe a la poca capacidad de transesterificacion del catalizador, que solo rompe el enlace
éster que une el &cido al glicerol pero no los une al alcohol (Cruz 2011). Se pudo observar
una relacion inversa con el porcentaje de FAME reportado en el Cuadro 5, asi se observa
gue a menor porcentaje de FAME mayor es el porcentaje de AGL.

El indice de peroxidos es un indicador de compuestos generados por la rancidez de los
aceites o el biodiesel, la norma ASTM D6751 no especifica un parametro para el valor de
perdxidos, pues el indice de peréxidos no es un analisis muy adecuado para medir
estabilidad oxidativa, tomando en cuenta que el indice de perdxidos es alto al iniciar la
degradacidn oxidativa y a medida avanza el proceso de oxidacion éste se reduce debido a
la formacion de compuestos secundarios (Dantas et al. 2011).

El aceite, el catalizador y la interaccion entre el aceite y el catalizador afectaron
significativamente (P < 0.05) el indice de perdxidos del biodiesel. Se encontrd que el
catalizador utilizado (F = 71.85, P < 0.0001) tuvo un efecto superior al aceite utilizado y a
la interaccion entre el aceite y el catalizador (Cuadro 7).

Los valores de indices de peréxidos mostrados en el Cuadro 8 fueron muy superiores a los
reportados por Gonzalez (2012), esto se debio principalmente a que el tiempo de secado
del presente estudio fue de 24 horas a 105°C, tiempo mayor al usado por Gonzalez
(2012). La temperatura es uno de los principales causantes de la degradacion oxidativa
(Jainy Sharma 2011).

El indice de estabilidad oxidativa (OSI) es una prueba que usa condiciones de degradacion
oxidativa (temperatura y oxigenacion) para determinar el tiempo al cual ocurre el mayor
cambio en la tasa de oxidacién del biodiesel, es decir la maxima segunda derivada de la
conductibilidad eléctrica generada por los &cidos organicos volatiles, predominando el
acido formico, con respecto al tiempo. Los resultados de este analisis junto a los del valor
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de indice de perdxidos dan una mejor idea de la estabilidad oxidativa del biodiesel
analizado.

El aceite, el catalizador y la interaccion entre el aceite y el catalizador afectaron
significativamente (P < 0.05) el OSI del biodiesel (Cuadro 7). Se encontrd que el factor
que mas influyé en el OSI fue el tipo de aceite utilizado (F = 176.67, P < 0.0001). Los
resultados reportados solo presentaron diferencias estadisticas para los tratamientos en los
que se us6 NaOH como catalizador, siendo los Unicos que superaron el limite minimo
establecido por la norma ASTM D6751 (3 h minimo). El aceite de palma africana
presentd mejor estabilidad oxidativa en comparacion al aceite de Jatropha curcas, esto se
debid a su mayor porcentaje de acidos grasos saturados que por su doble enlace son mas
estables a la oxidacién (Attanatho et al. s.f.; Jain y Sharma 2011).

El OSI del biodiesel de Jatropha curcas usando NaOH como catalizador fue de 3.90 h,
Gonzalez (2012) presento resultados ligeramente inferiores para el biodidesel de Jatropha
curcas de la variedad Cabo Verde. Por otro lado el biodiesel de palma africana usando
NaOH como catalizador presentd valores de OSI superiores a 22 horas, valores similares a
los presentados por Anguaya Veldsquez (2007) que concluyé que el biodiesel que
presentd mayor estabilidad para condiciones ambientales normales fue el de palma
africana.

Los valores OSI para los tratamientos que utilizaron enzima como catalizador fueron
menores a los que usaron NaOH como catalizador, ninguno presentd diferencias
estadisticas entre tratamientos. Se puede observar que hay una relacion inversa entre el
porcentaje de AGL y el valor OSlI, esto lo explicd Gerpen (2005) cuando determind que
los AGL son maés susceptibles a la degradacion oxidativa.

En cuanto a color, la luminosidad (L) se vio afectada por el catalizador y el tipo de aceite
(P < 0.05), el factor que tuvo |mas influencia en L fue el tipo de aceite (F = 432.43, P <
0.00) (Cuadro 9), asi se not6 un color amarillo tenue en el biodiesel de palma africana y
un color amarillo muy claro para el biodiesel de Jatropha curcas.

Cuadro 9. Efecto de los factores sobre los valores de L a y b del color del biodiesel.

o L A b
Fuente de variacién E Pl E = E =
Aceite 43243  0.01 173.95  0.01 678.87  0.01
Catalizador 34549  0.01 10891  0.01 3421.73 0.01
Aceite x Catalizador 0.78 0.47 7.56 0.01 172.25 0.01
C.V.2 (%) 0.61 5.78 2.96

" Probabilidades significativas <0.05
2C.V. = Coeficiente de variacion.

Los tratamientos que utilizaron NaOH como catalizador presentaron los valores mas bajos
para luminosidad (L) esto pudo deberse a la presencia de una pequefia cantidad de jabones
producto de la reaccion de los AGL con el catalizador basico (NaOH), para los
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tratamientos que utilizaron enzimas como catalizador se observd una L més alta lo que
significa que el biodiesel fue mas claro.

Cuadro 10. Valor L para el color del biodiesel por cada fuente de biodiesel.

Catalizador Color (Luminosidad)
L+D.E.!
NaOH 82.56 +1.76°"
Callera Trans L 88.16 +1.83%
Novozym 435 87.96+157°

'D.E. = Desviacion Estandar.
aed = Medidas sequidas de letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (P<0.05).

El biodiesel de palma africana presenté menores valores de luminosidad en comparacion
al biodiesel de Jatropha curcas, esto se debié a la mayor presencia de acidos grasos
saturados en el biodiesel de palma africana que proveen un oscurecimiento del biodiesel
(Anguaya Velasquez 2007).

Cuadro 11. Valor L para el color del biodiesel por cada catalizador.

Fuente de biodiesel Color (Luminosidad)
L+D.E}

Jatropha 87.86 +2.63°

Palma 84.60 +2.65°

'D.E. = Desviacién Estandar.

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

Los tratamientos que utilizaron aceite de Jatropha curcas como fuente de biodiesel fueron
superiores a los tratamientos que utilizaron aceite de palma africana como fuente de
biodiesel. Estos resultados fueron similares a los encontrados por Gonzalez 2012 vy
Anguaya Velasquez 2007 para biodiesel de Jatropha curcas y palma africana
respectivamente.

El biodiesel de Jatropha curcas presenté mayor valor de L debido a que la materia prima
utilizada (aceite de Jatropha curcas y aceite de palma africana) presentd valores
superiores de luminosidad para el aceite de Jatropha curcas en comparacion al aceite de
palma africana lo que se transmitio en el biodiesel resultante.
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Cuadro 12. Valores a 'y b para el color del biodiesel.

Catalizador Fuente Valor a Valor b
a+D.E. b+ D.E.

NaOH Jatropha -2.25+0.172 10.58 +0.29 ¢
Palma -3.36+0.14°" 21.27 +0.102
Jatropha -410+0.17° 9.65+0.30°
CalleraTransL o\ -471+0.12°¢ 16.61 +0.19 "
Novozvim 435 Jatropha -359+0.26°" 7.66+0.50"
y Palma - 4.07+0.25° 12.58 + 0.57 ¢

'D.E. = Desviacién Estandar.

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

El valor a en el biodiesel es practicamente despreciable, el aceite, el catalizador utilizado
y la interaccion entre ellos afectaron significativamente este valor, siendo el tipo de aceite
el factor que mas influencia tuvo (F = 173.95, P < 0.0001), el valor a en todos los
tratamientos solo llega hasta un -2.25 lo que indica la presencia de trazas verdes en el
biodiesel, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Anguaya Vel&squez (2007) y
Gonzélez (2012).

El valor b atribuye el color amarillo predominante en el biodiesel de aceites vegetales, se
pudo observar diferencias estadisticas entre todos los tratamientos, siendo el catalizador el
factor que mas influencio en el valor b (F = 3421.73, P < 0.0001), en términos generales
se pudo observar que todos los tratamientos derivados de palma africana presentaron
mayor valor b, esto fue el resultado de la materia prima (aceite de palma africana) que
tuvo un valor b mayor al de aceite de Jatropha curcas.
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Cuadro 13. Efecto del catalizador sobre el perfil de acidos grasos del biodiesel de
Jatropha curcas.

Acido graso NaOH Callera Trans L Novozym 435
% + D.E.! % + D.E. % + D.E.
08:00 0.13+0.03”* 0.05+0.01" 0.14+£0.01”
14:00 0.10 +0.00” 0.13+0.00* 0.13+0.01”
15:00 0.06 +0.01Y 0.24+0.11" 0.28 +0.00*
16:00 14.97 +0.75Y 18.12 +0.26 % 18.24 +0.99 %
17:00 0.06 +0.00” 0.98 £0.02”* 0.96 £ 0.07 "
18:00 7.63+0.39" 8.86+0.12”% 8.77+0.15”
19:00 0.23+0.02Y 0.26 +0.01* 0.25+0.02 %
15:1 cis-10 0.23+0.27 % 0.05+0.00 0.04 +0.00
18:1n9c cis-9 41.62 +1.14"% 39.36 +0.40" 40.18 +0.46"
20:1 cis-11 0.16 £0.01” 0.24 +0.03”* 0.20+£0.01”
18:2n6 cis - 9,12 33.39+2.09 % 30.91+0.67" 30.10+0.89”
225 cis - 7,10,13,16,19 0.00 +£0.00* 0.47 £0.06” 0.63 +0.04”
Y Ac. Saturados 23.31+1.08" 28.63+0.43" 28.77+1.14"
Y Ac. Monoinsaturados 42.24 +1.06 39.65+0.38" 40.42 +0.45”Y
> Ac. Polinsaturados 33.51+2.09% 31.72+0.71%7 30.73+0.87"

' D.E. = Desviacion Estandar.
2 = Medidas seguidas de letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (P<0.05).

En el cuadro 13 y 14 se muestra el perfil de acidos grasos del biodiesel de Jatropha
curcas Yy palma africana respectivamente. Los resultados del biodiesel de Jatropha curcas
concuerdan con los resultados reportados por Gonzalez (2012) en los que predominan de
acuerdo a su concentracion en el biodiesel el acido palmitico (16:0), acido estearico
(18:0), &cido oleico (18:1 n9 cis-9) y el acido o-linoleico (18:2n6 cis-6,12). El cuadro
muestra una mayor proporcion de acidos grasos saturados para los tratamientos que
usaron enzima en comparacion al control (NaOH), por lo que se concluye que en este
experimento los tratamientos enzimaticos tuvieron una mayor afinidad para
transesterificar los acidos grasos saturados.
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Cuadro 14. Efecto del catalizador sobre el perfil de acidos grasos del biodiesel de palma

africana
Acido graso NaOH Callera Trans L Novozym 435
% + D.E. % + D.E. % + D.E.

08:00 0.03+0.00" 0.00 +0.00* 0.04 +0.00 "
12:00 0.43+0.00° 0.82 +0.04 0.62 +0.06”
14:00 0.84+0.05° 1.24+0.02”* 1.09 +£0.02”
15:00 0.10 +0.00” 0.00 +0.00 * 0.14 +0.00*
16:00 40.60 +0.22° 52.3+0.24 % 49.82 +0.01”
17:00 0.11 +0.00” 0.13+0.01” 0.16 +0.00
18:00 4.86 +0.06 7 5.61+0.05" 5.63+0.01%
20:00 0.40 +£0.00° 0.49+0.01” 0.44 +0.00”
16:1 cis-9 0.16 £0.00” 0.19+0.02”" 0.18+0.01°
18:1n9c cis-9 42.40 +0.30 32.52+0.27° 34.93 +0.027
20:1 cis-11 0.06 +0.00” 0.00 £0.00* 0.30 £ 0.00*
18:2n6 cis - 9,12 9.55 +0.09 * 6.37 +0.08 ° 6.67 +0.01”
18:3n3 cis - 9,12,15 0.31+£0.03* 0.35+0.04" 0.31+0.01”
22:5 cis - 7,10,13,16,19 0.00 +0.00* 0.47 +0.06 Y 0.63+0.04*
Y Ac. Saturados 4744 +0.32° 60.57 +0.33” 57.92 +0.01”
Y Ac. Monoinsaturados 42.63 +0.30 32.71+0.28° 35.41 +0.027
Y Ac. Polinsaturados 9.94 +0.08 " 6.72+0.10” 6.67 +0.01”

TD.E. = Desviacion Estandar.

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

Los resultados de biodiesel de palma africana concuerdan con los reportados por
Avellaneda Vargas (2010) en los que predominan de acuerdo a su concentracion en el
biodiesel el acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1n9 cis-9) y el acido linoleico (18:2n6
cis-9,12).

En la sumatoria de &cidos saturados, los tratamientos que utilizaron NaOH como
catalizador presentaron los porcentajes mas bajos de acidos saturados, por otro los
tratamientos que usaron enzimas no presentaron diferencias estadisticas entre si en valores
de porcentaje de acidos saturados. En base a esto se puede concluir que las enzimas en
este estudio tuvieron una mayor afinidad para transesterificar &cidos grasos saturados, esto
se corrobora al revisar que los acidos grasos insaturados presentaron diferencias
estadisticas con valores menores para los tratamientos que utilizaron enzima en
comparacion a los tratamientos que utilizaron NaOH como catalizador.
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4. CONCLUSIONES

El biodiesel de Jatropha curcas producido con la enzima Callera Trans L presento
rendimientos estadisticamente iguales a Novozym 435 y al control (NaOH).

El biodiesel de palma africana producido con la enzima Novozym 435 presento
rendimientos estadisticamente iguales a Callera Trans L y al control (NaOH).

Ningun tratamiento que utilizo catalizador enzimatico cumplié con los pardmetros
establecidos por la norma ASTM D6751. Los tratamientos que utilizaron NaOH como
catalizador cumplieron con los pardmetros solamente en AGL y OSI.
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S. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de optimizacion de condiciones para la enzima Callera Trans L.

Hacer un estudio a escala de planta piloto o industrial usando enzimas como
catalizadores de la reaccion.

Mejorar la cuantificacion de FAME producidos por transesterificacion incluyendo un
estandar interno en el analisis cromatogréafico.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis fisico quimico del aceite de Jatropha curcas utilizado para la

elaboracién del biodiesel.

Propiedades de estabilidad de las tres extracciones del aceite de Jatropha curcas.

Extraccion Humedad AGL*® indice de Peréxidos OSI*

% + D.E." % + D.E. meq/1000 = D.E. h+D.E.
1 0.02 +0.00 0.17+0.01 25+05 8.90 £ 0.00
2 0.02 +0.00 0.15+0.00 3.0+£0.0 8.18 +0.62
3 0.02 £ 0.00 0.15+0.00 25105 9.16 £ 0.00
1 D.E. = Desviacién Estandar.
AGLE = Acidos grasos libres.
OSI* = indice de estabilidad oxidativa.
Color de las tres extracciones del aceite de Jatropha curcas.
Extraccion Color

L+D.E.’ a+D.E. b +D.E.

1 75.02+0.14 -4.67 £ 0.06 16.08 + 0.08
2 74.19+£0.01 -4.77 £0.02 16.23 + 0.02
3 74.01+£0.11 -4.71 £ 0.06 16.20 £ 0.12

-

D.E. = Desviacién Estandar.
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Perfil de acidos grasos para las tres extracciones de aceite de Jatropha curcas.

Acido graso Extraccion 1 Extraccion 2 Extraccion 3
% +D.E. % + D.E. % + D.E.
16:00 13.70 £ 0.00 13.72 £ 0.02 13.74 £ 0.05
17:00 0.13+£0.02 0.14+£0.01 0.14+£0.02
18:00 6.93+£0.02 6.92 £ 0.05 6.83+0.10
20:00 0.21+£0.01 0.21+£0.02 0.21+£0.05
16:1 cis-9 0.86 £ 0.00 0.85+0.02 0.88 £ 0.04
18:1n9c cis-9 38.41 £ 0.08 38.41 £ 0.02 38.33+0.03
18:1 cis-11 1.48 +0.00 1.50 + 0.00 1.40 £ 0.10
18:2n6 cis - 9,12 38.27 £ 0.05 38.25 +£0.07 38.48 £0.33
> Ac. Saturados 20.98 + 0.02 20.99 + 0.09 20.91£0.22
> Ac. Monoinsaturados 40.75 +0.08 40.76 £ 0.01 40.62 £ 0.12
> Ac. Polinsaturados 38.27 +0.05 38.25 +0.07 38.48 £ 0.33

1D.E. = Desviacién Estandar.

Anexo 2. Analisis fisico quimico del aceite de palma africana utilizado para la elaboracion

de biodiesel.

Propiedades de estabilidad de las tres extracciones del aceite de palma africana.

Extraccion Humedad AGL Indice de Perdxidos OSl
%+ D.E.! % + D.E. meq/1000 + D.E. h+D.E.
1 0.02 £0.00 0.08 £ 0.00 0.0+0.0 41.65 +0.52
2 0.02 £0.00 0.08 £ 0.00 0.0+0.0 43.37 +0.85
3 0.02 £0.00 0.07 £0.00 0.0+0.0 41.76 + 1.09
1 D.E. = Desviacién Estandar.
Color de las tres extracciones del aceite de palma africana.
Extraccion Color
L+D.E} a+D.E. b +D.E.
1 85.98 + 0.09 -6.49 + 0.08 28.24 £0.11
2 85.90 £ 0.12 -6.48 +0.11 28.35+0.13
3 85.42 + 0.54 -6.07 £ 0.48 27.88 £ 0.54
1D.E. = Desviacién Estandar.
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Perfil de acidos grasos para las tres extracciones de aceite de palma africana.

Acido graso Extraccion 1 Extraccion 2 Extraccion 3

% +D.E." % + D.E. % + D.E.
04:00 6.70 £ 0.22 8.26 £ 1.61 1.06 £0.23
12:00 0.71+£0.05 0.62 +£0.06 0.71+0.01
14:00 0.99 £0.02 0.90 £0.02 0.94 £0.01
16:00 36.85+0.42 38.39+1.15 40.84 £ 0.22
18:00 4.99 £ 0.02 441 +£0.11 4,76 £0.08
16:1 cis-9 0.36 £ 0.02 0.20+0.01 0.25+0.06
18:1n9c cis-9 38.33+1.03 38.96 + 0.42 41.64 £ 0.07
18:2n6 cis - 9,12 10.09 £ 1.33 7.65+0.48 9.17+£0.00
18:3n6 cis - 6,9,12 0.50 £ 0.06 0.41+0.14 0.40 £ 0.00
20:4 cis-5,8,11,14 0.45+0.20 0.18 £0.02 0.22 £0.00
> Ac. Saturados 50.26 £ 0.58 52.59 + 0.54 48.31+0.12
> Ac. Monoinsaturados 38.69 +£1.01 39.16 £ 0.22 4190 +0.13
> Ac. Polinsaturados 11.05+1.59 8.24 +£0.32 9.79+0.00

1 D.E. = Desviacién Estandar
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Anexo 3. Proceso ilustrado del proceso de produccion de biodiesel con Callera Trans L
como catalizador.

1. Peparacion de la materia prima para la reaccion: Se
pesO el aceite en un Erlenmeyer, se pesd el metanol
(relacion molar 1.5 — 1), se pes6 el porcentaje de agua
destilada correspondiente (5% con respecto al peso del
aceite) y finalmente se ubico la enzima a utilizar en un
vial (1% con respecto al peso del aceite) (Foto 1). Foto 1. Dosis de enzima
2. Reaccion: Se calent6 el aceite a 40 °C y se procur6  Callera Trans L
que la temperatura no varie. Luego se agrego la enzima 1 |
previamente activada en agua (5% del peso del aceite)
con una pipeta automéatica EPPENDORF.

Finalmente se agreg6 el metanol y se dejo reaccionar por
24 h a una agitacién constante de 200 rpm (Foto 2).

3. Fin de la reaccion: Pasadas las 24 horas se agreg6 1/3
del peso del aceite con agua a 80°C manteniendo la
agitacion constante. Se pudo observar la precipitacion de
la glicerina al instante de colocar el agua (Foto 3),
inmediatamente se ubic6 el biodiesel en los tubos de
ensayo para realizar la separacion de fases (Foto 4) por
centrifugacion (2500 rpm por 20 min).

4. Lavados y secado del biodiesel: Después de haber
separado las fases, se realizé dos lavados con 1/3 de agua
con respecto al peso del biodiesel. La separacion de fases
en cada lavado se realiz6 por centrifugacion (2500 rpm
por 20 min).

5. Finalmente se seco el biodiesel a 105°C por 24 horas.

Foto 3. Precipitacion de
glicerina

Foto 5. Biodiesel de Jatropha y palma (Callera Trans L) Foto 4. Separacion de fases
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Anexo 4. Proceso ilustrado del proceso de produccion de biodiesel con Novozym 435
como catalizador.

1. Preparacion de la materia prima para la reaccion:
Se peso el aceite en un Erlenmeyer, el metanol a
utilizar (relacion molar 3 -1) y finalmente la
enzima Novozym 435 (Foto 1).

2. Reaccion: Se calento el aceite a 40 °C hasta que la
temperatura se mantuvo constante. Se agregd la
enzima con un embudo (Foto 2), y después se e
agreg6 el metanol. Se dejé reaccionar por 14 horas  Foto 1. Novozym 435 nueva
a una constante agitacion de 200 rpm (Foto 3). (izquierda), utilizada (derecha).

3. Fin de la reaccion: Pasadas las 14 horas de
reaccion el biodiesel se filtr6 para recuperar la
enzima Novozym 435 (Foto 4). El biodiesel
filtrado se volvié a someter a agitacion y se le
agregd 1/3 del peso del biodiesel con agua a 80
°C. Inmediatamente se coloco el biodiesel en los
tubos de ensayos para hacer la separacion de fases
por centrifugacion (2500 rpm por 20 min).

4. Lavado y secado del biodiesel: Después de separar
las fases, el biodiesel se sometio a dos lavados con
1/3 de agua con respecto al peso del biodiesel
previamente calentada a 50°C. La separacion de
fases se realizo por centrifugacion. Finalmente se
seco el biodiesel a 105 °C por 24 horas. (Foto 5).

R
=03

Foto 5. Biodiesel de palnia y Jatropha (Novozym  Foto 4. Filtrado del biodiesel.
435)
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Anexo 5. Proceso detallado para recuperacion de enzima Novozym 435.

Se siguid el proceso descrito por Az6car 2010.

1.

no

Al terminar la reaccion el producto fue filtrado a un quitasato conectado a una
bomba al vacio, bajo este filtro se obtuvo el biodiesel que siguié con el
procedimiento detallado en el Anexo 4, por otro lado en la parte superior del filtro
se obtuvo la enzima Novozym 435 que catalizé la reaccion.

La enzima recuperada fue depositada en un matraz.

Se agregd una dosis de tert-butanol equivalente a 1/3 del peso de la enzima y se
dejo interactuar con la enzima por 5 minutos.

Finalmente se agito el matraz para favorecer la remocion del glicerol adherido a la
enzima.

Se elimino el tert-butanol residual. Este paso se repitio hasta que el tert-butanol
residual fue transparente.

Finalmente se almaceno la enzima a temperatura de refrigeracion hasta la proxima
reaccion.
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