USO DE LIPASA INMOVILIZADA SOBRE MINERAL MAGNETICO PARA LA PRODUCCION DE
BIODIESEL A PARTIR DE ACEITE DE RICINO

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN

2013



USO DE LIPASA INMOVILIZADA SOBRE MINERAL MAGNETICO PARA LA PRODUCCION DE
BIODIESEL A PARTIR DE ACEITE DE RICINO

LEYDI VIVIANA HERRERA A.

Trabajo de grado presentado.como requisito parcial para optar al titulo de Quimico

Director:
RICARDO BENITEZ BENITEZ, Ph.D.
Grupo de Investigacién Quimica de Productos Naturales (QPN)
Departamento de Quimica
Universidad del Cauca

Asesor:
LUIS ALBERTO.LENIS V, Ph.D.
Grupo de Investigacién Quimica de Productos Naturales (QPN)
Departamento de Quimica
Universidad del Cauca

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN
2013



Nota de aceptacién:

Director de Trabajo de Grado

Ph.D. Ricardo Benitez.

Jurado

Ph.D. Gloria | Benitez H.

Jurado

Ph.D. Fabio A. Cabezas F.

Popayan, 24 de abril de 2013



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la sabiduria y sobre todo la fortaleza para iniciar y culminar esta carrera, por
iluminarme en todo momento y recordarme siempre que los caminos dificiles de recorrer traeran
consigo los mas grandes frutos.

A mis padres y hermano por sus constantes esfuerzos, por brindarme su apoyo, confianza y sobre
todo por inculcarme que con disciplina todo es posible de lograr.

A mi novio Juan C Galvis por su tratar de comprenderme cada dia, por su apoyo incondicional en
los momentos mas dificiles, por sus concejos, su confianza pero sobre todo por su amor, aliento
gue me ha dado fuerzas cuando mas le he necesitado.

A mi director de trabajo de grado: Ph.D. Ricardo Benitez, por depositar su confianza en mi, por su
paciencia, sus ensefianzas y su tiempo.

A todos los profesores del Departamento de Quimica por contribuir a mi formacion académica y
personal, especialmente a los del grupo de investigacidon, Quimica de Productos Naturales.

A mis amigos y compaieros de carrera por su comprension, apoyo y confianza brindados y
principalmente a Jeyson por haberme regalado tanto de su tiempo para escucharme aun cuando
no vinera concejo alguno.



CONTENIDO

RESUIMEN ...ttt ettt ettt e e et e e e e e et et et eseet et et eeess s et esesseeese s et saesessesssesessasssseeseaeas 1
INTRODUCCION ...ttt ettt sttt ettt st et se s ea st et e ae et st esseastese et st et etensesetesens 2
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .........couiieieiieeeeeeeee ettt e et n e s e 3
b2 1113 1 1Y/ 0 L3RR 6

2.1 GENERALES ...ttt e n st s ettt en et et et st et et nenesenenenas 6

2.2 ESPECIFICOS .ottt ettt ettt e s e e et seeeeae et enssenaesereseensaaea 6

3. MARCO TEORICO ...ttt ettt s et ee s e ses s s s st esesesesesenesesenanas 7
3.1. HIGUERILLA (RicinUS COMMUNIS) ...........ccccuveeeeeeieecieecee ettt se st e e 7

3.1.1 ORIGEN DE LA HIGUERILLA ....ovveeceeeeeceee ettt 7

3.1.2 DESCRIPCION GENERAL ...oveiiiececeeeeeeeeeeet ettt en s n s enns 7

3.1.3  CLASIFICACION TAXONOMICA ..ottt 8

3.1.4 DESCRIPCION BOTANICA ..ottt 8

3.1.5 VARIEDADES DE HIGUERILLA ......couieieeeeeeeeecteeeeeeeee et 11

3.1.6  MANEJO AGRONOMICO ......cuieeieeeeeeeeeee ettt ettt 13

3.1.7 CICLO GERMINATIVO ...oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt senenana 14

3.1.8 COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE DE RICINO ....cooveuiieeieeeeeeeeeeeeeeeeae 14

3.1.9 PRINCIPIOS TOXICOS Y MECANISMOS DE ACCION .....ooovvieeeeeeeeeieesireene, 15

3.1.10 PROPIEDADES DEL ACEITE DE RICINO ...vvveeeeeeceeeceeeeees s 15

3.2 BIODIESEL ...ttt sttt ettt ettt et enenenas 17

3.2.1 ENERGIA RENOVABLE ......cvcvivceeecececeeeeeeeeeee ettt ettt 17

3.2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL BIODIESEL ...ovoveuieeeeeceeeeeeeeeeeeseeeeennas 17

3.2.3 VENTAJAS E INCONVENIENTES ..ottt 18

3.2.4 TRANSESTERIFICACION: PRODUCCION DE BIODIESEL ....coovevveereeeeeeeeeeeee 19

3.2.5 ESPECIFICACIONES PARA EL USO DEL BIODIESEL  ...cvvuveeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeas 21

3.3 ENZIMA (LIDASA) ..ot en sttt ettt ettt 23

3.3.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES ENZIMA ......ooveveerreeereernnes 23

3.3.2  DEFINICION: LiDASG ..vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeesesesetevsss s esesss et sesenenas 23

3.3.3  CLASIFICACION DE LAS LIPASAS .....oooiiieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesese s 24

3.3.4 REACCIONES CATALIZADAS POR LiDASAS ..cvveveeeeeeereeeeeeeeeeeeeseeeereeeesesnana 24

3.3.5 APLICACIONES DE LAS LIPASAS .....oooviiiiitiiiiinciic 27



3.4 INMOVILIZACION ENZIMATICA .......oooiiiiieieiieieieie ettt 28

3.8.1 GENERALIDADES ....ovvteeeeeeeeetetetetetete ettt en st se s s sssssssss s snasseeen 28

3.4.2 METODOS DE INMOVILIZACION POR RETENCION FiSICA ....cccevevevererernnee 28

3.4.3 METODOS DE INMOVILIZACION POR UNION QUIMICA .....coovvvrrererererererennnns 29

3.4.4 DESCRIPCION INMOVILIZACION ENLACE COVALENTE ....ocvovvvierereeeeeeeeeeeennns 30

3.5 MATERIALES MAGNETICOS .........oooueuereeieeeteeeseseseaetesesesesevesnasaesesesessasassesesessesseeas 31

3.5.1 GENERALIDADES ..ottt ettt ettt s s sesessssssssssssasasesssesns 31

3.5.2 OXIDOS DE HIERRO COMO SOPORTE  ...ovvuieeeereeeerereceeeeseessesecssaesesessesessenenans 31

3.5.3 OBTENCION DE RESIDUOS AURIFEROS  ....ovuiveveeeereeeceeeeeeeeeeseceeaesesessesassenenans 32

B, METODOLOGIA. ..ottt ettt ettt s s st s s sa et et esesesesesasasassesesnas 33

4.1 OBTENCION DE MATERIA PRIMA ....ovuivviiieieeeecteesietseeeeessesessees st tesesenessssssssssnens 33

4.2 ANALISIS DEL GRANO ....oouieieeeiiieeeeeeeeeeseeee ettt sresests st s st s nase e sssnansesenas 35

4.2.1 ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO  ...ovovvieeceeveeeeeeeceeee e 35

4.2.2 EXTRACCION DEL ACEITE DEL GRANO  ..oovvueeeeeeeeceeceee e 36

8.3 ANALISIS DEL ACEITE ..oveeeecvevereeeeceetetesesseetesesesssseesessesesesssssseaesesessssssssssssesssssassesesans 36

4.3.1 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS ..o 36

4.3.2 PERFIL DE ACIDOS GRASOS  ....oveveeecvevereieeeeeeetesesesseses e sesessessesesesessansenas 37

4.4 INMOVILIZACION ENZIMATICA ..ottt et sssasssesesasasasaees 38
4.4.1 SINTESIS DE PARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS (PMR) PARA USO

COMO SOPORTE oottt es sttt es ettt es st sss s st s sesesesessenaes 38

4.4.2 ACTIVACION DEL SOPORTE CON GLUTARALDEHIDO ...oovvvveiieceeecieiiens 39

4.4.3 INMOVILIZACION DE LA LIPASA  eeoeeeeeeeeeceeee et 40

4.4.4 CARACTERIZACION  .oooiieececeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 40

4.4.4.1 IDENTIFICACION DE GRUPOS FUNCIONALES .....covvvvrecrerevinens 40

4.4.4.2 DETERMINACION DE PROTEINA (LOWRY) ..oveeeeveveeeeeceeienenens 40

4.5 PRODUCCION DE BIODIESEL ..oouieieieeieiececececseeeeeseseseseses st sesesesessssssssssssasenssanes 41

4.5.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA  .oeovveveeeeceteveeee et 41

4.5.2 TRANSESTERIFICACION DE ACEITE DE RICINO  ..ocvvvveeeeeeceeeceeeeeececeees 41

4.5.3 ANALISIS DEL BIODIESEL .evvvivvececeeteeeeeeeeeeeeee et sessae e sesesssene s 42

4.5.3.1 IDENTIFICACION DE ESTERES ...cvvveeeieeeeeeeeeeeeeeteseeesesseesesenennens 42

4.5.3.2 PROPIEDADES FIiSICAS Y QUIMICAS ...oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 43



5. ANALISIS DE RESULTADOS ........covuuimiirrietiseieissessssssessssesesssssessssssessssessssssessssessssssessssessssesssesnns 44

5.1 ANALISIS DEL GRANOD ..ottt ee e e e e et et e e e e e e e et eeeeeeeaeeaeeeeneeeeeeeeeaeeeanenes 44

5.1.1 ANALISIS PROXIMAL DEL GRANOD  ooeeeeeeeeeeeee ettt ee e eee e eee e e e e e eenaeea 44

5.2 ANALISIS DEL ACEITE .eeoeeeeeeeeeeeee e e et et eee e e e e ee et et e eaeeeeeeeeeeeeeeeeesaaeeeeenseeeeensaaesennenes 45

5.2.1 PROPIEDADES FISICAS  w.eeeeeeeeeeeeeeeee e eeee et eeee e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeans 45

5.2.2 PROPIEDADES QUIMICAS .ottt ettt et e e ettt ee e e eeeeeenneen 46

5.2.3 PERFIL DE ACIDOS GRASOS. ... .o oeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeesesseeneeens 47

5.3 INMOVILIZACION ENZIMATICA oottt et et et eee et eeeeeee e eseeeeeeeeneas 49

5.3.1 RECUBRIMIENTO DEL SOPORTE MAGNETICO ...eveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 49

5.3.2 ACTIVACION DEL SOPORTE MAGNETICO w..eeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeaeens 51

5.3.3  INMOVILIZACION DE LA LIPASA.....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesaeneeeas 53

5.3.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL METODO LOWRY ...vvvveeeeeeeeennn. 54

5.4 PRODUCCION DE BIODIESEL ...evtveeeeeeeeeeee et eeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeaeeeeeeseeneeeesanenes 56

5.4.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA .eooeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e eeeeeeeeee e 56

5.4.2 TRANSESTERIFICACION DEL ACEITE DE RICINO CON ETANOL ...covveveeeennn. 60

5.5  ANALISIS DEL BIODIESEL w.evveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesseeeeseeeeseeesseseeseeessesseseessenenns 62

5.5.1 [IDENTIFICACION DE ESTERES ...evveuteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeseeseeeneeeeens 62

5.5.2 CARACTERIZACION DEL BIODIESEL POR ESPECTROFOTOMETRIA FT-IR ......63

5.5.3 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS ..ot eee e 67

6. CONCLUSIONES. .....c.eeeeeeeeeeeee et e e et e et et et e e e e et et et e eeeese e et eeeeeeeseeseeseeeaeeeeeaesseeeeseeeeeeeeasenseeeneanes 72
7. RECOMENDACGIONES ........coeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeee et ese st eseeeeseaeeseaeeseneaseaeeseeeeseseeseaeeseeseeeeeeaaens 74
8. BIBLIOGRAFIA ...ttt e e et e e et e e e et et et et eeeeeeese s et eaeeeeeaeeee et eeeeeeeaenseeeeeeenanes 75

8L ANEXODS..... ittt e e e e e e e e e s e b e e e s b et e e s e s n e et e s e reeeesanreeeesanrneeeanee 81



TABLA 1.
TABLA 2.
TABLA 3.
TABLA 4.
TABLAS.
TABLA 6.
TABLA7.
TABLA 8.
TABLA9.

TABLA 10.
TABLA 11.

TABLA 12.

TABLA 13.

TABLA 14.

TABLA 15.
TABLA 16.

TABLA17.

TABLA 18.

TABLA 19.

LISTA DE TABLAS

Pag.
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE HIGUERILLA ..ottt eeeaeaeans 14
CICLO GERMINATIVO DE LAPLANTA DE HIGUERILLA ...ooiiiiiiiiieieeeeeeeereeee e 14
COMPOSICION BROMATOLOGICA DE LA SEMILLA DE RICINUS COMMUNIS ................. 14
COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE RICINO .....ocveveveveveveveeeecececceeeeeeeannns 16
PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL ACEITE DE RICINO ......coovevveeeeeeeeeeeeeveeeececeeeeene 16
ESPECIFICACIONES PARA ELUSO DEL BIODIESEL....ccceiiiiiiiiiiiieeiieiiiiieeeee e 22
ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO TRITURADO DE HIGUERILLA .....cocvevrereeececececeeeeeeeeenes 35
CONDICIONES DE REACCION DE TRANSESTERIFICACION CON LIPASA LIBRE.................. 42
CONDICIONES DE REACCION DE TRANSESTERIFICACION CON LIPASA
INIMOVILIZADA ..ttt ettt et e e e e s e et e e e e e e s e snnreeeeeseenas 42
RESULTADOS ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO DE HIGUERILLA ....coovvveeeeeeeveeeeeeeeina 44
PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL ACEITE EXTRAIDO DE LAS SEMILLAS DE
HIGUERILLA. .ttt ettt e e ettt e e e e sttt e e e s e e aanbe e e e beeeeeessaannneaeeeesanan 47
PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE RICINO .....ovviieeeeceeeeeee et 47
RESULTADOS CURVA DE SEROALBUMINA BOVINA REALIZADO POR TRIPLICADO........... 55
RESULTADOS PROCESO DE INMOVILIZACION ENZIMATICA ......cvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeienns 56
PRESULTADOS ACTIVIDAD ENZIMATICA ...o.ovveeeeeeeeeeeeeeee e en s en s 52
PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL BIODIESEL OBTENIDO .......ccovevvvrrrererererenenane, 67
RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA
ENZIMALIPOZYME CALB LIBRE.......cccttiiiiiitiiee ittt ettt e e s 82
RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA ENZIMA
LIPOZYME CALB INMOVILIZADA ...ttt ettt e e et e e e e e s snreeee e e s e 82
RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA ENZIMA
LIPOZYME CALB INMOVILIZADA REUTILIZADA ...ttt 83



LISTA DE FIGURAS

pag.
FIGURA1. CRECIMIENTO DE LA RAIZ CENTRAL DE HIGUERILLA .....oviveeeecececececeeececeececee e 9
FIGURA 2. TALLO DE PLANTA DE HIGUERILLA COLOR VIOLETAY VERDE .....coovoveveveeeeereeeeeeeeeeeeeeeenens 9
FIGURA 3. HOJAS DE HIGUERILLA DE DIFERENTE TAMARNO Y NUMERO DE LOBULOS..................... 10
FIGURA4. RACIMO DE FRUTOS DE PLANTA DE HIGUERILLA ......vvvveeceeececececeeeeeeeeeeeeeece e 11
FIGURA 5. SEMILLA DE PLANTA DE HIGUERILLA ......oovevvicececeeeeseeeceeeee ettt sen st 11
FIGURA 6. SEMILLA DE HIGUERILLA USADA EN LA INVESTIGACION .....oovevviereeeeeereieeereeeeeeesenenne 12
FIGURA7. ESQUEMAY REACCION GENERAL DE TRANSESTERIFICACION ......ooovuvereriireeeeeeeeeeennes 20
FIGURA 8. REACCION DE LIPASA HIDROLIZANDO UN TRIGLICERIDO.........coveverererrereererererneserenenns 24
FIGURA9. REACCION DE HIDROLISIS CATALIZADA POR LIPASA........oueveveieereceeeeeeeeseeeesesessenesnans 25
FIGURA 10. REACCION DE ESTERIFICACION CATALIZADA POR LIPASA ......oovveveereeeeeeeeeeeeeeeeeenes 25
FIGURA 11. REACCION DE ALCOHOLISIS CATALIZADA POR LIPASA .....covvvrereceeeeeeeeeeeeeetesesessesnaes 26
FIGURA 12. REACCION DE ACIDOLISIS CATALIZADA POR LIPASA........cvovieeeieeececeeeeeeeeeeesesnnes s 26
FIGURA 13. REACCION DE INTERESTERIFICACION CATALIZADA POR LIPASA........oovvvererereeereeenennnns 26
FIGURA 14. CLASES DE INMOVILIZACION QUIMICA .....ovveveeeeeeeeeteteteeteteteeetete e enese s s 30
FIGURA 15. SEMILLA DE HIGUERILLA EN PROCESO DE SECADO ......cocveveueeeeieceeeeeeececeeeesesecsessesesnenens 33
FIGURA 16. SEMILLA DE HIGUERILLA SECA ....o.eeeeeeeeeeeeeeeee et s s s s s s s s s annns 34
FIGURA 17. SEMILLA DE HIGUERILLA SECA CON CASCARA ......cocvvvreeeeeeeeeeteeneeeeeeeeesesessaesesesesenenans 34
FIGURA 18. GRANO DE HIGUERILLA SIN CASCARA ......cvvvieeeeeeeeeeetee ettt ess s s s enes s s s esessnenns 34
FIGURA 19. GRANO BLANCO Y TRITURADO DE HIGUERILLA.......c.vveeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesaese s nenens 34

FIGURA 20. DIAGRAMA DE FLUJO DEL ANALISIS FISICO Y QUIMICO DE LA SEMILLA DE
HIGUERILLA ..ottt ettt ss ettt st s sttt s s s e seeesses s ensenes 35

FIGURA 21. PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE POR MEDIO DEL METODO SOXHLET.
MUESTRA DE ACEITE EXTRAIDO. ...oevvveececteeeteee ettt ses e nes 36
FIGURA 22. PARTICULAS MAGNETICAS (PIM) w.eoeveveeeeeeeeieeeeeeee ettt teeee s s s s s s esasessssssnenns 39

FIGURA 23. DIAGRAMA GENERAL DEL PROCESO DE SINTESIS DE PARTICULAS
MAGNETICAS RECUBIERTAS (PMR) ..evvieeiiereceeteeeieeeseeeeteeseesese s seese s sssssssssesssssessessenns 39

FIGURA 24.COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE RICINO, AGRUPADOS
SEGUN SU GRADO DE SATURACION ......ovvviererereteteeeeetete v es s s s sesssesesesesesnes 47
FIGURA 25. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ACIDO RICINOLEICO ......vevvveeeeeecececeeeeeeeeeeeeeseee s 48
FIGURA 26. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ACIDO LESQUEROLICO .......cucuvrrrececeereieeeeeee e 48

FIGURA 27. IMAGENES ~ PARTICULAS MAGNETICAS, PARTICULAS  MAGNETICAS
RECUBIERTAS, RESPUESTA MAGNETICA DE LAS PMR.....covoviirieeeceeieiseseeeeesessseseeeeenns 49

FIGURA 28. REACCION DE POLIMERIZACION, RECUBRIMIENTO DE LAS PARTICULAS
MAGNETICAS (PIM) c.evveeeeeteeee ettt sttt sae s st st ss s aesesesssasesassnnnaes 50
FIGURA 29. ESPECTRO FT-IR (KBR) DE LAS PARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS........ccevvvrvnnee. 50



FIGURA 30.

FIGURA 31.

FIGURA 32

FIGURA 33

FIGURA 34.
FIGURA 35.
FIGURA 36.
FIGURA 37.
FIGURA 38.
FIGURA 39.

FIGURA 40.

FIGURA 41.

FIGURA 42.

FIGURA 43.
FIGURA 44.

FIGURA 45.
FIGURA 46.
FIGURA 47.
FIGURA 48.
FIGURA 49.
FIGURA 50.
FIGURA 51.
FIGURA 52.
FIGURA 53.

FIGURA 54.
FIGURA 55.

PARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS Y ACTIVADAS (PMRA) Y SU

RESPUESTA MAGNETICA ...ttt sttt ss st s st es s eenenns 51
REACCION DE ACTIVACION DE LAS PARTICULAS MAGNETICAS .....ovvererveeeeereeeeenenenns 51
ESPECTRO FT-IR (KBR) DE LAS PARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS Y

ACTIVADAS ...ttt ettt ettt e et es s s sttt s s e s seststetstss s sseaetessnanas 52
ESPECTRO FT-IR REPORTADO POR DUSSAN DE LAS PARTICULAS MAGNETICAS

RECUBIERTAS Y ACTIVADAS........vveieeeeeeveeeeeeeeteeesesesssesssesesssesssssassesesssessssssssssssssssassesasans 52
ENZIMA INMOVILIZADA Y SU RESPUESTA MAGNETICA ....ovieiveveeeeeeeeeeeeeeeeeeesesee e 53
REACCION DE INMOVILIZACION ENZIMATICA ...vovevevereeeeeteteetee ettt 53
ESPECTRO FT-IR (KBR) ENZIMA INMOVILIZADA........oveeereereeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseeeesesesesanans 54
COMPLEJO COLOREADO FORMADO POR LA ACCION DEL REACTIVO DE FOLIN.............. 55
CURVA PATRON DE SEROALBUMINA BOVINA ......ovreeeerereereceeieeeeesessaeeeseesesesessassennas 56
PORCENTAIJE DE TRIGLICERIDO TRASNESTERIFICADO POR UNIDAD DE TIEMPO

PARA LA ENZIMA LIBRE ......evvieieseceetetstee st seees s s s ssssasse s st ssssssesssssssasessssssens 58
PORCENTAJE DE TRIGLICERIDO TRASNESTERIFICADO POR UNIDAD DE TIEMPO

PARA LA ENZIMA INMOVILIZADA .....vveieieeeeeeteeeeeeeee ettt assese s 59
PORCENTAIJE DE TRIGLICERIDO TRASNESTERIFICADO POR UNIDAD DE TIEMPO

PARA LA ENZIMAINMOVILIZADA REUTILIZADA ..o sesesesanees 59
MECANISMO CATALITICO DE LA ENZIMA LIPASA SOBRE EL TRIGLICERIDO

TRIRRICINOLEINA . ......oooeeeevveeeececte et s teses s s ses st et ses s assssesesesssesensnasaetesasnas 61
REACCION GENERAL DE LA PRUEBA DE HIDROXILAMINA ........oooveeverereerceeeeeseesenesenenens 63
RESULTADO COLORIMETRICO DE LA PRUEBA DE HIDROXILAMINA PARA EL

TRIPLICADO DEL EXPERIMENTO 4B. ......ouoevveveeececieeeeesesaetesesesesesessessesesesesssaesesessnanans 63
ESPECTRO FT-IR (KBR) DE ACEITE DE RICINO EXTRAIDO ..o 64
ESPECTRO FT-IR (KBR) DEL BIODIESEL OBTENIDO DEL EXPERIMENTO 3A......c.cocvneeeeee. 65
ESPECTRO FT-IR (KBR) DEL BIODIESEL OBTENIDO DEL EXPERIMENTO 3B ......c.covvreeeen. 65
ESPECTRO FT-IR (KBR) DEL BIODIESEL OBTENIDO DEL EXPERIMENTO 4A ..........covece... 66
ESPECTRO FT-IR (KBR) DEL BIODIESEL OBTENIDO DEL EXPERIMENTO 4B ...........c..ou....... 66
ESTUFA EMPLEADA PARA LA DETERMINACION DE HUMEDAD .......c.oooveecrerererereerennnns 81
MUFLA EMPLEADA PARA LA DETERMINACION DE CENIZAS.......c.cuevevveeeeeceeeseseeneseeeenenans 81
DIGESTION DE LA MUESTRA PARA LA DETERMINACION DE FIBRA BRUTA............oe...... 81
DIGESTION DE LA MUESTRA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA POR EL

METODO DE KJELDAHL ..ottt ettt sss et sn st en s esns 81
EXTRACCION DE LA GRASA DE LA MUESTRA EN EL EQUIPO SOXHLET .....cocvevevvrrrnnnne 81
COLORACION DEL INDICADOR DE TASHIRO EN SOLUCION ACIDA........coeverererrrecrernnne. 81



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A. PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA COMPOSICION PROXIMAL DEL

GRANO DE LA SEMILLA DE HIGUERILLA

ANEXO B. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ...ttt



Ac

Ac. C

Ac. Ext
APTS
AOAC
ASTM
C16:0
C18:0
C18:0Cis
C18:1,0H
C 18:2,n6 Cis
C18:3,n3
EN

ENN

Enz
Enz-inm
Exp

EtOH: AC
Lip

PM

PMR
PMRA
PMRA-ENZ
Solucion A
Solucion B
Solucion C
Solucion D
Solucion E
Solucion F
TEOS

cSt

LISTA DE ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Aceite

Aceite comercial

Aceite extraido

(3-(2-amino-etil-amino) propil) trimetoxisilano
American Oil Chemist Society

American Standard Testing Materials

Acido palmitico

Acido esteédrico

Acido oleico

Acido ricinoléico

Acido linoléico

Acido linolénico

Norma europea

Extracto no nitrogenado

Enzima

Enzima inmovilizada

Experimento

Relacién Etanol: aceite

Lipasa

Particulas magnéticas

Particulas magnéticas recubiertas

Particulas magnéticas recubiertas activadas
Particulas magnéticas recubiertas activadas con enzima inmovilizada
Mezcla de particulas magnéticas en agua destilada.
Solucién constituida por APTS, metanol y NaF
Solucion de tetraetilortosilicato

Solucién carbonato sédico al 2% en NaOH
Sulfato cuprico al 1%

Tartrato sédico-potasico al 2%
Tetraetilortosilicato

Centiestokes



RESUMEN

En la actualidad se buscan alternativas que puedan disminuir el uso del petréleo que es
considerado como un recurso no renovable que tiende a agotarse. Esto ha permitido abrir paso a
la investigacion en la busqueda de nuevos recursos que provengan de fuentes renovables y que a
SuU vez su uso sea menos contaminante que los combustibles de origenes fésiles. En un mundo
globalizado y en proceso de integracidén productiva y energética que ha puesto la mirada en la
obtencién de alternativas energéticas renovables que acarren menos dafios ambientales, es
interesante estudiar las ventajas que tiene el uso de cultivos de plantas oleaginosas no
comestibles con alto porcentaje de aceite de gran valor en el mercado internacional y que ofrece
buenas perspectivas comerciales para su utilizacion en la produccion de biocombustibles liquidos
como el biodiesel.

En el presente trabajo se llevé a cabo la caracterizacidon quimica del aceite extraido de semilla de
Ricinus communis debido a que este aceite es de gran interés para la industria de los
biocombustibles. Segun los resultados obtenidos la semilla de estudio presenta un buen contenido
de aceite (54,44%), ademas de ser rico en grasas mono insaturadas y en menor cantidad
constituido por grasas saturadas y grasas poli-insaturadas. De acuerdo con sus propiedades fisicas
y quimicas evaluadas se destaca que el aceite de ricino cumple con los requerimientos basicos
para su uso como materia prima para la produccion del biocombustible.

El proceso de transformacién del aceite mediante reacciéon de transesterificacién fue llevado a
cabo usando como catalizador lipasa (LIPOZYME CALB) libre y soportada sobre particulas
magnéticas obtenidas de residuos auriferos; cada producto obtenido de los procesos realizados
para lograr la inmovilizacion de la enzima fueron caracterizados mediante espectrofotometria FT-
IR. En la reaccidon de transesterificacion enzimatica se compard: la enzima lipasa libre e
inmovilizada, condiciones de relacién en peso 3:1 y 2:1 Etanol:aceite de ricino comercial o aceite
extraido, carga enzimatica de 0,05%, temperatura de reaccion de 30 y 35°C y un porcentaje de
agua del 10%. Al producto de cada reaccidn se le determind los parametros mas importantes
exigidos por la ASTM para evaluar la calidad del biodiesel, tales como, densidad, viscosidad, indice
de refraccién, indice de yodo, numero de cetano, glicerina libre, glicerina total y destilacidn;
estableciendo que el biodiesel de mejor calidad es el obtenido en las reacciones de
transesterificacion con enzima inmovilizada segun los valores de densidad, viscosidad e indice de
cetano, pero con una maxima conversion del aceite mediante la utilizacion de lipasa libre.



INTRODUCCION

Dada que la demanda energética de los paises industrializados es satisfecha por medio del uso de
combustibles fésiles derivados del petrdleo, carbdn y gas natural. El creciente consumo de
energia, los problemas ambientales causados por el uso de combustibles fésiles, asi como la
acelerada disminucién de sus reservas han creado la necesidad de investigar formas alternas de
energia que sean técnicamente factibles, econdmicamente competitivas y ambientalmente
amigables. Una posible alternativa es el uso de aceites de origen vegetal o grasa animal, materias
primas que mediante tratamientos quimicos se pueden convertir en biocombustibles, con
propiedades energéticas similares a las del diesel derivado del petréleo. En nuestro pais ya se ha
iniciado el estudio de produccion a gran escala de biodiesel a partir de aceites vegetales y grasas
animales, en especial con aceites de palma e higuerilla. Pero hay que resaltar principalmente que
no se busca un camino de competencia por suplir la necesidad energética sino la busqueda
alternativa de materias primas que por su alto contenido de aceite o grasa, ofrezcan la posibilidad
de uso para transformarlo en un biocombustible sin generar ni crear una competencia frente a la
seguridad alimentaria.

El presente trabajo propone el aceite de ricino o higuerilla como una posible fuente o materia
prima para la produccidn de biodiesel, dado a que es posible su obtencidén de la semilla higuerilla,
pues posee un alto contenido de este aceite que ademas de distinguirse entre otros aceites por su
relativa densidad, viscosidad y que se disuelve completamente en alcohol, es no comestible hecho
gue se destaca al no ser una amenaza para la seguridad alimentaria.

El biodiésel al ser combustible renovable que se puede obtener principalmente a partir de aceites
vegetales y grasas animales, asi como de aceites reciclados, tiene una ventaja ecoldgica, en
comparacion con el diésel de origen fésil, ya que reduce las emisiones de gases que provocan el
efecto de invernadero. Asi, por ejemplo, el uso de una tonelada de Biodiésel, evita la produccién
de 2.5 toneladas de didxido de carbono (CO,) y sobre todo elimina, si se usa el biodiésel sélo en los
motores, las emisiones de azufre (SO,) del diésel, evitando las lluvias acidas; ademas, lo que es
fundamental: es un combustible renovable y no finito como los hidrocarburos.

Este trabajo pretende contribuir a las investigaciones realizadas en nuestro pais en el area de los
biocombustibles, ademds de aportar un camino de produccidon por via enzimatica libre e
inmovilizada de la transformacién quimica del aceite de higuerilla, producto que en nuestro pais
por ser netamente agricola puede acarrear grandes beneficios econdmicos poniéndonos en los
primeros lugares de produccién de aceite de ricino destinado para la produccién de
biocombustibles.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sustituciéon de los combustibles denominados fésiles o tradicionales, derivados del petrdleo, por
otros, de origen vegetal, cobra una gran importancia en nuestros dias por varias razones
fundamentales, como el hecho de provenir de una fuente renovable, ser un instrumento de lucha
contra el deterioro medioambiental, ademds de ser un factor de desarrollo de la agricultura e
industrias derivadas [1].

El termino Biodiesel se define como el éster mono-alquilico de cadena larga de acidos grasos
derivados de recursos renovables [2]. Los motores diesel de hoy requieren un combustible que
sea limpio al momento de la combustion y ademds permanezca estable bajo las distintas
condiciones en las que opera. El Biodiesel es el Unico combustible alternativo que puede usarse
directamente en cualquier motor diesel, sin ser necesario ningun tipo de modificacidon y como sus
propiedades son similares al combustible diesel de petrdleo, se pueden mezclar ambos; siendo la
mezcla mds utilizada en nuestros dias la correspondiente al 20%, es decir 20 partes de éster
vegetal y 80 partes de petrodiesel, actualmente utilizada en Brasil. Cuando es utilizado como
aditivo, sus concentraciones normalmente no superan el 5% [2]

Aunque muchos aceites de origen vegetal han sido estudiados para la produccién de dicho
combustible, una de las preocupaciones es el uso de fuentes renovables que directamente sean
distribuidas para el consumo humano, por lo que se buscan nuevos aceites denominados como
alternativos (no comestibles). En este caso citamos el aceite obtenido de semillas del arbusto de
Ricinus communis, aceite conocido bajo el nombre de aceite de higuerilla o Castor perteneciente
al grupo de materias primas consideradas estratégicas para la produccion de biodiesel en el pais,
de acuerdo con el proyecto de Transicién de la Agricultura del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural de Colombia [3]. Por tanto, dado la problematica frente a la seguridad
agroalimentaria al disponer especies comestibles para fines energéticos es que actualmente se
buscan fuentes renovables alternativas que no afecten el sector alimentario, en este caso la
propuesta de obtener aceite a partir de la higuerilla puede convertirse en una opcién para la
produccién de biocombustibles, ya que permite obtener un aceite no apto por sus propiedades
quimicas para el consumo humano, pero que si puede transformase con fines energéticos, esto
ultimo siendo posible gracias a su composicidon quimica y estructural, como la presencia del grupo
hidroxilo en el aceite, el cual le aporta unas propiedades especiales: solubilidad en alcoholes,
viscosidad y gravedad especifica relativamente altas. Por otro lado, respecto a la obtencidon de las
semillas del arbusto Ricinus communis, se presenta una gran ventaja, ya que al tratarse de un
cultivo rustico que es adaptable a diferentes tipos de suelo, incluido los marginales y depredados
por la actividad agricola y cocalera, se considera este como un cultivo de facil manejo, lo cual



evidenciaria los bajos costos durante la siembra y posterior cosecha de la fuente para su
transformacion de aceite a Biodiesel [4].

En cuanto al proceso quimico que permite la transformacidn del aceite en una mezcla de ésteres
alquilicos correspondientes al Biodiesel, se encuentra la transesterificaciéon que se realiza
mediante el uso de un catalizador; es en este punto donde cabe resaltar los diferentes tipos de
catalizadores que permiten llevar a cabo tal proceso; dentro de ellos se encuentran los de tipo
acido como el acido sulfénico y sulfarico, aunque estos dan rendimientos muy altos de alquil
ésteres presentan algunas desventajas como son altas temperaturas de reaccion (55-80°C)
respecto a otros catalizadores y tiempos de reacciéon muy elevados de hasta 50 horas para
alcanzar la conversion completa de los reactantes, otra desventaja es que la reaccién debe
realizarse en ausencia de agua, ya que la presencia de esta, conlleva a la formacién competitiva de
acidos carboxilicos, lo que reduce notablemente el rendimiento de alquil ésteres, aunque es claro
gue esta Ultima es desventaja para cualquier tipo catalizador dadas las condiciones de reaccidn
para la produccidn de biodiesel. Algo mas y que es muy importante de resaltar con el uso de este
tipo de catalizadores es su influencia directa en la proporcién de azufre en el producto, hecho que
disminuirad la calidad de este por su aporte de SO, al medio ambiente [5,6].

En el caso de los catalizadores basicos, que a diferencia del anterior, la transesterificacidon se
realiza mas rapidamente y su aplicacion comercial es mayor debido a que son menos corrosivos
que los anteriores, presentan una gran desventaja considerando la concentracion de acidos grasos
libres presentes en el aceite puesto que estos interfieren en la reaccién guiando a productos de
saponificacion [5]. Considerando ahora, las enzimas como biocatalizadores, se encuentran las
lipasas. Algunas de las ventajas con las que cuenta este biocatalizador es la baja formacion de co-
productos, facil separacion de los productos cuanto se encuentran inmovilizadas, condiciones de
reaccion moderadas con temperaturas entre 30-40°C y formacion de esteres de acidos grasos
como producto principal [5,7]. Como desventaja es importante resaltar que los catalizadores
quimicos exigen un tratamiento de aguas residuales, lo cual es sumamente significativo nombrar
puesto que se desea obtener un biocombustible que no solamente sea amigable con el medio
ambiente sino también lo sea en su proceso productivo. Por tanto es por esto que el uso de
enzimas cuenta con la ventaja de menos gastos energéticos, la glicerina se puede recuperar
facilmente por decantacion, ademas de que es un proceso amistoso ambientalmente y por tanto
el tratamiento subsiguiente de aguas residuales no es necesario [6].

Por las razones expuestas, se destaca la importancia de estudiar la implementacion del proceso
productivo de Biodiesel partiendo de una especie no comestible (Ricinus communis) para la
obtencién del aceite, resaltando ademas que en Colombia esta en ejecucién un proyecto sobre
“Evaluacién de ambientes y materiales de higuerilla para la produccion de aceite y biodiesel,”
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dentro de la modalidad de investigacidn participativa, con grupos de agricultores de nuestro pais
[8], hecho que despierta un mayor interés por el estudio de esta planta oleaginosa como materia
prima para la produccion de un biocombustible que sea amigable con el medio ambiente como lo
es el Biodiesel. Ademdas de esto se resalta el uso del biocatalizador transesterificacion lipasa,
inmovilizada en soporte con propiedades magnéticas, que permitird mayor manipulacién del
catalizador fomentando un proceso mas viable al poder ser conducidas por medio de
electroimanes en reactores industriales y con esto ubicarlas en las fases de mayor conversién de
los triacilglicéridos a alquil esteres (biodiesel), obteniéndose un mayor ahorro de catalizador
debido a que su accion se efectuaria en los sitios estratégicos y finalmente el poder ser
recuperada la enzima gracias al proceso de inmovilizacién llevado a cabo.



2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Obtener biodiesel a partir de aceite no comestible extraido de semillas de Ricinus communis

(Higuerilla), mediante el uso de la Lipasa (LIPOZYME CALB) inmovilizada en mineral magnético.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar las propiedades fisicas (color, densidad, indice de refraccién, viscosidad,
punto de fluidez, punto de Fusidn, punto de ebullicién) y quimicas (indice de yodo, indice
de acidez, indice de saponificacién, perfil de acidos grasos) del aceite obtenido de la
semilla del arbusto Ricinus communis.

Implementar la inmovilizacidon de la enzima LIPOZYME CALB sobre mineral Magnético,
para su uso como catalizador en la reaccién de transesterificacion para la produccion de
esteres etilicos.

Caracterizar estructuralmente la enzima inmovilizada a través del uso de
espectrofotometria FTIR.

Efectuar el proceso de transformacion del aceite de higuerilla en biodiesel mediante la
reaccién de transesterificacién con enzima Lipasa libre e inmovilizada.

Comparar la actividad enzimatica de la enzima libre vs la enzima inmovilizada.
Comparar los resultados obtenidos a partir de la identificacién de las propiedades fisicas y

guimicas tanto del aceite obtenido de la semilla de higuerilla como del biodiesel con
estudios anteriores.



3. MARCO TEORICO

3.1 HIGUERILLA (Ricinus communis)
3.1.1 ORIGEN DE LA HIGUERILLA

El origen de la Ricinus communis L. estd en Abisinia, Irdn y Afganistan aparece como una planta
ornamental en todas las regiones de la zona tropical o subtropical; de donde se extendié al Medio
Oriente como planta silvestre. En la India y la China fue conocida hace unos 3000 afios,
probablemente se introdujo en América después del descubrimiento. Los egipcios hace mas de
4000 afios, empleaban la higuerilla en la iluminacidon o alumbrado de sus casas, parece que era
una planta altamente estimada porque en algunas tumbas egipcias se encontraron sus semillas. El
nombre aplicado a esta planta por Plinio y otros autores romanos, alude al parecido de sus
semillas con la garrapata, llamada también Ricinus en latin. Pero el ricino era conocido desde
mucho antes, pues lo nombran autores griegos como, Teofrasto y Dioscdrides, con el nombre de
Crotdn [9].

3.1.2 DESCRIPCION GENERAL

La higuerilla es una planta perteneciente a la familia de las Euphorbiaceae y facilmente se adapta
diversos ambientes, en el mundo botanico es conocida, como Ricinus communis, cuyo nombre
cientifico del Latin significa garrapata y hace referencia a la forma de la semilla; de ahi el nombre.
La denominacion <higuera del diablo> puede referirse al aspecto de sus hojas, como las de
higuera, o a la coloracidn rojiza de los tallos, aunque también podria deberse a la toxicidad que
encierran las semillas [9].

La higuerilla también es conocida con los nombres: Palma Cristi, Castor, Higuera infernal, Tartago,
Higuereta, Ricino; es un arbusto que crece silvestre en la mayor parte de las regiones tropicales
desde el nivel del mar hasta los 3000 metros, la temperatura ideal para su cultivo esta en el rango
de 20 a 30 °C, y no soporta heladas en cualquier etapa de su desarrollo. Es una planta helidfila, es
decir; debe ser sembrada a plena exposicion solar, cuando es sembrada a la sombra su
crecimiento y produccién es perjudicado sensiblemente., por esta razén, no es apropiada la
siembra en sistemas agroforestales. La siembra en laderas de montaias o en dreas de relieve muy
accidentado puede crear ambientes de poca insolacidn, los cuales no son apropiados para el
cultivo del arbusto [10]. Una de las principales caracteristicas de la higuerilla es su gran tolerancia
a la sequia, esta condicién permite su cultivo de forma econdmicamente viable en ambiente
semidridos donde hay pocas alternativas de uso agricolas. Otro aspecto importante de destacar es
su capacidad de absorcién de anhidrido carbdnico, por lo que reduce las acumulaciones de gas de



invernadero en la atmdsfera. Se estima que el nivel de absorcidon de anhidrido carbdnico de las
plantas de ricino es de 34,6 toneladas por hectarea, con dos ciclos de cultivo por afo [10].

Con respecto a su aceite no es considerado normalmente como comestible, sin embargo posee
multiples usos: Refinado tiene uso farmacéutico, en bruto se usa como emulsificante para
desinfectantes del hogar, industria y pesticidas, modificado se emplea como aceite hidraulico,
disolvente de pinturas, impregnacién de tintura para textiles y cuero, fusién de ceras naturales y
guimicas asi como en la fabricacién de polimeros La torta de higuerilla no se utiliza como alimento
animal debido a la presencia de toxinas y de sustancias alergénicas. Su empleo se limita
especialmente en aplicaciones de fertilizantes organicos [11].

3.1.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

La planta objeto de trabajo fue clasificada por en el herbario de la Universidad del Valle por el
Doctor Enrique Javier Pefia Salamanca docente del departamento de botdnica, concordando con el
espécimen bajo el numero de clasificacion CUVC 37820 con la siguiente descripcién
taxondémica.

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas)
Subclase: Rosidae

Orden: Euphorbiales.

Familia: Euphorbiaceae

Nombre cientifico: Ricinus communis [11]

3.1.4 DESCRIPCION BOTANICA

El ricino es una planta herbacea en los paises de clima templado, arborescente, y hasta de 8-10 m
de altura en los intertropicales y subtropicales. En condiciones climaticas favorables, con un alto
grado de humedad ambiental y calor adecuado (en el trépico), puede alcanzar varios metros de
altura, asi en estado silvestre es un darbol que alcanza los 10 metros de altura. Cultivado, en
cambio, es un arbusto que apenas llega a los 4 m [11].
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*+» Raiz: Es pivotante y puede alcanzar hasta 3 m de profundidad const
principal de la planta. Presenta raices secundarias numerosas y obli
profundidad; enla figura 1 se muestra el nacimiento de una raiz de

Figura 1. Crecimiento de la raiz central.
Fuente: Proafio M. 2010 [9]

/

+» Tallo: La planta estd dotada de un tallo principal recto seccionado p
en su parte interior lo cual facilita la eliminacién de la soca. Su
variedad puede ser verde, rosado o caoba como se puede apreciar
principal termina en el primer racimo (inflorescencia), siendo este
planta. A partir del cuarto nudo empiezan a aparecer las ramas secu
a su vez ramas adicionales observandose en ambas produccién de ra

Figura 2. Tallo de planta de Higuerilla color violeta y ver:
Fuente: Proafio M. 2010 [9].

< Hojas: Alternas, pecioladas, palmeadas con 7 a 11 Iébulos, ver figura 3a;
la presente investigacion presenta 9 Iébulos como se puede apreciar er
son hojas dentadas, con nerviacién palmatinervia. Peciolos redondos de
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de 10 a 20 cm de longitud; con dos glandulas nectariferas en la unic

glandulas en la unidn con el peciolo; la lamina de la hoja tiene 10 a 75 cn
color que va de verde a rojo [9,11].

7
0’0

kil
(A

a b
Figura 3. Hojas de Higuerilla de diferente tamafio y niimero de
a) Fuente: Proafio M. 2010[9], b) Fuente: presente investigacié

Flores: El arbusto de higuerilla presenta diferentes tipos de expres
tanto una planta monoica. Las flores estan agrupadas en una panicu
cm de largo, las flores femeninas estan localizadas en la parte
masculinas en la parte inferior de la inflorescencia. Las flores masculi
3 a 16 flores de pedicelo de 0.5 a 1.5 c. de largo, de 3 a 5 sépalos v
largo, pétalos ausentes, estambres numerosos de 5 a 10 mm ¢
filamentos ramificados, cada filamento termina en una antera peque
amarillo claro. Las flores femeninas en cimas de 1 a 7 flores, pedicelc
de 3 a 5 sépalos de color verde de 3 a 5 mm de largo los cuales :
ovario superior con tres celdas, un évulo por cada celda, la pared d
espinas verdes y suaves, cada una termina en un punto transpa
cuando el fruto se desarrolla, estilo muy corto que se divide e
definidos de color rojo, suaves papilados y persistentes [9,11].

Frutos: Es una cdpsula globosa agrupada en tres léculos de 1.5 a
generalmente espinoso, ver figura 4. Los frutos inmaduros son ge
algunas veces rojos, se vuelven cafés en la maduracion, los estigm
fruto en forma lefiosa. La capsula puede abrirse y soltar las semillz
pueden ser negras o jaspeadas [9,11].
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a. b.
Figura 4. Racimo de Frutos de planta de Higuerilla
a) Fuente: Chile flora [12], b) fuente: presente investigacion

+» Semillas: De forma oval aplastada, redondeadas en un extremo y el
excrescencia llamada caruncula, de superficie brillante y lisa, de co
ser gris con manchas rojizas y parduscas de tamafo variable que v
largo; la semilla tiene una cubierta dura y quebradiza exterior y otr:
color blanquecino, ambas protegen la semilla, la cual consta de un ¢
sus dos cotiledones delgados y el albumen que es blando, comp:z
figura 5 se puede observar la secuencia de la semilla con sus diferen
tal como se describe, el alboumen es el que contiene el aceite. La se
que son ricina (albumica) y la ricenina (alcaloide) las cuales quedan
que sobra en la extraccién del aceite [9,11].

Figura 5. Semilla de planta de Higuerilla.
Fuente: Higuerilla agroindustria [13].
3.1.5 VARIEDADES DE HIGUERILLA

*  Ricinus communis mayor.
Ricino grande. Es la mds comun, de hojas grandes de color verde, frutos num
indehiscentes, su aceite es mas indicado para uso industrial. Madura biel
ornamental [9], también es conocida con el nombre de higuerilla jaspeada ne
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*  Ricinus communis minor.
Ricino pequeiio. De semillas pequefias, es dehiscente, planta pequeiia y muy ramificada desde la
base [9].

e Ricinus communis sanguineus.
Los tallos hojas y frutos son de color rojo intenso, semillas grandes de color pardo claro con
manchas oscuras, en regiones frias se cultiva como ornamental [9].

*  Ricinus communis viridis.
Tallos y peciolos son de color verde claro, con tintes ligeramente rosados en los nudos, semillas
pequefias, grisdceas manchadas de pardo. Es tardia, se adapta a regiones templadas con lluvias

[9].

*  Ricinus communis inermis.
Tallos, peciolos y hojas jovenes de color rojizo, que se tornan verdes a la madurez. Los frutos no
tienen espinas, semillas de color medio, de color castafio, porte pequefio, es precoz [9].

*  Ricinus communis zanzibairiensis.
Propia de climas tropicales, de tallos rojizos y hojas grandes, la fructificacion es baja y tardia,
semillas grandes, solo tiene valor como planta ornamental [9].

Sin embargo el Ricino se considera monotipico, es decir, de una sola especie. La amplia diversidad
genética del Ricino se traduce en distintos tipos, que varian segun diversas caracteristicas: altura
de planta, dehiscencia de los frutos, grado de ramificacién, tamafio de la semilla y presencia o
ausencia de espina. Las variedades de higuerilla, certificadas y reconocidas en Colombia son: la
Higuerilla Blanca Jaspeada, la Higuerilla Negra, la Higuerilla Negra Jaspeada y la Higuerilla Roja,
alguna de las cuales nacen de forma natural en nuestro pais [8,9].

Nota: Para la realizacidn de esta investigacidn se utilizé la Higuerilla Ricinus communis mayor o
higuerilla negra jaspeada que se muestra en la figura 6.

&R . o

v B ANl o O
Figura 6. Semilla de Higuerilla usada en la investigacion

Fuente: Higuerilla agroindustria [13]
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3.2.6 MANEJO AGRONOMICO

En el cultivo de Higuerilla, en todo el mundo, las condiciones climatoldgicas y de superficies son las
mismas, por ello sus principales productores son paises cuyos climas son mas tropicales y de
variaciones en el clima, tales como el caso de India, Brasil, China, y el propio Ecuador [9].

La especie (Ricinus) estd adaptada a una amplia variedad de climas; crece en las zonas tropicales
secas, tropicales humedas y templadas. Esta presente desde Ecuador hasta los 502 de latitud.
Como planta tipica de zonas cdlidas, su produccion es mayor cuando la media de las temperaturas
minimas se situa en torno a los 209C, y la media de las maximas alrededor de los 309C; si las
temperaturas son inferiores a este rango, principalmente durante la floracidn, suele producirse
una disminucidon en el nimero de flores femeninas. También la temperatura tiene mucha
importancia en la etapa de la emergencia de la semilla, si la temperatura es menor de 20°C la
emergencia se tardard entre 15 a 20 dias, y si la temperatura es mayor de 302C la emergencia sera
de 6 dias. La planta es exigente a la alta luminosidad, requiriendo para completar su ciclo de 10 a
12 horas de luz solar diariamente. Puede producir con baja disponibilidad de agua, pero si dispone
de ella, puede prolongar su periodo de fructificacion [9].

Los cultivares de porte alto son los que mejor resisten los largos periodos de sequia, debido a que
su sistema radicular tiene capacidad para alcanzar grandes profundidades. Los cultivares
modernos, enanos y con raices mas superficiales, exigen precipitaciones, entre los 600 y los 1000
mm., que permiten obtener producciones de aproximadamente 5.000 Kg/ha [9,11].

En cuanto al suelo, La planta no tolera suelos acidos, por lo que el pH debe mantenerse por lo
menos en alrededor 6 a 7, que seria el pH éptimo para esta clase de cultivos, el minimo tolerable
para la planta es de 5.5. Cuando el pH estd bajo 5, se puede aplicar cal para corregirlo, por lo
menos tres meses antes de la siembra. Deben evitarse los suelos que se inunden con facilidad,
pues no soporta el encharcamiento durante periodos prolongados. Las condiciones de suelos para
este cultivo se establecen entre una mediana a alta fertilidad de suelos, profundos, sueltos,
permeables, aireados, bien drenados, con altas cantidades de elementos nutritivos. Los suelos con
pendientes sobre los 12% limitan el desarrollo del cultivo. Se trata de una planta muy exigente
respecto a la fertilidad del suelo. Sin embargo, es un cultivo rustico adaptable a diferentes tipos de
suelo, incluido los marginales y depredados por la actividad agricola y cocalera [9]. En la tabla 1 se
resumen las caracteristicas expuestas que requiere el cultivo de Higuerilla.
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Tabla 1. Caracteristicas requeridas para el cultivo de Higuerilla [9]

Altitud Costa, sierra y Amazonia, hasta los 300 metros sobre el nivel del mar

Suelos De fertilidad media a alta; profundos, sueltos, permeables, aireados, bien

drenados, con altas cantidades de nutritivos, con pH mayor a 5,5 (6ptimo 6,0-
7,0), no alcalinidad

Precipitacion

200-4290mm anuales. Optimo de 750-1000mm

Temperaturas

7-27,8°C Optimo: 20-30°C

Insectos daninos

Jogoto, Gusano Alambre, Gusano Soldado.

3.2.7 CICLO GERMINATIVO

La mayoria de variedades de higuerilla, tienen un ciclo germinativo practicamente similar como el

qgue se muestra en la tabla 2, caracteristicas que influyen en el contenido de aceite que se puede

obtener de la semilla [9,11].

Tabla 2. Ciclo germinativo de la planta de Higuerilla [9]

ETAPAS DESCRIPCION
Ciclo 150-250 dias
Contenido de aceite en la 45-55%

semilla

Productividad Media (baja)

1000 kg/ha (700 — 2000)

Rendimiento del aceite
vegetal

470 kg/ha

3.2.8 COMPOSICION QUiIMICA DEL ACEITE DE RICINO

No existe informacién amplia en cuanto a los datos del analisis proximal de la semilla de higuerilla,

de una manera general se muestran las concentraciones como se resume en la tabla 3, mostrando

valores diferentes de acuerdo a la bibliografia consultada; la diferencia de estos puede deberse a

la variedad de higuerilla que se haya usado en la investigacion, asi mismo como del ciclo

germinativo de la planta, la altitud y demas condiciones fisicas del cultivo de la higuerilla como las

que se resumen en la tabla 2, por tanto se tienen rangos diferentes respecto al contenido de

aceite y de sus demds componentes como proteina, contenido de ceniza, contenido de agua,

carbohidratos, entre otros.

Tabla 3. Composicién bromatolégica de la semilla de Ricinus communis

COMPONENTES

SEMILLA DE HIGUERILLA [14]

SEMILLA DE HIGUERILLA [15]

Humedad (%) 3,70 4-8
Ceniza (%) 6,27 2-3
Proteina (%) 20 14-18
Grasa (%) 35-55 48-50
Carbohidratos o ENN (%) - 5-10
Fibra (%) - 15-18
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3.2.9 PRINCIPIOS TOXICOS Y MECANISMOS DE ACCION

La semilla contiene una fitotoxina proteica (Ricina) que actla previniendo la sintesis proteica en
los ribosomas. Esta considerada una de las toxinas vegetales mads potentes, e incluso a dosis muy
bajas puede causar la muerte. De hecho, la dosis minima letal para muchos mamiferos por via
intravenosa es de 0.0001 mg/kg; sin embargo, por via oral es menos tdxica, ya que no se absorbe
bien. Por tanto, la toxicidad dependera en gran medida de que la semilla haya sido masticada o
simplemente tragada [16,17].

3.2.10 PROPIEDADES DEL ACEITE DE RICINO

El aceite de higuerilla, conocido cominmente como aceite de ricino o de castor, se obtiene
mediante la aplicacion de presidn y la extraccidon de solventes. La produccién tanto de las semillas
como del aceite se realiza actualmente en su mayor parte en India, Brasil y se consume sobre todo
en Estados Unidos, Europa y Japdn, principalmente para usos industriales. Es un aceite espeso,
que entre los aceites vegetales se distingue por su alto contenido (mas de un 85%) de acido
ricinoléico, con la peculiaridad de ser un acido graso de 18 carbonos, con un doble enlace en los
carbonos 9, 10 y un grupo hidroxilo en el carbono 12 [16,18].

Las caracteristicas del aceite de ricino cumplen con la mayoria de los requisitos necesarios para
que sea utilizado en la produccién de biocombustibles alcanzando un buen rendimiento. Dentro
de estos requisitos se encuentra principalmente: la solubilidad en alcoholes, la viscosidad que
ofrecerd una mayor lubricidad al biodiesel, punto de inflamacion elevado permitiendo un
almacenamiento y transporte mas seguro y un indice de yodo bajo disminuyendo la tendencia a la
oxidacion. Por lo anterior, es la sustancia mas adecuada para producir biodiesel, porque es el
Unico aceite vegetal soluble en alcohol y por lo tanto no se requiere la aplicacion de calor vy la
consiguiente demanda de energia para transformarlo en combustible. El grupo hidroxilo en el
aceite, le aporta unas propiedades especiales: solubilidad en alcoholes, viscosidad y gravedad
especifica relativamente altas. Ademas, compatibilidad con resinas y gomas naturales, aceites,
ceras, resinas sintéticas y celuldsicas, materiales en los cuales ejerce accidn plastificante. Los
grupos funcionales, hidroxilo, doble enlace y éster proveen sitios de reaccion para la obtencion de
muchos derivados. El aceite que se extrae de las semillas de la Ricinus communis se emplea en
motores de altas revoluciones, y este mismo aceite refinado se utiliza en la produccién de
cosméticos, aun en productos medicinales, especialmente para efectos purgativos o para
aplicaciones de ulceras o brotes sobre la piel. El aceite sulfonado de higuerilla se conoce también
por su utilidad en la impresion y acabado de tejidos de algoddn, lino y seda. Este aceite en su
estado de deshidratacién sirve como base en la preparacién de liquidos para frenos y pinturas.
Cuando el aceite de ricino se disuelve en alcohol, es util en la produccién de lociones, perfumes;
tiene su importancia ademads en la manufactura de plasticos y de nylon [9].
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En la tabla 4 se observan diferentes reportes de la composicién en acidos grasos del aceite de
ricino, donde las diferencias en los valores se deben segln estudios reportados a las condiciones
fisicas del cultivo como la época, el periodo del ciclo germinativo y el tipo de semilla empleado
[18]. En la tabla 5 se muestran las propiedades tanto fisicas como quimicas del aceite segun los
parametros mas importantes exigidos por la ASTM.

Tabla 4. Composiciéon de acidos grasos del aceite de Ricino

Acido graso Composicién (%) [15,19] Composicion (%) [20]
Grasas saturadas

Palmitico 09-1.2 2
Estearico 0.7-1.2 1
dihidroxiestearico 1.3-1.4 trazas
Grasas

mono insaturadas

Ricinoléico 89-89.4 87
Oléico 32-33 7
Grasas

Poli-insaturadas

Linoléico 34-37 3
Linolénico 0.2 No reportado

Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas del aceite de Ricino

Propiedad Unidades Estandar Resultado Valor tipico
ASTM

Densidad g/em® D-5 0.9707 0.96
Agua y sedimentos %volumen D-96 0.0 -
Corrosién - D-665 1A -
Contenido de cenizas %peso D-482 0.015 <0.01
Residuo carbonoso %peso D-189 0.101 0.22
Punto de inflamacion °C D-93 279.3 270
Punto de fluidez °C D-97 -2 -10
Viscosidad a 40°C mmz/s D-445 266.81 297
indice de acidez mgKOH/g aceite D-1980 2.1 -
indice de saponificacion mgKOH/g aceite D-5558 187.4 -
indice de yodo g yodo/100g aceite D-5554 84.3 81-97

Fuente: Biodiesel de aceite de higuerilla como combustible alternativo para motores diesel.

Benavides A., Benjumea P [21].

16



3.2 BIODIESEL
3.2.1 ENERGIA RENOVABLE

Se denomina energia renovable a la energia que se obtiene de fuentes naturales inagotables, unas
por la inmensa cantidad de energia que contienen, y otras porque son capaces de regenerarse por
medios naturales [22].

De acuerdo a esto las energias renovables se clasifican en dos categorias: no contaminantes o
limpias y contaminantes. Entre las primeras:

e Elsol: energia solar

e Elviento: Energia edlica

e Losriosy corrientes de agua dulce: energia hidraulica
e Los maresy océanos: Energia mareomotriz

e Elcalor de latierra: energia geotérmica

e Las olas: energia undimotriz

Las contaminantes (que son las realmente renovables, es decir, que se renuevan) se obtienen a
partir de la materia orgdnica o biomasa, y se pueden utilizar directamente como combustible
(madera u otra materia vegetal sélida), bien convertida en bioetanol o biogas mediante procesos
de fermentacion organica o en biodiésel, mediante reacciones de transesterificacion y de los
residuos urbanos [22].

Las energias de fuentes renovables contaminantes tienen el mismo problema que la energia
producida por combustibles fésiles: en la combustién emiten didxido de carbono, gas de efecto
invernadero, y a menudo son aln mas contaminantes puesto que la combustidn no es tan limpia,
emitiendo hollines y otras particulas sélidas. Sin embargo se encuadran dentro de las energias
renovables porque el didxido de carbono emitido sera utilizado por el siguiente ciclo de
produccién de materia organica en su proceso de fotosintesis. También se puede obtener energia
a partir de los residuos sdélidos urbanos, que también son contaminantes [22].

3.2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL BIODIESEL

El biodiésel es un combustible sustituto del gaséleo para motores diesel, el cual puede ser
producido partiendo de materias primas agricolas (aceites vegetales y/o grasas animales). Posee
las mismas propiedades del combustible diesel empleado como combustible para automdviles,
camiones, dmnibus y puede ser mezclado en cualquier proporcion con el diesel obtenido de la
refinacion del petréleo [11]; la ASTM (American Standards for Testing and Materials) lo define
como “Esteres monoalquilicos de 4cidos grasos de cadena larga derivados de lipidos renovables
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tales como aceites vegetales y que se emplean en los motores de ignicidn de compresion
(motores diesel) o en calderas de calefaccion” [23].

A diferencia de otros combustibles, los biocarburantes o biocombustibles presentan la
particularidad como se menciond anteriormente de utilizar productos vegetales como materia
prima, siendo las mas utilizadas para su produccion la colza, el girasol y la soja [22]. Este
combustible puede utilizarse puro (B100, conocido como “gasoil verde”), o en mezclas de
diferentes concentraciones con el diesel de petréleo. La mezcla mas utilizada en nuestros dias es al
20%, es decir 20 partes de éter vegetal y 80 partes de petrodiesel, actualmente utilizado en Brasil.
Cuando es utilizado como aditivo, sus concentraciones normalmente no superan el 5%. Uno de los
principales beneficios del biodiésel es su bajo contenido de azufre y que, debido a la presencia de
oxigeno en su composicidon quimica, su combustién es mas completa, reduciendo la emisién de
particulas, mondxido de carbono e hidrocarburos no quemados, entre otros contaminantes [5].

3.2.3 VENTAJAS E INCONVENIENTES EN LA UTILIZACION DE BIODIESEL

El biodiésel, utilizado como combustible liquido, presenta ventajas energéticas, medioambientales
y econdmicas. Los motores diesel de hoy requieren un combustible que sea limpio al quemarlo,
ademads de permanecer estable bajo las distintas condiciones en las que opera. El biodiésel es el
Unico combustible alternativo que puede usarse directamente en cualquier motor diesel, sin ser
necesario ningun tipo de modificacion. Como sus propiedades son similares al combustible diesel
de petrdleo, se pueden mezclar ambos en cualquier proporcién, sin ningln tipo de problema [24].

El biodiésel tiene unas propiedades fisicas similares a las del gasdleo (densidad equivalente,
viscosidad sdlo ligeramente superior), sin embargo, como inconvenientes presenta un menor
poder calorifico (alrededor de un 10%) y un comportamiento inferior a bajas temperaturas con
tendencia al solidificarse en condiciones de frio extremas, lo que obliga a que deba ser tratado con
aditivos especificos al igual que, por otra parte, se realiza con el propio gasdleo. Como ventajas
cabe mencionar que presenta un nimero de cetano superior al del gaséleo, mejorandolo si se
emplea como aditivo de éste y que presenta un punto de inflamacién mas alto, permitiendo un
almacenamiento mucho mas seguro [24].

e Ventajas de la utilizacion del biodiesel
v" El biodiésel es un recurso renovable ya que se puede obtener de fuentes
renovables asi como de aceites reciclados; biodegradables y no tdxicos.
v" Es oxigenado, lo que hace que produzca menores emisiones de mondxido de
carbono, de hidrocarburos no quemados y de particulas de humo, contribuyendo
a la disminucidn de los gases de efecto invernadero.
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Puede ser usado directamente en motores de inyeccién directa, sin necesidad de
adaptaciones especiales

Tiene mayor lubricidad y por tanto el desempefio de los motores registran
diferencias significativas ya que alarga la vida del motor y reduce su ruido.

El manejo es mas seguro, pues posee flash point (punto de inflamacién) muy alto.
Los gases resultantes de la combustidn no contienen SOx, principales causantes de
la lluvia acida.

Desarrollo local y regional: Mejora la cohesién econdmica y social y posibilita la
creacion de puestos de trabajo.

Puede contribuir a reducir la dependencia de combustible fésil del pais.

Puede contribuir a la reduccién de importaciones de diesel. [24,25]

* Inconvenientes en la utilizacion del biodiesel

v

v

El biodiésel posee alrededor de 8% menos energia por litro que el diesel, viéndose
afectada la potenciay aumentando el consumo del combustible.

Costos elevados de produccion

Bajo los 0 °C pueden existir problemas de congelacién del biodiésel y depdsitos en
el motor.

Aumento de las emisiones de aldehidos y de NOx debido al incremento de presion
y temperatura en la cdmara de combustion.

Al ser un buen solvente, puede disolver sedimentos presentes en el sistema de
combustible del motor y causar obstruccién de filtros en su primer uso en motores
que operan con diesel, por lo que se recomienda hacer una limpieza del sistema
de combustible al cambiar de diesel a biodiésel.

El biodiésel se oxida con mas rapidez que el diesel, caracteristica que puede ser un
problema para el almacenamiento a largo plazo para este producto. El biodiésel
viejo se vuelve acido y forma sedimentos saliendo de los estandares de calidad.
Tiempo maximo de almacenamiento 21 dias.

No es compatible con algunos tipos de materiales como plasticos, caucho, cobre (y
sus aleaciones), plomo y zinc. [24,25]

3.2.4 TRANSESTERIFICACION: PROCESO QUIMICO DE PRODUCCION DE BIODIESEL

La transesterificacion es el proceso de intercambiar el grupo alcoxi de un éster por otro alcohol.

Cuando el éster original reacciona con un alcohol, el proceso de transesterificacidon es llamado

alcohdlisis. La transesterificacion es una reaccion de equilibrio que requiere un exceso de alcohol

para favorecer la produccién de alquilésteres [23].
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Figura 7. Esquema y reaccion General de Transesterificacion [23].

Como se muestra en la figura 7 la reaccién de moléculas de triglicéridos (el nimero de atomos de
las cadenas esta comprendido entre 15 y 23, siendo el mas habitual de 18) se lleva a cabo con
alcoholes de bajo peso molecular (metanol, etanol, propanol, butanol) para producir una mezcla
de ésteres (biodiesel) y glicerina (que puede ser utilizada en cosmética, alimentacidn, farmacia,
etc.). Dicha reaccidn, se desarrolla en una proporcién molar de alcohol a triglicérido de 3 a 1,
reaccionando en la metandlisis 1 mol de triglicérido con 3 moles de alcohol (aunque se afiade una
cantidad adicional de alcohol para desplazar la reaccién hacia la formacién del éster metilico). El
triglicérido es el principal componente del aceite vegetal o la grasa animal. Ademas, la formacion
de la base de la glicerina, inmiscible con los ésteres metilicos, juega un papel importante en el
desplazamiento de la reaccién hacia la generaciéon de productos, alcanzandose conversiones
cercanas al 100% [24,26].

En la reaccion de transesterificacién se utiliza un catalizador para mejorar la velocidad de reaccidn
y el rendimiento final. Los catalizadores pueden ser acidos homogéneos (H,SO,4, HCl, H3PO,4, RSOs),
acidos heterogéneos (Zeolitas, Resinas Sinfénicas, SO./ZrO,, WO3/Zr0,), basicos heterogéneos
(MgO, Ca0, Na/NaOH/AI,Q;), basicos homogéneos (KOH, NaOH) o enzimaticos (Lipasas: Candida,
Penicillium, Pseudomonas). De todos ellos, los catalizadores que se suelen utilizar a escala
comercial son los catalizadores homogéneos basicos ya que actian mucho mas rapido y ademas
permiten operar en condiciones moderadas. En el caso de la reaccion de transesterificacion,
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cuando se utiliza un catalizador acido se requieren condiciones de temperaturas elevadas vy
tiempos de reaccion largos, por ello es frecuente la utilizacion de derivados de acidos mas activos
[24,26].

Se debe resaltar que existen unas variables que afectan la reaccién de transesterificacion, estas
son:

Calidad de las materias primas

Temperatura

Concentracién del catalizador

Relacion molar alcohol/aceite

Grado de agitacion

DN NI N NN

Humedad y acidos grasos libres [23].

3.2.5 ESPECIFICACIONES PARA EL USO DEL BIODIESEL

Se deben realizar una serie de ensayos para comprobar:

1. Calidad del combustible

2. Nivel de impurezas remanentes en el proceso de produccién del Biodiesel.
Para ello existen diferentes normativas en el ambito de paises europeos (Austria, Francia, Italia,...)
como el ambito americano (ASTM y NBB) y europeo (EN). Las especificaciones propuestas por
algunos de estos comités son las que se describen en la tabla 6 [27]. Se debe tener en cuenta que
los estdndares y especificaciones son técnicas establecidas en las normas de calidad existentes
para el biodiésel que se basan en una amplia variedad de factores que varian entre las distintas
regiones. Entre estos factores se incluyen los estandares existentes para el diesel convencional, los
tipos de motores diesel mas comunes en la region y los limites establecidos por la regulacion
sectorial sobre la protecciéon del medio ambiente y las emisiones en el sector del transporte.
Aungue existen numerosas normas de calidad para el biodiésel, la mayor parte de ellas se basan
en la norma europea EN 14214 y la estadounidense A.S.T.M D 6751 [28].

Las diferencias entre ellas no sdlo incluyen los estandares de calidad considerados y los valores
limite aplicados a cada uno de ellos, sino que también a los métodos de medida, que aunque en
muchos casos se tratan técnicas similares, emplean procedimientos distintos que implican una
dificil comparacion entre los valores limite de los estandares. Otra diferencia esencial entre las
especificaciones técnicas europeas y norteamericana es que las norma A.S.T.M se aplica tanto a
los ésteres metilicos como a los ésteres etilicos de acidos grasos, mientras que la norma EN solo es
de aplicacidn para los primeros. Asimismo, la norma estadounidense establece las especificaciones
técnicas para el componente biodiésel (B100) mezclado con diesel convencional mientras que la
europea lo hace tanto para el combustible resultado de mezclar biodiésel con diesel convencional
como para el componente puro B100 que compone la mezcla [28].
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Tabla 6. Especificaciones para el uso del Biodiesel [27]

A . ASTM PS Limite Limite
Parametro Norma Unidades
121:99 CEN/TC 19 NBB
. ASTM D 1298 3
Densidad (15°C) g/cm 0.860-0.900 0.860-0.900
EN I1SO 12185
Viscosidad ASTM D 445
. L. cSt 1.9-6.0 3.5-5.0 1.9-6.0
cinematica 40°C EN ISO 3104
. ., ASTM D 93 . . .
Punto inflamacién °C 100min 101min 130min
ISO/CD 3679
POFF IP 309 °C usuario usuario usuario
ASTM D 2500 . . .
Punto de nube °C usuario usuario usuario
ASTM D 5453 , , .
Azufre % 0.05 max. 10ppm max. 0.05max.
EN ISO 14596
. ASTM D 4530 , , .
Residuo carbonoso % 0.050max. 0.3 max. 0.050max.
EN ISO 10370
. ASTM D 2709 , .
Agua y sedimentos % 0.050max. 0.050max.
Estabilidad de .
L PrEN 14112 horas Min 6
oxidacién
Destilacion 90% ASTM D 86 °C 345 max. 360 max.
ASTM D 1533 ]
Agua 500 max.
EN ISO 12937
Contaminacién 3
EN 12662 mg/Kg 24 max.
total
., ASTM D 130 ) )
Corrosion al cobre N°3 max. Clase 1 N°3 max.
EN ISO 2160
. ASTM D 874 ) ) )
Cenizas sulfatadas % 0.02 max. 0.02 max. 0.02 max.
ISO 3987
ASTM D 664 , . .
TAN mgKOH/g 0.80 max. 0.50 max. 0.80 max.
prEN 14104
Metanol prEN 14110 % (m/m) 0.2 max. 0.2 max.
Monoglicéridos prEN 14105 % (m/m) 0.8 max. 0.8 max.
Diglicéridos prEN 14105 % (m/m) 0.2 max. 0.2 max.
Triglicéridos prEN 14105 % (m/m) 0.2 max. 0.2 max.
o ASTM D 6584 ] ] ]
Glicerina libre % (m/m) 0.020 max. 0.02 max. 0.02 max.
prEN 14105-06
o ASTM D 6584 ] ] ]
Glicerina total % (m/m) 0.240 max. 0.250 max. 0.240 max.
prEN 14105
Contenido de éster prEN 14103 % (m/m) 96.5min
Ester metilico del prEN 14103 % (m/m) 12 max.
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ac. linoléico
Esteres metilicos % (m/m) 1 max.
indice de yodo prEN 14111 110 méx. 120 max.
ASTM D 4951 ] ]
Fosforo mg/Kg 10 maéx. 10 maéx.
prEN 14107
Sodio + potasio prEN 14108-09 mg/Kg 5 max.
ASTM D 613 . . .
Numero de cetano 40min 51min 47min
EN ISO 5165

3.3 ENZIMA: Lipasa

3.3.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES ENZIMA

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas siempre que
sea termodindmicamente posible, por lo cual se les denomina biocatalizadores. Como todos los
catalizadores, funcionan disminuyendo la energia de activacidon para una reaccion, acelerandose
sustancialmente la velocidad de reaccién. Las enzimas difieren de otros catalizadores por ser mas
especificas, siendo su actividad afectada por agentes ambientales como la temperatura, el pH, la
presion y/o agentes operacionales como la aireacién [29].

En los ultimos afos, la utilizacion de biocatalizadores ha aumentado considerablemente al
presentar importantes ventajas respecto a los procesos quimicos convencionales. Son selectivas y
especificas, presentan condiciones de trabajo de facil manejo, evitan la formacién de productos
secundarios tipicos de procesos quimicos, consiguiendo la reduccién de pasos de purificacion del
producto deseado y la recuperacion del biocatalizador, y generan menos residuos, por ejemplo no
suelen necesitar cantidades importantes de solventes organicos [29]. Sin embargo a pesar de estas
claras ventajas, el empleo de enzimas no se ha generalizado en los procesos quimicos industriales
debido a que la mayoria de las enzimas no son estables en las condiciones de trabajo. Por otra
parte al ser solubles en agua, su separacién de los sustratos y productos es dificil, y por tanto, no
es posible su reutilizaciéon, aunque con la inmovilizacién se han podido superar estos ultimos
inconvenientes, permitiendo que el proceso biotecnoldgico sea econdmicamente rentable [30].

3.3.2 DEFINICION Lipasa

De acuerdo con la definicidon de la comision de enzimas de la IUPAC las lipasas son triacilglicerol
éster hidrolasas, es decir, enzimas que catalizan de forma natural la hidrdlisis de triacilglicéridos
para obtener como productos finales acidos grasos libres y glicerol o sus productos intermedios
como mono vy diglicéridos. En caso de ser utilizadas en presencia de un alcohol de cadena corta
son capaces de llevar a cabo procesos de transesterificacion como se muestra en la figura 8
formando productos como el glicerol y ésteres etilicos o metilicos segln sea el alcohol que se
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utilice. Estdn presentes en la totalidad de los organismos vivos, desde los microorganismos hasta
los animales superiores, siendo imprescindibles para la asimilacion de los lipidos asi como también
para el almacenamiento y posterior utilizacién de las grasas que sirven de reserva energética [30].

Pf |
Il |
H_T_U_C_m H—C—oH
0
| Lipas
H—C—0—t—R2 3CHOH Coe3(R—t—0-CH,), H—C—oH
0
H F_D _E —R3  Metanol Biodiesel y— I!:_':'H
H H
Tnacilglicerido Glicerol

Figura 8. Reaccidn de las lipasas hidrolizando un triglicérido, en donde R son cadenas carbonadas.

3.3.3 CLASIFICACION DE LAS LIPASAS

La especificidad de las lipasas esta directamente relacionada con el microorganismo productor de
las mismas. De acuerdo con esto, existen lipasas No especificas, es decir, aquellas que hidrolizan el
triglicérido en cualquiera de sus posiciones, obteniéndose como productos intermedios (1,2) (2,3)
(1,3) diglicéridos y monoglicéridos. A este grupos pertenece la lipasa de Candida rugosa vy la
Candida curvata. Por lo que se refiere a lipasas especificas dicha especificidad puede ser de dos
tipos:

1. Posicional: cuando se hidrolizan preferentemente ciertas posiciones del triglicérido,
normalmente las posiciones 1 y 3 que son las mas accesibles. Pertenecen a este tipo de
lipasas las producidas por Yarrowia lipolytica, Candida deformans, Aspergillus niger,
Rhizopus arrhizus, Rhizopus japonicus y Rhizopus delemar.

2. De acido Graso: cuando se cataliza la hidrolisis de un determinado tipo de acido graso
particular de un triglicérido. Ejemplos de este tipo son las lipasa de Penicilium cyclipium,
Aspergillus niger, Rhizopus delemar y Geotrichum candidum [29].

3.3.4 REACCIONES CATALIZADAS POR Lipasas

Como corresponde a su funcion bioldgica las lipasas catalizan de forma natural la hidrdlisis de
ésteres, especialmente triacilglicéridos de cadena larga, para dar monoacilglicéridos,
diacilglicéridos, acidos grasos libres y glicerol. Sin embargo son también capaces de catalizar la
reaccién inversa, es decir esterificacion y transesterificacién, en ambientes microacuosos. El
equilibrio entre la reaccién directa (hidrolisis) y la inversa (sintesis) estd determinado por la
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actividad del agua en el medio de reaccidn. La reaccidon de transesterificacion puede a su vez
clasificarse en alcohdlisis, acidélisis e intersesterificacion, en funcién de que tenga lugar entre un
éster y un alcohol, un éster y un acido carboxilico o dos ésteres respectivamente [31].

La capacidad de las lipasas para actuar de forma selectiva sobre diferentes sustratos viene
determinada por las propiedades de la enzima a nivel molecular, la estructura del sustrato y en
definitiva por los factores que afecten a la unidn enzima-sustrato. A su vez la especificidad de
estos biocatalizadores esta directamente relacionada con el microorganismo productor de las

mismas [31].

* Reaccidn de Hidrolisis
Es la descomposicidon de un éster en su acido y alcohol constituyente en presencia de agua tal
como se muestra en la figura 9.

O . o)
/||\ + H,0 ﬁp—»/u\ + R,~OH

Ri  OR; R, OH
(0]
H H
H——O—“—R1 H——OH ﬁ
o Li o Li
+ H,0 —0 + I
H——O-JC-)L-RZ H——O—g—Rz Rl/\OH
H——O—U—R3 H——O—“—R3
H H

Figura 9. Reaccién de hidrolisis catalizada por lipasa [31].

* Reaccidn de Esterificacion
En la figura 10 se muestra la reaccién entre un acido carboxilico y un alcohol para dar un éster,

llamada reaccion de esterificacion.

o 0
SR
R; OH Ri OR;
: o
H——oH o H——0 Ry
|| Li + HOL
H—on + N\ —D=H-—oOH 2
R; OH
H——OH H——OH
! H

Figura 10. Reaccidn de esterificacion catalizada por lipasa [31].
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* Reaccidon de Alcohdlisis
Es la reaccion entre un éster y un alcohol produciéndose la sustitucion de un grupo alquilo del

éster por otro, ver figura 11. Esta reaccion es la utilizada en el presente trabajo de investigacién,

también conocida con el nombre de transesterificacion.

o Lip Il
|l + RgmOH —— J 4 Ry~OH
R; OR, Ry ORg
0
H H
H——O—“—Rl H——OH
0 o (|3|
Li Li
HT—0—5"R: + R,~OH — 4o 5 Ry + =Py
R, OR,
H——O—“—R3 H——O—U—Rs

H
Figura 11. Reaccidn de alcohdlisis catalizada por lipasa [31].

* Reaccidn de Aciddlisis
Es la reaccidén entre un éster y un acido carboxilico como se puede observar en la figura 12, que

transcurre con el reemplazo del grupo acilo del éster por el del acido libre.

- RS | 1

Nor,  rl > R, “or, R

Ry OR, Ry OH 3 2 Ry OH
H " H e
H——o—g—Rl o ht—o—l g, o

Il Lip o I Li

hd—odl g, + hlodlr, + —

0 R, OH o R; OH
Hd—o—l g, H—o—1l &,
H H

Figura 12. Reaccion de aciddlisis catalizada por lipasa [31].

* Reaccion de interesterificacion
Es la reaccion entre dos esteres que intercambian sus grupos acilo como se muestra en la figura

13.
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Figura 13. Reaccidn de interesterificacidn catalizada por lipasa [31].
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3.3.5 APLICACIONES DE LAS LIPASAS

El interés biotecnoldgico por las lipasas se debe a su especificidad por enlaces quimicos
determinados, y a su alta selectividad y/o estereoselectividad. Las aplicaciones clasicas con interés
industrial estan intimamente ligadas a los distintos tipos de reacciones que son capaces de llevar a
cabo, como las que se indican en la figura 9 a 13 [31], por ejemplo:

1. Reacciones de hidrdlisis
v" Hidrdlisis de aceites vegetales en la industria oleoquimica
v" Produccién de aromas y sabores para la industria alimentaria
v Inclusién en detergentes para la eliminacién de manchas de grasas
v" Finalidades analiticas para la determinacién de la estructura de triglicéridos
v" Resolucién de mezclas quirales [29,31].
2. Reacciones de sintesis
v’ Sintesis de triglicéridos
Sintesis de precursores de péptidos
Produccion de esteroides para la industria farmacéutica
Resolucién de mezclas racémicas de alcoholes en la industria farmacéutica

AN NI NN

Sintesis de alcoholes terpénicos como saborizantes [29,31].

Aunque las lipasas tienen una gran capacidad de catalizar tanto reacciones directas (hidrélisis)
como inversas (sintesis), presentan un factor limitante en cuanto a su costo elevado; es por esto
gue se ha buscado minimizar dicho problema mediante tres posibles procesos:

1. Modificacidn Fisica
Consiste fundamentalmente en la inmovilizacion de la enzima por adsorcidn fisica sobre soportes
solidos o mediante su encapsulamiento en materiales insolubles. Hace posible su posterior
recuperacion al tiempo que incrementa su estabilidad [31].

2. Modificacién quimica
Consiste en la formacién de enlaces covalentes entre la lipasa y un material insoluble, una matriz
polimérica o entre ellas mismas, con el fin de inmovilizarlas. También se llevan a cabo reacciones
selectivas sobre algunos aminoacidos de la enzima para mejorar sus propiedades [31].

3. Ingenieria genética
Permite expresar una determinada enzima, cuyas propiedades sean de interés, en un
microorganismo cuyo cultivo a gran escala sea favorable, reduciendo asi los costos de produccion
[31].
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3.4 INMOVILIZACION ENZIMATICA

3.4.1 GENERALIDADES

La inmovilizacién de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en una
regidon definida en un soporte, por ejemplo soportes metalicos, para dar lugar a formas insolubles
que retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente. Posteriormente
esta definicién se ha ampliado a aquel proceso por el cual se restringen, completa o parcialmente,
los grados de libertad de movimiento de enzimas, organulos o células, por su unién a un soporte
[30,32].

Algunas de las ventajas del uso de enzimas inmovilizadas son el aumento de la estabilidad de la
enzima, la posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costos del proceso, la
posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y control adaptado a la aplicacién de
la enzima inmovilizada, posibilidad de reciclo del catalizador, purificacion de productos y
prevencion del crecimiento microbial [30,31].

Algunos de los inconvenientes del proceso de inmovilizacion son la alteracion de la conformacion
de la enzima respecto de su estado nativo, la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte
donde pueden existir fracciones de proteinas inmovilizadas con un diferente numero de uniones al
soporte, siempre suele haber una pérdida de la enzima durante el proceso de la inmovilizacién y el
biocatalizador tiende a ser en muchos casos mas caro que la enzima nativa [30,32]. En sintesis, la
necesidad de inmovilizar una enzima vendra condicionada por el sistema de reaccidn que se
requiera emplear.

3.4.2 METODOS DE INMOVILIZACION ENZIMATICA POR RETENCION FiSICA

1. Atrapamiento
Consiste en la retencidn fisica de la enzima en las cavidades interiores de una matriz sélida porosa
constituida generalmente por polimeros del tipo poliacrilamida, colageno, alginato o resinas de
poliuretano. El proceso de inmovilizacion se lleva a cabo mediante la suspensién de la enzima en
una solucion del mondémero. Seguidamente se inicia la polimerizacién por un cambio de
temperatura o mediante la adicién de un reactivo quimico. El atrapamiento puede ser en geles o
en fibras que suelen ser mas resistentes que los geles. En el primer caso, la enzima queda atrapada
en el interior de un gel, mientras que en el segundo caso la enzima se encuentra ocluida dentro de
las microcavidades de una fibra sintética. El atrapamiento, es de gran sencillez desde el punto de
vista experimental, requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos. Como
ventaja adicional, la enzima no sufre ninguna alteracidon en su estructura. De todas formas, el
atrapamiento requiere un control riguroso de las condiciones de polimerizacién, asi como la
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comprobacién de que la naturaleza quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la
proteina [30].

2. Inclusion en membranas

e Micro-encapsulaciéon: En esta técnica, las enzimas estdn rodeadas de membranas
semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de
enzima. Estas membranas semipermeables pueden ser permanentes (originadas por
polimerizacidn interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, también
llamadas “micelas reversas”). Las micro capsulas obtenidas son de forma esférica, con
tamafios comprendidos entre 1 y 100 mm de didmetro. Mediante este método se pueden
encapsular simultdaneamente una gran variedad de enzimas, células o biomoléculas,
permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden en multiples
pasos [30].

¢ Reactores de membrana: El desarrollo de reactores o sistemas que contengan enzimas
atrapadas ha despertado gran interés en la industria. Estos reactores emplean membranas
permeables al producto final, permeables o no al sustrato inicial y obviamente
impermeables a la enzima. Mediante una bomba se establece un flujo liquido de sustrato
que atraviesa el reactor. En general, en esta metodologia, se procede inicialmente a la
adsorcién de la enzima sobre la membrana que formara el reactor. Esta adsorcion se
puede realizar de dos formas:

1. Mediante el paso de una solucién tamponada de enzima a través de la membrana.
2. Por contacto continuo de una solucién de enzima con la membrana [30].

3.4.3 METODOS DE INMOVILIZACION ENZIMATICA POR UNION QUIMICA.

Unidn a soportes

Son los métodos de inmovilizacion mas utilizados y de los que se dispone de una mayor
informacién. La eleccién del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en el
comportamiento posterior del biocatalizador. Se debe procurar que la inmovilizacién incremente
la afinidad por el sustrato, disminuya la inhibicién, amplié el intervalo de pH éptimo y reduzca las
posibles contaminaciones microbianas. Ademas el soporte debe tener resistencia mecanica
adecuada a las condiciones de operacidn del reactor y ser facilmente separable del medio liquido
para que pueda ser reutilizado. Se han utilizado una gran variedad de materiales como soportes
para la inmovilizacién de numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamafo, densidad,
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porosidad y forma, aunque generalmente nos los encontramos en forma de cilindro, hojas, fibrasy
mas corrientemente en forma de esferas [30,33].

La unién a soportes se puede llevar a cabo mediante diferentes procesos quimicos, como se puede
observar en la figura 14, a continuacion se describe su proceso.

e Adsorcion: la inmovilizacidon se produce por la interaccidon de tipo idnico o fuerzas de
atraccidn débiles, sobre la superficie del soporte.

¢ Enlace covalente: la inmovilizaciéon también se realiza sobre la superficie de un soporte,
pero al interaccion entre la enzima y el soporte es mediante enlace covalente.

e Enlaces cruzados y auto-inmovilizacidn: en este grupo no existe soporte propiamente
como tal. Las particulas del biocatalizador se logran mediante interaccidn directa por
enlace covalente.

e Atrapamiento: formacion de wuna estructura bidimensional, en presencia del
biocatalizador, que queda atrapado de forma uniforme en su interior.

¢ Sistemas con membranas (micro-encapsulacion, membranas preformadas): en ambos
casos la enzima se inmoviliza en el interior de un espacio limitado por una membrana. En
el primer caso las micro-cdpsulas se producen en presencia de la enzima que queda
incorporada en el interior. En el segundo caso, la enzima se introduce en el interior de un
sistema con membranas previamente formadas [30,33].

Adsorcion Enlaces cruzados
Enlace covalente

©) (o)

(9]
ollo

Inclusién Retencién por membranas

Figura 14. Clases de inmovilizacién por unién quimica

3.4.4 DESCRIPCION METODO INMOVILIZACION ENZIMATICA VIA ENLACE COVALENTE [30].

Una de las posibilidades de llevar a cabo el método de inmovilizacién de la enzima Lipasa sobre
soportes mediante unién por enlaces covalentes, es la activacién previa del soporte mediante el
uso de compuestos bifuncionales tales como el Glutaraldehido. Una vez activado el Carrier, los

30



grupos aminos primarios de la enzima reaccionan con los grupos aldehidos, los cuales han sido
introducidos por modificacion de los grupos amino del soporte (usualmente con 2 moléculas de
glutaraldehido). El pH usual para realizar la inmovilizacidn sobre estos soportes esta entre 7.0-8.5,
ya que el soporte activado con glutaraldehido es poco estable a valores altos de pH [6,33].

De esta forma, la molécula de glutaraldehido enlazada a los grupos amino-lisina de la enzima
reaccionan covalentemente con la molécula de glutaraldehido enlazada a los grupos amino
primarios del soporte estableciendo un enlace covalente multipunto de la enzima-soporte [6,33].

3. 5 MATERIALES MAGNETICOS

3.5.1 GENERALIDADES

Las particulas magnéticas como soporte cuentan con buen tamafio, y a pesar de no ser porosas,
permiten inmovilizar aproximadamente 100mg de proteina/gramo de particulas hiumedas. El uso
de particulas magnéticas puede ser la solucién adecuada para superar los problemas de
separacion, ya que con el uso de un iman se permite la recuperacién simple del biocatalizador del
medio de reaccién [6,34]. En algunas instancias, estos soportes no porosos pueden presentar
algunas ventajas comparados con el uso de soportes porosos. Por ejemplo, no tienen problemas
de difusion externa. En realidad, los soportes no porosos pueden ser una opcién industrial para la
utilizacidn en los sistemas sélidos-liquido. Sin embargo, usando este tipo de particulas, la enzima
es inmovilizada sobre la superficie externa y por lo tanto, se pierde el efecto protector dado por la
inmovilizacién dentro de los poros de un material poroso. Asi, es posible que una enzima
inmovilizada sobre estas particulas, pueda sufrir inactivacidn, especialmente a través de la
interaccion con burbujas de gas generadas por agitacion fuerte o burbujeo con oxigeno [34].

3.5.2 OXIDOS DE HIERRO COMO SOPORTE PARA INMOVILIZACION ENZIMATICA.

El hierro en forma de sesquidxidos, éxidos, hidréxidos y oxihidroxidos, es muy comun en la
naturaleza, los cuales son los principales componentes de muchos compuestos minerales, rocas y
suelos. Se puede encontrar compuestos de hierro en forma estable en dos estados de oxidacion
de Fe®* y Fe*. La estructura de muchos dxidos de hierro puede ser descrita, en general, como
planos compactados de atomos de oxigenos y Fe principalmente ocupando los sitios octahedrales
o como en algunos casos, ocupando los sitios tetraedrales. La secuencia de los planos de oxigeno
puede ser hexagonal cerrada compactada ABAB (forma y) o paquetes cerrados cubicos ABCABC
(formay) [34].
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3.5.3 OBTENCION DE RESIDUOS AURIFEROS CON PROPIEDADES MAGNETICAS

En los yacimientos aluviales o yacimientos de oro oxidado, se encuentran como residuos las
llamadas arenas negras, compuestas en su mayoria de materiales paramagnéticos (hierro y
magnetita) y diamagnéticos (feldespato y cuarzo). Los primeros se caracterizan por ser atraidos
por un campo magnético mientras que los diamagnéticos son repelidos por dicho campo
magnético. En la extraccion de oro se lleva a cabo un proceso denominado separacién magnética
gue permite separar la arena negra o algunos oxidos de hierro restantes del oro, para esto se
usan magnetos (imanes) fuertes y permanentes, como aquellos utilizados en altoparlantes. Estos
imanes se colocan en un recipiente plastico o de cartdn. Luego se pasa éste por encima de las
particulas a separar. Asi las particulas magnéticas son atraidas y luego el material magnético es
llevado a una capsula donde se retira el iman, y las particulas recolectadas caen. Repetir este
procedimiento varias veces puede mejorar significativamente la eficiencia de la separacion
magnética. Si todos los minerales acompafiantes son altamente magnéticos (p.ej. magnetita), se
puede conseguir, sin necesidad de amalgamacién, un alto grado de concentrado de oro, el cual se
puede vender o fundir directamente [35].

Existen también separadores magnéticos de alta intensidad, con los cuales se puede también
separar ilmenita, hematita, granates, turmalina, etc. del oro. Estos aparatos no son baratos, y
pueden ser aplicados en minas mas grandes. Los desarrollos nuevos de imanes de alta intensidad
(de tierras raras) y relativamente de bajo costo, resultardn posiblemente en pocos afios en la
construccion de separadores baratos de alta intensidad, que pueden también ser difundidos en la
pequefia mineria [35].
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCION DE MATERIA PRIMA

Las semillas de Higuerilla (Ricinus communis), cultivadas en el municipio del Tambo, Departamento
del Cauca, fueron suministradas por campesinos del municipio en el mes de enero del 2012,
semilla que por sus caracteristicas fisicas fué clasificada por en el herbario de la Universidad del
Valle por el Doctor Enrique Javier Pefia Salamanca docente del departamento de botanica,
concordando con el espécimen bajo el ndmero de clasificacion CUVC 37820 y con la siguiente
descripcién taxondmica.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Especie: Ricinus communis mayor

Las semillas suministradas con cascara (ver figura 15) se dejaron expuestas por 16 horas al sol para
su posterior descascarado. Después de su secado las semillas se tornaron de color café (ver figura
16), en este momento fue separada la primera cascara por descascarado manual (ver figura 17) y
con ayuda de un mortero la segunda y tercer cascara, luego la semilla fue sometida a un proceso
de seleccién para elegir aquellos granos que se encontraban en buen estado. Después de quitar la
ultima cuticula de proteccion quedd descubierto el grano de blanco (ver figura 18) en el cual se
encuentra concentrado el aceite de ricino; finalmente con el objetivo de obtener muestras de
tamafio homogéneo y aumentar la superficie de contacto fueron triturados los granos (ver figura
19) obteniéndose en total 1,5Kg de grano triturado listo para el proceso de extraccion del aceite.

Figura 15. Semilla de Higuerilla con cascara en proceso de secado.
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Figura 16. Semilla de Higuerilla seca con cascara.

Figura 18. Grano de Higuerilla sin cascara

Figura 17. Semilla seca con cdscara

Figura 19. Grano blanco y grano triturado de higuerilla.
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4.2 ANALISIS DEL GRANO
En la figura 20 se describe el procedimiento para la obtencién del grano sin céscara y los andlisis a

evaluar como: analisis proximal del grano triturado y el posterior analisis fisico y quimico del aceite
extraido.

Figura 20. Diagrama de flujo del analisis fisico y quimico de la semilla de higuerilla
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4.2.1 ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO

La composicion proximal de la semilla de higuerilla, obtenido por descascarado manual de la
semilla y posterior trituracion de la misma (ver figura 19), se determiné de acuerdo con los
métodos oficiales de la AOAC (2005) [36] como se muestra en la tabla 7 (ver fotografias en el
anexo A).

Tabla 7. Analisis proximal del grano triturado de semilla de Higuerilla.

DETERMINACION DESCRIPCION METODO
Deshidratacion a 100 — 105 C en estufa
Humedad a presidn constante hasta peso AOAC 950.43 [37]
constante
Ceniza Calcinacion a 550 9C por 4 horas AOAC 920.153 [36]
Extracto etéreo Extraccion Soxhlet por 4 horas AOAC 991.36 [38]

Kjeldahl: Digestidn acida y destilacion

Proteina brut 5
roteina bruta de nitrégeno (N x 6,25)

AOAC 968.06 [39]

Weende: Digestion acido-base y

Fibra bruta .,
calcinacién

AOAC 962.09 [40]

Extracto no nitrogenado

(ENN) Por diferencia
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4.2.2 EXTRACCION DE ACEITE DEL GRANO

Este procedimiento se llevé a cabo mediante el método Soxhlet (figura 21.a), cada muestra de
semilla triturada fue empaquetada en una malla de plastico previamente desengrasada la cual
posteriormente se envolvid en papel filtro colocandose en una camara de extraccién con
capacidad de 300g aproximadamente. Se usé como solvente Hexano y una temperatura de
extraccion entre 60-80°C. En total se utilizd 1469,027g de grano triturado obteniendo 750mL de
aceite de Ricino (figura 21.b), finalmente para la purificacion del aceite, se realizd una destilacién
del solvente.

Figura 21. a) Proceso de extraccion del aceite por medio del Método Soxhlet. b) Muestra de aceite
extraido

4.3 ANALISIS DEL ACEITE

4.3.1 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Para establecer las propiedades fisicas y quimicas del aceite extraido se efectuaron los siguientes
analisis: densidad, indice de refraccidn, viscosidad, punto de ebullicidn, punto de fusion, indice de
yodo, indice de saponificacién e indice de acidez. La metodologia empleada para cada
determinacidn se describe a continuacion:

v" Densidad: Se calculé de acuerdo con el método oficial de la AOAC 920.212, el cual consiste en

determinar, por medio de un picndmetro, la relacion de masa de un volumen dado de aceite
con la masa de un volumen igual de agua a 20 °C [41].
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v indice de refraccidn: Se determind, de acuerdo con el método oficial de la AOAC 921.08, con
un refractometro Abbé a 20 °C [42].

v" Viscosidad: Se determind de acuerdo al método de Stokes, el cual consiste en medir el
intervalo de tiempo de paso de un fluido a través de un tubo capilar [43].

v" Punto de ebullicién: Se determiné por medicién de la temperatura en la cual el aceite se
inflama a exposicion con llama desnuda [43].

v" Punto de fusién: Se determino por medicién de la temperatura en la cual el aceite empieza a
formar cristales [43].

v" Indice de yodo: Se determiné por el método de Wijs segln el procedimiento establecido por la
AOAC 920.159. Este consiste en disolver la muestra en cloroformo y adicionar,
posteriormente, un volumen controlado del reactivo de Wijs (ICl preparado a partir de ICl; e I,
en dacido acético glacial). Después de esperar un tiempo (1 hora) para que se complete la
reaccion, se afilade un exceso de Kl en solucidn, el cual reacciona con el reactivo no consumido
en la etapa anterior, generando una cantidad equivalente de I,. Finalmente, se valora el |, con
una solucién de Na,S,0; estandarizada [44].

v" Indice de saponificacién: Se determiné de acuerdo con el método oficial de la AOAC 920.160,
el cual consiste en saponificar el aceite calentdndolo con un exceso de KOH en solucién
etandlica. La cantidad de KOH consumida se calcula valorando con una solucién de HCI
estandarizada [45].

4.3.2 PERFIL DE ACIDOS GRASOS

La determinacién y cuantificacion de acidos grasos se realizé de acuerdo con el método oficial de
la AOCS Ce 1c — 89 [46], estandarizado por la empresa ACEGRASAS S.A., el cual consiste en separar
los isdmeros trans y los isdmeros cis y cis interrumpidos por un grupo metileno de los acidos
grasos por cromatografia de gases. Para ello los acidos grasos del aceite fueron metilados usando
el método de esterificacion con BF;. Para ello se adiciond 4 mL de una solucion metandlica de
NaOH 0,5 N a 100 mg de aceite. Se calenté durante 5 minutos en un bafio maria para hidrolizar los
acidos grasos. Después de enfriar a temperatura ambiente, se adiciond 5 mL de una solucién
metandlica de BF; al 14%, se recalenté durante 5 minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se adicionaron 10 mL de hexano. Posteriormente se agité manualmente la mezcla para extraer,
en la fase organica, los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME), los cuales fueron analizados
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en un cromatdgrafo de gases Agilent 4890D de la empresa ACEGRASAS S.A., equipado con un
detector de ionizacién de llama (FID). Los FAME se separaron sobre una columna capilar Supelco
2380 (60 m x 0,25 mm d.i. x 0,20 um espesor de pelicula) bajo las siguientes condiciones de
operacion:

Temperatura del inyector: 255 °C

Modo de inyeccién: Split 1:50

Temperatura inicial del horno: 50 2C

Gradiente de temperatura: 15 °C/min (0 — 8 min) y 5 °C/min (8 — 32 min)
Temperatura final del horno: 240 °C

Temperatura del detector: 300 °C

NN N NN

Gas portador: Hidrégeno

v" Caudal del gas portador: 0,6 mL/min
Los ésteres metilados de los acidos grasos fueron identificados por comparacion de sus tiempos de
retencion con los de estandares de C 6:0, C 8:0, C 10:0, C 12:0, C 13:0, C 14:0, C 14:1, C 15:0, C
16:0, C 16:1,C17:0, C 18:0, C 18:1 Trans, C 18:1 Cis Iso, C 18:1 Cis, C 18:2 tt, C 18:2 ct, C18: 2 tc, C
18:2 n6 Cis, C 18:3 ttt, C 20:0, C 18:3 ttc-tct, C 18:3 ctt-cct, C 18:3 ctc, C 20:1, C 18:3 n3, C 22:0, C
22:1n9, C 24:0 (NuChek Prep, Inc.).

4.4 INMOVILIZACION ENZIMATICA

Los procedimientos descritos a continuacidon desde el apartado 4.4.1 hasta el 4.4.3, se realizaron
modificando lo reportado por Dussan 2008[6].

4.4.1. SINTESIS DE PARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS PARA USO COMO SOPORTE DE
INMOVILIZACION

Se suspendieron 8,031g de particulas magnéticas (PM. ver figura 22) en 300mL de agua destilada
mezcla rotulada como (A). Paralelamente se preparé una solucion (B) constituida por 15 mL de (3-
(2-amino-etil-amino) propil) trimetoxisilano (APTS), 45mL de metanol y 15mL de solucién acuosa
de fluoruro de sodio NaF (1%). Esta mezcla se agité por 15 minutos. Posteriormente a la mezcla
(B), se le afadid la solucién que contenia las PM y se continud agitando por 15 minutos mas.
Mientras se llevaba a cabo el proceso de agitacién se adiciond gota a gota 75mL de una solucidn
rotulada como (C) de tetraetilortosilicato (TEOQS). Esta mezcla Se agitd durante 48 horas a
temperatura ambiente. Finalmente se filtrd y lavé el sélido dos veces con etanol y agua destilada
y se secd en una estufa a 30°C por 48 horas, obteniéndose 8,0g de particulas magnéticas
recubiertas (PMR). El proceso se realizé por duplicado obteniéndose en la segunda repeticién de
8,030g de PM 8.0g de PMR. En la figura 23 se puede observar en resumen el procedimiento.
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Figura 22. Particulas magnéticas PM

Agitar por 15min

(A) Particulas magnéticas en L
agua destilada. Solucién (B) APTS, Metanol y NaF

Agitar por 15min

——»  Mezclar (A) + (B)

l

Solucion PMR
A

A

l«— Agitar por 48 horas

Adicionar (C). TEOS gota a gota

Solido: PMR Secar por 48 horas

Filtrar Lavar con agua y etanol
Figura 23. Diagrama general del proceso de sintesis de particulas magnéticas recubiertas PMR.

4.4.2 ACTIVACION DEL SOPORTE MAGNETICO CON GLUTARALDEHIDO.

Se adicionaron 8,0g de particulas magnéticas recubiertas (PMR) a 150mL de solucién acuosa de
glutaraldehido (10%) y se agitd con agitacion magnética durante 24horas a temperatura ambiente.
El sélido filtrado se lavd con agua destilada y finalmente se secé a temperatura ambiente por 48
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horas, obteniendo 7,555g y para el duplicado 7,551 de 8.0g de particulas magnéticas recubiertas
activas (PMRA).

4.4.3 INMOVILIZACION DE LA LIPASA

La enzima empleada para el proceso de inmovilizacion correspondié a la lipasa comercial
LIPOSYME CALB producida del microorganismo Aspergillus niger que segun los reportes presenta
buena actividad catalitica en condiciones de reaccién de temperaturas de 30-75°C y pH entre 5-9,
considerando ademas que 764mg complejo enzimatico equivalen a 200mg de proteina.

El procedo de inmovilizacidn de inicié disolviendo 7,815g vy 7,841g del complejo enzimatico (el
segundo valor corresponde al duplicado), en 1L de Buffer de fosfato (pH 7, 0,1M) agitandose hasta
disolucién completa de la lipasa. A cada solucidn se le anadié 7,550g de particulas magnéticas
recubiertas (PMRA) previamente funcionalizadas con glutaraldehido y se agitdé durante 24horas a
temperatura ambiente con agitacion magnética. Cada solucidn se filtré y el filtrado se lavo dos
veces con buffer de fosfato. Finalmente los precipitados se secaron a temperatura ambiente por
48horas obteniéndose 5,445g y 5,443g de particulas magnéticas recubiertas activadas con enzima
inmovilizada (PMRA-ENZ). Los lavados fueron almacenados para posterior andlisis (paragrafo
4.4.4.2).

4.4.4 CARACTERIZACION DE: PM, PMRA Y PMRA-ENZ.
4.4.4.1 DETERMINACION DE GRUPOS FUNCIONALES

Mediante el uso de espectroscopia infrarroja se llevd a cabo el seguimiento de los productos
obtenidos en la sintesis tanto del recubrimiento del soporte, como la activacién con
glutaraldehido y posterior inmovilizacion de la Lipasa. Este proceso se llevd a cabo en el
espectrofotdmetro IR, THERMO ELECTRON Niccolet IR200.

4.4.4.2 CUANTIFICACION DE PROTEINA EN LOS LAVADOS DE PMRA-ENZ POR EL METODO DE
LOWRY

Se prepard una solucién madre de seroalbiumina bovina de 200ppm, de la cual se extrajeron
alicuotas de 0,25mL, 0,5mL, 1,0mL, 2mL, 3mL, 5mL y 7,5mL y se aforaron a 10mL con agua
destilada, obteniéndose concentraciones de 5ppm, 10ppm, 20ppm, 40ppm, 60ppm, 100ppm y 150
ppm de seroalbumina bovina respectivamente.

Una vez preparada la curva, se prepararon los siguientes reactivos indispensables en el proceso:
v Solucién D: carbonato sédico al 2% en NaOH
v Solucién E: sulfato cdprico al 1%
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v" Solucidn F: Tartrato sddico-potdsico al 2%
v" Reactivo de Lowry: 50mL de la D con 0.5mL de E y 0.5mL de la solucién F.

Se tomd 5mL de cada concentracion preparada de seroalbimina bovina, a cada alicuota se le
adiciond 3mL del reactivo de Lowry dejando pasar entre cada adicion 1minuto, 10minutos después
se adiciond 0,3mL de reactivo Folin-Ciocalteau dejando en reposo cada muestra por 30minutos,
finalmente se midid la absorbancia a 761nm en un espectrofotémetro Ultravioleta Visible
THERMO, GENESIS 6 de la Unidad de Analisis industriales de la universidad del Cauca. Este
procedimiento fue aplicado para las muestras tomadas de cada proceso de lavado realizado
durante el proceso de inmovilizacién, con el objetivo de cuantificar la enzima sin inmovilizar en
equivalentes de proteina.

4.5 PRODUCCION DE BIODIESEL
4.5.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé siguiendo las condiciones de reaccion
expuestas en la tabla 8 y 9 para el experimento 4. Una vez se dio inicio a la reaccion, se extrajo
cada hora una alicuota de 0,5mL de la muestra reaccionante y se calenté a 50°C para detener la
reaccion, posteriormente se aforé hasta 5mL con etanol absoluto y se titulé con KOH (0,06M). La
actividad enzimatica es expresada por la cantidad de acido Ricinoléico que se gasta por unidad de
tiempo [6,47].

4.5.2 TRANSESTERIFICACION DEL ACEITE DE RICINO CON ETANOL

La produccidn de biodiesel se llevé a cabo mediante la reaccidén de transesterificacién con lipasa
libre e inmovilizada, usando aceite comercial (AC.C) de ricino y el aceite extraido (AC.EXT) de las
semillas donadas por los campesinos del Municipio del Tambo.

Las condiciones de reaccion se describen a continuacidn en las tablas 8 y 9, los experimentos 1y 2
corresponden a la transesterificacion del aceite comercial de ricino, mientras que los
experimentos 3 y 4 a la transesterificacion del aceite de ricino extraido. El experimento A se llevé
a cabo con lipasa libre y el experimento B con Lipasa inmovilizada. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.
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Tabla 8. Condiciones de reaccién de transesterificacién del aceite de Ricino con Lipasa libre.

Aceite Experimento A EtOH: AC C.argla. T°C %H,0
enzimatica
AC.C 1A 3:1 0.05% 35 10
AC.C 2A 2:1 0.05% 30 10
AC.EXT 3A 3:1 0.05% 35 10
AC.EXT 4A 2:1 0.05% 30 10

Tabla 9. Condiciones de reaccién de transesterificacion del aceite de Ricino con Lipasa

inmovilizada.
Aceite Experimento B EtOH: AC C.arg:a. T°C %H,0
enzimatica
AC.C 1B 3:1 0.05% 35 10
AC.C 2B 2:1 0.05% 30 10
AC.EXT 3B 3:1 0.05% 35 10
AC.EXT 4B 2:1 0.05% 30 10

4.5.3 ANALISIS DEL BIODIESEL OBTENIDO.
4.5.3.1 IDENTIFICACION DE ESTERES

La determinacidn de ésteres se realizé de forma cualitativa siguiendo el procedimiento de la
reaccién con hidroxilamina para formar acidos hidroxamicos que producen una coloracidn rojiza
en presencia de iones férricos. Se determind cualitativamente debido a que los posibles productos
de la reaccién de transesterificacion tales como diacilglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos
libres al dar también positiva esta prueba imposibilita la determinacidn cuantitativa Unica de los
esteres etilicos (biodiesel).

En tubos de ensayo se adicionaron 0.5mL de una solucién de clorhidrato de hidroxilamina 1N, en
etanol y 50ul de las correspondientes muestras a valorar (productos de la reaccién de
transesterificacion). A cada tubo se le afiadié gota a gota, una solucién de KOH 2N en metanol
hasta que la mezcla alcanzé un pH de 9-10 y se completd con otras 4 gotas adicionales de la misma
solucién de KOH 2N. Se calentaron los tubos hasta iniciar la ebullicidn colocandolos en un vaso de
precipitado con agua llevando a cabo agitacién. Se enfrié y se afiadié gota a gota HCI (2N) hasta un
pH aproximado de 3. Finalmente, se adicioné una gota de una solucién de FeCl; al 10%,
generandose como se esperaba una coloracion roja producto de los esteres presentes.
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4.5.3.2 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Para establecer las propiedades fisicas y quimicas del Biodiesel obtenido se efectuaron los

siguientes andlisis: densidad, indice de refraccién, viscosidad, punto de inflamacién, indice de

yodo, numero de cetano, Glicerina libre, Glicerina total y destilacién. La metodologia empleada

para cada determinacion se describe a continuacion:

v

Densidad: Se calculé de acuerdo con el método oficial de la AOAC 920.212, el cual consiste en
determinar, por medio de un picndmetro, la relacion de masa de un volumen dado de aceite
con la masa de un volumen igual de agua a 20 °C [41].

indice de refraccién: Se determind, de acuerdo con el método oficial de la AOAC 921.08, con
un refractometro Abbé a 20 °C [42].

Viscosidad: Se determind por medicidn a temperatura constante de 40°C, la velocidad de flujo
78,53rad/seg, tiempo 120 segundos [43].

Punto de inflamacion: Se determiné por medicién de la temperatura en la cual el producto de
la transesterificacion se inflama a exposicion con llama desnuda [43].

indice de yodo: Se determiné por el método de Wijs segln el procedimiento establecido por
la AOAC 920.159. Este consiste en disolver la muestra en cloroformo y adicionar,
posteriormente, un volumen controlado del reactivo de Wijs (ICl preparado a partir de ICl; e I,
en acido acético glacial). Después de esperar un tiempo (1 hora) para que se complete la
reaccién, se afiade un exceso de Kl en solucion, el cual reacciona con el reactivo no consumido
en la etapa anterior, generando una cantidad equivalente de I,. Finalmente, se valora el |, con
una solucién de Na,S,05 estandarizada [44].

Numero de Cetano: ignicidn rapida seguida de un quemado total y uniforme del carburante.
Descrito por el método EN ISO 5165 [43].

Glicerina libre y Glicerina total: se determiné siguiendo el método de ensayo descrito. EN
14105, EN 14106 [43].

Destilacion: se determind siguiendo el método ASTM D 86. Temperatura en la cual los esteres
etilicos empiezan a destilarse, 90% destilado [43].
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 ANALISIS DEL GRANO

5.1.1 ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO

Actualmente dada la problematica de escases del petréleo, y los graves problemas de
contaminacién ambiental, se busca desarrollar materias primas con alto contenido de aceites de
diferentes especies oleaginosas. En este caso la Higuerilla ha despertado gran interés para la
elaboracion de biodiesel debido a su alto contenido de aceite, dato que se puede corroborar en el
analisis de composicion proximal del grano triturado de Higuerilla realizado en el presente trabajo;
se observa que los componentes mayoritarios son la grasa y la fibra, lo cual concuerda con
estudios realizados por otros investigadores y corrobora la importancia de esta semilla desde el
punto de vista industrial dado a su alto nivel de grasa. Los resultados completos del analisis
proximal del grano triturado de la semilla de Higuerilla se muestran en la tabla 10.

Teniendo en cuenta los reportes en la literatura, el contenido de grasa (54.4%) en la parte blanda
y blanca del la semilla (Grano) de Higuerilla se encuentra dentro de los limites reportados por CEA
(Cultivos energéticos alternativos [14]) (35-55%) y por encima del reportado por Valderrama (48-
50%) en su articulo “La Higuerilla y su principal producto, el aceite de ricino” [15]. Las diferencias
que presentan estos dos autores no solamente en el componente grasa, sino también humedad y
cenizas, se puede deber a la variedad de semilla utilizada ya que no la reportan, asi como de los
factores tanto fisicos como ambientales del cultivo, principalmente dada por las condiciones de las
regiones CEA (Colombia) y Valderrama (Chile) tales como: la precipitacion, la altitud, temperatura,
el ciclo germinativo y principalmente el tipo y calidad del suelo presente en estas. Sin embargo
cabe resaltar que la semilla de estudio Ricinus communis mayor cultivada en el municipio del
Tambo presenta un mayor contenido de aceite de los reportados, lo cual podria ser importante
para futuros estudios sobre cultivos realizados con el fin de obtener semilla destinada para la
produccién de biocombustible.

Tabla 10. Resultados del analisis proximal del grano triturado de Higuerilla

Componente Herrera CEA [14] Valderrama

(2012) (2009) [15]

Humedad (%) 3,14+0.0 3,70 4-8

Cenizas (%) 3,02 £0,02 6,27 2-3

Grasa (%) 54,45 + 1.36 35-55 48-50

Proteina (%) 4,11 +0,01 o -

Fibra Bruta (%) 20,49 +0,38 - -

ENN (%) 14,79 + 0,0
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5.2 ANALISIS DEL ACEITE DE RICINO

Goering et al. (1982) propusieron la realizacion de unos test ASTM (American Standard Testing
Materials) para caracterizar, evaluar y comparar las propiedades como combustible de los aceites
vegetales. También las relacionaron con la composicién quimica de los mismos, mediante tests
A.0.C.S (American Oil Chemist Society), por tanto de dichas propiedades fisico—quimicas
dependerd, en gran medida, el funcionamiento éptimo del aceite vegetal como combustible [48].
En la tabla 11 se muestran los resultados evaluados de algunas de estas propiedades para el aceite
de ricino.

5.2.1 PROPIEDADES FiSICAS

La densidad y el indice de refraccién son valores que no varian significativamente para un aceite
determinado cuando esta puro y fresco pero que se afectan por la edad, rancidez y cualquier
tratamiento especial al cual sea sometido y guardan una relacion directamente proporcional con
el peso molecular de los acidos grasos y el contenido de acidos grasos insaturados e hidroxilados
presentes en un aceite [49].

El aceite de Ricino que se obtuvo de la extraccion usando el método Soxhlet, presenta un color
amarillo (ver figura 21) y un aroma desagradable propio del aceite. Presenta un leve olor a
solvente Hexano después de haberse realizado la evaporacion de este para la purificacion del
aceite.

De acuerdo a los valores obtenidos y segun los Test evaluados por la ASTM, respecto a las demas
propiedades fisicas (ver tabla 11), se tiene que el aceite de ricino alcanza un punto de ebullicién
de (309,7 °C) dado a su valor elevado con respecto a otros aceites destinados para el mismo fin
como aceite de colza (285°C) y aceite de girasol (215°C) [50], se establece que el aceite de
higuerilla permite un almacenamiento, transporte y uso mds seguros; del punto de fusién el cual
determinara el comportamiento del combustible en ambiente frio (fluidez, temperatura limite de
filtralidad) y permite prever el funcionamiento del sistema de alimentacién del motor y, mas
particularmente de los filtros del combustible, se reporta un valor del (-10,1°C), valor que se
establece dentro del rango permisivo puesto que valores por debajo de -15°C deben ser
calentados antes de arrancar el motor. Otros parametros fisicos considerados tal vez como los mas
importantes son la viscosidad y la densidad, dado que valores altos influyen sobre el
funcionamiento del sistema de inyeccién, bombeo y fluidez del combustible, la mecanica de
ruptura, atomizacién y pulverizacién de los inyectores, practicamente constituyen los mayores
obstaculos para el empleo de aceites vegetales como combustible de motores Diesel. Con
respecto a la viscosidad su valor es mas de 10 veces superior al que presenta el gasdleo (2-4,5 cSt)
[48]. El valor para el aceite de ricino es de (260,76 cSt a 40°C) comparado con aceite de colza (78
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cSt) y aceite de girasol 65.8 (cSt) [50] se puede observar que el del aceite de ricino es mucho
mayor, sin embargo aunque esta propiedad sea de gran importancia para el buen funcionamiento
de inyeccidén, se puede considerar el uso de este como materia prima para la produccion de
biodiesel, ya que dependiendo de las condiciones de reacciéon de transesterificacion se puede
disminuir este valor, afectando de paso también el valor de la densidad del aceite de estudio que
correspondid a (0,95g/mL) mientras que para aceites como de girasol se reportan valores mas
bajos (0.86 g/mL) y colza (0.91 g/mL).

5.2.2 PROPIEDADES QUIMICAS

El indice de yodo es una medida del grado de insaturacién de los acidos grasos presentes en un
aceite y de gran valor para la identificacién del mismo, ya que permanece casi inalterada por
ligeros cambios en su estado [50].El resultado obtenido para el aceite de Higuerilla (ver tabla 11),
da un indicio de su grado de insaturacion, lo cual hace que sea susceptible a procesos de rancidez
oxidativa. Este valor (76,97 + 0.41) se encuentra por debajo de los valores reportados por la
A.O.C.S para los aceites destinados como biocombustibles, cuyo indice de yodo es alto, entre ellos,
el aceite de girasol (118 - 145 g de 1,/100 g aceite) y el de Colza (141 — 120 g de 1,/100 g aceite).
No obstante aceites que presentan elevada esta propiedad pueden producir una mayor
descomposicidon de los mismos en otros productos que dan origen a compuestos que no se
gueman y que quedan adheridos al interior de la cdmara de combustidn, generando por tanto una
acumulacion de residuos en el interior del motor [49]. Este hecho conlleva a resaltar el aceite de
Higuerilla debido a que no requeriria pretratamientos o suministro de aditivos para mejorar sus
propiedades de degradacién térmica.

El indice de saponificacion es un valor inversamente proporcional al peso molecular de los acidos
grasos presentes en un aceite, debido a que los ésteres de los acidos de bajos pesos equivalentes,
requieren mas base para la saponificacion que el mismo peso en gramos de aquellos de mayor
peso equivalente[50]. El valor encontrado para el aceite de Higuerilla se encuentra por debajo del
rango reportado por la A.0.C.S (176-184 mg KOH/g aceite) pero corrobora la presencia de acidos
grasos de alto peso molecular.

Comparando las propiedades fisicas y quimicas (ver tabla 11) determinadas para el aceite extraido
de la semilla de Higuerilla cultivada en el Municipio del Tambo (Departamento del Cauca), con las
Reportadas por la A.0.C.S (ver tabla 5), se puede observar la concordancia existente entre ellas y
por ende, comprobar el potencial de este aceite para uso como biocombustible.
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Tabla 11. Propiedades Fisicas y Quimicas del Aceite extraido de las semillas de Higuerilla

CONSTANTE RESULTADO (2012)
Densidad (g/mL) a 25 °C 0,95 + 4,36E-4
indice de refraccién a 25 °C 1,47 + 1,0E-4
Viscosidad a 40 °C (cSt) 260,76 £ 0,45
Punto de ebullicion °C 309,70+ 1,12
Punto de Fusién °C -10,10+£ 0,17

indice de yodo (g de 1,/100 g aceite) 76,97 £ 0.41

I. de saponificacién

. 172,58 + 0,51
(mg KOH/g aceite)

5.2.3 PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Segun los resultados expuestos en la tabla 12, el aceite de Ricino posee un alto grado de
insaturacion (97,19%). A pesar de esto, el indice de yodo (76,97 g de |,/100 g aceite, ver tabla 11)
no es tan elevado en comparacién con aceites como el de colza y el de girasol, puesto que su

principal constituyente es el acido Ricinoléico (88.86%) el cual es mono insaturado; en menor

proporcién se encuentran los acidos poli insaturados (4.76%) como los acidos a-linolénico (C18:3

n-3) y linoléico (C18:2 n6 cis) y los &cidos grasos saturados (2.56%) Acido palmitico (C16:0)

acido estedrico (C18:0) como se observa en la figura 24.

Tabla 12. Perfil de acidos grasos del aceite de Ricino.

y

L EXPERIMENTAL REPORTADO POR LA
ACIDO GRASO g/100 g DE ACEITE LITERATURA [51]
C16:0 1.18 0.86
C18:0 1.38 1.01
C18:1 Cis 3.57 2.63
C18:1, OH 88.86 89.54
C18:2 n6 Cis 4,28 4.10
C18:3n3 0.48 0.36
100

» 90

o 80

8 70

o 60

o 50

S 40

g 30

T 20

S 10

0 . :
Saturados Monoinsaturados Poliinsaturados
(4% 2,56 92,43 4,76

Figura 24. Composicidon de acidos grasos del aceite de Higuerilla, agrupados segun su grado de

saturacion
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Debido a que el aceite de Ricino estda compuesto en un alto porcentaje de acido Ricinoléico
(88.86%) el cual estructuralmente contiene en su cadena mono insaturada un grupo Hidroxilo (ver
figura 25), el costo de producciéon del biodiesel de Ricino podria ser menor al de otras fuentes de
aceites vegetales, debido a su solubilidad en alcohol lo cual permite que la transesterificacién
pueda ocurrir a temperatura ambiente, ademads no requeriria el uso de aditivos [52].

O
= OH

OH

Figura 25. Estructura quimica del acido Ricinoléico.

Los resultados concuerdan con otros estudios realizados (ver tabla 4), los cuales ratifican que el
aceite de Ricino esta constituido esencialmente por el acido Ricinoléico cuyo porcentaje varia en
un rango de 80-90%, la variacion puede estar sujeta a la variedad de semilla de higuerilla, al ciclo
germinativo, a las propiedades del suelo, a la altitud, a las precipitaciones, temperatura, etc.
Comparando la composicion de acidos grasos del aceite de Ricino con el de otras semillas
oleaginosas como el de Colza y Girasol, las cuales han ocupado los primeros lugares entre los
cultivos oleaginosos para la produccién de biodiesel, se puede confirmar que dicho aceite
comercial es el Unico que contiene hidroxiacidos grasos, por su alto contenido de acido Ricinoléico
(88.86%), el cual se encuentra fundamentalmente haciendo parte del triglicérido simple
trirricinoleina. La presencia del grupo funcional hidroxilo, en adicién al grupo carboxilo y al enlace
doble, hace por tanto que el acido Ricinoléico tenga potencial para la industria oleoquimica. La
importancia oleoquimica de los hidroxiacidos por tanto ha motivado la realizacion de
investigaciones orientadas a desarrollar plantas oleaginosas que produzcan aceites ricos en estos
compuestos. Una de tales plantas es la denominada Lesquerella fendleri, de la cual se obtiene
aceite que puede llegar a tener hasta el 70% de acido lesquerdlico (C20:1, OH) (figura 26) cuyos
alquilésteres han sido recomendados también como aditivos de lubricidad para el combustible
diesel convencional, pero sigue ocupando el primer lugar el aceite de ricino por mayor
concentracion del acido Ricinoléico [51].

Figura 26. Estructura quimica del acido lesquerélico.
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5.3 INMOVILIZACION ENZ
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Figura 28. Reaccion de polimerizacidn, recubrimiento de las particulas magnéticas. (Imagen
modificada [6])

Para comprobar que las particulas magnéticas (PM) fueron recubiertas tal y como se muestra en
la figura 26.b y en la reaccién de la figura 27, se tomd un espectro FT-IR (ver figura 29)
encontrandose lo siguiente: Banda a 3454 cm™ (modo estiramiento) correspondiente a los grupos
hidroxilo (referenciadas a la presencia de H,O en las muestras). Bandas cercanas a los 2900 cm™
debidas a enlaces C-H (modo estiramiento), banda alrededor de 1640 cm™ debida al enlace -C-O, la
sefial de mayor importancia en el espectro es la que aparece en 1063 y 791 cm™ debidas a los
enlaces Si-O-Si (modo estiramiento) y banda en 461 cm™ debida a los enlaces Fe-O. El espectro
obtenido para este compuesto coincide con los reportados en la literatura y los que reposan en
diferentes bases de datos de espectros, ademas por el reportado por Dussan (ver figura 33) en su
trabajo inmovilizacién de enzimas en Nanoestructuras magnéticas para aplicaciones industriales.

[6,53,54].
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Figura 29. Espectro FT-IR (KBr) de las particulas magnéticas recubiertas (PMR)
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5.3.2 ACTIVACION DEL SOPORTE MAGNETICO

Las particulas magnéticas recubiertas se activaron siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 4.4.2, obteniéndose particulas sdélidas de color café claro (ver figura 30.a) evidenciando
un cambio con las PMR de color gris y con una respuesta magnética cualitativamente mucho
menor que el presentado por las particulas de partida (ver figura 30.b). Se empled para este
procedimiento 8,0g de PMR e igual valor para el duplicado y una solucion de 150mL de
glutaraldehido cuya funcién fue enlazarse mediante enlaces covalentes generando grupos imino (-

=N-) (ver figura 31) sobre las particulas magnéticas recubiertas que presentaban grupos amino
libres aportados por la solucién de APTS en el proceso de recubrimiento. Una vez enlazado el
glutaraldehido al soporte se obtuvo en promedio de los duplicados 7,553g de las nuevas particulas
magnéticas recubiertas y activadas (PMRA) con un porcentaje de rendimiento del proceso
aproximado del 94% evidencidndose una disminucién en cuanto al proceso anterior
(recubrimiento de PM). Finalmente las PMRA obtenidas se caracterizan por presentar grupos
carbonilo libres (ver figura 32) que serdn usados para el posterior proceso de inmovilizacién
enzimatica.

Figura 30. a) Particulas magnéticas recubiertas y activadas PMRA, b) PMRA respuesta magnética.

I-\c/-l I-\ H Mj%(ﬂgrommonno
NN \ o — s.
\
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0 PMRA

Figura 31. Reaccidn de activacion de las particulas magnéticas. (Imagen modificada [6])

Para la determinacidn de las funciones quimicas presentes en las PMRA se tomé un espectro FT-IR
(ver figura 32), presentando sefiales muy similares a las obtenidas para el espectro FT-IR de las
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PMR (ver figura 29), encontrandose las bandas ya mencionadas en el paragrafo 5.3.1, ademas de
las bandas que aparecen aproximadamente a 1700cm™ correspondiente al enlace C=0 (modo
estiramiento) y la banda —C-H a los 2960 cm™ (modo estiramiento) ambas caracteristicas del grupo
carbonilo libre presentes en el soporte y aportadas por el glutaraldehido enlazado covalentemente
a este. Se debia esperar una banda aproximadamente alrededor de 1090cm™ generada por el
enlace imino (-C=N-) pero la banda 1063,12cm™ podria estar solapando dicha sefial lo cual no se
puede evidenciar a simple vista. El espectro de la figura 29 y 32 fue comparado con los espectros
de la figura 33 reportados por Dussan [6] encontrandose seiales similares que permiten constatar
el recubrimiento y la activacién del soporte.

Rl

Figura 32. Espectro FT-IR (KBr) de las particulas magnéticas recubiertas y activadas (PMRA)
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Figura 33. Espectro FT-IR reportado por Dussan [6] para a) particulas magnéticas recubiertas y b)
particulas recubiertas y activadas (PMRA)
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5.3.3 INMOVILIZACION DE LA LIPASA

Con el soporte (PMRA) activado se realizé el proceso de inmovilizacién de la enzima Lipasa
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.4.3; se obtuvo en promedio 5,444g de
particulas sélidas de color café (PMRA-ENZ) (ver figura 34) partiendo de 7,550g de particulas
magnéticas recubiertas y activadas (PMRA) con un porcentaje de rendimiento aproximado del 72%
notablemente en cada proceso se observé una disminucién en dicho porcentaje, debido a la
perdida de material en cada proceso de filtrado, lavado y secado, sin embargo manteniéndose en
un rango promisorio (>70%)para efectuar un proceso a nivel industrial.

Figura 34. a) Enzima inmovilizada y su respuesta magnética.
Por la activacidon del soporte con el reactivo bifuncional glutaraldehido las PMRA presentaban

grupos carbonilo libres, que se enlazaron a los grupos amino libres de la enzima durante el
proceso de inmovilizacién, mediante enlaces covalentes formando nuevamente enlaces imino
(=C=N) como se muestra en la reaccion de la figura 35; en el espectro FT-IR tomado para estas
nuevas particulas (ENZ-INM) (ver figura 36) se identifica un cambio con el espectro de las PMRA
(ver figura 32) en cuanto a la disminucién de la sefal de la banda del grupo carbonilo (—-C=0)
aproximadamente 1700cm™, resultado interpretado como sefial de formacién de los nuevos
enlaces imino, nuevamente este ultimo enlace (-C=N-) no se observa en el espectro por posible
solapamiento con la banda generada por el enlace Si-O-Si.

Protema
\cho \\L‘-’; imino
Grupo imino Grupos .
{} \ carbonilo Proteina

BT
A YK

PMRA Enzdnm

Figura 35. Reaccidn de Inmovilizacidn enzimatica. (Imagen modificada [6])
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Figura 36. Espectro FT-IR (KBr) Enzima inmovilizada (Enz-inm)

5.3.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA EN LOS LAVADOS DE PMRA-ENZ POR EL METODO DE
LOWRY.

Para la determinacidn cuantitativa de la proteina presente en los lavados realizados al soporte con la
enzima inmovilizada (PMRA-ENZ), se selecciond el método colorimétrico de Lowry permitiendo
determinar la cantidad de enzima en equivalentes de proteina que quedd sin inmovilizar. La ventaja
de este método colorimétrico es la extrema sensibilidad que presenta (0.1-2.0 pg (proteina)/mL) ya
gue es capaz de detectar cantidades del orden de 10 microgramos de proteina. La reaccidén general
ocurre bajo condiciones alcalinas de Cu™ formando un complejo con los enlaces peptidicos de las
proteinas y una reduccion del cobre a Cu®. El Cu” asi como los grupos R de Tirosina, Triptéfano y
Cisteina de la proteina reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau (figura 37), reactivo que primero
genera un producto inestable que se reduce lentamente a azul de molibdeno/tungsteno. El complejo
coloreado obtenido de la aplicacion de esta técnica empleando las alicuotas de los lavados de las
PMRA-ENZ se llevaron a un espectrofotometro UV-VIS realizandose un barrido entre 250 y 800nm,
presentando un maximo de absorcién en la longitud de onda de 761nm.
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Figura 37. Complejo coloreado formado por la accién del reactivo de Folin

Los resultados de la curva patron de Seroalbimina bovina empleada para tal proceso se muestran
en la tabla 13, la grafica para la curva se puede apreciar en la figura 38 mostrando un coeficiente
R® (0,9993) indicando que el 99% de los puntos experimentales estan sobre una recta con
pendiente positiva, es decir que existe una buena correlacion entre las variables de la curva
“absorbancia y concentracidon”; asi mismo se obtuvo una expresiéon y= 0,0029x + 0,092 que
permitié calcular el valor de la concentracién de proteina presente en las muestras L1 y L2
tomadas en el proceso de lavado del soporte con la enzima inmovilizada, proceso realizado por
duplicado. Segun las especificaciones de la enzima Lipasa usada en el presente trabajo, 764mg de
complejo enzimatico equivale a 200mg de proteina.

Tabla 13. Resultados Curva de seroalbuimina bovina realizado por triplicado.

Promedio Promedio cv STD
Concentracion (ppm) | Abs. curva 1l | Abs. curva2 | Abs. curva 3 Abs.

10 0,042 0,163 0,130 0,112 0,008 0,062
20 0,086 0,196 0,172 0,151 0,007 0,058
40 0,151 0,255 0,219 0,209 0,006 0,053
60 0,234 0,323 0,262 0,273 0,004 0,046
100 0,353 0,425 0,362 0,380 0,003 0,039
150 0,525 0,553 0,491 0,523 0,002 0,031
200 0,681 0,708 0,607 0,666 0,005 0,052
t; g:i;g 8,0x10° | 2,83x10°

55



Curva Seroalbumina bovina
0,800 -
0,700 -
@ 0,600 -
2 0,500 -
S 0,400 -
20,300 - y =0,0029x + 0,092
< 0200 - R?=0,9993
0,100 - €
0,000 . . . . .
0 50 100 150 200 250
concentracion ppm

Figura 38. Curva patron de SeroalbUmina bovina.

La absorbancia para L1 y L2 corresponde a 0,416 y 0,420 equivalentes a una concentracion de
111,724 y 113,0ppm de proteina respectivamente; estos resultados se resumen en la tabla 14,
cada lavado (1500mL) se obtuvo del proceso de inmovilizar 15,656g de enzima lipasa equivales a
4,099g de proteina. Con las concentraciones calculadas de los lavados 1 y 2 se determind la
cantidad de proteina presente en estos, correspondiente a 0,167g y 0.170g lo que equivale a
0.638g y 0.647g de enzima sin inmovilizar, con este resultado se calculé por diferencia la cantidad
de enzima inmovilizada en el soporte encontrandose valores correspondientes a 7,177g y 7,194g,
es decir aproximadamente el 91,8% de enzima utilizada fue soportada en las PMRA (tabla 14).

Tabla 14. Resultados proceso de inmovilizacién enzimatica

Lavado Abs ppm Enz utilizada Proteina (g) Enz. (g) Enz.inm(g)
(g) lavados lavados
L1 0,416 111,724 7,815 0,167 0,638 7,177
L2 0,420 113,0 7,841 0,170 0,647 7,194

5.4 PRODUCCION DE BIODIESEL DE RICINO
5.4.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimdtica se expresd en términos de la velocidad, se calculé como la cantidad de
producto formado por unidad de tiempo. Este parametro se evalué siguiendo las condiciones de
reaccion tanto del experimento A como B para el nUmero 4 (ver metodologia. Tabla 8 y 9). Estos
experimentos se eligieron porque presentan unas menores condiciones de trabajo respecto al otro
experimento, tales como, menor relacion molar y menor temperatura de reaccidn, condiciones
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consideradas a nivel industrial para la disminucion de costos de produccién, ademas de que
permite evaluar las caracteristicas bdsicas de la enzima LIPOZYME CALB producida del
microorganismo Aspergillus niger que segun los reportes presenta buena actividad catalitica en
condiciones de reaccidn de temperaturas de 30-75°Cy pH entre 5-9 [55].

La actividad enzimatica evaluada fue expresada como mili-moles de acido graso transesterificado
por gramos de enzima utilizados, evaluados frente al tiempo de reaccidn, esto permitié establecer
que la maxima cantidad de acido graso transesterificado correspondié a 3,220 mili-moles con
enzima libre en un tiempo de 85 minutos (figura 39), 3,260 mili-moles para enzima inmovilizada en
un tiempo de 480 minutos (figura 40) y 3,001 mili-moles (figura 41) con enzima reutilizada en un
tiempo de 300 minutos. Estos resultados establecen dadas las condiciones de reaccion;
temperatura de 30°C, relacidn molar etanol: aceite 2:1, carga enzimatica del 0,05% (respecto al
aceite) y un porcentaje de agua del 10%; que pese a que la maxima conversion se alcanza con la
enzima inmovilizada en el soporte magnético, entra a competir la enzima libre en la reaccién
puesto que la maxima conversién se tiene sobre los 85 minutos, considerando el factor de
produccién con una diferencia de 0,431mili-mol de acido graso transesterificado con uso de
enzima libre vs inmovilizada, este ultimo valor puede atribuirse a que la enzima libre fue inhibida
por el producto o por la concentracidn de acidos grasos producidos en la reaccidn de hidrolisis
que saturaron su centro activo. A nivel industrial el factor del tiempo es considerablemente
importante pues a mayor tiempo de reaccidén se ven incrementados los costos de produccion; es
en este ambito donde compite el tiempo de reaccidon vs la produccion, considerando que la
diferencia en cuanto al rendimiento no sea muy grande.

Los resultados anteriormente reportados se calcularon siguiendo la siguiente formula y los cuales
se presentan en el anexo B.

(Vkon t=0 — Vkont) * Nxon * FD * 1000
Enzg

mmoles T.trirricinoleina trasnesterificado =

Otro aspecto importante de resaltar es que, tanto para la enzima libre, inmovilizada y reutilizada
esta alcanza una velocidad maxima (méaxima conversidon/tiempo) que se hace constante, que como
se explicd anteriormente puede verse atribuido a la saturaciéon de la enzima o a su inhibicién
causada por el producto. La enzima reutilizada en un segundo ciclo catalitico presenté una
disminucién en la conversion del triglicérido a esteres etilicos (biodiesel) lo cual establece que en
cada proceso reactivo la enzima disminuye su actividad.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la medicién de la actividad enzimatica para la
enzima libre, inmovilizada vy reutilizada. Al seguir la velocidad de aparicién del producto en
funcién del tiempo se obtuvo la llamada curva de avance de la reaccidn, o simplemente, la cinética
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de la reaccidn, encontrandose que la transesterificacién con enzima libre obedece la ecuacién de
Michaelis-Menten en la que se presenta una primera etapa de crecimiento de acido ricinoléico
transesterificado y una segunda etapa donde la velocidad se hace constante. Para el proceso de
transformacion del aceite utilizando enzima inmovilizada y reutilizada se presenta una cinética
diferente que no obedece la ecuacidon de Michaelis-Menten, Se dice que su cinética no es
Michaeliana. Segun la figura 40 y 41 la cinética de dichas reacciones sigue el mecanismo Ping-pong
segln los reportes hechos por diferentes autores [56], los cuales explican que la actividad
enzimatica puede verse afectada por el proceso de inmovilizacidn y por tanto la cinética cambia
observando la fase de hidrolisis y la transesterificacion. Las curvas de actividad enzimatica con
lipasa inmovilizada y reutilizada (figura 40 y 41) presentan 3 etapas: en la primera hay un
incremento en la concentracidon de acido graso ricinoléico producto de la hidrdlisis enzimatica,
posterior a la hidrolisis se presenta una segunda etapa en la que hay una disminucién de acidos
grasos libres que estan siendo transesterificados generando por tanto la mezcla de etil esteres
correspondiente al biodiesel, finalmente hacia la Ultima etapa se presenta un equilibrio de la
reaccion en la cual la velocidad de formacidn del biodiesel se hace constante.

3,240
3,220
3,200
3,180
3,160

3,140

mmoles acido grasos
transesterificado*enz(g)

3,120

3,100

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos)

Figura 39. Milimoles de 4cido graso transesterificado por unidad de tiempo para la enzima
LIPOZYME CALB libre.
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Figura 40. Milimoles de acido graso transesterificado por unidad de tiempo para la enzima
LIPOZYME CALB inmovilizada.
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Figura 41. Milimoles de acido graso transesterificado por unidad de tiempo para la enzima
LIPOZYME CALB inmovilizada reutilizada.
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5.4.2 TRANSESTERIFICACION DEL ACEITE DE RICINO CON ETANOL

El Biodiesel es un biocombustible que se produce gracias a una reaccion quimica denominada
transesterificacion o reaccién descrita como hidrélisis alcalina; de modo general es la reaccion
entre un lipido con un alcohol, produciéndose un éster y un subproducto o glicerol ante la
presencia de un catalizador, que bien puede ser un acido (H,S0,), una base (NaOH o KOH) o una
enzima. En el presente trabajo se empled como catalizador la enzima lipasa que catalizé de forma
natural la hidrdlisis del triacilglicérido trirricinoleina (88,86%) presente en el aceite de ricino, para
dar monoacilglicéridos (M), diacilglicéridos (D), acidos grasos libres y glicerol como se muestra
abajo en la reaccidn general, que en presencia de etanol forma aparte de los productos ya
mencionados una mezcla de etil-ésteres correspondientes al biodiesel (B).

Reaccién General de transesterificacidn del triglicérido trirricinoleina
Trirricoleina + Etanol <> D + B
D + Etanol <> M + B
M + Etanol < Glicerol + B

La reaccion de transesterificacion del aceite de ricino se llevo a cabo mediante dos experimentos
(ver tabla 8 y 9 en metodologia), donde se compara la calidad del Biodiesel obtenido con Lipasa
libre e inmovilizada, con lo cual se espera que la enzima inmovilizada de un biodiesel de buena
calidad segun las especificaciones exigidas por la ASTM.

La reaccidn por via enzimatica ocurre primero con el reconocimiento del sitio activo de la lipasa, el
cual se encuentra conformado por la triada catalitica Ser—His—Asp/Glu [57], segun la literatura
consultada se cree que el mecanismo de la lipasa es similar al de las serina—proteasas. La reacciéon
de transesterificacion del triglicérido trirricinoleina en presencia de etanol empezaria con un
ataque por parte del dtomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la serina sobre cualquiera de los
carbonos del grupo carbonilo de los 4cidos grasos del triglicérido (acido Ricinoléico) susceptible de
ser hidrolizado, con esto se forma un intermediario tetraedro caracterizado por la carga negativa
en el &tomo de oxigeno del grupo carbonilo que es estabilizado por hélices de la estructura de la
lipasa y puentes de hidrégeno entre los grupos amino (NH) de residuos adyacentes formando lo
gue se denomina “la cavidad del oxianidn” donde queda atrapada la cadena del 4cido graso. Para
ayudar a mejorar el ataque nucleofilico de la serina, el residuo de histidina catalitica recibe un
protén del grupo hidroxilo de la serina para orientar el anillo imidazol de la misma y neutralizar
parcialmente la carga que se desarrolla alli. Este mismo protdn pasa al oxigeno del enlace éster
que se separa del enlace tetraédrico obteniéndose el primer producto, es decir la libracion de un
diglicérido mas el acido graso libre Ricinoléico. El acido graso libre se vuelve a esterificar por medio
del etanol presente en el medio formando un etil-éster (biodiesel), mientras que el diglicérido
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termina por esterificarse con la serina, creando una enzima acilada. La desacilacién comienza con
el agua que entra al sitio activo y es activada por la histidina sacando un protén y dejando un ién
OH que ataca nuevamente al atomo del grupo carbonilo ahora esterificado con la serina catalitica.
De nuevo, un intermediario tetraédrico se forma y se estabiliza por las interacciones en la cavidad
de oxianidn. La histidina entonces dona el protén al atomo de oxigeno de la serina catalitica,
haciendo que se libere el componente acilo. Una vez se libera el acido formado, la enzima esta
lista para otro ciclo catalitico (ver figura 42) [57].
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Figura 42. Mecanismo catalitico de la enzima Lipasa sobre el triglicérido trirricinoleina.

Segln el mecanismo de reaccion para la transesterificacion descrito en la figura 42, y segun las
condiciones de trabajo elegidas (ver paragrafo 4.5.2) a medida que transcurria el tiempo, se
formaban compuestos intermedios como los mono y diglicéridos, la formacién de estos
compuestos se evidencié de manera visual, al iniciar la reaccidn la viscosidad de la mezcla empezé
a aumentar debido a la formacidon de una emulsién entre los productos de esta reaccién con el
etanol, a medida que aumentaba el tiempo de reaccidn la emulsién fue desapareciendo como
consecuencia de la disminucidn en la concentracién de los mono y diglicéridos, disminuyendo
también dramaticamente la viscosidad. Esto se evidencid en la coloracion inicial (blanca) de la
solucidn reaccionante contra la coloracion final (translucida). Para corroborar esto se realizaron
analisis adicionales explicados mas adelante.

5.5 ANALISIS DEL BIODIESEL

5.5.1 IDENTIFICACION DE ESTERES

A cada producto de la reaccién de transesterificacion se realizé analisis de ésteres
cualitativamente mediante la prueba de hidroxilamina, con el objetivo de establecer si la reaccion
llevada a cabo género los esteres etilicos (biodiesel) que se esperaban. Esta prueba consiste en la
formacién de acidos hidroxamicos que producen una coloracién rojiza o purpura en presencia de
iones férricos (ver figura 43), la desventaja del uso de esta prueba radica en que los acidos grasos
libres que quedan presentes en la reaccion de transesterificacion también arrojan un resultado
positivo, lo que no permite concluir que la aparicidn del color rojizo corresponda exclusivamente a
la formacidn del biodiesel en el proceso de transesterificacion, por este motivo la identificacidén de
ésteres se realizd de manera cualitativa usando esta técnica, recordemos que en el apartado
5.4.2 se explica la reaccidon paso a paso donde se ven involucrados a parte del biodiesel, los
monoglicéridos y diglicéridos o posibles acidos grasos libres sin transesterificar.
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Figura 43. Reaccidn general de la prueba de hidroxilamina

El la figura 44 se muestra el resultado general para esta prueba, se especifica que este no
presento variacion en ninguno de los experimentos planteados del proceso de transesterificacion,
las 24 muestras presentaron la misma coloracion rojiza tal como se muestra en la imagen.

Figura 44. Resultado colorimétrico de la prueba de hidroxilamina para el triplicado del
experimento 4B.

5.5.2 CARACTERIZACION DEL BIODIESEL POR FT-IR

Como analisis adicional se reporta la caracterizacién del biodiesel obtenido en el experimento Ay
experimento B (ver paragrafo 4.5.2) mediante espectrofotometria IR, eligiéndose una muestra al
azar de cada triplicado llevado a cabo en el proceso de transesterificacion del aceite de Ricino
extraido.

En el espectro tomado para el aceite de ricino extraido (ver figura 45) se encontraron los
siguientes resultados: Banda a 3417.13 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo presente en el
aceite y sefal de mayor importancia dado a que es el Unico aceite vegetal que contiene este
grupo. También se encuentran bandas caracteristicas, C=0 (1741.05 cm™ éster), C=C (1645.59
cm™), C-CH; (1382.47 cm™), C-O (1165.02 cm™). El espectro obtenido para este compuesto
coincide con los reportados en la literatura y los que reposan en diferentes bases de datos de
espectros [58].
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Figura 45. Espectro FT-IR (KBr) de Aceite de ricino extraido.

Para los espectros tomados para el biodiesel obtenido del aceite de ricino extraido (ver
experimentos paragrafo 4.5.2) se evidencian las bandas asociadas a los ésteres, las bandas de
enlaces C=0 sobre los 1740 cm™, C=0 alrededor de los 1100 cm™ éster), las bandas que
representan las cadena alifaticas entre 2800-3000 cm™, y tal como se esperaba la banda
caracteristica de grupo hidroxilo (-OH) alrededor de los 3400 cm™. Realizando una comparacion de
los espectros tomados al biodiesel con el del aceite de ricino extraido (ver figura 45), se observa
que para el biodiesel obtenido siguiendo las condiciones de reaccion del experimento 4 hay una
mayor intensidad en las bandas caracteristicas (ver figura 48 y 49), siendo de menor intensidad
para el biodiesel del experimento 3 (ver figuras 46 y 47). Entre el experimento A y B hay mayor
intensidad de sefiales para el biodiesel obtenido en la transesterificacion con enzima inmovilizada
(experimento B). El aumento en la intensidad de la sefiales puede verse relacionado con la
cantidad de glicerina y etanol presente en el biodiesel, debido a que pese a la purificacion del
biocombustible presentara un porcentaje bajo de estos alcoholes, lo cual sugiere una posible
intensificacidn en las bandas. Estos resultados fueron corroborados en la literatura consultada en
el que se encontraron diferencias solamente en las intensidades de las sefiales.
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5.5.3 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Como se ha mencionado anteriormente, después de la reaccidn de transesterificacién existen dos
productos principales: glicerina y ésteres. Estos dos productos tienen densidades diferentes. Los
Esteres (biodiesel) tienen densidad del orden de 0,83 g/mL— 0.90, g/mL mientras que el glicerol
tiene una densidad de orden de 1,05 g/mL o mas. La densidad de la fase de glicerol depende de la
cantidad de alcohol, agua y catalizador que contenga. Esta diferencia de densidad es suficiente
para que las fases puedan ser separadas por gravedad a través de decantacidn y asi poder realizar
el analisis del biodiesel. Sin embargo hay que resaltar que dado a la presencia del grupo hidroxilo
OH en los ésteres, estos se solubilizan en la glicerina y en el exceso de alcohol, por tanto para la
separacion de estas fases se suministré agua destilada a cada producto de reaccién, este proceso
se realizd por lo menos 5 veces hasta que la mezcla de esteres se torno mds limpia y cristalina. El
lavado se hace indispensable antes del analisis del biodiesel para remover los vestigios de
catalizador, de jabdn y de glicerol libre y ligado. Posteriormente al lavado se seco el biodiesel
calentandolo lentamente hasta la evaporacién del agua. Con el biodiesel limpio y seco se realizé el
analisis fisico y quimico. Hay que recordar que los resultados provienen de la transesterificacion
por triplicado de los 4 experimentos tanto de A (transesterificacion de aceite de higuerilla con
enzima libre) como de B (transesterificacién de aceite de higuerilla con enzima inmovilizada). En la
tabla 16 se muestra el promedio de cada triplicado y su desviacién estandar.

Tabla 16. Propiedades fisicas y quimicas del Biodiesel obtenido.

Muestra Promedio STD Promedio STD
Densidad (g/mL) a 25 °C Viscosidad a 40 °C (cSt)
1A 0,844 0,056 8,864 0,055
2A 0,780 0,021 18,993 0,030
3A 0,747 0,002 6,311 0,003
4A 0,769 0,003 8,281 0,005
1B 0,868 0,001 2,782 0,001
2B 0,882 0,001 15,428 0,008
3B 0,894 0,030 5,893 0,021
4B 0,873 0,002 7,448 0,003
indice de refraccion a 25 °C Punto de inflamacién (°C)
1A 1,393 0,002 141,650 0,212
2A 1,450 0,067 142,950 1,202
3A 1,393 0,002 139,350 0,212
4A 1,416 0,007 150,450 0,465
1B 1,388 0,001 147,750 0495
2B 1,380 0,006 144,700 0,566
3B 1,376 0,014 134,750 0,919
4B 1,392 0,001 148,950 0,354
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Destilacion °C indice de Cetano
1A 302,500 2,121 83,00 1,412
2A 297,000 2,830 81,50 0,711
3A 299,000 1,413 86,00 1,412
4A 295,210 1,413 80,00 1,412
1B 299,500 2,122 74,00 0,002
2B 301,000 1,410 85,00 1,412
3B 294,500 0,712 84,00 1,412
4B 297,500 0,712 89,00 1,412
Glicerina total %(m/m) Glicerina libre %(m/m)
1A 0,198 0,005 0,015 0,001
2A 0,174 0,001 0,019 0,001
3A 0,190 0,031 0,010 0,001
4A 0,176 0,010 0,014 0,001
1B 0,180 0,006 0,011 0,001
2B 0,194 0,016 0,017 0,001
3B 0,201 0,016 0,019 0,002
4B 0,200 0,002 0,020 0,001
indice de yodo (g de 1,/100 g aceite)
1A 75,650 0,354
2A 74,550 0,354
3A 72,700 0,424
4A 66,150 0,354
1B 72,400 0,141
2B 74,200 0,141
3B 75,950 0,212
4B 74,450 0,071

Evaluando los resultados de las propiedades fisicas y quimicas reportadas en la anterior
tabla, se establece a continuacidn segin la comparacién con los valores reportados por
las diferentes normas (ISO y ASTM) el experimento que permitié obtener un biodiesel de
mejor calidad.

Densidad: La densidad es un parametro fisico indispensable de analisis para un
combustible, debido a que da una idea del contenido de energia de este. Las mayores
densidades indican mayor energia térmica y una mayor economia de combustible.
Teniendo en cuenta esto, los resultados de este parametro indican que el biodiesel con
mayor capacidad térmica es el que se obtuvo en la reacciéon de transesterificacién con
enzima inmovilizada, sus valores se encuentran en el rango de 0,86g/mL hasta 0,89g/mL,
valores éptimos segun los reportados por ISO 3675 EN ISO 12185 para combustibles
(0,86g/mL- 0,90g/mL) [59]. El biodiesel de mayor densidad (0,8943 g/mL) se obtuvo del
experimento 3 en el que se utilizd el aceite de higuerilla extraido en condiciones de
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reaccién de temperatura (35°C) y relacion molar (3:1 etanol: aceite). La densidad del
biodiesel obtenido en el proceso de transesterificacion con enzima libre se encuentra por
debajo del rango reportado por la norma.

Viscosidad: La viscosidad es la resistencia que ofrecen las propias moléculas que forman
un liquido al deslizarse entre si. Es una propiedad que se pone de manifiesto cuando el
liguido estd en movimiento. Cuanto mayor es el grado de viscosidad de un liquido,
significa que mas grande es la resistencia interna que se opone a su fluir. Es independiente
de la densidad pero dependiente de la temperatura [60]. La viscosidad de los
combustibles es importante de considerar porque le da caracteristicas de lubricidad al
sistema de combustible, sin embargo debe ser minima para evitar pérdida de potencia
debida a las fugas en la bomba de inyeccidén y en el inyector. Se debe limitar la viscosidad
maxima por consideraciones de disefio y tamafo de los motores, ademas porque implica
un consumo de energia mayor, al igual que un desgaste por falta de circulacién lo cual
conllevaria al calentamiento del combustible por friccién [65]. Segun los resultados
obtenidos, el biodiesel con menor viscosidad se obtuvo de la reaccién de
transesterificacion con enzima inmovilizada, en comparacién con el obtenido mediante via
enzimatica libre; sin embargo segun la norma ASTM D 445 y EN ISO 3104 para
combustibles (1.9-6.0 cSt a 40°C), el Unico valor aceptable dentro del limite minimo es el
del biodiesel obtenido del experimento 1 (2,782 ¢St a 40°C)) y con valor cercano al limite
maximo el biodiesel obtenido del experimento 3 (5,893 cSt a 40°C) (ambos experimentos
presentan las mismas condiciones de reaccién, aunque en el experimento 1 se usé aceite
comercial y el experimento 3 aceite extraido) la diferencia de los resultados de esta
propiedad puede atribuirse a posibles aditivos presentes en el aceite comercial logrando
afectar por tanto este valor para el biodiesel. Segun estos resultados el biodiesel obtenido
por via enzimdtica presenta mejores resultados, aunque el valor minimo de viscosidad lo
haya presentado el aceite comercial y no el de estudio.

indice de refraccion: Para los resultados obtenidos para este anilisis no se tienen
patrones cualitativos de comparacién, ya que no se encontraron reportes especificos
sobre el tema. Tampoco se conoce de normas vigentes para este tipo de
biocombustible que regulen la caracterizacidn fisico-quimica por indice de refraccién
realizada. Sin embargo puede servir como criterio de caracterizacién, para compararlo
con el biodiesel que sé obtiene de otras fuentes vegetales o animales, o con otros
procedimientos de obtencién. Cabe resaltar que el biodiesel en comparaciéon con el
aceite puro (1,4729) muestra una disminucidn en este parametro, sin embargo no es un
factor que influya en la calidad del biocombustible pero indica cambios en la composicién

entre el material de partida y el producto.
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7. RECOMENDACIONES

Identificar el ecotipo al cual pertenece la semilla de higuerilla cultivada en el municipio del
Tambo, departamento del Cauca, comparando los resultados obtenidos en éste estudio y
las investigaciones realizadas anteriormente con ésta especie.

Plantear un disefo experimental mas amplio para la evaluacion de la actividad enzimatica
y asi determinar las condiciones optimas para la produccidon de Biodiesel mediante la
enzima LIPOZYME CALB libre e inmovilizada en el soporte magnético.

Realizar una caracterizacion estructural del soporte magnético mediante Microscopia

electronica TEM y SEM, difraccidn de rayos X, espectroscopia Mossbauer, medicion de la
susceptibilidad magnética.
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ANEXOS

ANEXO A. Fotografias del analisis proximal de la semilla Higuerilla.

Figura 50. Estufa empleada para Ila Figura 53. Digestién de la muestra para la
determinacién de humedad determinacién de proteina por el método
Kjeldahl

Figura 51. Mufla empleada para Ia Figura 54. Extraccion de la grasa de la
determinacidn de cenizas muestra en el equipo soxhlet

Figura 52. Digestion de la muestra para la Figura 55. Coloraciéon del indicador de
determinacion de fibra bruta Tashiro en solucion acida
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