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RESUMEN

TITULO: OBTENCION DE BIODIESEL A PARTIR DEL ACEITE DE JATROPHA CURCAS
POR ALCOHOLISIS, UTILIZANDO LIPASA THERMOMYCES LANUGINOSUS (LIPOZYME TL,
IM)

AUTOR: Vargas Afanador, Edwin Oswaldo =~

PALABRAS CLAVES: Transesterificacion, aceite de Jatropha curcas, esteres alquilicos,
disefio experimental, biodiesel, lipasa inmovilizada.

DESCRIPCION

Actualmente en el mundo se desarrolla un gran esfuerzo en la investigacién, tratando de
buscar nuevas fuentes de combustibles que remplacen a los combustibles fésiles, pues es
importante encontrar huevos procedimientos para el desarrollo de productos a partir de plantas
como Jatropha curcas, ya que produce 707,15 Kg-Ha-afio. Teniendo en cuenta lo anterior este
trabajo abordo el estudio de reaccién de alcohdlisis que tiene gran aplicacion a nivel industrial,
utilizando como materia prima el aceite de Jatropha curcas con etanol, en un sistema libre de
solvente, utilizando como catalizador lipasa de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL, IM),
también se evalué la estabilidad operativa de la enzima.

Las variables que se analizaron fueron: relaciéon de enzima (7, 9 y 11% con relacién a 20g de
aceite), tiempo (60, 120 y 180 minutos) y temperatura (50, 55 y 60°C). Para la reaccion de
transesterificacion se emplearon como sustratos aceite de Jatropha curcas, y etanol anhidro
grado analitico en una relacion molar de 1:4. Como catalizador se us6 la lipasa
estéreoespecifica (sn-1,3) Thermomyces lanuginosus, se llevaron a cabo 23 experimentos
en un reactor bacth y utilizando una velocidad de agitacion con una propela marica de
3cm de diametro a 200 rpm, en las condiciones operacionales seleccionadas Para su
calentamiento, se utilizé6 un bafio termostatado (£ 1 °C), se tomaron los mayores rendimientos
para establecer los condiciones 6ptimas de reaccion y con esto evaluar la estabilidad operativa
de la enzima.

Las condiciones 6ptimas de reaccién fueron: temperatura: 60°C, relacion de enzima: 12.36%,
tiempo de reaccion: 185 min, con estas condiciones se obtuvieron conversiones de etilésteres
de 92.26%. La estabilidad de la enzima se evalué reutilizando esta, haciendo lavados cada
185min, para un total de 5. Con un rendimiento de 85.53% en el 5 lavado.

) Trabajo de Grado.
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Janeth Aidé Perea Villamil.
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SUMARY

TITLE: PROCUREMENT OF BIODIESEL FROM OIL JATROPHA CURCAS BY .
ALCOHOLYSIS, THERMOMYCES LANUGINOSUS LIPASE USING (LIPOZYME TL IM)

AUTHOR: Vargas Afanador, Edwin Oswaldo ~

KEYWORDS: Transesterification of Jatropha curcas oil, alkyl esters, experimental design,
biodiesel, immobilized lipase.

DESCRIPTION

Currently, research is being developed in the world by making a significant effort, and in the
attempt to find new sources of combustible that replace fossil fuels, it is important to find new
procedures for product development from plants like Jatropha curcas, producing 707 15 Kg-Ha-
year. Considering all the above described, this work emphasized the study of alcoholysis
reaction which has great application at industrial level, using as raw material oil with ethanol
Jatropha curcas in a solvent free system using as catalyst lipase from Thermomyces
lanuginosus (Lipozyme TL IM), and the operational stability of the enzyme was also evaluated.

The analyzed variables were: ratio of enzyme (7, 9 and 11% compared to oil 20g), time (60, 120
and 180 minutes) and temperature (50, 55 and 60 ° C). For the trans esterification reaction were
used as substrates Jatropha oil, and analytical grade anhydrous ethanol in a molar ratio of 1: 4.
Stereospecific lipase catalyst (Sn-1.3) was used Thermomyces lanuginosus, 23 experiments
were conducted in a bacth reactor and a stirring speed implementing a fag 3cm diameter
propeller at 200 rpm, at selected operating conditions a thermostat bath (+ 1 ° C) was used for
heating, the highest yields were taken to establish the optimal reaction conditions and thereby
assess the operational stability of the enzyme.

The optimal reaction conditions were: temperature: 60 ° C, ratio of enzyme: 12.36%, reaction
time: 185 min, under these conditions conversion of ethyl esters of 92.26% were obtained.
Stability of the enzyme was evaluated by reusing this, making each 185min washes, for a total
of 5. yield 85.53% at 5" wash.

" Work Degree.
Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Janeth Aidé Perea Villamil
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INTRODUCCION

Actualmente en el mundo se desarrolla un gran esfuerzo para buscar nuevas
fuentes de combustibles que remplacen a los combustibles fosiles. Un ejemplo
de esto es Brasil, que para los afios 70, comenzaba su carrera de investigacion
en este plano, pero no fue hasta el afio 2003, que con la ayuda del gobierno
fomentaron iniciativas econémicas, sociales y politicas para dar el gran paso de
cambiar inicialmente el combustible fosil por combustibles como el biodiesel.
De este modo para finales del afio 2004 fue lanzado el programa nacional de
produccion y uso del biodiesel (PNPB), este exigio al gobierno diversos
estudios, medidas y providencias con miras a incluir, en el marco legal y

regulatorio brasilefio relacionado a los combustibles.

Tomando como referencia la experiencia de Brasil, en Colombia se esta
promoviendo el uso de biocombustibles a partir de cafia de azucar y de aceite
de palma. En la actualidad se cuenta con 499.497 Ha sembradas y 117.140 Ha
en desarrollo (Fedepalma - areas, 2014), que estimulan la produccion de aceite
de palma crudo, el cual, para el afio 2010 fue de 753.039 Ton (toneladas), con
un crecimiento anual del 10.47% (Fedepalma-produccién, 2014), también se
exportan productos de la agroindustria de palma de aceite como jabones
(12.302 Ton-afio, 2014), margarinas e hidrogenados (10.496 Ton-afo, 2014).

Ademas de la Palma y debido a la acogida y el beneficio social que trae, el
cultivo de especies oleaginosas, al generar nuevos empleos y mejores
condiciones sociales, en la actualidad se estan evaluando otras fuentes de
grasas y aceites, como el cocotero, el aguacate, la higuerilla, la colza, el mani,
la soya, el girasol y la Jatropha curcas, ya que esta ultima comparada con la
colza, soya, girasol y el mani, que tienen un rendimiento de 498,95; 449,05;
381,02; 403,70 kilos-Ha-afo, respectivamente, y produce 707,15 kilos-Ha-afio

es decir casi el doble que todas las demas (Arias., A. F, 2006).
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La Jatropha curcas se convierte en una alternativa para la generacion de
nuevos productos en el mercado. En los paises del Sub-Sahara (Africa), India,
Suroriente de Asia y China esta planta es muy valiosa por sus propiedades
fisicoquimicas, y su larga vida, que llega a los 30 afios en produccién
(Tamalampudi y col, 2008). Para el afio 2008, la Jatropha curcas ya se habia
plantado en un estimado de 900 mil Ha en todo el mundo y de esto un 85% fue
en Asia, 13% en Africa y el resto en América Latina y para el afio (2015) se
provee que estén sembradas 12.8 millones de Ha a nivel mundial (Wu, 2011).
En Colombia el aceite de Jatropha curcas no ha sido explotado, a diferencia de
otros paises como la India donde se emplea en preparacion de pesticidas, lefia,

abono organico, fertilizante, jabdn y usos medicinales (Xiao y col, 2011).

El aceite de Jatropha curcas por su composicion particular en acidos grasos
(oleico, linoleico y palmitico) puede aprovecharse en la fabricacion de esteres
grasos y otros oleoquimicos que se emplean como materia prima de diversos
productos, haciendo uso de técnicas limpias basadas en los planteamientos del
desarrollo sostenible y la quimica verde (Pab6n y Rodriguez, 2012), (Carrasco
y col 2013)

Los aceites vegetales han sido utilizados como materias primas para
combustible en los motores diesel convencionales; pero la gran viscosidad que
tienen genera un problema en el bombeo, debido a la mezcla ineficaz del
aceite vegetal con aire, lo que genera una combustion incompleta. Por lo
anterior, la mejor manera de utilizar los aceites vegetales como combustible
para motores de encendido espontaneo (Cl) es convirtiéndolo en biodiesel
(Prueksakorn y Gheewala, 2008). Adicionalmente, los aceites vegetales son
biodegradables, no toxicos, y tienen un potencial para reducir perceptiblemente
la contaminacion, por lo cual sus derivados reducen substancialmente las
emisiones de o6xidos de sulfuro (SOy), monéxido de carbono (CO), de
hidrocarburos carbonados polivinilicos (PAH) del humo, y del ruido en el motor.
(Agarwal y Agarwal, 2007).
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La principal ventaja de utilizar biodiesel como combustible es que contiene un
11% de oxigeno en peso y no contiene azufre, disminuyendo las emisiones de
las particulas sélidas. Asi mismo, mejora la lubricidad del combustible,
aumentando la vida util de los motores {Banapurmath y col, 2008;-Zhang y col,
2012) también reduce la dependencia de los combustibles fésiles, la emision de
material particulado de la combustién en un 50%, de la misma manera ayuda a
disminuir el calentamiento global, debido que emite menos CO; en su ciclo de
vida que el fijado mediante el proceso de fotosintesis por las plantas usadas
para producirlo. Tiene una combustién mas completa que el diesel, disminuye
en un 90% la cantidad de hidrocarburos no quemados y en 80% los aromaticos
(Agarwal y Agarwal, 2007; Joshi y col, 2013)

Uno de los métodos mas utilizados para modificar los aceites vegetales, y
convertirlos en biodiesel, es la alcohdlisis (transesterificacion) que puede
llevarse a cabo en presencia de catalizadores quimicos o enziméaticos. En el
caso de la catalisis quimica, exige la separacién del catalizador (Ghasemi y
Dehkordi, 2014) y esto se refleja en el costo de energia necesario al utilizarlos,
por lo cual, se recomienda el uso de enzimas (lipasas) como catalizadores

alternos.

Las lipasas son catalizadores que facilitan la reaccién, y no son agresivos con
el medio ambiente, tienen especificidad por el sustrato, requieren condiciones
de trabajo suaves de reaccion, bajas temperaturas, presion atmosférica, baja
agitacién, y su costo comparado con otro tipo de catalizadores es bajo (Singh y
col, 2008; Antczak y col, 2009; Liang y col, 2012)

La Novo Nordisk comercializa la lipasa 1,3 estereoespecifica de Thermomyces
lanuginosus en forma inmovilizada, la cual es una alternativa favorable, si se
tiene en cuenta que su precio en el mercado es 6 (seis) veces menor que el de
las otras enzimas comerciales utilizadas (enzimas de Mucor miehei y

Candidada antarctica).
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Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo abordo el estudio de la reaccion de
alcohdlisis que tiene gran aplicacion a nivel industrial, utilizando como materia
prima el aceite de Jatropha curcas y etanol, en un sistema libre de solvente, en
presencia de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL, IM). También se evalué
la estabilidad operativa de la enzima.

El uso de Jatropha curcas como materia prima utilizando esta enzima no ha
sido considerada por otros investigadores a nivel mundial. La investigacion se
llevé en el Centro de Investigacibn en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(CICTA) de la Universidad Industrial de Santander
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1. MARCO TEORICO

Jatropha curcas es una planta mondica, toxica y oleaginosa. Es un arbusto
vigoroso de habito perenne, que logra crecer de 1-8 metros y en algunos casos
hasta 20 metros de altura. Tiene un tallo recto con corteza gris 0 rojiza,
presenta escamas lucidas y es de color verde ceniciento (Kumar y Sharma,
2008; Yang y col, 2009).

Carl von Linneo describié la planta en 1753 y le dio su hombre actual Jatropha
Curcas L. (Jatropha: jatra -doctor, trophe- necesidad de alimento, curcas es
nombre Indio o turco) (Prueksakorn y Gheewala, 2008). Existen alrededor de
doscientos nombres comunes para esta planta, los cuales indican que la

Jatropha. curcas tiene una amplia distribucion en la naturaleza.

El fruto es una capsula casi esférica, de color marrén oscuro, mide de 1.5 a 3
cm de didmetro, es dehiscente y trilocular, con una semilla en cada cavidad. La
semilla es eliptica, pesa de 0.5 a 0.75g, mide de 16 a 20 mm de largo, es negra
con numerosos puntos amarillentos, las semillas estan constituidas por una
cascara externa muy dura que encierra una almendra formada por un albumen

aceitoso y blanquecino como se muestra en la figura 1.

La Jatropha curcas tiene alrededor de 170 especies (Ranade y col, 2008), que
estan distribuidas a lo largo del mundo en zonas con temperaturas tropicales,
como la India, China y Japén que son sus principales cultivadores y en
segunda medida los paises de América Central, Guatemala, Honduras y El

Salvador.

En India se tienen cerca de nueve especies Jatropha curcas L., Jatropha
heynei Balak., Jatropha gossypifolia L., Jatropha multifida L., Jatropha
glandulifera Roxb., Jatropha intergerrima Jacq., Jatropha nana Dalz. Y Gibs.,

Jatropha podagrica Hook., Jatropha multifida L., y Jatropha tanjorensis Ellis y

18



Saroja. De estas J. intergerrima Jacq., J. podagrica Hook y multifidaly que son
cultivadas en jardines con propositos ornamentales, mientras que J. curcas L. y
J. gossypifolia L son cultivadas para varios usos que incluyen, manufactura de
lubricantes, jabones, velas, antiparasitario, astringente, tintas para colorear
(Ranade y col, 2008; Sammaiah y col, 2014), fertilizante, pesticida, fungicida
(Achten y col, 2008).

Figura 1. Fruto de la Jatropha curcas (izquierda), semilla (derecha)

>

@ Gl \'# G Mc@prmack .
Fuente: Akintayo, 2004.

También tiene usos medicinales, es asi como en Nigeria e India se le da uso
tradicional en la cura de las hemorroides, gonorrea, infertilidad, infecciones de
la piel, (Akintayo, 2004). En la tabla 1, se presenta la clasificacion de la
Jatropha curcas por el Sistema Cronquist

La J. curcas presenta ventajas respecto a otras oleaginosas debido a que:
(Singh y col, 2008):
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e Puede ser sembrada en cualquier tipo de terreno, incluyendo tierras
arenosas, salinas, marginales, pero en tierras fértiles su desarrollo
vegetativo y produccion de semillas es considerablemente mayor.

e No es apetecible para el ganado y se le conocen pocas plagas de
importancia.

e Mejora las condiciones econdmicas y ambientales del pais

e El aceite producido a partir de la semilla de J. curcas es semejante al diesel

obtenido del petrdleo.

Tabla 1. Clasificacion de la J. Curcas, Sistema Cronquist.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphobiaceae
Genero Jatropha
Especie Curcas L

1.1. ACEITE DE JATROPHA CURCAS.

El componente mas importante de la Jatropha curcas, es su aceite, cuyo
contenido en la semilla oscila entre un 40 y 60% (Shah y Gupta, 2007),
(Devappa y col, 2010). Este es extraido en forma mecanica y quimica, (Forson
y col, 2004; Aderibigbe y col, 1997) mecanicamente de manera manual
alcanzando rendimientos entre 60 y 65% (Tewari, 2007), o con prensa de
tornillo manejada con motor con la cual se logran rendimientos del 75% al 80%
(Beerens, 2007). Para la extraccion quimica solo se utiliza la semilla del fruto, y
hexano como solvente, alcanzando rendimientos mas altos, entre 95 y 99%,
(Gubitz y col, 1999; Devappa y col, 2010)
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En la tabla 2, se relacionan las propiedades fisicoquimicas del aceite de
Jatropha curcas reportadas por varios investigadores y en las tablas 3y 4 la
composicion en acilgliceridos y la composicion en &cidos grasos

respectivamente.

Tabla 2. Caracteristicas del aceite de Jatropha curcas.

PROPIEDADES Foidl y col,  Akintayo, Chitra y Achten y Vyas y col,
- 1996 2003 col, 2005 col, 2008 2009
Gravedad 0.920 0.919 0.913 0.914 0.912
especifica(g/mL)
indice de acidez(img = ----- 3.5 3.095 3.71
KOH g™
Indice de yodo (mg 106.6 105.2 - T 1 T —
yodo g*)
Indicé de 190.1 19885 - 182.8 185
saponificacién(mg g™*)
Acidos grasos libres 0.60-1.27 1.76 6.16 2.18 5.29
(%)

Tabla 3. Composicién en acilglicéroles del aceite de Jatropha curcas.

Clase de lipido Foidl y col, 1996 Akintayo, 2003 Achten y col, 2008

monoglicérido No detectado(nd) 2.2 nd-1.7
Diglicérido 2.7 6.0 2.5-2.7
triglicérido 97.3 63.7 88.20-97.30

El aceite de Jatropha curcas, comparado con aceite de girasol, palma, coco y
palmiste que se muestran en la tabla 4, es mas rico en &cidos, palmitico,
estearico, oleico y linoleico, este ultimo es uno de los &cidos poliinsaturados
mas importantes por que previene distintas enfermedades cardiovasculares

(Akintayo, 2004).

Tabla 4. Composicion de acidos grados del aceite de Jatropha curcas.

Coco, Girasol, Soybea Palmist Palma, Jatropha
ACIDO rodriguez  sarin, n, e, kansed c. Singh
GRASOS y amado, 2007 sarin, Alamu oYy col, y col,
2006 2007 y col, 2008 2014
2008
CAPROICO, 0.4 34
C-6
LAURICO, 478 - 48.2 0.1
C-12
MIRISTICO, 18.1 0.2 0.1 16.2 1.0
C-14
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Coco, Girasol, Palmist Palma, Jatropha

ACIDO rodriguez  sarin, e, kansed c. Singh
GRASOS y amado, 2007 Alamu oy col, y col,
2006 y col, 2008 2014
2008
PALMITICO, 8.9 4.8 11 8.4 42.8 17.57
C-16
PALMITOLEICO 0.8 0.1 1.209
, C-16
HEPTADECAN
OICO, C-17
ESTEARICO, 5.7 4 2.5 4.5 7.49
C-18
OLEICO, 2.7 20.6 23.4 15.3 40.1 32.46
C-18
LINOLEICO, 6.4 66.2 53.2 2.3 10.1 41.25
C-18
LINOLENICO, 1.6 0.8 7.8 0.2
C-18
ARAQUIDICO, - 0.4 0.3
C-20

1.2. PRODUCCION DE BIODIESEL

La produccién de biodiesel como combustible renovable es mas importante
cada dia, debido a la preocupacion existente por la alta contaminaciéon de los

combustibles fosiles y la disminucion de reservas del petréleo en el mundo.

Actualmente, el biodiesel se produce comercialmente en Europa y los E.E.U.U.
para reducir la contaminacion atmosférica y las emisiones del gas efecto
invernadero (Phankosol y col, 2014). Este producto se obtiene de los aceites de
soya, girasol, oliva, palma, palmiste, linaza. En la tabla 5, se relacionan los
rendimientos en la produccion de biodiesel alcanzados utilizando diferentes
aceites vegetales (Hernandez y Méndez, 2008), (Diaz y Borges, 2012),
(Goldstein, 2014).

Tabla 5. Diferentes aceites usados en la produccién de biodiesel.

Tipo de aceite Rendimiento %  Afio ~ Autores

Girasol 78-96 2004 Madras y col

Pongamia pinnata 92- 98 2005-2006 Meher y col,
Karmee y
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Tipo de aceite Rendimiento % A Autores

Chadha
Madhuca indica 98 2005 Ghadge y
Raheman
Chlorella 63-mas del 80 de 2006 Miao y Wu; Xu
protothecoides conversion. y col
Canola usado en 94.6 - 98 2006 Leung y Guo
fritura
Nicotiana 91 en 30 minutos 2006 Veljkovic y col
tabacum L
(tabaco)
Soybean 95 - 100 2006 Furuta y col; Ji
y col
Jatropha curcas mayor al 99 2007 Tiwari y col
Karanja 85 -89.5 2007 Sharma y
Singh
Usado en la cocina 97.02 2007 Ou y col
Residuos grasos 81.42 2010 Castano
Oil castor 80.1 2011 Hincapié y col
Aceite de 64.61 2012 Sanchez y
Higuerilla Huertas
Oil rubber 75 2014 Abdulkair

La mayoria de los aceites reportados en la anterior tabla presentan problemas
operacionales y de durabilidad en los motores de combustion interna (Cl), pues
la alta viscosidad de los aceites vegetales origina inconvenientes en el motor al
ser bombeados (Pramanik, 2003). Ademas, la mezcla ineficaz de los aceites
vegetales con aire contribuye a la combustion incompleta, por eso uno de los
problemas de los aceites vegetales dentro de los motores diesel, es el
coquizado o presencia de carbén en los inyectores, también se presenta el
espesamiento y la gelificacion del aceite lubricante resultado de la
contaminacion de los aceites dentro del motor (Banapurmath y col 2008; Mize y
col, 2013).

Estudios recientes buscan la mejor utilizacion de aceites vegetales mediante el

uso de microemulsiones, pirolisis, craking catalitico y/o transesterificacion. Esta

ultima una de las usadas a escala industrial (Diaz y Borges, 2012)
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1.3. TIPOS DE REACCIONES DE TRANSESTERIFICACION.

El biodiesel se puede utilizar en forma pura o puede ser mezclado con diesel
para formar diversas mezclas, puede ser empleado en motores de Cl con muy
poco o nada de modificaciones al motor, porque tiene caracteristicas similares
al diesel (Agarwal y Agarwal 2007). Uno de los métodos mas comunes usados
para reducir la viscosidad en el biodiesel es la transesterificacion (Demirbas,
2007; Rathore y col, 2014)

La transesterificacion es una reaccion quimica entre un triglicérido y un alcohol
en presencia de un catalizador (Sharma y col, 2008; Behnia y col, 2011) e
implica tres reacciones diferentes dependiendo del tipo de sustrato empleado.
Un éster reacciona con un alcohol (a-alcohdlisis), con un acido carboxilico (b-
aciddlisis), o con otro éster (c-interesterificacion) como se muestra en la figura
2 (Montero, 2008).

Estas reacciones pueden llevarse a cabo utilizando un catalizador quimico
(acidos, bases y 0Oxidos) o un biocatalizador (lipasas), (Ma y Hanna, 1999;

Golstein, 2014)

Figura 2. Reacciones generales de transesterificacion.

a) Alcoholisis:
Cat
RCOOR" + R'OH <«——  RCOOR" + ROH
b) Acidolisis:
Cat

RCOOR® + R'COOH <«—> R'COOR + RCOOH

¢) Interesterificacion:

RCOOR" + R'COOR" <—= RCOOR” + R'COOR

La transesterificacion implica una secuencia de tres reacciones consecutivas
reversibles, donde el triglicérido es convertido en diglicérido, el diglicérido es

convertido en monoglicérido, seguido por la conversién del monoglicérido en
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glicerol. En cada paso se produce una molécula éster, de forma que en total se
forman 3 moléculas por cada molécula de triglicérido (Diaz y Lopez, 2005;
Castro y Duran, 2006; Sharmay col 2008, Demirbas, 2008). Las reacciones de

equilibrio de las etapas de transesterificacion se muestran en la figura 3.

Figura 3. Reaccion de alcohdlisis en triglicéridos

triglicérido diglicerido monoglicérido glicerol
O
4 0 H
o i Rz_J\O_.CO . CH H‘:}-—C
] O 3
A | TR e W ol H cataizade
R2™ ~O= o _— 0 —_— + ———— -
PR3 } 0
m L ) o ) i
O ROH R1 OR ROH R_3-JL'OR ROH R2JLCR
Mezcla de alquil esteres

1.3.1. Obtencién de Metilésteres de Aceites Vegetales. Los triacilglicéroles
estan presentes en los aceites y grasas de origen animal y vegetal y como
alcoholes se usan los lineales de cadena corta y bajo peso molecular. La
reaccion entre el aceite y el alcohol esta condicionada por el tipo de alcohol, la
relacion molar alcohol/aceite, ademéas del tipo de catalizador, el tiempo de
reaccion, la temperatura, la velocidad de agitacion y el contenido de acidos
grasos libres (Shieh y col, 2003; Sharma, 2008).

o Tipo de alcohol: Los alcoholes usados para la produccién de biodiesel
abarcan el metanol, etanol, propanol, isopropanol, 2-propanol, n-butanol, y
isobutanol. Los alcoholes con una masa molecular méas alta, tienen la densidad
y temperatura de ebullicibn mayor. Los alcoholes mas utilizados por su precio y
produccion a gran escala son el metanol y el etanol (Nelson y col, 2009; Su y
Wei, 2014).

o Relacion molar alcohol-aceite: Una de los mas importantes variables

que afectan el rendimiento de ésteres es la relacion molar alcohol/triglicérido.

La relacién estequiométrica para la transesterificacion requiere tres moles de
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alcohol y una mol de glicérido para obtener un rendimiento de tres moles de
éster del acido graso y uno mol de glicerol, de esta manera se utiliza un exceso
de alcohol para que el desplazamiento de la reaccion vaya hacia los productos
formandose asi los ésteres del triglicérido. La producciéon mas alta del ésteres
metilicos se puede alcanzar con una relacibn molar aceite/alcohol de 1: 6.
(Dizge y Keskinler, 2008).

o Tipo de catalizador: El tipo de catalizador utilizado en la
transesterificacion influye de manera significativa en el rendimiento de los
esteres derivados del aceite. Los catalizadores usados pueden ser acidos,
basicos o0 enzimaticos. Los basicos comprenden, hidroxido de potasio y de
sodio (Leung y Guo, 2008), los &cidos, &acido sulfurico, fosférico o sulfato férrico
(Tiwari y col, 2007). Con los catalizadores acidos se obtienen rendimientos
elevados (99%), pero la reaccién es muy lenta, siendo necesarias temperaturas
elevadas (> a 100 °C) y mas de tres (3) horas para alcanzar rendimientos
aceptables (Schuchardta y col, 1998). Ademas este proceso da lugar a
problemas relacionados con la accion corrosiva del acido (Serio y col, 2005), La
catdlisis alcalina sucede mas rapidamente (30 - 60 minutos) y es menos
corrosiva, pero se produce agua en la reaccién, causando la hidroélisis del éster

producido y la formacién de jabdn.

Los dos tipos de catalizadores antes mencionados presentan problemas de
remocién después de la reaccién, ya que la presencia de agua da como
resultado emulsiones estables y la respectiva saponificacion, dificultando la
separacion de los ésteres (Schuchardta y col, 1998).

Las lipasas pueden también catalizar con eficacia la transesterificacion de
triglicéridos en sistemas acuosos 0 No acuosos, Yy trabajar bajos condiciones
suaves, temperaturas bajas (30 - 60 °C), no hay hidrdlisis, y el subproducto,
glicerol, se puede recuperar facilmente sin ningln proceso complejo, también
los acidos grasos libres contenidos en los aceites y las grasas se pueden

convertir totalmente a los ésteres metilicos (Xie y Wang, 2014).
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o Temperatura y tiempo de la reaccion: En reacciones enzimaticas al
aumentar la temperatura aumenta la velocidad de reaccion y la produccion de
esteres, sin embargo, las enzimas son proteinas y pueden ser desnaturalizadas
cuando estas son calentadas mas alla de una temperatura optima (Kumari y
col, 2009).

o Velocidad de agitacion: La intensidad de agitacion es muy importante
debido a que los aceites son inmiscibles en las soluciones de metanol e
hidroxido de sodio. Una vez las dos fases se mezclan y la reaccién empieza, la
agitacion se convierte en un factor que no tiene transcendencia alguna
(Herndndez y Méndez, 2008).

o Efecto de los acidos grasos libres y la mezcla: El contenido de los
acidos grasos libres (FFAs), son acidos no esterificados en el aceite, que
después de la esterificacién acida deben ser minimo o menos el de 2%. Estos
FFAs reaccionan con el catalizador alcalino produciéndose jabones en lugar de

ésteres (Sharma y col, 2008).

o Efecto de co-solventes orgénicos: El solvente organico mejora la
solubilidad de los substratos y mantiene la actividad de la enzima. En muchos
casos, el sistema Optimo para la reaccién enzimética, consiste en una mezcla
de los solventes organicos (Antczak y col, 2009). Los solventes organicos se
utilizan en sintesis enzimatica para conseguir biodiesel y aumentar el
rendimiento de transesterificacion, mejora la solubilidad mutua de triglicéridos
hidrofobicos y de alcoholes hidrofilicos. También la solubilidad del propanol y el
butanol en aceites es mucho mas alta que la del metanol y del etanol, por lo
tanto estos dos primeros alcoholes no necesitan el solvente organico adicional
(Khor y col, 2008; Kumar y col, 2012). Ademas, como fue mencionado los
solventes organicos protegen las enzimas contra la desnaturalizacion por altas

concentraciones de alcoholes tales como metanol y etanol.
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2. ESTADO DEL ARTE

El uso de los aceites vegetales para la produccién de biodiesel ha sido
ampliamente estudiada en el mundo entero, algunos estudios muestran el uso
de aceite de palma y catalizadores solidos, como éxido de zinc (ZnO), y 6xido
de magnesio (MgO). También se han utilizados catalizadores quimicos
(Berchmans y Hirata, 2007; Singh y col, 2014) para la reaccion de
transesterificacion como el H,SO, NaOH y KOH, variando la cantidad de
sustrato (metanol - aceite), tiempo de reaccion y la temperatura para obtener
Metilésteres del aceite de Jatropha curcas (Tiwari y col., 2007; Diaz y Borges,

2012), debido a que son una nueva alternativa de combustible.

Como fuente de TAG's en la reaccion de alcohdlisis se ha empleado diversos
aceites como el de palma, con el que se alcanzan altos rendimientos por
encima del 94%, utilizando la enzima Lipozyme Thermomyces Lanuginosus,
Inmovilizada (Rodriguez y Amado, 2006). De la misma manera investigaciones
realizadas por diferentes autores, han mostrado que las lipasas
Chromobaterium vsicosum inmovilizada en Celite-545, Pseudomona cepacia,
Pseudomona fourescens, R miehei, Carica papaya lipase y Thermomyces
lanoginosus son las que presentan mayor actividad en reacciones de
alcohdlisis. Las investigaciones mencionadas anteriormente, han dado un
rendimiento de biodiesel de 90, 98 y 99% (LU y col., 2008; Su y Wei, 2014).

Da la misma manera se han hecho combinaciones del aceite de Jatropha
curcas y aceite de palma, debido a que el aceite de palma tiene problemas
para ser utilizado a bajas temperaturas, esta mezcla llego a tener un mayor
optimizaciéon con una composicion de 60:40 Jatropha. curcas. y aceite de
palma, lograndose asi las mejores propiedades en la combustion a bajas

temperaturas en los motores de inyeccion directa (Sarin y col., 2006).
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En el Instituto Tecnoldgico de la India, en departamento de Quimica, en New
Delhi, utilizaron tres tipos de lipasas como catalizadores para la preparacion de
biodiesel a partir del aceite de Jatropha curcas, lipasas de: Chromobacterium
viscosum, Candida rugos y Porcine pancreas. Con la enzima Chromobacterium

viscosum se logré produccion del 71% para metilésteres (Shah y col., 2008).

En investigaciones con lipasas como la Novozym 435 y diferentes alcoholes
(metanol, etanol, n propanol y n-butanol) se han obtenido rendimientos de 97 y
98% de metilésteres a partir del aceite de Jatropha curcas con una temperatura
de 30 °C y un tiempo de reaccion de 75 minutos en promedio (Tamalampudi y
col., 2008; Su y Wei, 2014)

En el V Congreso Prospectiva de la Industria Petrolera Colombiana “Cluster del
Petréleo: Retos y Oportunidades” se presento el trabajo que se viene haciendo
en el Salvador usando la J. curcas. Se exhibié un importante estudio, que
mostro que; por cada 6.37 Kg de aceite, se le retiran las impurezas y se somete
a la reaccion de alcohdlisis, se obtiene como producto 6.05 Kg de biodiesel y
0.91 Kg de glicerol; en este mismo estudio se muestra los resultados de
produccién en una plantacién con una densidad de 1.666 plantas por Ha, que

en 5 afos alcanza la produccion maxima.

En Colombia a partir del 2007, se han venido realizando varios proyectos
implementando la siembra de la Jatropha curcas en el pais. Algunos de estos
son: (1) Determinacion de las zonas con biofisica e identificacion de materiales
genéticos para el establecimiento y desarrollo agroindustrial de la Jatropha
curcas en la Guajira, Meta, Vichada y Tolima, todas investigaciones dirigidas
por Corpoica; (2) Evaluacion de la calidad del biodiesel obtenido de
oleaginosas autéctonas y el comportamiento energético y ambiental del
biodiesel, realizada por la Universidad de Antioquia en Medellin; (3)
Reforestacion de la cuenca de Rio Negro, mediante la propagacion masica de
insumos para la produccion de energias alternativas, realizadas por el Centro

Internacional de Fisica en el departamento de Cundinamarca; (4) La
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implementacion de 1562 parcelas sembradas de Jatropha curcas a familias
beneficiarias en el marco del programa de soberania alimentaria de Colombia
sin Hambre, como alternativa econdmica en las zonas rurales del pais (Garcia,
2010); (5) Implementacion del proyecto produccién y comercializacion de
Jatropha curcas como materia prima para la industria de biocombustible por
pequenos productores del departamento de sucre (www.contratos.gov.co,
2013, consultado 19 diciembre 2014)

El germoplasma de la Jatropha curcas esta constituido por la coleccioén jatropha
colombiana que posee 290 entradas, conformada por dos grupos: a) material
local con 272 accesiones locales procedentes de 22 departamentos del pais y
b) material foraneo con 18 materiales comerciales procedentes de paises con

mayor area cultivada del mundo (Brasil y India).

Los paises con mayor progreso en estudios de Jatropha curcas y la
implementacion de esta para la produccion de biodiesel son principalmente
México, Brasil, Indonesia, Malasia, India, entre otros. A nivel local los Unicos
que proyectos serios con Jatropha los realiza Corpoica, Agroforestal de
Colombia y Agrocombustibles de Colombia.
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3. MARCO LEGAL

En mayo de 2003, la Union Europea (UE), adopto una directiva para promover
el uso de biocombustibles de forma que a diciembre del 2005 se deberia
incorporar el 2% de biodiesel, aumentando paulatinamente hasta llegar al
5.75% a finales del 2010. En Colombia el 30 de diciembre de 2004 se expidi6 la
ley 939 que estimula la produccion y comercializacion de biocombustibles de

origen vegetal o animal para uso en motores diesel.

El articulo 6 de esta ley sefiala “Para efectos de interpretar y aplicar la presente
ley se entiende por Biocombustibles de origen vegetal o animal para uso en
motores diesel aquel combustible liquido o gaseoso que ha sido obtenido de un
vegetal o animal que se puede emplear en procesos de combustién y que
cumplan con las definiciones y normas de calidad establecidas por la autoridad
competente, destinados a ser sustituto parcial o total del ACPM utilizado en
motores diesel.” y su literal g) reza: “Aceites Vegetales Puros. Aceites
producidos de vegetales a través de presion, extraccion o procedimientos
similares, crudos o refinados, pero no modificados quimicamente cuando son
compatibles con el tipo de motores en los que se utilizaran.” Y en sus articulos
8 y 9 reza que los biocombustibles de origen animal o vegetal de produccion
nacional con destino a la mezcla de ACPM estaran exentos de impuestos,
dando esto un gran apoyo a los cultivadores de plantas que generen
biocombustibles.

El ministerio de Minas y Energia expidi6 la resolucién 1289 de septiembre 7 de
2005 por el cual se modifica parcialmente la Resolucion 898 del 23 de agosto
de 1995, en el sentido de regular los criterios de calidad de los biocombustibles
para su uso en motores diesel como componente de la mezcla con el
combustible diesel de origen fésil en procesos de combustion esta resolucion
establece los requisitos de calidad del combustible diesel corriente y sus

mezclas con biocombustibles.
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A nivel mundial la norma ASTM D6751 describe al biodiesel como esteres de

acidos grasos de cadena larga provenientes de grasas animales o vegetales.

En la tabla 6 se describen las especificaciones para el biodiesel puro (100%) en
EE.UU, segun la norma ASTM 6751, Comunidad Europea segun norma EN
14214, y la Norma Técnica Colombiana NTC 5444 de 2006 (Datos tomados de
Mesa, Fedepalma, 2014)

Tabla 6. Especificaciones del Biodiesel en Estados Unidos, la comunidad
Europea y Colombia (a partir de Julio, 1996).

DENSIDAD (15°C) gmL 0,86 — 0,90 0,86 — 0,90

VISCOSIDAD A 40°C mm?/s 1,9-6,0 3,5-5,0 1,9-6,0

NUMERO DE CETANO Cetanos min 47 min 51 min 47

PUNTO DE CHISPA °C min 130 min 120 min 120

PUNTO DE FLUIDEZ °C Reportar Depende de Reportar
la region

ESTABILIDAD A LA Horas min 3 min 6 min 6

OXIDACION

ESTABILIDAD TERMINA %Reflect N.R N.R min 70

INDICE DE YODO g yodo/100g N.R méax 120 méax 120

CORROSION LAMINA DE N/A 1 1 1

CuU

NUMERO ACIDO mg KOH/g 0,8 max 0,5 méax 0,5 max

CONTENIDO DE AGUA mg/Kg 500 méax 500 méax 500 max

CONTENIDO DE mg/Kg max 10 max 10 max 10

FOSFORO

CONTENIDO DE %masa 0,2 0,2

METANOL O ETANOL

CONTENIDO DE %masa 0,02/0,24 0,02/0,25 0,02/0,24

GLICERINA

LIBRE/TOTAL

CONTENIDO DE ESTER mg/Kg 96,5 96,5 96,5

CONTENIDO DE Na + K mg/Kg max 5 max 5 max 5

CONTENIDO DE Ca + Mg mg/Kg max 5 max 5 max 5
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Para la reaccion de transesterificacion se emplearon como sustratos, aceite de
Jatropha curcas suministrado por Colombiana de Biocombustibles S.A y etanol
anhidro grado analitico, como catalizador se usoé la lipasa estéreoespecifica
(sn-1,3) Thermomyces lanuginosus, conocida comercialmente como Lipozyme
TL, IM, suministrada por Novozyme S.A. las caracteristicas de la enzima se

muestran en la tabla 7

Tabla 7. Caracteristicas de la lipasa Lipozyme TL, IM

Densidad de carga seca 450 Kg/m®
Densidad de carga humedad 415 Kg/m?®
Densidad absoluta 1830 Kg/m?®
% de humedad 55
Tamafio de particula 300-1000 um; con la mayor fraccion

entre 400 — 600 um. las particulas

son virtualmente incompresibles
*1 IUN (Interesterification Unit Novo) es equivalente a la velocidad inicial
de conversién de triesterina en condiciones analiticas estandar.

4.2. REACCION DE ALCOHOLISIS

La reaccion de alcohdlisis se llevé a cabo en un reactor bacth con capacidad de
100 mL como el mostrado en la figura 4. Para su calentamiento, se utilizd6 un
bafio termostatado (+ 1°C) el cual permiti6 mantener la temperatura constante
durante la reaccion de transesterificacion y para la agitacién se utilizé una

propela marina con un diametro de 3 cm.
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Figura 4. Montaje utilizado para llevar a cabo la reaccion de alcoholisis
(izquierda), aceite de Jatropha curcas (derecho superior), balén 1440 con

enzima TL IM después de un lavado (derecha inferior).

En todas las reacciones se emplearon como sustratos aceite de Jatropha
curcas y etanol en relacion molar 1:4. Esta relacion se escogio teniendo en
cuenta que la relacibn estequiometrica de la reaccibn es 1:3
(triacilglicérol/alcohol), y que en los estudios realizados por Shieh y col, 2003;
Ramadhas y col, 2005; Shah y Gupta, 2007; Tamalampudi y col, 2008; Kumari
y col, 2009; Antczak y col 2009, se recomienda el uso de un ligero exceso de

alcohol para desplazar el equilibrio hacia la reaccién de transesterificacion.

La enzima fue sometida a un pretratamiento para eliminar el aire y el agua, con

el fin de prevenir la hidrélisis y asegurar que el aceite penetre los poros del
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soporte. Para la extraccion del aire se aplicO vacio al sistema y para la
remocion del agua se realizaron tres lavados con aceite, agitacion y

temperatura constante.

Una vez culminado el pretratamiento, la enzima obtenida se mezclé con la
cantidad de aceite requerida para la reaccion de alcohdlisis y se incubo en un
bafio termostatado a la temperatura establecida en un rango de 50 a 60 °C. A
continuacion se adiciono el alcohol, iniciandose en este punto el conteo de
tiempo de reaccién dado para cada experimento (entre 60 a 180 minutos). Una
vez finalizada la reaccion, se sumergié la mezcla en un bafio de hielo para
inactivar la enzima, seguidamente se realizo la filtracién y el producto obtenido
se almaceno en atmoésfera de nitrdgeno a baja temperatura (para su posterior

andlisis).

Todas las reacciones se llevaron a cabo sin adicibn de agua al sistema,
teniendo en cuenta que la reaccion de alcohdlisis se ve beneficiada en
condiciones anhidras, como ha sido reportado por Iso y col., 2004; Neureddini y
col, 2005; Rodriguez y Amado, 2006; Hernandez y Méndez, 2008; Su y Wei,
2014.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a velocidad de 200 rpm, en las
condiciones operacionales seleccionada en el disefio experimental, ya que a
esta velocidad no se presentan restricciones de difusion externa e interna
(Amado y Rodriguez, 2006; Hernandez y Méndez, 2008).

4.3. METODOS DE ANALISIS.

4.3.1. indice de acidez (la). Se define como los miligramos de KOH necesarios
para saturar los acidos grasos libres contenidos en un gramo de aceite o grasa.
Su determinacion se realiz6 de acuerdo con el método AOAC 940.20/1990, y

para su célculo se empled la siguiente ecuacion:
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V*N*56.1
P*M

Ia

Donde: V: volumen de la solucién valorante.
N: normalidad de la solucién valorante
PM: peso de la muestre del aceite en gramos

56.1: peso molecular de KOH.

4.3.2. Andlisis de acidos grasos. La composicion en &cidos grasos del aceite
fue determinada empleando cromatografia de gases con detector de ionizacién
en llama (GC- FID), segun las normas ISO 5508 (“Animal and Vegetable Fats
and Oils — Analysis by Gas Chromatography of Methyl Ester of Fatty Acids”).
Como materiales de referencia certificados se emplearon la mezcla Supelco™
37 component FAME Mix, Supelco, y la mezcla de estdndares de metilésteres
de acidos grasos GLC-10, GLC-50, GLC-80, GLC-100, Matreya, INC. El
analisis cromatografico del aceite se realizé en un cromatégrafo de gases (GC)
AT 6890N (Agilent Tecnologies.), la columna empleada en el analisis fue DB-
235 (J & W Scientific) [50%-cianopropil-poli (metilsiloxano), 60m x 0.25 mm x
0.25 pym]. La inyeccion se realiz6 en modo splits (10:1) (Vin: 2uL). Los
componentes se identificaron por comparacién directa de sus tiempos de

retencion.

4.3.3. Analisis de ésteres y acilglicéroles. Los ésteres grasos, mono-di- y
triacilglicéroles en los productos de alcohdlisis se determinaron
simultdneamente empleando cromatografia de gases de alta temperatura,
HTGC. Todos los analisis se realizaron en un cromatégrafo de gases (HP 5890
series 1), dotado con detector de ionizacion en llama (FID), usando una
columna capilar metalica Rastek MXT-65TG, 65% difenil, 35% dimetil
polisiloxano; temperatura maxima 370 °C, polaridad intermedia, disefiada para
analisis de ésteres grasos, acidos grasos libres y triacilgliceroles (Skoog y col,
2001).

36



Los analisis se realizaron usando la siguiente secuencia: temperatura inicial
70°C, a razén de 70°C/min se alcanzé una temperatura de 220°C, luego de un
minuto a razon d 0.5°C/min se llegd a 225°C, después de dos minutos a 225°C,
se alcanz6 una temperatura de 360°C a una razon de 70°C/min. El gas de
arrastre fue helio, puerto de inyeccién usado en modo Split a 250°C y detector

FID a 360°C. Los rangos de temperaturas se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Rangos de temperatura y tiempos usados en el Cromatografo
HTGC

Nivel 1 70 220 1
Nivel 2 0.5 225 2
Nivel 3 70 360 24

El gas de arrastre usado fue helio, el puerto de inyeccion en método Split
a 250 °C y detector FID a 360 °C

4.4. EVALUACION DE LAS VARIABLES DE REACCION.

Para evaluar las condiciones de reaccion se empleé como sustrato el aceite de
Jatropha curcas — etanol en relacion molar 1:4. Las variables que se analizaron
fueron: cantidad de enzima, tiempo y temperatura de reaccion. Los intervalos
de ensayo se establecieron con base en los resultados obtenidos por Shiah y
Gupta, 2007; Amado y Rodriguez, 2007; Tamalampudi y col, 2007; Hernandez
y Méndez, 2008.

En la tabla 9, se presentan los rangos evaluados. La influencia de cada una de
las variables y su interaccién con la conversion, se estudié utilizando un disefio
experimental de tres variables por tres niveles, como se muestra en la tabla 9,
utilizando para el analisis de los datos obtenidos la metodologia de superficie
de respuesta con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS.
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Se evaluaron las variables en forma individual y las interacciones entre las
mismas, posteriormente se fijaron las Optimas condiciones de reaccion para

lograr la maxima conversion de etilésteres.

La variable respuesta escogida, se defini6 como el porcentaje de conversion
(Y1) de etilésteres.

Cada experimento se realizé por duplicado en todos los puntos obteniéndose

un total de 46 experimentos como se observa en la tabla 10.

Tabla 9. Variables independientes y niveles de disefio

Temperatura [°C] ' X1 50 55 60
Relacién de enzima [aceite/enzima]* X2 7 9 11
Tiempo de reaccion [minutos] X3 60 120 180

Relacion de enzima: corresponde al % tomado por 20g de aceite de
Jatrophac.

4.5. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD OPERATIVA DE LA ENZIMA.

La enzima se utilizd en forma sucesiva en varias reacciones de alcoholisis
realizadas bajo los mismos parametros operacionales, empleando las
condiciones de temperatura, tiempo de reacciébn y cantidad de enzima
seleccionadas como condiciones 6ptimas de reaccion. Una vez termina cada
reaccion se filtr6 la enzima y se utiliz6 en un sistema idéntico con las

condiciones de reaccion.
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Tabla 10. Puntos del disefio experimental.

TEMPERATURA  TIEMPO RELACION DE

DE ENZIMA

1 0 0 0

2 -1 -1 1

3 1 1 -1

4 0 0 0

5 1,68179 0 0

6 0 1.68179* 0

7 0 0 0

8 -1 1 1

9 0 0 0

10 0 0 0

11 -1 -1 -1

12 -1 1 -1

13 1 -1 1

14 0 0 0

15 0 0 1.68179

16 0 0 0

17 0 -1.68179 0

18 1 1 1

19 -1,68179 0 0

20 0 0 0

21 1 -1 -1

22 0 0 -1.68179

23 0 0 0

*puntos adicionales necesarios para la condicion de rotabilidad.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACION DEL ACEITE DE JATROPHA CURCAS.

Se caracterizé el aceite Jatropha curcas en cuanto el perfil de acidos grasos,
encontrandose que los principales componentes son el acido Oleico con un
38.76 %, Linoleico con un 37.12 %, Palmitico 12.43% y Estearico con un 7.33
%, tal como se muestra en la tabla 11. Comparado con otros aceites que se
utilizan para la produccion de Biodiesel, como es el aceite de palma, el aceite
de Jatropha curcas es rico en acidos grasos insaturados lo que lo hace
susceptible a los procesos de oxidacion, situacién que debe tenerse en cuenta
al proyectar su uso.

Tabla 11. Perfil de acidos grasos del aceite de Jatropha curcas.

CAPROICO C-6 0.20
CAPRILICO C-8 0.0011
LAURICO CINT2N
MIRISTICO C-14 0.12
PENTADECANOICO C-15 0.016
PALMITICO C-16 12.43
PALMITOLEICO C-16 0.72
HEPTADECANOICO C-17 0.10
ESTEARICO C-18 7.33
OLEICO C-18 38.76
LINOLEICO C-18 37.12
LINOLENICO C-18 0.22
ARAQUIDICO C-20 0.22
EICOSENOICO C-20 0.08
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En cuanto al indice de acidez se encontrd que el aceite presenta un valor de
1.81, este porcentaje de acidos grasos libres presentes en el aceite debe ser
inferior al 5%, observamos que los acidos grasos libres (indice de acidez)
presentes en el aceite de Jatropha curcas esta por debajo del porcentaje, lo
gue significa que esta en el rango permisible. Un aceite menor al 5% de acidos
grasos libres, puede simplificar el proceso de produccion de biodiesel
(transesterificacion), maximizar su eficiencia y rendimiento, reducir las

pérdidas en forma de jabones, es decir se obtendra un biodiesel de calidad.

5.2. REACCION DE ALCOHOLISIS

Previa a la reaccion de alcohdlisis fue necesario realizar un pretratamiento a la
enzima tal como se describié en el numeral 4.2, con el fin de tener en la

reaccion un indice de acidez que no inactive la enzima.

En la tabla 12 se presentan los valores de indice de acidez obtenidos después
de cada etapa del pretratamiento. En la primera etapa se observa un alto indice
de acidez comparado con el indice del aceite puro. Esto es debido a la
humedad presente inicialmente en la enzima. A medida que se aplican los
lavados a la enzima, el indice de acidez disminuye porque la humedad se va
retirando paulatinamente. De esta forma al cabo del cuarto lavado el indice de
acidez disminuyo de 12.80 a 5.67%.

5.3. SELECCION DE CONDICIONES DE REACCION.

Para evaluar el efecto de las variables de reaccién se utilizé6 un disefio
experimental cuyos resultados fueron analizados usando la metodologia de
superficie repuesta. En la tabla 13 se presentan los resultados obtenidos en

cada uno de los experimentos del disefio.
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Tabla 12. indice de acidez del aceite y pretratamiento de la enzima

Aceite puro 1.81
1*.lavado, Vacio 12.80
2%* 8.14

3 7.12

4 5.67

*Lavado con aceite al vacio por 15 minutos,
**2-4 lavados sin vacio por 30 minutos, activacion de la
enzima.

Tabla 13. Conversion de la reaccion de alcohdlisis segun el resultado del

disefio experimental

1 55 120 9 85,60
2 55 60 11 82,88
3 60 180 7 84,58
4 55 120 9 80,04
5 63.40" 120 9 85,60
6 55 220.91 9 89,34
7 55 120 9 83,83
8 50 180 11 88,84
9 55 120 9 83,14
10 55 120 9 87,54
11 50 60 7 83,34
12 50 180 7 86,70
13 60 60 11 79,78
14 55 120 9 85,94
15 55 120 12.36 88,46
16 55 120 9 87,77
17 55 19.09 9 69,03
18 60 180 11 86,56
19 46.59 120 9 83,13
20 55 120 9 88,87
21 60 60 7 75,20
22 55 120 5.63 91,27
23 55 120 9 86,21

1. Puntos adicionales para la condicion de rotabilidad

En el diagrama de efectos principales mostrado en la figura 5, la tendencia de
cada linea refleja la influencia positiva o negativa de cada variable, en tanto
que la pendiente permite establecer la evolucion de la conversion de etilésteres

en la reaccion en el rango de los niveles evaluados. En el caso de la
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temperatura se encuentra que; a medida que su valor aumenta disminuye la

conversion de etilésteres.

En el caso de la relacibn de enzima, esta no es lineal con respecto a la
produccion de etilésteres, es decir, se observa un punto de inflexion para
concentraciones intermedias de enzima, en este caso para valores de 7%. Las
mayores conversiones se alcanzan en los valores extremos. A una relacion de

enzima bajos, como el del experimento 22, se logré un rendimiento del 91%.

El efecto de la variable tiempo de reaccion sobre la conversién, muestra una
relacion lineal hasta un valor determinado a partir del cual se tiende hacia la

estabilizacion de la conversion.

Figura 5. Diagrama de efectos principales para la conversion de
etilésteres (Y1-%)

DIAGRAMA DE EFECTOS PARA CONVERSION DE ESTERES

N4
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Lo by by by by g

78

-1,0 10 -1,0 1,0 -1,0 1,0

TEMPERATURA TIEMPO DEREACCION  RELACION DEENZIMA

Se observa en todos los casos que cada una de las variables analizadas incide
de manera diferente en la conversion, por lo cual se requiere un analisis
integral en el cual se consideren todos los efectos simultaneamente para poder

establecer las condiciones 6ptimas de reaccion.
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5.3.1. Andlisis de la varianza ANOVA. Con el objeto de evaluar el efecto de
las variables y sus interacciones, se continué con el analisis de varianza
(ANOVA) a partir del este se establece cuédles de los efectos son
estadisticamente significativos. Los resultados de este analisis se muestran en
la tabla 14.

Tabla 14. Analisis de varianza para la conversién de etilésteres

Temperatura: A 9.66 1 1 0.98 0.34
Tiempo de 260.26 1 1 26.43 0.0002
reaccion: B
Relacién de 0.91 1 1 0.09 0.77
enzima: C

AA 5.20 1 1 0.53 0.48
AB 5.86 1 1 0.60 0.45
AC 2.99 1 1 0.30 0.59
BB 91.80 1 1 9.32 0.0092
BC 3.12exp-6 1 1 0.00 0.99
CcC 29.99 1 1 3.05 0.10
Erro total 128.02 13 9.847
Error corregido 535.31 22

R*=76.08 Error estandar = 3.32

R? ajustado para los grados de libertad = Error absoluto promedio = 2.08

59.52 % F:prueba de significancia

P: probabilidad de error

En este caso, dos efectos, el tiempo de reaccién y el cuadratico BB del tiempo
de reaccién, poseen un valor P menor que 0.05, mostrando con ello que esta
variable es significativamente diferente de cero un en un nivel de confianza del
95%.

Los resultados obtenidos se corroboran con el diagrama de Pareto (figura 6),
donde se muestra el efecto de las variables y cémo interactian. En este caso
la longitud de cada barra es proporcional al efecto estandarizado (efecto
estimado/error estandar) mostrado en la tabla 15. Las barras que se extienden
mas alla de la linea azul corresponden a efectos significativos en un nivel de
confianza del 95%. En cuanto al color los efectos sefialados con morado, es

decir el tiempo de reaccion y la relacion de enzima inciden de forma favorable
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sobre el porcentaje de conversion, en tanto que la temperatura tiene una

incidencia desfavorable sobre la misma.

Figura 6. Diagrama de Pareto para la conversion de etilésteres

Diagrama de Pareto Estandarizado para Y1

B:tiempo de reaccion | [ GGG -
BB | | I -
cc| I
Atemperatura |:|
s |
A |
Ac| Il
C: Cantidad de enzima .
BC
0 1 2 3 4 5 6
Efectos Estandarizados
Tabla 15. Efectos estimados para la conversion de etilésteres.
lineal Promedio 85.46 1.04
Temperatura: A -1.68 1.69
Tiempo de reaccion: B 8.73
Relacién de enzima: C 0.51
Cuadratico A*A -1.14 1.57
B*B -4.80
C*C 2.74
Interacciones A*B 1.71 2.21
A*C 1.22
B*C -0.0012

De otra parte, a partir de los datos obtenidos con el analisis de varianza, se
obtuvo el modelo predicho para la reaccion de alcohdlisis que se muestra en la
ecuaciéon 2, en ella los términos lineales A, B y C corresponden a la
temperatura de reaccion, tiempo de reaccion y relacién de enzima. En este
modelo puede observarse que el tiempo de reaccion (B) y el tiempo de

reaccion cuadratico (BB) inciden en forma significativa sobre la conversion,
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bajo las condiciones indicadas en el disefio experimental. Los efectos cruzados
de las interacciones entre las variables no son significativos y en este estudio,
la relacion de BC es nula.
Ecuacion 2:
y1 85458 - 08413°A + 4,365'B + 0,257°C - 0,572°A" +
= 0,856*"AB + 0,612*AC - 2,403*B - 0,000625*BC +§2
1,374*C"

5.4. SELECCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE REACCION.

Con el fin de seleccionar las condiciones Optimas de reaccion en las cuales se
alcanzan los mayores niveles de conversion, se aplicd el modelo indicado en la
ecuacion 2 para obtener las gréficas de superficie respuesta, en este caso, al

evaluar la interacciéon entre dos variables manteniendo la tercera constante.

En la figura 7, se presenta la superficie de respuesta obtenida al conjugar la
relacion de enzima y el tiempo de reaccién, manteniendo la temperatura
constante en su valor central. Los valores mas altos de conversion de
etilésteres se logran cuando en la reaccion se emplea una relacién de enzima

del 7y 11% y un tiempo de reaccién de 180 minutos respectivamente.

La curva que hace referencia a la cantidad de enzima muestra inicialmente una
conversion menor del 84% para los valores entre -0.2 a 0.2, y un punto de
inflexién en el nivel central con pendiente igual a cero y conversion al 86.5%.
En este caso la pendiente se hace positiva para valores mayores entre 0.2y 1
de relacion de enzima, a los cuales se alcanzan conversiones entre el 89 y
91%.

El tiempo de reaccién presenta una pendiente positiva que tiende a ser cero a

mayor cantidad de enzima, como se observa en la figura 7, aumenta la
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conversion del 80% en los rangos entre -1 y -0,6, a conversiones por encima
del 90% en los rangos de 0,6 a 1.

En la figura 8, se observa que los efectos combinados, temperatura y tiempo de
reaccion con respecto a la relacion de enzima en el valor central dan un
méaximo 88% de conversion. Esta conversion corresponde a un tiempo de
reaccion de 180 minutos y una temperatura 58 °C, de los niveles mas altos
evaluados. Este porcentaje se debe a la pendiente con un valor cercano a 1 de

la superficie de respuesta con respeto al tiempo de reaccion.

Figura 7. Superficie de respuesta para la conversion de etilésteres con la

temperatura constante en su valor central.
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Figura 8. Superficie de respuesta para el porcentaje para el porcentaje de

etil ésteres, con la cantidad de enzima en su valor central.
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Si se analiza la influencia de la cantidad de enzima y la temperatura
manteniendo constante el tiempo de reaccion en su valor central (figura 9), se
estable qué, para lograr valores altos de conversion es necesario utilizar una
relacion de enzima bajo (5.6 — 7%) o altos (11%), como se establece en la tabla
13 de conversion de reacciéon de alcohdlisis, aspecto que en la figura de

superficie de respuesta de nota con la temperatura de 55 °C.

La superficie de respuesta, figura 9, muestra que la relacién de enzima tiene en
su nivel 0 (cero) valores minimos de conversion (entre el 80 y 83%), a medida
que pasa del nivel 0 a 1 en la relacion de enzima y de O a -1, en la temperatura
la conversion de etilésteres aumenta (entre 85y 88%).
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Figura 9. Superficie de respuesta para la conversion de etilésteres con el

tiempo de reaccion en su valor central.
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Con base en los resultados obtenidos, se aplicé la metodologia de optimizacion
multivariable, con la que se analiza de forma simultdnea el efecto de la
cantidad de enzima, la temperatura y el tiempo de reaccién sobre la variable de
respuesta Y1 (conversione de etilésteres). El resultado de este analisis permite
definir las condiciones de reaccion a las cuales se alcanzara la maxima
conversion. En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos, y en la figura
10 el grafico de superficie de respuesta para los valores predichos.

Tabla 16. Valores de las condiciones Optimas de reaccion.

Temperatura 0.97 59.87 °C 92.22
Relacion de 1.68 12.36 %*
enzimalaceite/enzima]
Tiempo de reaccion 1.08 185 min
*Relacion de enzima: corresponde al % tomado por 20g de aceite de Jatropha

c
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Figura 10. Superficie de respuesta para los valores optimos de reaccion

con larelacion de enzimaigual a 1.68.
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Para corroborar las condiciones éptimas dadas por el modelo (60 °C, relacion
de enzima (aceite/enzima) de 12.36% y 185 minutos), se realizé la reaccion
por triplicado , encontrandose una diferencia porcentual de 0.03% entre el valor
predicho (92.22%) y el valor obtenido, 92,26%, situacion que confirma la

validez del modelo.

5.5. ESTABILIDAD OPERATIVA DE LA ENZIMA.

Para evaluar la estabilidad de Lipozyme TL, IM se realizaron cinco reacciones
consecutivas de alcohdlisis en sistemas Batch. En la figura 11, se muestra la

evolucion de la conversién de la reaccién con los reusos aplicados.

En las primeras seis (6) horas de reaccion, la conversion se mantuvo por en los
valores optimos (figura 11), a partir de este tiempo empieza a disminuir pero de
manera leve, hasta el quinto bach (15 horas) a partir del cual ya hay una
disminucién representativa de siete (7%) porciento respecto al valor de

conversion inicial. Esta situacién es considerada normal por los proveedores de
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la enzima y por los que la han utilizado a escala industrial en otros procesos
como la obtencion de grasas especiales (Perea y col, 2005).

Figura 11. Estabilidad operacional de la Lipozyme TL,M en las

condiciones, éptimas de reaccion.

bacth 1 bacth 2 bacth 3 bacth 4 bacth 5

En trabajos realizados utilizando la misma enzima pero otros sustratos, se
encuentran resultados similares en cuanto al tiempo de estabilidad operacional
de la Lipozyme TL, IM (Amado y Rodriguez, 2007).

En el trabajo realizado por Wang y col, 2008, se lograron rendimientos del
86.2% y la enzima mantuvo un 70% de la actividad después de 10 batch. Dizge
y Keskinler, 2008, muestran que después de 240 horas (decimo batch) de
reaccion se alcanzan rendimientos del 90%, en tanto que Hernandez y
Méndez, 2008, reportan que logran rendimientos del 92% después de 22.2
horas de reaccion (sexto batch).
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5.6 EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD DE LA
TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA DEL ACEITE DE JATROPHA
CURCAS.

En la tabla 17, se presenta un resumen de las investigaciones mas
representativas desarrolladas en el area de biocombustibles en los ultimos
afios, usando Lipozyme TL, IM como catalizador en la reacciéon de
transesterificacion de diferentes aceites vegetales, y en la tabla 18 se
comparan investigaciones en las que fue usado el aceite de Jatropha curcas
como fuente de triglicéridos en presencia de diferentes catalizadores. En todos
los casos las condiciones de reaccion fueron diferentes por lo cual para poder
comparar se calculd la productividad, parametro que relaciona la cantidad de
ésteres alquilicos producidos respecto al tiempo de reaccion, y la productividad

especifica, la cual adicionalmente considera la cantidad de catalizador

Al emplear la misma enzima pero diferentes sustratos la mayor productividad

fue alcanzada por Rodriguez y Amado 2007) usando aceite de palmiste.

En cuanto a la productividad especifica, los mayores valores son 3.6 y 3.0, que
se logran en los trabajos de Rodriguez y Amado (2007), y Hernandez y
Mendez, (2008), seguida de la lograda en este trabajo que fue de 2.42. En los
tres trabajos la relacion de sustratos (aceite/etanol) es de 1:4, la diferencia
radica en la cantidad de enzima; los trabajos antes mencionados utilizan una
relacion de enzima del 9%, mientras que en el presente estudio las condiciones
Optimas arrojaron una relacién del 12.36%. Los niveles de productividad
alcanzados puede ser consecuencia de la utilizacion de etanol en lugar de
metanol, en el cual, como se ha mencionado, tiene un fuerte efecto de

inhibicion sobre la enzima, dando lugar a bajas productividades.

De otra parte, en los trabajos realizados con la enzima Lipozyme TL IM (tabla

17) en sistemas discontinuos libres de solvente, la mayoria emplea una
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temperatura de 40 °C, en un rango de agitacion entre 100 — 200 rpm, las

demas variables se repiten en algunos casos.

Tomando otro punto de comparacion en la tabla 18 se ven los resultados de
trabajos de transesterificacion enzimatica y quimica de aceite de Jatropha c. Se
observa que los valores de productividad y productividad especifica de este
trabajo solo son excedidos por los estudios realizados con catalizadores
quimicos, dejando también expuesto que estos estudios utilizan una elevada
temperatura. El trabajo de Tamalampudi (2008) utiliza la mitad de la cantidad
de enzima que la reportada en este trabajo, las lipasas utilizadas fueron
Rhizopus y Novozym 435, alcanzando niveles de conversion de etilésteres por
debajo del 81%, ademas el tiempo de reaccién supera las 20 veces el nuestro,
teniendo una productividad con 1.33 y 0.84 respetivamente, que, comparada
con este estudio, arrojo una productividad de 29.95.

Con respecto a las propiedades de los ésteres alquilicos obtenidos a partir de
aceite de Jatropha c. y etanol, algunos autores como Rodriguez (2007);
Hernandez (2008), Jiang y col (2012), Ghasemi y Dehkordi (2014) que han
reportado sus caracteristicas, las encuentran dentro de los rangos establecidos
por las especificaciones ASTM, lo cual los hace aptos para el uso como
biodiesel en clima tropical y templado, con algunos inconvenientes que pueden

superarme facilmente haciendo mezclas con biodiesel de palma (Sarin, 2007).

Para terminar se puede establecer que la obtencidén de ésteres etilicos en un
sistema discontinuo, usando como sustratos aceite de Jatropha c. y etanol en
presencia de Lipozyme TL IM, posibilita llevarlo a una mayor escala, viendose
favorecido el desarrollo tecnologico y el aprovechamiento de la tierra donde es

incultivable la palma.
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Tabla 17. Transesterificacion y comparacion de las condiciones 6ptimas finales con trabajos que utilizan Lipozyme
TL, IM

Variables Este trabajo | Rodriguez | Hernandez Dizge Khor (2010) | Jiangy col Mata y col
2007 2008 2008 2012 2012

Etanol Etanol Etanol metanol Metanol metanol Etanol
Aceite Jatropha c. Palmiste Higuerilla Canola Palma Jatropha Maiz
Solvente t- butanol n-Hexano
Relacion de 1:4 1:4 1:4 1:6 1:6 1:6
sustratos
(aceite/alcohol)
Agitacion Propela Propela Propela Shaker Shaker Shaker
200rpm 100 rpm 150 rpm 180rpm 150rpm 180rpm
Temperatura (°C) 59.875 40 534 40 40 45 35
Cantidad de enzima 12.36 9 9 5 6.65 15 2.8
(% peso de aceite)
Tiempo de reaccion 3.08 3 3.7 24 21.79 12 12
(horas)
Rendimiento (% de 92.26 97.8 97.48 90 98 90.6 69.2
ésteres)
Productividad* 29.95 32.6 26.3 3.9 4.49 7.55 5.76
Productividad 2.42 3.6 3 0.78 0.67 0.50 2.06

especifica**
*% de ésteres / hora

**0%p de ésteres / hora * cantidad de enzima
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Tabla 18. Transesterificacion de Jatropha c. utilizando diferentes tipos de catalizadores.

Variables Este trabajo | Berchmans Tamalampudi (2008) Vyas (2009) | Jiangy col | Ghasemiy
(2007) (2012) Dehkordi
2014

Etanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol
catalizador Liposyme, NaOH Rhizopus Novozym 435 KNO3/Al,O3 KOH- Liposyme TL,
TL, IM Y/AI,O3 IM
Relacién de 1:4 1:3 1:3 1:12 1:6 1:15
sustratos
aceite/alcohol
Agitacion Shaker Shaker Shaker Shaker Shaker Shaker 180rpm
200rpm 400 rpm 150 rpm 600 rpm 180rpm
Temperatura (°C) 59.875 65 30 70 45 65
Cantidad de 12.36 1.4 6 2 6 25 15
catalizador (% peso
de aceite)
Tiempo de reaccién 3.085 2 60 90 6 3 12
(horas)
Rendimiento (% de 92.26 90 80 76 84 76.35 90.6
ésteres)
Productividad* 29.89 30 1.33 0.84 14 25.45 7.55
Productividad 2.41 21.42 0.22 0.42 2.33 1.02 0.50

especifica**
*% de ésteres / hora

**0%p de ésteres / hora * cantidad de enzima
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6. CONCLUSIONES

La transesterificacion enzimatica de aceite de Jatropha c y etanol, utilizando
la lipasa inmovilizada Lipozyme TL IM permite la obtencion de ésteres
etilicos en una proporcion de 92% con una cantidad de enzima de 12.36%
con respecto al peso del aceite, agitacion de 200 rpm, temperatura de 59.9

°C, relacién molar aceite etanol 1:4 y un tiempo de reaccion de 3.08 horas.

Los valores obtenidos en este trabajo para la productividad 29.89, y la
productividad especifica de 2.41, se encuentran dentro de los més altos
reportados hasta el momento para la transesterificacion enzimética del

aceite de Jatropha c. usando etanol.

La enzima Lipozyme TL IM, mantiene su estabilidad por encima del 90%
hasta cuatro reusos, convirtiéndose la transesterificacién enzimatica en una

alternativa tecnoldgica.
La produccion de etilesteres por transesterificacion del aceite de Jatropha c.

y etanol es amable con el medio ambiente ya que sus desechos son

biodegradables.
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7. RECOMENDACIONES

Utilizar otro tipo de variables respuesta para el seguimiento de la reaccion
de alcoholisis, pues el alto costo de la cromatografia de gases de alta

temperatura, HTGC limita el nimero de ensayos que se pueden realizar.
Realizar estudios de costos a una mayor escala, para llevarlos a una

produccion real, pues se trata de una produccion mas limpia y que cumple

con los principios de la quimica verde
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ANEXOS

Anexo A. perfil cromatografico del producto de la relacion de alcohdlisis

en condiciones Optimas (92.26 etilésteres)
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