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Resumen

En el presente proyecto se desarrollaron las metodologias A y B, para obtener biodiesel a partir de aceite de colza
Silvestre refinado. Se realizaron ensayos preliminares con cuatro variedades de colza de la provincia de Tungurahua,
a través de los cuales se selecciond la variedad de colza Silvestre por su alto contenido de aceite y por su elevada
concentracién en dcido erdcico. Posteriormente, se realizé la extraccion del aceite con un expeller y se refiné. Las
metodologias fueron desarrolladas con tratamientos que incluyeron como parametros definidos a la temperatura,
el tiempo de reaccién, la presion, la agitacién y la cantidad de agua. Se consideraron como variables de estudio a
la relacién molar alcohol/aceite de colza refinado y la concentracién de catalizador, en la reaccién de sintesis. Para
establecer las condiciones adecuadas en la metodologia A, se evalu6 el porcentaje de glicerina ligada en la fase
glicérica y en la metodologia B se evalud el porcentaje de glicerina libre en la fase glicérica y la concentracién de
ésteres etilicos, que fue analizada por espectroscopia de absorcién infrarroja.

Para 500 mL de aceite de colza, en la metodologia A, se utilizé una relacién molar metanol/aceite refinado de
colza Silvestre de 7/1 y el 0,4 % de hidréxido de potasio; mientras que, para la metodologia B se utilizé una relacién
molar de 6/1 de etanol al 95 %/aceite de colza refinado Silvestre, 833 mg de lipasa pancredtica porcina, pH igual a
8 y 20 % agua/aceite. El producto obtenido luego de la transesterificacién, se sometié a ensayos segtn las normas
ASTM e INEN.

Palabras claves: Biodiesel, colza, aceite, lipasa pancreatica porcina (PPL), transesterificacién, metanol, etanol de
95 %.

Abstract

Two methodologies, A and B, were developed in order to obtain biodiesel from wild rapeseed oil refined. Pre-
liminary test were conducted using four varieties of rapeseed from Tungurahua Province, through which the wild
rapeseed variety with the higher oil content and erucic acid was selected, followed by oil extraction with an expeller
and further refining to obtain purified biodiesel.

Methodologies with defined parameters such as temperature, reaction time, pressure, agitation and amount of
water were developed in the treatments and variables included the molar ratio alcohol/ refined rapeseed oil and
catalyst concentration for the syntheses reaction. In establishing the appropriate conditions for Methodology A i.e.
the percentage of linked glycerin in the glycerin phase; for Methodology B, i.e. the percentage of free glycerin in the
glycerin phase and ethyl esters concentration were obtained using infrared absorption spectroscopy technique.

For 500 mL of rapeseed oil, with Methodology A the ratio methanol/wild rapeseed oil refined was 7/1 and
0.4 % of potassium hydroxide, while for Methodology B the ratio 95 % ethanol/wild rapeseed oil refined was 6/1,
833 mg of porcine pancreatic lipase, pH equal to 8 and 20 % water oil. The product obtained by transesterification,
met the ASTM and INEN standards.

Keywords: Biodiesel, rapeseed, oil, pancreatic porcine lipase (PPL), potassium hydroxide, transesterification, met-
hanol, ethanol 95 %.

1 Introducciéon

La colza (Brassica napus) es una planta anual, pubescen-
te. Su semilla se adapta a las altas latitudes y a climas
frescos. El aceite obtenido contiene més del 40 % de aci-
do erticico y un nivel de acidos grasos saturados (4cidos
palmitico y estedrico) alrededor del 6 % [7]. El biodiesel

es definido, por la American Society for Testing Mate-
rials, como los ésteres monoalquilicos de dcidos grasos
de cadena larga derivados de las fuentes lipidicas reno-
vables [7]. La reaccién de transesterificacién para obte-
ner biodiesel se realiza por sustitucion de la glicerina de
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los triglicéridos del aceite vegetal con un alcohol de ca-
dena corta (metanol, etanol, butanol). Esta reaccién es
catalizada por acidos, dlcalis, resinas o enzimas, para
formar los ésteres correspondientes de los acidos grasos
y glicerina. Se utilizan temperaturas que van desde la
ambiental hasta 400 °C y presiones desde la atmosférica
hasta 25 atm, de acuerdo con la tecnologia y el uso o no
de catalizadores [6], [7].

La transesterificacion con élcalis se obtiene un alto
porcentaje de rendimiento y representa un proceso de
conversion directa. Ademds, se requiere que el aceite sea
refinado, con una humedad cercana al 0 % y con una can-
tidad de 4cidos grasos libres menor al 0,5 % [1], [3] y [27].

La transesterificacién con biocatalizadores presenta
ciertas ventajas sobre la catélisis basica, debido a que
las enzimas son sustancias de naturaleza proteica con
mayor especificidad y selectividad que los catalizadores
quimicos, no generan productos secundarios, por lo que
se eliminan etapas de separacién y purificacién del pro-
ducto terminado. Los inconvenientes que presenta el uso
de enzimas son su alto costo, poca estabilidad y su de-
pendencia con la temperatura, presiéon, pH, agitacién y
tiempo de reaccion [6] y [29].

Las lipasas se denominan triacilglicerol éster hidrola-
sas. Pertenecen al grupo de las enzimas hidroliticas cu-
ya funcién biolégica es catalizar la hidrdlisis de los tri-
glicéridos. Se encuentran en la mayorfa de organismos
vivos como micro-organismos, plantas y animales supe-
riores. Las lipasas acttian sobre ésteres insolubles, prin-
cipalmente aceites y grasas, como los triglicéridos de aci-
dos grasos de cadena larga [11], [21], [29] y [35].

En su estructura presenta el plegamiento tipico de las
«/ B hidrolasas, que consiste en una estructura central
formada por al menos cinco ldminas p interconectadas
por varias hélices a, empaquetadas a ambos lados de las
laminas. El centro activo tiene tres aminoacidos cataliti-
cos: Ser - His - Asp/Glu; el aminoécido Ser es el nucle6-
filo, His es el residuo bésico y Asp o Glu es el residuo
acido, que se encuentran rodeados por aminodcidos hi-
drofébicos primarios, cubiertos por una hélice a anfiffli-
ca [11], [21] y [28].

La lipasa acttia en la interfase lipido - agua, debido
a que en su estructura tridimensional presenta un bu-
cle anfifilico o tapadera, que cubre el centro activo de la
enzima. La activacion interfacial permite desplegar a to-
talidad la actividad catalitica. Este fenémeno ocurre con
un desplazamiento de la tapadera, es decir, cuando la
enzima pasa de la conformacién cerrada (centro activo
oculto) a la abierta (centro activo expuesto) [11], [21] y
[29].

2 Materiales y Métodos

2.1 Materiales y Equipos

Para el desarrollo de la presente investigacién se utilizé
crudo de lipasa pancredtica porcina tipo II del Laborato-
rio Sigma, silica gel para cromatografia de columna con
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tamario de particula de 70 - 270 mallas ASTM y agua des-
tilada. Los demads reactivos empleados para los andlisis
y ensayos fueron de grado analitico.

Los equipos utilizados fueron: balanza analitica
(ADAM), cromatégrafo de gases con registrador de da-
tos (Varian), equipo Kjeldahl (Labconco y P Selecta),
equipo Soxhlet (P Selecta), espectrofotometro UV - visi-
ble (Shimadzu), estufa (W. C. Heraeus Hanau RT 360),
expeller (Zehlendorfer Dermuehle), mufla (Lindberg),
pHmetro portatil (Schott Glaswerke Mainz) y refracto-
metro (Schmidt Haensch), rotavapor (Btichi).

2.2 Meétodos

2.2.1 Ensayos preliminares para la seleccién de la se-
milla de colza

Las pruebas preliminares se efectuaron con semillas de
colza frescas, recolectadas en la ciudad de Ambato.

La seleccién de la variedad de semilla de colza, se
realizé de acuerdo con la determinacién del porcentaje
de humedad, la extraccién del aceite con solventes y la
determinacién de la composicién de acidos grasos del
aceite [24].

Se seleccion¢ la variedad de semilla que present6 el
mayor contenido de aceite y el mayor porcentaje en peso
de 4cido ertcico.

Una vez seleccionada la variedad de semilla de colza
se realiz6 la caracterizacién fisica de la semilla, que in-
cluye la determinacién del tamafio de particula, la den-
sidad real y aparente y el porcentaje de porosidad.

2.2.2 Extraccién y refinacion del aceite

La extraccién del aceite a partir de la semilla de colza
se realiz6 en un expeller, con una alimentacién de 4 kg
de semilla de colza, con una humedad aproximada del
10 %.

Una vez realizada la extraccién del aceite de las se-
millas de colza, se procedi6 al proceso de refinacién del
mismo, con las siguientes etapas: desgomado, neutrali-
zacién, secado, blanqueado y winterizacién [12], [13] y
[34].

2.2.3 Evaluacién de la calidad del aceite

Para la evaluacién de la calidad del aceite crudo y refi-
nado se encontraron la densidad, viscosidad cinematica,
indice de refraccién, indice de acidez, indice de yodo,
indice de saponificacién, materia insaponificable, indi-
ce de rancidez y contenido de fésforo segiin las normas
INEN y AOCS, modificadas [22] y [9].

224 Seleccién del proceso de trans-esterificaciéon pa-
ra la obtencién de biodiesel

Para la transesterificacién se sigui6é un disefio factorial
22, con una réplica. Se consideraron como variables del
proceso a la relacion molar alcohol/aceite y la concentra-
cién de catalizador. Para la optimizacién de la reacciéon
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se considerd la cantidad de catalizador que se obtuvo del
disefio experimental y se realizé un incremento en la re-
lacién molar alcohol/aceite.

a. Transesterificacién catalitica -Metodologia A

Se realizaron ensayos experimentales en los que se
vari6 la relacién molar metanol/aceite de colza y
el porcentaje de hidréxido de potasio. En las Ta-
blas 1y 2 se indican los pardmetros y variables que
se establecieron, por referencia bibliogréfica, para
los ensayos.

Tabla 1. Pardmetros para la obtencién de biodiesel a par-
tir de 60 mL de aceite de colza refinado, con la metodo-

logia A
PARAMETRO VALOR REFERENCIA
Tempe.ratura de 50 Perry et al., [26]
reaccién (°C)
Tiempo de reaccién 15 Nikiema y Heitz,
(h) ' [20]
C . Kumari et al.,
Agitacién (rpm) 250 [17]
Presion (atm) 0,72 Luna et al., [19]

Tabla 2. Variables de experimentacién para la obtencién
de biodiesel a partir de 60 mL de aceite de colza, segtin
la metodologia A.

TRATAMIENTO Tia | Toa | T3a | Taa

Relacién molar*

. 6/1
(metanol/aceite)

4/1 4/1 6/1

% Catalizador** (peso
KOH /peso aceite)

(*Kumari et al., [17]; **Nikiema y Heitz, [20])

0,2 04 0,2 04

Para la determinacién del proceso de trans-
esterificacion, se cuantificé la cantidad de glicerina
total y libre presente en la fase glicérica, después
de 24 horas de decantacion, siguiendo el procedi-
miento dado en la norma AOCS Ca 14-56.

b. Transesterificacién biocatalitica -Metodologia B

Antes de iniciar la transesterificacion, se determiné
la actividad de la lipasa pancreética porcina. Se si-
gui6 el método espectrofotométrico para determi-
nar la actividad esterdsica a valores de pH desde
7,0a9,5 [31].

Para la transesterificacién se realizaron ensayos
en los que se varid la relacién molar etanol
95 %/ aceite de colza y la cantidad de lipasa pan-
credtica porcina. En las Tablas 3 y 4 se indican los
pardmetros y variables que se establecieron por re-
ferencia bibliografica. El pH de la soluciéon tampén
de la lipasa pancreatica porcina se definié con el
ensayo de la actividad esterasica.
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Tabla 3. Parametros para la obtencién de biodiesel a par-
tir de 60 mL de aceite de colza, con la metodologia B.

PARAMETRO VALOR REFERENCIA
Tempe.r ta\tura de 50 Perry et al., [26]
reaccién (°C)
Tiempo de reaccién 15 Nikiema y Heitz,
(h) : [20]
C Kumari et al.,
Agitacion (rpm) 250 [17]
Presion (atm) 0,72 Luna et al., [19]
Cantidad de agua 20 Paula et al., [25]
(% sustrato)

Tabla 4. Variables de experimentacién para la obtencién
de biodiesel a partir de 60 mL de aceite de colza segtin
la metodologia B.

TRATAMIENTO Tig | Top | Tap | Tas
Relacién molar* (etanol 6/1
de 95 % /aceite) 4/1 41 6/1
Biocatalizador** (mg
lipasa pancreética 50 100 50 100
porcina)

(*Kumari et al., [17]; **Nikiema y Heitz, [20])

Para la evaluacién del proceso de trans—
esterificacion, se cuantificé la glicerina libre pre-
sente en la fase glicérica y se realizé el andlisis
por espectroscopia infrarroja en la fase éster con el
FTIR Perkin Elmer Spectrum - One, equipado con
un accesorio de reflectancia total atenuada (HATR)
y un cristal de seleniuro de cinc.

2.2.5 Evaluacién de las propiedades como combusti-
ble

De acuerdo con las condiciones de trans-esterificacién de
las metodologias A y B, se elaboré biodiesel a partir de
500 mL de aceite de colza Silvestre. Para la etapa de pu-
rificacién del biodiesel se experimento el uso de tierras
de blanqueo activadas. La activacién de las tierras con-
sistié en colocarlas en la mufla a 500 °C por 4 horas. Se
dejo6 enfriar en el desecador y se le afiadi6 2 % de agua
destilada [23]. Para la evaluacién de las propiedades del
biodiesel como combustible se consideraron los métodos
oficiales ASTM D 6751-07be1, INEN 1973 - 08 y AOCS
Ca 14 - 56.

2.2.6 Caracterizacién de los subproductos y residuos
del proceso de obtencién del aceite y del biodie-
sel

a. Anaélisis de los residuos de extraccién

El contenido de nitrégeno se determiné mediante
el método de Kjeldahl para una muestra homogé-
nea con una humedad maxima de 10 % [9].
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El contenido de fésforo se determiné con el proce-
dimiento dado en la norma AOCS Ca 12-55, utili-
zando una cantidad de muestra de 1,0 — 1,5 g de
residuos.

El contenido de potasio se determiné por absor-
cién atémica con emision de llama, en un espectro-
fotémetro de absorcién atémica AA Analyst 300.

b. Andlisis de los subproductos de la elaboracién
del biodiesel

Los subproductos principales de la elaboracion del
biodiesel, glicerina cruda y alcohol, contenidos en
la fase glicérica, se refinaron de esta fase segtin el
método descrito por Esparta (2005) y se modific
para cada tipo de metodologia.

Se recolectaron las fracciones resultantes de al-
cohol y de glicerina semi-purificada, para estable-
cer su porcentaje de recuperacién. En la fraccién de
glicerina semi-purificada se midi6 el indice de re-
fraccién a 20 °C, para estimar el porcentaje en peso
de glicerina [18].

2.2.7 Estimacién de los costos de obtencién de biodie-
sel purificado a escala de laboratorio

La estimacién de los costos de obtencién de biodiesel a
escala de laboratorio, mediante las metodologfas A y B
con 500 mL (455 g) de aceite de colza refinado, se realiz6
con los costos de:

a. Materia prima: aceite de colza refinado, alcohol
metilico y etilico, catalizador bésico y biocataliza-
dor.

b. Suministros basicos: agua destilada y energfa eléc-
trica.

3 Resultados y discusién

3.1 Ensayos preliminares para la seleccién
de la semilla de colza y la obtencién del
aceite refinado

La variedad de semilla de colza que se seleccion6 para
realizar la extraccién con expeller fue la especie de col-
za Silvestre. Esta seleccién se llevé a cabo mediante la
evaluacion del porcentaje de aceite obtenido por extrac-
cién con solventes y la composicién en acidos grasos del
aceite extraido. En la Tabla 5, se presentan los resultados
de las pruebas de contenido de aceite y humedad en las
semillas.

Con base en los resultados obtenidos, el contenido de
aceite y el porcentaje de humedad en las semillas de col-
za dependen del tipo de variedad. Las variedades Gla-
diador, Silvestre, Legacy y Gospel presentaron un con-
tenido de aceite superior al valor expuesto por Carrillo
(2004), cuyos valores estan dentro del rango del 35 al
45 % de aceite. Los valores de humedad en las semillas,
varian entre 592 y 7,78 % y estan dentro de los parame-
tros recomendados para su almacenamiento, dados por
Bragachini (1991) y Sanchez (2003).

Tabla 5. Resultados promedio y desviacién estdndar del contenido de aceite y humedad en la semilla de colza de las variedades

ensayadas.

Variedad de semilla de colza

Propiedades evaluadas Silvestre Gladiador Gospel Legacy
Contenido de aceite (%) | 48,249 40,001 | 48,396 & 0,007 | 45,536 + 0,007 | 47,828 40,004
Humedad a 110 °C (%) | 6,828 £0,002 | 5920+0,001 | 5979 40,000 | 7,779 =+ 0,001

Se realiz6 la transesterificacion del aceite de colza de
las variedades en estudio para la determinacién de su
composicion en peso de acidos grasos. La cuantificacion
del contenido de 4cidos grasos presentes en el aceite de
colza se realiz6 con los cromatogramas obtenidos. Los
resultados se indican en la Tabla 6.

La variedad de colza Silvestre presenté un mayor na-
mero de acidos grasos en su estructura, cuatro mds res-
pecto a las otras tres variedades, ademads, contiene acido
erticico en mayor proporcion, por lo que se considera co-
mo un aceite no apto para la alimentacién humana. Su
composicion es similar a la descrita por Chamorro y Ta-

magno (2004) para el aceite de colza.

Las semillas de las variedades Gladiador, Gospel y
Legacy no contienen dentro de su composicién dcido
ertcico, lo que permite considerarlas como semillas de
colza de denominacién cero; por tanto, pueden ser utili-
zadas en la alimentacién humana.

Con los datos obtenidos en la Tabla 6 se advierte que
las cuatro variedades contienen acidos grasos altamente
insaturados. En su estructura tienen alrededor del 24,3
al 29,6 % de aceites esenciales que pertenecen al grupo
de los omega 3 y 6, que incluyen a los acidos linoleico y
linolénico.
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Tabla 6. Resultados de la composicién de dcidos grasos en el aceite de semilla de colza de las variedades en estudio.

Composicién de dcidos grasos del aceite de
colza (% masa)

Acido graso Silvestre | Gospel Legacy | Gladiador
Miristico C14:0 Trazas — Trazas 0,06
Palmitico C16:0 3,21 5,00 4,63 4,90

Palmitoleico C16:1 0,15 Trazas Trazas 0,40
Margaérico C17:0 0,02 — — —
Estedrico C18:0 1,37 2,73 1,85 2,31
Oleico Cc18:1 14,42 63,98 62,19 62,92
Linoleico C18:2 14,30 16,66 16,21 15,44
Linolénico C18:3 9,99 11,03 13,40 11,53
Gradoleico C20:1 12,00 0,61 1,72 243
Eicosadienoico C20:2 0,11 — — —
Behénico C22:0 0,32 — — —
Erticico C22:1 44,10 — — —

En la Tabla 7 se indican los pesos moleculares apro-
ximados del aceite de las semillas de colza en estudio.

Tabla 7. Determinacién de los pesos moleculares aproximados
de los aceites de colza de las variedades en estudio.

Peso molecular
Aceite promedio
(g/mol)
Colza Silvestre 958,16
Gospel 879,42
Legacy 880,26
Gladiador 880,38

Para estimar el peso molecular aproximado del aceite
de colza se consideré que estd formado por triglicéridos
simples; es decir, que el radical del 4cido graso es el mis-
mo para todo el triglicérido.

El aceite de la variedad de colza Silvestre tiene un
mayor peso molecular en comparaciéon con el resto de
las variedades, debido a que en su composicién presen-
ta el 44,10 % de 4cido ertcico cuyo triglicérido tiene un
peso molecular igual a 1053,7 g/mol.

Las variedades de colza Gladiador, Gospel y Legacy
presentaron pesos moleculares semejantes debido a su
similar composicién en peso de acidos grasos.

3.2 Caracterizacion fisica de la semilla de
colza

Segtin las pruebas preliminares realizadas en las semillas
de colza, se determiné que las semillas de colza Silvestre
son las mds apropiadas para realizar los ensayos definiti-
vos de la obtencién de biodiesel. Esta variedad contiene
en su estructura 44,10 % de 4cido ertcico y presenta un
contenido de aceite de 48,13 %. En la Tabla 8 se indican
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los resultados obtenidos de la caracterizacion fisica de la
semilla de colza Silvestre.

Tabla 8. Caracterizacion fisica de las semillas de colza Silvestre.

Propiedad Valor
Densidad Aparente (g/ml) 0,67
Densidad Real (g/ml) 1,02
Porosidad (%) 34,45
Tamafio de particula (mm) 1,93

Los valores obtenidos de densidad aparente, porosidad
y tamafio medio de particula, para la semilla de colza Sil-
vestre son similares a los valores obtenidos por Bartosik
(2008).

3.3 Extraccién, refinacion y evaluacién de la
calidad del aceite de colza de la semilla
seleccionada

a. Extraccién y refinacién del aceite

En la Tabla 9 se indican los rendimientos obteni-
dos para los procesos de extraccién y refinacién del
aceite de colza Silvestre.

Tabla 9. Rendimientos de extraccion por expeller y refi-
nacion total de aceite crudo de colza Silvestre.

Procedimiento Rendimiento
Extracci('?n con expgller (%g 34,20
aceite /g semilla)
Reﬁ.nacic’)n total (.% g aceite 77,80
refinado /g aceite crudo)

Con base en los resultados obtenidos, la extracciéon
con expeller presenta un rendimiento cercano al
planteado por Bailey (1961) que es del 35 %. En el
proceso de refinacién se tiene que més del 22 % del
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aceite crudo que ingresa al proceso se pierde. Es-
ta cantidad de aceite corresponde a las impurezas
que contiene y a la pérdida del mismo durante el
proceso de refinacion.

b. Evaluacion de la calidad del aceite

En la Tabla 10 se indican los resultados obtenidos
de la evaluacién del aceite de colza Silvestre.

Tabla 10. Ensayos de evaluacién de la calidad del aceite crudo
y aceite refinado de colza Silvestre.

. Aceite
Ensayo Aceite crudo refinado
Densidad a 20 °C (g/mL 0.912--0.002 0,110,000
aceite) ! ’
Indice de yodo.(cg de 104394001 104,27+0,02
yodo/g aceite) 7 ’
Determinacion de la acidez
0,11£0,00
(mgKOH /g aceite) 0,83:£0,01
Indice de saponificacion 164.02-40 27
(mgKOH /g aceite) 169,19+1,42 ! 2
Materia Insaponificable (% 296+0.05 0,31+0,01
en masa) ’ ’
Indice de refraccién 20 °C 1,4840,01 1,48+0,00
Ensayo de rancidez (meq 33 600,00 36,76+1,24
O, /kg aceite) ’ ’
Viscosidad a 40 °C (mm?/s) 43,4740,01 42,35+0,02
Cont?mdo de fésfqro (mg 9,3940,04 0,00
fésforo/kg aceite)

Los resultados obtenidos establecieron que no existe
diferencia significativa entre los aceites crudo y refina-
do en los ensayos de densidad, indice de refraccién y de
rancidez. Sin embargo, en los ensayos de indice de yo-
do, indice de acidez, indice de saponificacién, materia
insaponificable, viscosidad y contenido de fésforo, exis-
te una diferencia significativa entre los aceites crudo y
refinado.

Al someter el aceite crudo al proceso de refinacién
se logré eliminar impurezas como 4cidos grasos libres y
fosfolipidos que se ven reflejadas en la disminucién de
los valores de los indices de acidez y de contenido de
foésforo. Los valores obtenidos en la evaluacién de la ca-
lidad del aceite de colza Silvestre refinado, estdn dentro
de los pardmetros aconsejados por la AOCS.

3.4 Determinacién del proceso de transeste-
rificaciéon para la obtencién del biodiesel

Se consider6 que la concentracién de catalizador y la re-
laciéon molar alcohol/aceite de colza sean las variables
del proceso, porque el efecto de su variacién en el pro-
ducto final de la reaccién, permite determinar las condi-
ciones del proceso de transesterificacién. Ademads, se es-
tableci6 que la relacién molar de alcohol/aceite de colza
sea mayor a la estequiométrica (3/1) en los tratamien-
tos realizados, con el propésito de desplazar el equilibrio
hacia la formacién de ésteres y glicerina.

a. Transesterificacién catalitica - Metodologia A

La glicerina ligada es un pardmetro que permite
establecer la conversion a la que se lleg6 al final de
la reaccién de transesterificaciéon, ya que indica el
porcentaje de monoglicéridos, diglicéridos y trigli-
céridos que no reaccionaron durante el proceso y
que permanecen disueltos en la fase glicérica. En
la Tabla 11 se indican los valores del porcentaje de
glicerina total, libre y ligada.

Tabla 11. Porcentaje promedio y desviacion estandar de
glicerina total, libre y ligada determinadas en la fase
glicérica resultante de los tratamientos obtenidos con la

metodologia A.
Tratamiento % Glicerina Y% G.licerina Yo Qlicerina
total libre ligada
T4 58,86+0,09 14,224+0,23 44,65+0,14
Toa 63,12+0,49 15,714+0,70 474240,21
T34 48,39+0,41 37,37+0,14 11,02+0,27
Tya 46,81+0,14 39,65+0,07 7,16+0,20

Las fases glicéricas de los productos obtenidos con
los tratamientos T4 y T44 presentaron mayores
porcentajes de glicerina libre y menores porcenta-
jes de glicerina total y ligada, respecto a las fases
glicéricas de los productos obtenidos con los trata-
mientos T14 y Tp4. Esto se debe a que al aumentar
la relacién molar metanol/aceite de colza, de 4/1
a 6/1, se obtuvo mayor conversion a ésteres meti-
licos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Ta-
bla 11, se establece que un incremento en la rela-
cién molar metanol/aceite de colza Silvestre refi-
nado favorece la reaccion de transesterificacion y
la concentracion de catalizador establecida por ex-
perimentacién fue del 0,4 %.

Para realizar la optimizacién del proceso de tran-
sesterificacion catalitica y con el fin de establecer
si existe mayor conversién a ésteres metilicos, se
realiz6 el tratamiento Tsy4, con una relacién molar
metanol/aceite igual a 7/1, una concentracién de
catalizador del 0,4 % y con los pardmetros dados
en la Tabla 1. Se evalu¢ la fase glicérica obtenida
con este tratamiento y los resultados se indican en
la Tabla 12.

Tabla 12. Evaluacién de la fase glicérica obtenida al apli-
car el tratamiento T54.

PARAMETRO VALOR
% Glicerina total 44,74 + 0,03
% Glicerina libre 39,68 + 0,02

% Glicerina ligada 5,06 £ 0,01
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Con base en los resultados obtenidos en la Tabla 12
se observa una disminucién en el valor del porcen-
taje de glicerina ligada presente en el producto ob-
tenido con el tratamiento Ts4 respecto a los resul-
tados obtenidos con el tratamiento T4 4. Las condi-
ciones para la obtencién de biodiesel estdn dadas
por el Tratamiento Ts54.

. Transesterificacién biocatalitica -Metodologia B

La determinacion de la actividad esterdsica sirve
como una referencia para establecer que la lipasa
pancredtica porcina se encuentra activa y que pue-
de ser utilizada como biocatalizador en procesos
de transesterificacién. En la Figura 1 se graficaron
los valores obtenidos de actividad esterasica frente
al pH.

1.6
T 1.4 FasN
S FARRY
g FEEERY
£ 0e / \
% oe / \
% os / N
E 0.2 .\\_// \
0 ; ; ; ; ;
6.5 7 75 8 85 ° 95
pH

Figura 1. Actividad esterdsica de la lipasa pancreética
porcina a diferentes condiciones de pH desde 7,0 a 9,5.

El pH 6ptimo determinado experimentalmente
para la solucién tampoén de la lipasa pancreatica
porcina fue 8,0.

El anélisis de espectroscopia de absorcién infrarro-
ja que se realiz6 en la fase éster en el rango de 1600
a 1850 cm ™! correspondiente a la banda del gru-
po éster del 4cido carboxilico, permitié establecer
la concentraciéon de ésteres etilicos que existe en
esta fase. En la Tabla 13, se indican los valores de
los porcentajes de glicerina libre presente en la fase
glicérica y la concentracién del éster del grupo car-
bonilo en la fase del éster etilico de los productos
obtenidos al aplicar los tratamientos.

Tabla 13. Porcentajes promedio y desviacién estindar de
glicerina libre y de concentracién del éster etilico para
los tratamientos realizados segtin la metodologia B.

% Glicerina Concentraciéon

Tratamiento libre del éster etilico

De acuerdo con los resultados mostrados en la Ta-
bla 13, se establece que un incremento en la rela-
cién molar etanol de 95 %/ aceite de colza Silvestre
refinada favorece la reaccion de transesterificacion,
debido a que se obtiene una mayor conversién a
ésteres etilicos y que la cantidad de lipasa pancrea-
tica porcina establecida es igual a 100 mg.

Para realizar la optimizacion del proceso de tran-
sesterificacién biocatalitica y con el fin de estable-
cer si existe mayor conversion a ésteres etilicos, se
realizé los tratamientos Tsp y Tgp, con una relacion
molar etanol de 95 %/aceite de colza Silvestre refi-
nado de 7/1, con 100 mg de lipasa pancreatica por-
cina, con los pardmetros dados en la Tabla 3 y se
vario el porcentaje de agua, para la activacién de la
lipasa pancreética porcina, de 18 y 30 % del sustra-
to. Se cuantificé la concentracion de ésteres etilicos
en la fase éster por espectroscopia infrarroja y los
resultados se indican en la Tabla 14.

Tabla 14. Evaluacién de la fase glicérica de los biodiesel
obtenidos al aplicar los tratamientos T54 y Tg4.

Concentracién del éster

Tratamiento etilico

Tsg con 30 % de agua 25,287

Tep con 18 % de agua 42,759

De acuerdo con los resultados que se indican en la
Tabla 14, se establece que en las fases glicéricas de
los productos obtenidos con los tratamientos Tsp
y Tep, las concentraciones de ésteres etilicos pre-
sentan valores inferiores a los determinados para
el aceite de colza Silvestre refinado y el tratamien-
to T1p que se muestran en la Tabla 13.

Las condiciones para obtener biodiesel sin purifi-
car a partir de 60 mL de aceite de colza de acuerdo
con la metodologia B fueron una cantidad de agua
para la activacion de la lipasa pancreética porcina
libre de 20 % (agua/aceite) como lo establece Paula
(2007), una relacién molar etanol de 95 %/ aceite de
colza Silvestre refinado de 6/1 y 100 mg de lipasa
pancredtica porcina.

3.5 Evaluacién de las propiedades como

combustible

Aceite de colza

41,38740,0E+00

Ti — 42,982+48,6E-03
Tap 32,10+0,41 43,760+7,5E-03
T3 13,3040,22 43,56145,0E-03
Tap 35,47+0,30 44,759+1,1E-03

En la Tabla 15 se indican los resultados de la evaluacion
como combustible de los biodiesel obtenidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 15,
se establece que los biodiesel obtenidos con las metodo-
logias A y B, estan dentro de los limites permisibles pa-
ra ciertos ensayos dados por las Normas ASTM D 6751-
07b<! e INEN 1973-08.
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Tabla 15. Evaluacién de los biodiesel obtenidos como combus-
tible de acuerdo con las metodologias A y B.

Catalisis Catalisis
Ensayo Basica Enzimatica
Combinacién de calcio 26.77 873
y magnesio (mg/kg) ! ’
Densidad a 15 °C
877,2 906,8
(kg/m?)
Punto de nube
inflamacién en copa 151 161
cerrada (°C)
Agua y sedimentos ( % 0.0 0.0
volumen) ’ !
Contenido de agua (% 0.0 0.0
volumen) ’ !
Viscosidad cinematica a 751 20.50
40 °C (mm?/s) , !
Cenizas sulfatadas (% 0.000
masa) 0,000 .
Azufre (% masa) 0,018 0,018
Corrosion a la ldmina 1A 1A
de cobre
Punto de nube (°C) 2 -4
Indice de yodo (g 103,36
yodo/ 100 g) 101,82 ,
Contenido de fésforo
0,000
(% masa) 0,000
Combinacién de sodio y 186 133
potasio (mg/kg) ‘ !

Los productos obtenidos al aplicar las metodologias
A y B estan fuera del limite maximo permitido para el
ensayo de viscosidad, que es de 6,0 mm?/s. El produc-
to obtenido a partir de la metodologia B tiene un va-
lor de densidad superior al limite méximo que es de
900 kg/m3. Los resultados de los ensayos de combina-
cién de calcio y magnesio de los productos obtenidos
con las metodologias A y B, no cumplen con la especi-
ficacién de 5 mg/kg.

3.6 Caracterizacion de los subproductos y
residuos del proceso de obtencién del
aceite de colza silvestre y del biodiesel
purificado

a. Anaélisis de los residuos de extraccion

En la Tabla 16 se indican los resultados de la eva-
luacion de los residuos de extraccion del aceite con
expeller.

Con base en los resultados obtenidos se observa
que los residuos de extraccion del aceite de colza
Silvestre, se pueden considerar como abonos na-
turales ternarios, debido a que en su composicién
contiene nitrégeno, fésforo y potasio en cantidades
suficientes.

Revista Politécnica, 2010, Vol. 31(1): 140-150

Tabla 16. Resultados de la evaluacién de los residuos de
extraccién con expeller de la semilla de colza silvestre.

. Resultado
Contenido experimental
Nitrégeno (%) 4,94
Fésforo (mg/kg 897,90
muestra) ’
Potasio (%) 1,52

b. Anélisis de los subproductos de la elaboracién
del biodiesel

De acuerdo con los datos del balance de masa, se
estableci6 el porcentaje de recuperacién de alcohol
y glicerina semipurificada. Ademads, la concentra-
cién en peso de glicerina con el indice de refrac-
cién segtin Lange (1941). Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Porcentaje de recuperacién de alcohol, de gli-
cerina y concentracién de glicerina en la fase glicérica.

3 Catalisis Catalisis
Parametro basica enzimadtica
Alcohol o
9 2,30 %
recuperado/alcohol total 1,89%
Glicer'ma o 21,59 % 18,94 %
recuperada/fase glicérica !
anceptracién de 85,18% 89,02%
glicerina en peso

Con base en los resultados obtenidos el alcohol re-
cuperado puede ser nuevamente ingresado al pro-
ceso de transesterificaciéon. La glicerina obtenida
puede ser utilizada con fines industriales pero de-
be ser purificada por procesos de adsorcién con
carbon activado o con resinas de intercambio i6-
nico.

Estimacion de los costos de obtencion de
biodiesel purificado a escala de laborato-
rio

3.7

La estimacion de los costos de obtencién catalitica de
biodiesel a escala de laboratorio, de acuerdo con las me-
todologias A y B para obtener 1 litro de biodiesel a par-
tir de aceite de colza Silvestre refinado, se realiz6 con las
cantidades requeridas de acuerdo a los balances de masa
y el costo unitario de las materias primas y de los insu-
mos basicos. En las Tabla 18 y 19 se indican los costos
totales de materia prima e insumos para la producciéon
de biodiesel purificado de acuerdo con la metodologia
AyB.
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Tabla 18. Estimacion de los costos de materia prima e insumos
para la metodologia A.

Materias primas e Costo total
insumos

Aceite de colza Silvestre 1,36
refinado (g)

Alcohol metilico (g) 0,27
Hidréxido de potasio (g) 0,03
Tierras de blanqueo (g) 0,06
Energia Eléctrica (kWh) 0,14
Costo Total 1,86

Tabla 19. Estimacién de los costos de materia prima e insumos
para la metodologia B.

Materias primas e Costo total
insumos

Aceite de colza Silvestre 146
refinado (g) ’

Alcohol etilico (g) 0,66
Lipasa pancreatica 051
porcina (g) ’

Tierras de blanqueo (g) 0,05
Agua destilada (g) 0,09
Energia Eléctrica (kW « h) 0,33
Costo Total 3,10

De los valores obtenidos en las Tablas 18 y 19, se estable-
ce que el costo de obtencién del biodiesel purificado, a
escala de laboratorio, de acuerdo con la metodologia A
con un rendimiento del 93 % es de 1,86 USD/1 y el costo
para el biodiesel obtenido de acuerdo con la metodolo-
gia B con un rendimiento del 90 % es de 3,10 USD/1. Para
ambos casos el costo de la materia prima representa mds
del 75 % del costo de produccién.

Se establecié que el biodiesel obtenido con catalisis
enzimética presenta un costo de produccién superior,
respecto al obtenido con catélisis bésica, esto se debe al
mayor consumo de energia eléctrica y a los altos costos
del alcohol etilico y de la lipasa pancreatica porcina.

4 Conclusiones

1. Se establecié que el contenido de aceite en las se-
millas de colza varia segtn el tipo de variedad, en
la variedad Silvestre el contenido de aceite es de
48,25 %, en la Gladiador de 48,49 %, en la Gospel
de 45,54 y en la variedad Legacy de 47,83 %.

2. Se logro seleccionar la variedad de semilla de col-
za que presenté mayor contenido de aceite y un
elevado porcentaje de acido erticico en su compo-
sicién, esta especie fue la de colza Silvestre. Las va-
riedades de colza Gospel, Gladiador y Legacy son
semillas exentas de dcido erticico y presentaron si-
milares composiciones en peso de dcidos grasos.
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. Al realizar la caracterizacion fisica de la semilla de

colza Silvestre se establecié que los valores obteni-
dos son similares a los citados en bibliografia para
este tipo de semilla.

. El rendimiento obtenido en la extraccion del aceite

con solventes fue igual a 48,25 % y para la extrac-
cién con expeller fue igual a 34,20 %. Por lo tanto,
el proceso de extraccién con solventes es més efi-
ciente en un 14,05 % respecto a la extracciéon con
expeller.

. El proceso de refinacién del aceite de colza Sil-

vestre crudo, permiti¢ eliminar impurezas como
fosfolipidos, dcidos grasos libres, pigmentos, en-
tre otros. Esto se ve reflejado en la disminucién de
los valores de los indices de acidez de 0,83 a 0,11
(mg KOH /g aceite), en materia saponificable de
2,96 a 0,31 (% masa) y en el contenido de fésforo
de 9,39 a 0,00 (mg foésforo/kg aceite) para el aceite
crudo y refinado.

. Con base en el disefio experimental 22, se esta-

bleci6 que en la metodologia A se puede obtener
una mayor conversién cuando se incrementa la
relacién molar alcohol metilico/aceite a 7/1 y se
mantiene la cantidad de hidréxido de potasio en
0,4 %, bajo estas condiciones el rendimiento fue del
93,41 % (biodiesel /aceite de colza Silvestre refina-
do).

. En el proceso de transesterificacién con la lipasa

pancreética porcina se establecié que la cantidad
de agua requerida para la activacién de la enzima
es del 20 % en peso respecto al sustrato (aceite) y el
pH que se fij6 fue de 8,0.

. En la metodologia B para la transesterificacién de

500 mL de aceite de colza, se logré una mayor con-
version con una relacién molar alcohol etilico de
95 %/aceite igual de 6/1 y con una cantidad de
enzima de 0,883 g, bajo estas condiciones se obtu-
vo un rendimiento del 90,11 % (biodiesel / aceite de
colza Silvestre refinado).

. Al realizar los balances de masa de las metodolo-

glas A y B se estableci6 que la cantidad de alcohol
que se puede recuperar en las etapas de evapora-
cién de la fase glicérica y de la fase éster es del 5 al
6 % del total de alcohol que ingreso al proceso.

Se obtuvo a escala de laboratorio biodiesel con
catdlisis bésica y enzimadtica que cumplen con el
77 % de los requisitos establecidos por las Normas
ASTM D 6751-07 e INEN 2482:2009, que se realiza-
ron en el laboratorio. Los valores de los productos
obtenidos con las metodologias A y B de la com-
binacién de magnesio y calcio, densidad y viscosi-
dad, estan fuera de los limites establecidos por las
normas.
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11.

12.

La torta de extraccién del aceite se puede utilizar
como complemento para abonos en el cultivo. Si se
logra eliminar el aceite contenido en la torta pue-
de servir como alimento para ganado. En cuanto a
la glicerina semi- purificada obtenida después del
proceso de transesterificacién, puede tener usos en
la cosmetologia y en la industria oleoquimica.

Los costos estimados de produccién, a escala de
laboratorio, de los biodiesel obtenidos de acuerdo
con las metodologias A y B son 1,86 y 3,10 USD/L.
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