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EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE UNA ENZIMA LIPASA EN LA
OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLE A PARTIR DE ACEITES
VEGETALES USADOS, EMPLEANDO COMO REACTIVO ALCOHOL
METILICO

AUTOR: JULYMAR MARCANO L

RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion, era evaluar el
comportamiento de la enzima del tipo lipasa (Lipozyme Calb L) en la
obtencién de biodiesel (biocombustible conformado por ésteres metilicos de
acidos grasos) a partir de aceites de frituras usados, empleando alcohol
metilico como solvente, a través de una reaccion de transesterificacion. El
aceite de fritura empleado se recolectd de las actividades comerciales de los
establecimientos de comida rdpida ubicados en EIl Palito, Parroquia Juan
José Mora, Puerto Cabello Edo. Carabobo. A través de un disefio factorial
del tipo 2%, se estudié como influian diversas variables en el rendimiento de la
obtencién del biodiesel, dichas variable fueron: cantidad de enzima, relacion
molar aceite:alcohol y tiempo de reaccion. De acuerdo a los resultados
obtenidos se tiene que el tiempo y la cantidad de enzima tienen un efecto
significativo en la obtencion del biodiesel a un 95% de confianza, siendo la
cantidad de enzima el factor con mayor influencia sobre la variable
respuesta, dichos resultados se obtuvieron empleando el software estadistico
Statgraphics Centurion XVI. Las mejores condiciones de operacion se
obtuvieron trabajando con 10% de enzima y dos horas de reaccion.
Finalmente se puede concluir que es posible utilizar dicho residuo graso para
la obtencion de biocombustible con un catalizador de tipo enzimatico,
presentando esto una fuente de energia ambientalmente sustentable.
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INTRODUCCION

Muchos de los desechos organicos no tienen un tratamiento adecuado o la
busqueda de su mejor uso representa altos costos. La mayor parte de los
desechos domésticos no son reciclados, siendo depositados en rellenos
sanitarios donde ocupan grandes espacios o entran al medio ambiente como
un contaminante de aguas, suelos y atmosfera, debido a sus grandes
volimenes. Un ejemplo de eso son las grasas desechadas por industrias
alimenticias, restaurantes o viviendas. Esas grasas de desecho representan
un contaminante muy problematico, debido a su composicion lipidica, altos
costos para tratarlos y elevados volimenes que se desechan (Dias et al.,
2007).

En muchos paises se consumen grandes volimenes de aceites vegetales, lo
gue genera a su vez grandes cantidades de desechos organicos. Estos
desechos, por sus caracteristicas quimicas, presentan altos potenciales
energéticos. Gran parte de estos aceites vegetales son descartados en
rellenos sanitarios, sin aprovecharlos como fuente de energia.
Recientemente, se empez6 a darles uso en la produccion de biodiesel o para
el suplemento en la alimentacién de animales. Segun Dias et al. (2007), la
grasa vegetal posee un alto potencial energético debido a su composicion
quimica y alto contenido de lipidos degradables por bacterias anaerébicas.

Convencionalmente el biodiesel se produce utilizando catalizadores basicos
(Meher et al., 2006), los cuales presentan problemas de recuperacién del
catalizador y corrosion. Por otra parte, la catalisis enzimatica se ha explorado
recientemente con buenos resultados (Al-Zuhair, 2005; Dizge y Keskinler,
2008; Du, 2005; Royon et al., 2007); demostrando ser un sistema que

proporciona grandes ventajas en el proceso como: mayor seguridad, pueden
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ser usadas materias primas de menor calidad, el producto y subproducto se
obtienen con mayor grado de pureza y los procesos enziméticos son

generalmente mas limpios y ecoldgicos.
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CAPITULO |
1.1 PROBLEMA
El crecimiento de la poblacion mundial, la industrializacion y el consumo
creciente de recursos naturales estan produciendo niveles de desechos cada
vez mas altos (Merino y O"Halon, 1990). Un ejemplo de esto desechos son
los Aceites Vegetales Usados (AVU), provenientes de las industrias

alimenticias, restaurantes o viviendas.

El aceite vegetal de uso doméstico, es un producto habitual en los hogares,
restaurantes, catering, industrias alimenticias, los mismos son utilizados
como materia prima (aceite de oliva, girasol, soja) para freir o durante
procesos de coccion. Dichos aceites son grasas liquidas (acidos grasos) de
color verde oro, y viscosidad variable segun su procedencia. Son sustancias
de menor densidad que el agua, por lo que siempre flotan en su superficie,
formando una capa que disminuye el paso de la luz e impide el intercambio

de oxigeno entre el agua y el aire.

Durante el proceso de fritura, el aceite o grasa se expone a altas
temperaturas en presencia de aire y humedad. En estas condiciones, puede
sufrir cambios importantes debido a hidrélisis, reacciones de oxidacién y
térmica, lo que ocasiona la pérdida de la calidad del aceite de freir y de la
fritura. Los cambios en los componentes de materias grasas principales son
conocidos, aunque no es facil predecir la tasa de aceite degradado debido al
alto nimero de variables involucrados en el proceso de fritura. Algunos de
ellos estan vinculado con el propio proceso, tales como temperatura, tiempo
de fritura, calentamiento continuo o discontinuo, volumen de aceite, etc.,
mientras que otros, a los alimentos sometidos a fritura, es decir, composicién
lipidica, y demas constituyentes menores, o bien a la grasa o el aceite usado

por ejemplo, grado de insaturacion, la calidad inicial y aditivos (Varela, 1985;
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Rodriguez et al,. 2007). Los nuevos productos formados durante la fritura son
polimeros, dimeros, triglicéridos oxidados, asi como diglicéridos y acidos
grasos (Dobarganes y Marquez-Ruiz, 2006).

La utilizacién continua de los aceites vegetales provoca que los mismos se
carguen de componentes polares que son cancerigenos. La norma europea
para la calidad de los aceites y grasas calentados (BOE, 1989), establece
gue los componentes polares no deben superar el 25%, por lo que el aceite
se debe cambiar con frecuencia, generdndose asi un volumen representativo
de este residuo graso. El AVU se considera un residuo contaminante,
catalogado, segun la Lista Europea de Residuos (BOE, 2002), como LER 20
01 25.

Los aceites vegetales usados suelen ser vertidos en las cloacales y
desagies pluviales produciendo altos niveles de contaminacion. Situacion
gue es mas grave en locales de comida donde se utilizan grandes cantidades

de aceite.

Cuando el aceite es vertido al sistema cloacal este se adhiere a las paredes
de las cafierias contribuyendo a la disminucion de sus didmetros con la
consecuente pérdida de rendimiento del sistema. Si el receptor final es un
pozo absorbente, el aceite facilita la impermeabilizacion del mismo, es decir
se tapan los poros y deja de funcionar; si el receptor final es un curso de
agua como un arroyo o un rio el residuo aportard una mayor carga organica,
entonces el proceso de autodepuracion consumira mayor cantidad del
oxigeno disponible en el agua, el mismo oxigeno que utilizan los peces que
alli viven (Elias, 2012).
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Los aceites usados vertidos al suelo producen la destruccion del humus y
contaminacion de aguas superficiales y subterrdneas. En efecto, los
hidrocarburos saturados que contiene el aceite usado no son degradables
biologicamente, recubren las tierras de una pelicula impermeable que

destruye el humus vegetal y, por tanto, la fertilidad del suelo (Elias, 2012).

Un aumento de la conciencia de la contaminacion ambiental crea el
concepto de cero emisiones, el reciclaje de aceites vegetales usados,
recientemente atrae considerable la atencion como un problema social en
todo el mundo. (Shimada, et al.,, 2002). En la actualidad son muchos los
paises cuyo compromiso ambiental ha ido cobrando fuerza hasta hacerse
una realidad, instalandose sistemas para la adecuada gestion de los aceites
vegetales usados de origen doméstico, un ejemplo de ellos son Argentina,
Colombia, Brasil, Pera, Japén, Ecuador y los paises Europeos. En estos
paises, el objetivo principal est4 en llevar a cabo la recoleccion del aceite
vegetal usado, y darle un aprovechamiento adecuado (elaboracion de
biodiesel) ademas de conscienciar a la poblacion en la gestion del residuo.

En Venezuela actualmente, no existe un sistema de recoleccion de aceite
vegetal usado, el aceite generalmente termina en el suelo o el agua a través
de las redes cloacales. En el estado Carabobo, especificamente en el
municipio Puerto Cabello, sector el Palito, parroquia Juan José Flores,
existen un conjunto de establecimiento de comerciantes formales e
informales (140 establecimientos aproximadamente), los cuales
comercializan diariamente con alimentos fritos (arepas, empanadas,
pescados, etc.), al final de la tarde el aceite usado para la preparacion de
dichos alimentos, se descarta. Muchos de ellos, o envasan en recipientes de
plastico y lo colocan en la basura comun, otros esperan que la matriz grasa
se enfrié y lo descartan en el suelo o en el rio que estd adyacente a la

comunidad y otros sencillamente lo botan en la desagie directamente.
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El inadecuado manejo de los aceites usados, realizado en esta comunidad,
sumado a la falta de conciencia y cultura ambiental de los habitantes del
lugar, a la carencia de normativa técnica sobre el tema y a la falta de
sistemas formales de almacenamiento, recoleccion y aprovechamiento del
aceite usado, ocasiona, entre otros problemas, la contaminacion del suelo,
del agua superficial y subterranea, el deterioro de tuberias y alcantarillado y
el incremento de los costos de operacion y mantenimiento de las plantas de

tratamiento de aguas residuales de la zona.

Cabe destacar que la Normativa Ambiental venezolana reporta como méaximo
20mg/L, de aceites naturales vertidos en rios y espacios naturales. También
reporta que si el vertido es a un  sistema municipal y posterior

procesamiento, lo maximo seria 150mg/L. (Decreto 883, 1995).

Al analizar el impacto que podria ser ocasionado en el medio ambiente por
los aceites vegetales usados, surge la necesidad de buscar alternativas para
la reutilizacion de este residuo como una herramienta energética sostenible a
largo plazo. La relevancia de emplear tecnologias y fuentes alternativas de
recursos y energia radica en la contemplacién de dos aspectos: minimizacién
del impacto ambiental y capacidad de renovacion (Diaz et al., 2003). La
obtencién de energia renovable o biocombustibles a partir de la biomasa
vegetal empleando una enzima lipasa y utilizando como reactivo alcohol

metilico, fue el objetivo del presente trabajo de investigacion.
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1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento de una enzima lipasa en la obtencion de
biocombustible a partir de aceites vegetales usados, empleando como

reactivo alcohol metilico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar el aceite usado en frituras.

e Obtener biodiesel mediante catélisis enzimatica empleando una
enzima lipasa (Lipozime CAL B).

e Comparar las caracteristicas y propiedades del biodiesel obtenido con
los estandares establecidos internacionalmente.

e Estimar el costo del biodiesel obtenido en el laboratorio mediante

catalisis enzimatica.
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1.3 JUSTIFICACION

El aceite de fritura usado es una de las alternativas con mejores perspectivas
en la produccion de biodiesel, ya que es la materia prima mas econoémica, y
con su utilizacion se evitan los costes de tratamiento como residuo. Ademas,
como valor afadido, la utilizacion de aceites usados significa la buena

gestiéon y uso del residuo.

El biodiesel elaborado a partir de aceite vegetal reduce la contaminacion que
genera el vertido de estos residuos en las cloacas y los desagies pluviales,
permite la generacion de combustible que puede utilizarse en motores diesel,
con lo que reduce las emisiones de CO,, ademas ofrece una actividad
econdmica alternativa relacionada a la recoleccién del aceite vegetal usado y
a su procesamiento posterior, a su vez no produce o6xido de azufre y
minimiza las particulas de hollin. Debido a estas ventajas ambientales, el
biodiesel se puede emplear como un sustituto para el combustible diesel
convencional. Los motores diesel de hoy requieren un combustible que sea
limpio al quemarlo, ademas de permanecer estable bajo las distintas

condiciones en las que opera.

El biodiesel es el uUnico combustible alternativo que puede usarse
directamente en cualquier motor diesel, sin ser necesario ningun tipo de
modificacién. Como sus propiedades son similares al combustible diesel de
petréleo, se pueden mezclar ambos en cualquier proporcion, sin ningun tipo
de problema (Hilbert, 2007).

Con la realizacion de este trabajo se busca plantear una alternativa técnica,
gue sea amigable con el medio ambiente desde la evolucién del desecho
contaminante, hasta el producto obtenido a partir de su transformacion en

biocombustibles y glicerina entre otros.
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Finalmente, el desarrollo de este trabajo de investigacibn es de gran
importancia para la Universidad de Carabobo, ya que se estaria dentro de
los estandares requeridos a nivel mundial, los cuales establecen el desarrollo
de nuevos conocimiento en busqueda de energias amigables con el
ambiente. A su vez se estaria formando personal calificado de 4to nivel

académico, contribuyendo asi a promover la investigacion en el pais.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES
Se han realizado diversos trabajos relacionados con la presente
investigacion, los mismos se citan a continuacion, ellos son de vital
importancia para la construccion del marco teérico y metodoldgico de este

trabajo de investigacion.

Gog, A., Roman, M., Tos, M., Paizs, C. y Dan lrimie F. (2012). Produccion
del biodiesel utilizando transesterificacion enziméatica- Estado actual y
perspectivas. El biodiesel ha atraido un considerable interés en los ultimos
afnos como una alternativa, biodegradable y combustible para el transporte
no contaminante. El proceso convencional de catalisis alcalina para la
produccion de biodiesel consume mucha energia y genera subproductos
indeseables tales como jabones, que hacen dificil la separacién y la
purificacion del biodiesel. Se ha prestado especial atencién al uso de lipasas
como biocatalizadores para la produccion de biodiesel, debido a que se
emplean condiciones suaves y el proceso de purificacion del biodiesel y
subproductos es relativamente sencillo. Sin embargo, comparando los
procesos de catalisis quimica convencional, los principales obstaculos para
la produccion biodiesel por via enzimatica son; el costo de lipasas, la
velocidad de reaccién relativamente lenta y la inactivacién de las enzimas
lipasas causada por metanol y glicerol. Esta revision evallto el estado actual
y las perspectivas para la produccion de biodiesel via enzimatica e indica a
su vez las principales variables operacionales que influyen en la actividad de
las lipasas y en la estabilidad de la mismas, dando un conjunto de soluciones

tecnoldgicas para la aplicacion industrial de un proceso enzimatico.



21

Este antecedente es de importancia ya que es una revision reciente de todo
lo relacionado a la produccion de biodiesel via enzimética, a su vez
proporciona variables a controlar durante el proceso para aumentar la

actividad de la enzimatica.

Meng, L. y Salihon J. (2011). Conversion de aceite de palma a etil y metil
ester usando enzimas crudas. El biodiesel (ésteres metilicos) es un
combustible alternativo limpio que puede ser producido a partir de muchos
recursos renovables. El aceite de palma como otros aceites vegetales se
puede utilizar como materia prima para la produccién de biodiesel. Las
reacciones enzimaticas catalizadas por lipasas son potencialmente
excelentes procesos para producir biodiesel a través de la reaccion de
transesterificacion. Las enzimas tienen varias ventajas sobre catalizadores
quimicos, como las condiciones suaves de reaccidén una alta especificidad y
capacidad de renovacion. Diversos microorganismos como bacterias y
hongos producen diferentes tipos de enzimas que podrian ser utilizados
como catalizadores en una serie de reacciones de degradacion. La
transesterificacion enzimatica de aceite de palma crudo con metanol fue
estudiada en esta investigacion. El rendimiento en la obtencién de biodiesel
se evalué cambiando la relacion molar alcohol:aceite de palma crudo y la
temperatura de reaccion. La relacion molar metanol:aceite de palma crudo se
varié en el intervalo de 3:1 a 4:1, mientras que la temperatura de reaccién en
el intervalo de 35°C a 60°C. Se encontr6 que la proporcion éptima de
metanol:aceite de palma crudo es de 3:1 y la temperatura de reaccién éptima
es 40°C.

Esta investigacion se considera relevante, ya que proporciona informacion

acerca de la metodologia a seguir para la obtencién del biodiesel,
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especificamente en la seleccion de la relacion molar metanol/aceite y la

temperatura de reaccion, lo cual es vital para la optimizacion del proceso.

Lafont, J., Padez, M. y Torres, Y. (2011). Analisis Quimico de Mezclas
Biodiesel de Aceite de Cocina Usado y Diesel por Espectroscopia
Infrarroja. Propusieron un método eficiente para determinar los porcentajes
optimos de mezclas biodiesel de aceite usado y diesel, para uso automotor.
El procedimiento consisti6 en la recoleccion del aceite usado, limpieza de
residuos, y obtencion del biodiesel mediante una reaccion de
transesterificacion, con diferentes proporciones molares metanol/aceite. Las
muestras fueron analizadas por espectroscopia infrarroja. Se encontré que
una proporcion metanol/aceite de 1:8 presentd mayor rendimiento en la
obtencion de biodiesel. Los espectros de infrarrojo mostraron el incremento
del méximo de -carbonilo de los ésteres metilicos al aumentar las
concentraciones de biodiesel en las mezcla biodiesel-diesel. Se concluye que
la técnica usada cumple con la ley de Lambert-Beer y es adecuada para

cuantificar este tipo de mezclas.

Este trabajo ayudara a encontrar de igual manera las relaciones de
metanol/aceite necesarias con las que se debe trabajar para obtener un
elevado grado de conversion en la reaccion y asi obtener un biodiesel de
mejor calidad, asi como también explica como emplear la espectroscopia

infrarroja para caracterizar el biodiesel obtenido.

Otero, C., Dave, Baeza, R., Gonzalez, J. y Lopez, L. (2010) Produccion
enzimatica de biodiesel a partir de aceites residuales. La investigacion
tenia como finalidad la produccion enziméatica de biodiesel a partir de aceites
residuales. El aceite usado fue calentado a 60°C y luego filtrado para la

separacion de los posibles residuos solidos. La enzima empleada para la
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sintesis de biodiesel (Novozyme 435), fue suministrada por Novozyme Ltd.
La metodologia que emplearon los autores fue la siguiente: en un reactor de
25 mL se coloco el aceite tratado y metanol en exceso (1:6, w/w), y se afiade
hexadecano como patrén interno (100 L/g de mezcla). La reaccion se lleva a
cabo a 30°C y 200 rpm y se afiadié la enzima. Posteriormente, se evaluaron
diferentes relaciones de mezcla de reaccion en las condiciones
anteriormente descritas, alcanzando el 100% de conversion con la relacion
6:1 (alcohol: aceite) tras 4h de reaccion. De acuerdo a lo establecido por los
autores, las ventajas de la tecnologia enzimética, son muchas entre ellas se
pueden mencionar: poca o nula generaciéon de subproductos, reduccién de
etapas de purificacion, aumento de la rentabilidad econdmica del proceso; no
se generan aguas residuales alcalinas, condiciones de reaccion “suaves”
(temperatura y presion), reducciéon de los requerimientos energéticos del

proceso, recuperacion y reutilizacién de la enzima.

Las reacciones enzimaticas no se ven afectadas de forma importante por la
presencia de acidos grasos libres y agua en el medio de reaccion a
concentraciones no excesivamente elevadas, lo que permite procesar
materias primas con cierto grado de acidez e hidratacion, como por ejemplo
aceites y grasas residuales, permitiendo reducir los costos de produccion de
forma importante y por tanto disminuir el precio de venta del biodiesel
formado.

Este antecedente proporciona informacién de gran importancia a la hora de
llevar a cabo la recuperacion del aceite de fritura usado, haciendo uso de la
catalisis enzimatica, debido a que se establecen parametros de reaccion
(temperatura, tiempo de reaccion, relacion alcohol: aceite) para obtener una

mayor conversion catalitica.
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Guerrero M. y Seijas N. (2008) Evaluacion del proceso de obtencién de
biodiesel via catélisis homogénea y heterogénea a partir de un aceite de
desecho, como alternativa tecnoldgica para la proteccion ambiental. El
objetivo fundamental del trabajo fue proporcionar una alternativa para
minimizar el impacto ambiental producido por el vertido de aceite vegetales
de desecho. Se empleo oleina de palma utilizada en proceso de fritura en
profundidad, evaluandose la produccién de biodiesel via catalisis homogénea
y heterogénea. De los resultados mas relevantes, se obtuvo que la cantidad
de catalizador fue el factor mas significativo en el rendimiento de las
reacciones de transesterificacion via catalisis homogénea y heterogénea. A
su vez, la zeolita tipo “Y” presentdé mayor actividad catalitica respecto a la
hidrotalcita y la catalisis heterogénea constituyo la alternativa tecnologica que

mejor se adaptd a las necesidades de preservacion del medio ambiente.

Este antecedente es de gran importancia para la investigacion puesto que
contribuye a establecer comparaciones en cuanto a otras técnicas de
obtencién de biodiesel, ademéas constituye una herramienta fundamental

para la elaboracion del marco teérico y metodolégico del trabajo.

2.2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.2.1 BIODIESEL

El biodiesel es definido por la ASTM (American Society for Testing and
Materials) como un combustible conformado por monoalquilésteres de acidos
grasos de cadena larga derivado de aceites vegetales o grasas animales
(Cervero et al.,, 2008) (www.astm.org). En los ultimos treinta afos este
biocombustible ha tenido un auge en su utilizaciébn sobre el diesel fésil
tradicional debido a los problemas de encarecimiento y contaminacion que

genera este ultimo.


http://(www.astm.org/
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Este biocombustible ofrece ventajas medioambientales, energéticas (aporta
el triple de energia de la que se necesita para su produccién) y econémicas
frente a los combustibles tradicionales, y se considera indispensable en la

lucha contra el cambio climatico (Rojas, et al, 2010).

2.2.2 PRODUCCION DE BIODIESEL A PARTIR DE ACEITE VEGETAL

Una opcion llamativa es la produccion del biodiesel a partir de aceites de
fritura usado. Dicha alternativa permite utilizar materia prima de mas bajo
costo que los aceites refinados y, a la vez, facilita la disposicion final de un
residuo con alto potencial contaminante. Este esquema de produccién de
biodiesel ha llegado a desarrollarse industrialmente en paises que cuentan
con legislaciones adecuadas sobre la disposicion final de los aceites
vegetales usados y en los que existen empresas con experiencia de gestion

en su recoleccién (Bejumean, et al., 2009).

Se debe tener en cuenta que la fritura es un proceso fisico-quimico complejo
que puede afectar significativamente la composicion quimica del aceite
original. Las condiciones en la que se desarrolle el proceso pueden promover
reacciones de diversos tipos, como: hidrolisis (formacién de acidos grasos
libres, glicerol libre y mono y diglicéridos), oxidacion (formacion inicial de
hidroperéxidos y posteriormente de aldehidos, cetonas, hidrocarburos,
alcoholes, entre otros) y polimerizacion (formacion de dimeros o polimeros a
partir de radicales libres provenientes de los enlaces dobles de los acidos
grasos). La mayoria de los compuestos formados por las reacciones
mencionadas son de naturaleza polar y se pueden retirar del aceite de fritura
usado mediante adsorcion con solidos porosos naturales o sintéticos
(Bejumean, et al., 2009).
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2.2.3 TRANSESTERIFICACION DE ACEITES VEGETALES

El método més extendido para producir monoalquilésteres a partir de las
grasas y aceites de origen natural, es la reaccion de transesterificacion, la
cual consiste en hacer reaccionar los triglicéridos de las grasas y aceites
naturales con un alcohol, y producir ésteres lineales de bajo peso molecular;
estos nuevos ésteres presentan propiedades fisicas muy similares al
combustible diesel fésil. A nivel industrial el alcohol méas utilizado para la
transesterificacion de los triglicéridos es el metanol, pero puede darse
también con otros alcoholes lineales (etanol, propanol, butanol, etc.) y
obtener resultados similares. Un subproducto de la reaccion de
transesterificacion es el glicerol, un alcohol ramificado de gran utilizacién a

nivel industrial (Zapata, et al, 2003).

La reaccion de transesterificacion debe ser catalizada para disminuir el
tiempo de reaccion y para esto se pueden usar un variado numero de
compuestos como bases (KOH, NaOH), acidos (HCl, H;SO,4), y muy
recientemente, enzimas naturales (Lipasas) (Zapata, et. al., 2003). Los
catalizadores mas utilizados a nivel industrial son las bases, ya que ofrecen
cortos tiempos de reaccion con rendimientos aceptables y tecnologia
econdémica. La transesterificacion es una reaccion reversible y para dirigirla
hacia los productos se agrega alcohol en exceso (Meher, et al, 2006). El
exceso de alcohol que ha de adicionarse, asi como la concentracién del
catalizador a utilizar, y la temperatura y tiempo de reaccion, son condiciones
gue hay que establecer experimentalmente para cada tipo de aceite

(triglicérido) a utilizar.

El propésito principal del proceso de la transesterificacion es el de reducir la
viscosidad del aceite para mejorar sus caracteristicas carburantes y de flujo
(Rojas, et al., 2010)
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2.2.4 FACTORES QUE AFECTAN EL PROCESO DE
TRANSESTERIFICACION

La alcohdlisis de aceites vegetales depende de la temperatura y tiempo de
reaccion, relacion molar alcohol:aceite vegetal, tipo de alcohol, tipo y
concentracion de catalizador, intensidad del mezclado y contenido de acidos
grasos libres (AGL) y humedad. Sin embargo, cuando se utilizan lipasas se
deben considerar otras variables como: tipo de solvente, pH del medio
reactante, microorganismo que genera la enzima y estado libre o
inmovilizado de la enzima. A continuacion se analizan los efectos de las
condiciones de operacion en la transesterificacion de aceites vegetales sobre

el rendimiento de la reaccion, reportados en la literatura. (Rojas, et al, 2010)

2.2.4.1 Temperatura de reaccion. En los procesos biocataliticos la
temperatura de reaccibn es mas baja que la utlizada en catalisis
inorganica, debido a que las altas temperaturas desnaturalizan las enzimas,
evaporan el solvente cuando éste es utilizado en la reaccién y favorece la
reaccion de hidrélisis. El rango de temperatura mas utilizado en la catélisis
enzimatica esté entre 35-50°C. Sin embargo, se ha reportado un rendimiento
del 90% utilizando una temperatura de 60°C al transesterificar aceite de
semillas de algodén con Céandida antarctica en estado libre. Se ha
encontrado que el rendimiento al transesterificar aceite de girasol con R.
miehei, a temperaturas de 35, 40 y 45°C, alcanza valores de 37, 43 y 63%,
respectivamente. Esto muestra que al aumentar la temperatura de reaccion,
dentro del rango limitado por la enzima, el rendimiento aumenta (Rojas, et
al, 2010).

2.2.4.2 Relacién molar alcohol:aceite vegetal. Por la estequiometria de la
reaccion se requiere una relacibn molar alcohol:aceite de 3:1, la cual se

debe mantener en la catalisis enzimatica, pero como la alcoholisis es
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reversible, se necesita alimentar un exceso de alcohol para favorecer la
reaccion directa. Se ha reportado que aun con la cantidad estequiométrica de
alcohol, la enzima se inhibe asi esté inmovilizada. Hay enzimas que soportan
mayor concentraciéon de alcohol que otras, como la P. fluorescens, que
mantiene su actividad hasta una relacion de 4.5:1. Eso se debe a que en
algunas cepas de la Pseudomona los acidos grasos insaturados de la
membrana celular se isomerizan de cis a trans haciéndola mas tolerante a
solventes organicos. Para evitar la inhibicién de las enzimas por el alcohol,
éste se adiciona a diversos tiempos durante la reaccién, como es el caso
donde se realizan tres adiciones sucesivas de 1/3 del equivalente molar del
alcohol (Rojas, et al, 2010).

2.2.4.3 Tipo de alcohol. El rendimiento de la reaccion depende del alcohol y
la lipasa utilizada. Se ha reportado que la lipasa de M. miehei es mas
eficiente con alcoholes primarios, mientras que la lipasa de C. antarctica lo es
con alcoholes secundarios. También se ha encontrado que en la etandlisis
de aceite de soya con P. cepacia inmovilizada el rendimiento es del 65% y
con metanol del 47%. Resultados similares se lograron con aceite de soya y
M. miehei, y aceite de girasol y P. cepacia. Esto se debe a que algunas
lipasas son mas eficientes con alcoholes de cadena larga que con alcoholes
de cadena corta. Sin embargo, se ha establecido que el rendimiento de la
alcoholisis de aceite de jatrofa con R. orizae inmovilizada es mayor con
metanol que con etanol. Esto se atribuye al bajo peso molecular y la alta
polaridad del metanol, pues estas caracteristicas permiten un mayor contacto
con la enzima debido al aumento en la velocidad de difusion a través de la

membrana celular (Rojas, et al, 2010).
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2.2.4.3.1 Metanol como materia prima en la obtencién del biodiesel

La produccion de biodiesel a base de aceite y metanol se muestra en la
Figura 2.1. Es evidente que un mol de triglicérido reacciona con 3 moles de
metanol para producir 3 moles del éster metilico y 1 mol glicerol.
Investigaciones adicionales indican que el diglicérido y monoglicérido se
detectan como productos intermedios durante la reaccibn de
transesterificacion catalizada por KOH (Vicente, et al, 2006 y Komers, et al,
2002) y NaOH (Cao, et al, 2009 y Stiefel, 2009). La reaccion global se puede
dividir en tres reacciones consecutivas reversibles (i) una molécula de
triglicéridos en primer lugar reacciona con metanol para producir una
molécula de metil éster y un diglicérido (ii) el diglicérido producido luego
reacciona con una molécula de metanol para producir el monoglicérido y un
éster de metilo y (iii) el monoglicérido ademas reacciona con metanol para
producir metil éster y glicerol (Figura 2.2). El Biodiesel obtenido a traves de la
transesterificacion enzimatica con acetato de metilo (Figura 2.3) también
sigue el mecanismo cinético de las tres reacciones reversibles consecutivas.
Ademas, la medicion de acidos grasos libres en la transesterificacion
enzimatica muestra que su contenido aumenta inicialmente y luego
desciende (Tan, et al, 2006), lo que sugiere que en cada reaccion reversible
consecutiva que se muestra en la Figura 2.2, los
triglicéridos/diglicérido/monoglicérido se hidrolizan primero a &acidos grasos
libres, y luego se convierte en ésteres metilicos de dichos acidos a traves de

la interesterificacion (Figura 2.4).
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H,-00C-R, CH;-00C-R, H,-OH
Catalizador

CH-OOCR, + 3CHOH ———= CH,00CR, + CHyOH

CH,-D0C-R, CH;-00C-R, CH,-OH
Triglicérido Metanol Ester metilico Glicerol
Figura 2.1 Transesterificacion de triacilglicéridos con metanol
H,-00C-R, H,-0H
Catalizador

CH-OOC-R, + CHOH = CH;-00C-R,

+ CH-OOC-R,

CH,-D0C-R, CH,-00C-R,

Triglicérido Metanol Ester metilico Diglicérido
H,-OH H,-OH

Catalizador

CH-00C-R, + CHiOH =———= C(H-00C-R; + CH;-OH

CH-00C-R; CH-00C-Ry

Diglicérido Metanol Ester metilico Monoglicérido
H,-OH H,-OH

Catalizador

CH--OH + CH:OH =—/————= CH;-00C-R; + CH--OH

CH,-D0C-R,4 CH,-OH

Monoglicérido Metanol Ester metilico Glicerol

Figura 2.2 Tres reacciones consecutivas reversibles durante la

transesterificacion
H,-00CR, R,-O0CR, H,-00C-CH,
Catalizador
CH-OOCR, + 3CHCO0R; =——= R;00CR; +  CH,-00C-CH,
CH,-00C-R, Ry-O0C-R; CH,-D0C-CH,

Triglicérido Acetato de Metilo Ester metilico Triacetato de

Glicerina
Figura 2.3 Interesterificacion de triacilgliceridos con acetato de metilo
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Catalizador

RCOOH + CH,0H —_— RCOOCH, + H,O
Acido graso Metanol Ester metilico Agua
libre

Figura 2.4 Interesterificacion de FFA con metanol

La eleccion del alcohol estd generalmente relacionada con factores
econOémicos y aspectos técnicos del proceso de produccion, como la facilidad
de separacion de esteres y de glicerina. Los mas utilizados son el metanol y
el etanol, aunque otros alcoholes como el isopropanol y butilico también
pueden ser utilizados. El metanol presenta ventajas sobre el etanol,
destacando: i) requiere menor cantidad de alcohol en exceso; ii) posee
mayor eficiencia de conversion de aceites; iii) requiere menores temperaturas
de reaccidn; iv) posee menor tiempo de reaccion; v) separacion de fases mas

facil y vi) recuperacion mas facil (Tan, et al, 2006)

2.2.4.4 Solvente. En la catalisis enzimatica se presentan dificultades como la
baja solubilidad del alcohol con los demas componentes de la reaccion y el
recubrimiento de la enzima por la (glicerina. Para evitar estos
inconvenientes se utilizan solventes como hexano, terbutanol, octano,
acetona y éter de petréleo. En la alcohdlisis de aceite de Madhuca indica con
P. cepacia libre utilizando octano como solvente se alcanz6 un rendimiento
del 84%, mientras que sin solvente fue del 80%. Al evaluar el rendimiento de
la transesterificacion del aceite de girasol con R. miehei, utilizando diversos
tipos de solventes, se encontré que al utilizar enzimas inmovilizadas se
obtienen mayores rendimientos con solventes no polares, lo cual se debe a
que dichos solventes no retiran el agua esencial de las enzimas, prolongando

su actividad catalitica. Algunas lipasas, como la R. miehei, T. lanuginosa y P.
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flourescens, se ven inhibidas al utilizar solventes organicos polares, como la
acetona. Aunque el rendimiento de la alcoholisis aumenta al utilizar
solventes, también lo hacen los costos de produccion al recuperar y purificar

el solvente (Rojas, et al, 2010).

2.2.4.5 Tipo de biocatalizador. Las lipasas utilizadas se producen de forma
extra o intracelular. Las primeras requieren de métodos de purificacion para
su obtencion, elevando sus costos en el mercado. Debido a esto, se han
desarrollado métodos para su inmovilizacion, incrementando su eficiencia y
reutilizacion en nuevas reacciones. Se ha encontrado que en la alcohdlisis de
aceite de jatrofa con P. cepacia se alcanzan rendimientos del 63 y 79% en
24 h, mientras que en la metandlisis de aceite de soya, con esta misma
lipasa, las conversiones son de 41 y 65% mol en 1 h cuando la lipasa se
encuentra libre e inmovilizada, respectivamente. Esto quiere decir que el
rendimiento de la reaccibn aumenta al inmovilizar la enzima debido a la
proteccién que brinda el soporte a los cambios del microambiente de la

reaccion (Rojas, et al, 2010).

2.2.4.5.1 Enzimas y biodiesel

Un desarrollo relativamente nuevo y prometedor es la produccion del
biodiesel a través de transesterificacion enzimatica con lipasa como el
biocatalizador. En comparacion con los catalizadores de base y acido, las
lipasas tienen ventajas importantes: (i) la transesterificacion y esterificacion
puede ser catalizada por lipasas simultaneamente a temperaturas entre 40 y
70°C, esto indica que el aceite de desecho que contiene alto contenido de
acidos grasos libres se puede utilizar como materia prima en la sintesis de
biodiésel, y el consumo de energia seria baja, debido a la baja temperatura
de reaccion; (ii) ninguna formacion de jabdén se produce durante la reaccién,
lo que simplifica la separacién y purificacion del biodiesel y glicerol; (iii) las

lipasas pueden ser facilmente biodegradables, lo cual reduce
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considerablemente cualquier contaminacion ambiental potencial; (iv) las
lipasas no son corrosivas para la planta de produccion; (v) las lipasas
inmovilizadas pueden ser simplemente separadas y reutilizadas con una

elevada actividad catalitica.

Las enzimas se utilizan en forma libre o inmovilizada en la transesterificacion.
Las enzimas libres se agregan directamente al medio reactante; pero debido
al contacto directo con el alcohol se reduce su actividad catalitica y se
dificulta su recuperacion al final del proceso. Las enzimas inmovilizadas
hacen referencia a las lipasas que se adhieren o confinan en particulas
sélidas (soportes de inmovilizacién), con el propdsito de mantener su
actividad catalitica y posibilitar su reutilizacion. Entre los soportes de
inmovilizacibn mas utilizados se encuentran: espumas de poliuretano
reticulado, zeolitas, soportes de polipropileno, resinas de intercambio i6nico,

y filosilicato sol-gel (Rojas, et al., 2010)

2.2.4.5.2 LIPASAS EN LA OBTECION DEL BIODIESEL

Las lipasas tienen una excelente actividad catalitica y la estabilidad en
medios no acuosos Yy su especificidad, regioselectividad y la
enantioselectividad puede ser utilizado con éxito para muchas aplicaciones
en la sintesis organica, incluida la resolucién cinética y sintesis asimétrica.
En la dltima década, se ha prestado especial dedicado a la utilizacion de
lipasas como biocatalizadores para la produccion de biodiesel. Los pros y los
contras del uso de lipasas como biocatalizadores en comparacion con los
catalizadores alcalinos y acidos, para la produccion de biodiesel se resumen
en la Tabla 2.1. (Gog, et al., 2012)
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Tabla 2.1 Comparacién de la tecnologia enzimética versus la tecnologia

quimica (acida y alcalina) para la produccion de biodiesel

Parametro Proceso Enzimatico Proceso Quimico

Proceso Alcalino Proceso Acido
Contenido de AGL | Los AGL se convierten | Formacion de jabon. Los AGL se convierten
(Acidos Grasos | en Biodiesel en Biodiesel

Libres) en la materia
prima

Contenido de agua en

Es perjudicial para la

Formacion de jaboén, la

Desactivacion del

la materia prima lipasa hidrélisis del aceite da | catalizador

como resultado una

mayor cantidad de

jabén
Produccién del | Alto rendimiento, | Alto rendimiento, mayor | Alto rendimiento (>
Biodiesel alrededor del 90% al 96% 90%) empleando una

alta relacion molar
alcohol y de aceite,
alta concentracion de
catalizador y elevadas

temperaturas

Tiempo de reaccion Corto Largo Mas lento que el

Tiempo entre: 0,5y 10h | Tiempo entre: 2h 'y 24h | proceso alcalino
Recuperacién del | Facil, glicerol de alto | Complejo, glicerol de | Complejo, glicerol de
Glicerol grado bajo grado bajo grado
Recuperacion del | Facil Dificil, neutralizado con | Dificil, el catalizador
catalizador y un acido termina en los
reutilizacion subproductos

La reutilizacion ha sido | Parcialmente perdido | Catalizador no

probada pero no | en la etapa de post- | reutilizable

suficientemente procesamiento.

estudiada.
Costos de energia Bajo Medio Alto

Temperaturas  entre: | Temperaturas  entre: | Temperaturas

20-50°C 60-80°C superiores a 100°C
Costo del catalizador | Alto Bajo Bajo. Alto costo en los

equipos debido a la
corrosion del acido.

Impacto Ambiental

Bajo, el tratamiento de
agua residual no es
necesario

Alto, el tratamiento de
agua residual es
necesario.

Alto, el tratamiento de
agua residual es
necesario.

(Gog, et al., 2012)

La enzima empleada (Lipozyme CALB L), es una lipasa que cataliza la

transesterificacion reacciones de triglicéridos. Esta se utiliza en aplicaciones

en las industrias de aceites y grasas a mejorar el bienestar fisico y/o las

propiedades

nutricionales

de

(www.novozymes.com).

los

productos

de

triglicéridos.
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2.2.4.6 Concentracion de biocatalizador. Cuando se usan enzimas existe
un rango de concentracion en el cual se deben agregar, y depende de la
lipasa y las condiciones del proceso. Noureddini agreg6 300, 550 y 3000 mg
de lipasa inmovilizada de P. cepacia en la metandlisis de aceite de soya en
1h y encontré rendimientos de 61, 65 y 47% mol, respectivamente. Para el
mismo aceite con lipasa libre de C. viscosum agregando 10, 50, 75y 100 mg
de la lipasa se obtuvo rendimientos de 50, 61, 69 y 48%, en 8 h. Esto indica
gue una cantidad elevada de biocatalizador limita el rendimiento, lo cual se
debe a que la viscosidad del medio aumenta, dificultando el contacto entre
los componentes. (Rojas, et al, 2010).

2.2.4.7 Tiempo de reaccién. En la catélisis enzimética este parametro
puede ser mayor que el utilizado en la catalisis quimica, se ha reportado que
cuando se transesterifica el aceite de jatrofa con R. oryzae durante 60 h se
obtiene un rendimiento del 80%, utilizando una relacion molar metanol:aceite
del 3:1 y un contenido de humedad del 5%. Sin embargo, al transesterificar
aceite de soya con Pseudomona cepacia utilizando una relacién molar
etanol:aceite de 9.5:1 y un porcentaje de agua del 3%, se obtiene un
rendimiento del 63% al cabo de 1 h, y a las mismas condiciones pero a un
tiempo de 5 h el rendimiento aumenta sélo hasta el 67% (Rojas, et al, 2010).

2.2.4.8 Intensidad del mezclado. En la catélisis enzimatica no sélo es
importante agitar al comienzo de la reaccion, sino también, durante el
transcurso de ella, ya que una vez alimentados los reactivos se forma un
sistema de tres fases inmiscibles entre el aceite, el metanol y la enzima. Al
final de la reaccion no se requiere agitacion, ya que se busca desestabilizar
la emulsibn formada y dar paso a la separacion de las fases
(biodiesel/glicerina/enzima). Es de notar que el efecto del mezclado en la
cinética de la transesterificacién es la base para el escalado y disefio del

proceso. En este tipo de catalisis se aconseja una velocidad de agitacion
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entre 150-200 rpm para no afectar la estructura de la lipasa. Sin embargo, se
han reportado velocidades de agitacion de 500 y 700 rpm, sin efectos
importante durante la reaccion. Cuando la lipasa se encuentra inmovilizada
en un soporte sélido, se requiere mayor velocidad de agitacion para disminuir

la saturacién de los poros del soporte con la glicerina (Rojas, et al, 2010).
2.2.5 NORMAS DE CALIDAD PARA LA EVALUACION DEL BIODIESEL

Los usuarios de Biodiesel, incluyendo los constructores de motores como de
las demas partes intervinientes, necesitan del desarrollo de normas

confiables que den seguridad para facilitar su comercializacion.

En Europa, se venia evaluando la calidad del biodiesel por la Norma
Alemana DIN-V 51606:1994; actualmente la Comunidad Europea maneja su
propia norma de calidad, la Norma EN14214:2003. La normativa europea
tiene la particularidad de incluir el nUmero de yodo, ya que generalmente, en
dicho continente se utiliza aceite de colza en la fabricacién de biodiesel;
siendo un maximo aceptable igual a 115 que excluiria al aceite de soja y sus

ésteres, puesto que éstos exceden dicho limite (Guerra, 2005).

En Venezuela, no se cuentan con estandares propios, tal como en otros
paises, ya que el tema de los biocombustibles alin se encuentra en estudio, y
son pocos los sectores que practican dichas técnicas, por tal motivo, se
suelen utilizar la norma europea EN14214:2003 y la americana ASTM D
6751:2008, para la caracterizacion del biodiesel producido.
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Tabla 2.2 Estandares americanos y europeos para la regulacion de biodiesel

Estados Unidos Unidn Europea
Norma ASTM 975 - ASTM EM 390 EN 14241:
e hT51-03a 2004 2003

Propiedad unidad diesel bindicse] dicsel biodicse|
Flash point s ;2 E:_L gi 130 55 120
Agua y sedimentos o vol 0,03 (0,05 - -
Agua | max) mgkg - - 200 500
Contaminacién total (max.) mgfkg — -— 4 24

_— ; <288 (n.1)
Destilacidn (90% o 85%EL) °C 182338 <360 <350 -
Viscosidad cinemitica s H:i? [,3-6.0 20-45 1550
Densidad tg.fm] - - A20 - B45 6 - 900
Contenido de ésteres (min) %evol — - <5 =005
Cenizas (% peso, max.) 0,01 - {01 -
Cenizas sulfatadas (% peso, max.) — 0,02 — 0,02
005 o 05 o 0o 10 ppm

Azufre (% peso, max ) | 5ppim I 5ppm . 10ppm
Corresidn al cobre <3 <nl clase | clase |
Mimero de cefano (min.) 40 47 5l 5l
Indice de cetano  (min.) = 40 -- 46 -
Aromaticidad (%6 vol max.) 15 — - -
PAH (% prso max.) - - 1 -
Uno de estos: Punto de enturbamienio °C, -l local & local &
CFPP/ LTFT o PO smcitn  estacitn
Residuo de carbén (% peso max.) g; :::i 0,08 0,30 0,30
Nilmero de acidez mg KOH/g — {0, il - 0,50
Estabilidad a la oxidacidn  horas - -- - =h
Cilicerina likre (" peso max. ) — 0,020 - 0,020
Cilicerina total (% prso max.) - 0,240 - 0,250
Contenido de fosforo (% peso max) — 0,001 - (01,001
Mimero de yodo — - - < 120
Metanol (% peso max) — — - 0,20
Metil-linolenato (% peso max) — — - 120
Ester poli-insaturados (% peso max) — — - 1.0
Mono-glicéridos (%4 peso max) — — - 050
Di-glicéridos (% peso max) — — - 0,20
Triglicéridos (% poso max) = = e 0,20
Ma+K mgfkg — - - 50
Ca+Mg mg'kg — -- - 50
Lubricidad i < 520 - < 36l —-

Norma EN14214:2003 y ASTM D 6751:2008.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo y disefio de la investigacion

El tipo de investigacién que se llevo a cabo en el presente trabajo, segun la
tendencia es cuantitativo, y segun el andlisis y el alcance de los resultados
es analitico. La estrategia o disefio de la investigacion, que se empled para
llevar a cabo los objetivos propuestos fue de tipo experimental, ya que a
través de un medio fisico en el cual se llevé a cabo el proceso de catalisis
enzimatica, se manipularon variables a diferentes condiciones de operacion,
para finalmente obtener una combinacion de caracteristicas que garanticen
el mayor rendimiento en la recuperacion del desecho graso y por ende en el
proceso de obtencion de biodiesel. (Arias, 2006).

3.2 Poblacion y muestra

Se tom6 como poblacion de estudio los establecimientos de comida rapida
ubicados en el municipio Puerto Cabello, sector el Palito, Parroquia Juan
José Flores, Edo. Carabobo, la misma se encuentra conformada por
aproximadamente 140 comerciantes formales e informales temporales. De
dicha poblacion, se tomé una muestra puntual de aceite usado de cincuenta
(50) establecimientos, para conformar a su vez una muestra compuesta que

se empled como materia prima para la elaboracién del biodiesel.
3.3 Tipo de muestreo

El tipo de muestreo que se empled fue aleatorio simple, ya que la muestra

fue elegida por el investigador, todos los establecimientos de comida rapida



39

que conforman la poblacion tenian la misma probabilidad de ser elegidos

como muestra de estudio (Grande y Abascal, 2009).
3.4 Encuestas

En paralelo mientras se tomaba la muestra en los establecimientos
seleccionados, se realizO una encuesta a esta poblacion, con el fin de
obtener la maxima informacién sobre la cantidad, la calidad y el modo de
disposicion final del aceite vegetal usado que utilizan diariamente (ver

encuesta en el Apéndice E).

3.5 Procedimientos técnicos

3.5.1 Caracterizacion del aceite de fritura usado

En funcién de determinar las propiedades fisico-quimicas mas importantes se

siguieron las siguientes metodologias:

Densidad relativa a 20°C. Norma COVENIN 703:2001. Aceites y Grasas

Vegetales. Determinacion de la densidad relativa a 20°C.

indice de acidez: Para la determinacion de acidos grasos libres presente en
el aceite, se realizd una titulacién con una solucion de hidréxido de sodio,
usando como indicador fenolftaleina, el resultado se expresdé como acidez o
indice de acidez. Norma COVENIN 325:2001. Aceites y Grasas Vegetales.

Determinacion de acidez.

indice de saponificacion: Se determiné mediante la adicién de una solucion
alcohdlica de KOH al aceite, y su posterior calentamiento a reflujo por
espacio de 2 horas, luego se titula el exceso de KOH en caliente con HCI
0,5N usando fenolftaleina como indicador, de acuerdo a la Norma
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Venezolana COVENIN 323:1998. Aceites y Grasas Vegetales. Determinacién
del indice de saponificacion.

Estudio del perfil lipidico:

Formacién de ésteres metilicos

a. Se pes6 0,5 g de aceite.

b. Se adicioné 10 gotas de una solucién de KOH en metanol 0,5N y
2mL de Hexano grado HPLC.

c. Se agitdé en un vortex por 2min y se deja reposar por 3min, hasta
observar la division de la fases.

d. Se extrajo la fase de Hexano con una pipeta pasteur y se filtré con

Sulfato de Sodio Anhidrido y por ultimo se pasoé la solucion por
un filtro microporoso, colocandose en un vial de 2mL.
e. Posteriormente, se procedio al estudio cromatografico (Norma ISO
5909:2000, modificada).

Estudio cromatogréfico

El estudio cromatografico, se llevé a cabo empleando un Cromatografo de

Gases marca Perkin EImer, modelo Clarus 500.
Bajo las siguientes condiciones:

e Columna: capilar polar Supelco 2560 (100m; 0,25mm; d.i. 250um
espesor de pelicula, biscyanopropyl polysiloxane).

e Gas acarreador: Hidrogeno a 30 psi

e Velocidad de flujo:1 mL/min

e Temperatura del detector (FID): 250°C

e Temperatura del inyector: 225°C
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e Rampa de calentamiento de la columna: 100°C por 4 min, luego
se incrementa hasta 240°C a 3°C/min, y se mantiene por 10 min
(Método A.O.A.C modificado, 1990) (La Rosa, 2005) (Norma ISO
6800:1997).

3.5.2 Obtencién del biodiesel a partir del aceite de fritura usado, via

catalisis enzimatica

La enzima empleada para llevar a cabo los objetivos propuestos es de tipo
Lipasa, cuyo nombre comercial es Lipozyme Calb L®, suministrada por la

casa comercial Novozymes.

Se realiz6 un disefio experimental del tipo factorial, el cual se explica a

continuacion:
Disefio Experimental

Evaluando los diferentes estudios que se han llevado a cabo en la obtencion
de biodiesel por via enzimética a partir de aceite vegetal usado (Gog, 2012;
Meng, L. y Salihon J., 2011; Lafont, J., et al., 2011; Otero, et al. 2010), se
establecieron como variables de estudio; la cantidad de enzima, la relacion

molar metanol/aceite y el tiempo de reaccién (variables independientes).

Como puede verse en la Figura 3.1 la Casa Novozyme reporta una curva de
actividad de la enzima, donde se recomienda un rango de temperatura, entre

40 y 60°C, para alcanzar una actividad maxima (www.novozymes.com).

Tomando en cuenta estos datos y los resultados obtenido por Maceiras et al,
2010, donde se obtuvo biodiesel a partir de aceite vegetal usado empleando

la misma enzima, se escogié como temperatura de trabajo 50°C, la cual se
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mantuvo constante durante todo el proceso al igual que la agitacion del
sistema (150rpm).

100 =

%Actividad
s g

a0 50 &0 70 80
Temperatura (°C)

Figura 3.1 Influencia de la temperatura en la actividad de la Lipozyme CALB

L (www.novozymes.com)

Tomando en cuenta los posibles factores que afectan la variable respuesta,
se plante6 entonces un disefio experimental de tipo factorial mixto (Gutiérrez
y De la Vara, 2004), con el fin de estudiar el efecto de los mismos, sobre el
rendimiento en el proceso de obtencion de biodiesel, entendiéndose este
como la relacion entre el producto obtenido (biodiesel) y la cantidad de

materia prima utilizada (aceite vegetal usado), o variable dependiente.

Los niveles de estudio para cada factor a estudiar, se escogieron tomando en
cuenta las siguientes consideraciones:

1.-Porcentaje en enzima: En muchos casos el aumento en la cantidad de
lipasa mejora el rendimiento de reaccion. Meceiras et al, 2010; emplearon
una cantidad de 10% de Lipozyme Calb L para la obtencion de biodiesel,
teniendo rendimientos de reaccion por encima del 95%, tomando en cuenta
gue este es un factor determinante puesto que aumentaria o disminuiria el
costos del proceso (Rojas, et al, 2010), se decidi6 emplear también un

porcentaje menor de enzima, eligiendo asi trabajar con 1%.
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2-.Relacion molar: Maceiras et al, en el 2010, explican que tedéricamente la
relacion volumétrica aceite:alcohol es 1:3, cuando se emplea las lipasas
como catalizadores, un exceso de alcohol puede desactivar la enzima, es por
ello que recomiendan emplear una relacion 1:2, para minimizar la
inactivacion de la enzima, es por ello que se tom6 en cuenta dicha
proporcién y se empledé una menor relacion 1:1, con el fin de evaluar el
comportamiento de la enzima con una menor cantidad de metanol. (Ver

calculo de aceite y metanol a emplear en el Apéndice E)

3.- Tiempo de reaccion: Maceiras et al, 2010, estudiaron como varia la
actividad de la enzima Lipozyme CalbL, en cuanto al tiempo de reaccion,
variando este desde ultimo desde 0,5 h hasta 8 h de reaccion, encontrando
que se obtiene un mayor porcentaje de ésteres metilicos de acidos grasos a
las 3 horas de reaccion, luego de este tiempo el rendimiento es
practicamente constante. Tomando en cuenta estos resultados, se escogio

como tiempo de reaccién 3h y un valor menor el cual fue 2h.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el disefio factorial 23, quedd
de la siguiente manera:
Tabla 3.1 Disefio factorial 22 utilizado para el analisis del proceso de

produccion de biodiesel via catélisis enzimatica

Nivel establecido

Factor de estudio

Bajo (-1) Alto (1)
Porcentaje de enzima
(%m/m) 1 10
Relacién molar 11 12

aceite:metanol

Tiempo de reaccion (h) 2 3
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A partir del disefio factorial, se obtiene entonces la matriz de experimentos a

seguir para llevar a cabo los objetivos propuestos (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Matriz de experimentos para la realizacion del disefio factorial 23

para la elaboracion de biodiesel via catalisis enzimatica

Reaccion Tiempo (h) Porcentaje de Relacién Aceite:Metanol
Enzima (%)
1 3 1 1:2
2 3 10 1:1
3 2 1 1:1
4 2 10 1:2
5 3 10 1:2
6 2 1 1:2
7 2 10 1:1
8 3 1 1:1

Metodologia parala Obtencion del Biodiesel
Ya definidos los factores y la variable respuesta se procedié a llevar a cabo
la obtencién del biodiesel via catalisis enzimatica siguiendo la matriz de

experimentos (Tabla 3.2) y la siguiente metodologia:

a) Se filtr6 el aceite vegetal usado.

b) Se tomaron 60mL de aceite vegetal usado y se agité con la cantidad
de enzima (Lipozyme Calb L) a emplear (ver Tabla 3.2), durante 5min.

c) Se adicion6 luego la cantidad de metanol correspondiente para
obtener la relacion volumétrica a estudiar (ver Tabla 3.2).

d) Se procedié a realizar el montaje de reaccién (ver Figura 3.2),
controlando la temperatura (50°C) y la agitacion (150rpm), durante el
tiempo de reaccion indicado en la Tabla 3.2.
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Figura 3.2 Montaje de la reaccién de transesterificacion

e) Trascurrido el tiempo de reaccion se trasvasO el contenido a un
embudo de separaciéon de 125mL, donde se dejo separar las fases por
30min.

f) La fase de biodiesel obtenida se filtro empleando un papel Whatman
N°42, se secéd con sulfato de sodio anhidrido y finalmente se filtrd

empleando un filtro microporoso.

Tomando en cuenta el rendimiento de la reaccion, en funcion de la cantidad
del éster metilico con mayor proporcion (acido linoléico), se procedié al
andlisis de los resultados empleando el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVI, donde se obtuvo:

v' Tabla Anova; en la cual se observan los grados de libertad, la suma
de cuadrados, medias de cuadrado, factor de Fischer (Fo) y nivel de
significancia (p-valor), obteniendo asi una significancia estadistica
para cada efecto por medio de una comparacion de medias de

cuadrados frente a un estimado del error experimental.
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v' Diagrama de pareto, en el cual se representd cada uno de los efectos
estimados en orden decreciente de magnitud, esto permite identificar
de manera grafica los efectos de cada factor sobre la variable
respuesta, con una diferencia significativa a un nivel de confianza del
95%.La longitud de la barra es proporcional al efecto estandarizado.
La Linea vertical se utliza para juzgar que efectos son

estadisticamente significativos a un nivel de confianza establecido.

v Grafico de efectos principales, donde se representé la magnitud de los
efectos estudiados sobre la variable respuesta.

3.5.3 Determinacion de las propiedades y caracteristicas del biodiesel

obtenido

Una vez obtenida la fase de biodiesel, se procedid a la caracterizacién del

producto.
Determinacion de la densidad a 20°C.

Norma COVENIN. Aceites y Grasas Vegetales. Determinacion de la densidad
relativa a 20°C. 703:2001.

Determinacién de la viscosidad dinamica a 40°C

Utilizando el método de viscosidad de Ostwalds.

Determinacion de espectros por Espectroscopia de Infrarrojo

Se utilizé un infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR), marca Perkin
Elmer, modelo Precisely Spectrum 100. Es importante, acotar que para la
determinacion de los espectros de las muestras liquidas de biodiesel, se
tomaba una pequefa alicuota de cada una, y se realizaba la medicion directa

en el equipo.
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Determinacion y cuantificacion de ésteres metilicos empleando el

método de cromatografia de gases.

Se evaluaron los ésteres metilicos de los acidos grasos (EMAG) del
biodiesel; mediante un estudio de cromatografia de gases (CG) para lograr

establecer la composicion de los acidos grasos presentes.

El estudio cromatografico, se llevdé a cabo empleando un Cromatografo de

Gases marca Perkin EImer, modelo Clarus 500.
Bajo las siguientes condiciones:

e Columna: capilar polar Supelco 2560 (100m; 0,25mm; d.i. 250um

espesor de pelicula, biscyanopropyl polysiloxane).

e Gas acarreador: Hidrégeno a 30 psi

e Velocidad de flujo:1 mL/min

e Temperatura del detector (FID): 250°C

e Temperatura del inyector: 225°C

e Rampa de calentamiento de la columna: 100°C por 4 min, luego
se incrementa hasta 240°C a 3°C/min, y se mantiene por 10 min
(Método A.O.A.C maodificado, 1990) (La Rosa, 2005) (Norma ISO
6800:1997).

Bajo estas condiciones, se identificaron los &cidos grasos, comparando los
tiempos de retencion del patron empleado con la muestra y se cuantificaron
por integracion de las areas de los picos empleando el método de

normalizacion de area.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
En esta seccion se encuentran reflejados los resultados obtenidos luego de
llevar a cabo los objetivos propuestos, asi mismo se presenta el analisis y las

discusiones correspondientes.

4.1 Encuestas
En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en la encuesta

realizada a la poblacién en estudio.

De acuerdo a la Figura 4.1 se puede observar que el 42% de la poblacion
encuestada laboran durante toda la semana, dicha poblacién generalmente
estan conformados por comerciantes fijos que tienen un establecimiento
comercial. Mientras que aquellas personas que representan el 40% trabajan
s6lo dos dias a la semana, generalmente fines de semana (sabado y
domingo) estas personas se establecen en las aceras a vender sus
productos, son catalogados como comerciantes informales del tipo temporal,
estas personas no tienen una estructura fisica asociada para vender los

productos que elaboran.

¢Qué cantidad de dias a la
semana elaboran alimentos
fritos?

M 2 dias
M 3 dias

i 4 dias

M 5 dias

6% 2% 8% 2%

Figura 4.1 Cantidad de dias laborados por los comerciantes del sector “El

Palito” Parroquia Juan José Mora
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Los resultados de la Figura 4.2 reflejan que el 100% de los encuestados
elaboran empanadas como producto principal, un 25% de personas
comercializan otros tipos de productos tales como: papas, arepas Yy

pescados.

¢Qué tipo de alimentos
elaboran?

M Empanadas

M Papas, Arepas y
Pescados

100%

Figura 4.2 Alimentos elaborados por los comerciantes del sector “El Palito”

parroquia Juan José Mora, Puerto Cabello Edo. Carabobo

Al analizar la Figura 4.3, se puede observar que las personas encuestadas
en cada uno de los establecimientos visitados respondieron que emplean
aceite para la elaboracion de los alimentos fritos, sin embargo hay que
destacar que no especificaron marca comercial alguna, puesto que esto
dependen de la disponibilidad que haya en el mercado, no obstante se pudo
notar que la mayoria emplea aceite de soya, esta aseveracion viene dada

por la marca comercial que se observé en el lugar.
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Tipo de grasa empleada por los
comerciantes sector Juan José
Mora "El Palito" en la
elaboracion de alimentos fritos

0%

B Manteca Vegetal

M Aceite

Figura 4.3 Tipo de grasa empleada por los comerciantes que laboran en “El
Palito”

El 55% de los establecimientos encuestados emplean 2L de aceite para la
elaboracion de sus alimentos (ver Figura 4.4), mientras que el 50% cambian
dos veces dicha grasa durante la jornada laboral (ver Figura 4.5), estos son
resultados muy relevantes puesto que se puede inferir cuanto aceite se
generaria diariamente por cada establecimiento. Si cada persona emplea 2L
de aceite y aflade dos veces al dia 2L mas, se estaria utilizando en total 6L
de aceite por comercio diariamente. Por ejemplo; si dicha persona trabaja
durante toda la semana (de acuerdo a los resultados reflejados en la Figura
4.1) se estarian empleando 42L de aceite semanal por comercio. Teniendo
en cuenta estos resultados se puede estimar el volumen de aceite que se
genera en una semana de trabajo; si la poblacion de estudio esta compuesta
por aproximadamente 59 establecimientos (lo cual representa el 42% del
total de establecimiento de comerciantes que trabajan durante toda la
semana), se gastarian entonces aproximadamente un total de 2478L de
aceite, restando la cantidad de aceite absorbido por el alimento durante el
proceso de fritura el cual de acuerdo a lo publicado por Marcano, et al 2010,

es cerca de un 16%, se estaria desechando alrededor de 2082L.
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éQue cantidad de grasa emplea
para elaborar alimentos fritos?
10% 8%
o mlL

m2L

@51
mioL
mi5L

Figura 4.4 Cantidad de grasa empleada por los comerciantes del sector Juan

José Mora “El Palito”

¢Con que frecuencia afiaden la
grasa empleada durante el
proceso de fritura?
0% 2% 0%

B Unavez

M Dos veces

Figura 4.5 Cantidad de veces en la cual los comerciantes del “El Palito”

afiaden grasa para seguir realizando el proceso de fritura

De acuerdo a los resultados reflejados en la Figura 4.6, el 74% de los
comerciantes encuestados respondieron que luego del proceso de fritura,
dejan reposar la grasa y la guardan en envases de plastico, agregandola
posteriormente a la basura comun para su disposicion final. EI 18% arroja el
aceite en el suelo (zonas verdes) adyacente a la zona, mientras que el 6% la

arroja por la cafieria. Guardar el aceite en envases plasticos y luego
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descartarlo en la basura, es la mejor opcion de todas las respuestas de la
encuesta realizada desde el punto de vista ambiental, sin embargo hay que
tomar en cuenta que todos estos envases irian directo al relleno sanitario de

Puerto Cabello sin ningun tipo de disposicion especial.

Los aceites vegetales usados descartados en el agua y/o suelo, son
potencialmente peligrosos para el ambiente debido a su habilidad de
esparcirse en grandes areas de suelo y agua, formando una pelicula en el
agua que no permite la restauracién del oxigeno disuelto, deteriorando el
proceso fotosintético y bloqueando la luz del sol, lo que produce rapidamente

una significativa degradacion de la calidad del ambiente terrestre y acuético.

éDAnde dispone la grasa para
desecharla?

0% 6% M La agrega por la

2% caneria

@ La guarda en envases
plastico y la desecha
en la basura

Figura 4.6 Modo de disposicion final de la grasa empleada por los

comerciantes del sector Juan José Mora de “El Palito”

El 65% de la poblacion encuestada sabe que el aceite si se arroja de manera
indiscriminada al medioambiente puede ocacionar dafios ambientales
importantes, sin embargo hay que tomar en cuenta que la mayoria no conoce

cuales podrian ser dichos dafos (ver Figura 4.7).
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éCree ud. que la grasa
que desecha cause algun
daio ambiental?

® Si causa dafio
ambiental

o

\

= No causa daio
ambiental

Figura 4.7 Conocimiento del dafio ambiental por parte de la comunidad

Analizando los resultados arrojados en la aplicacion de la encuesta se tiene
que la poblacion luego del proceso de produccién diario, generaria una
cantidad importante de aceite vegetal (2000L aproximadamente), la mayoria
de estas personas estan conscientes del dafio ambiental que ocacionan los
aceites vegetales usados, es por ello que recurren a la solucién mas viable o
menos contaminante (almacenar el aceite en un contenedor plastico y
arrojarlo a la basura), matriz grasa que va como desecho al vertedero mas

préximo sin ninguna posibilidad de gestiébn ambiental.

4.2 Caracterizacion de la matriz grasa

Los resultados de la caracterizacion se encuentran reflejados en las Tablas
41y4.2.
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Tabla 4.1 Propiedades fisico-quimicas del aceite vegetal usado

Propiedades Valor Valores de referencia’”
obtenido

Soya | Palma | Maiz | Girasol

Densidad (+0,0001)g/mL 0,9415 | 0,919- | 0,897- | 0,917- | 0,917-
0,925 | 0,902 | 0,925 | 0,925
indice de Acidez 0,87 0,1 0,1 0,1 0,1
(x0,02)mgNaOH/gmuestra
indice de Saponificacion 201,0 |189-195|194-202|186-195|188-195
(x0,1)mgKOH/gmuestra
(*)Normas Covenin: 744:1999, 2953:2000, 743:2000 y 1272:1999.

El indice de acidez (Tabla 4.1), permite determinar la presencia de acidos
grasos libres en la muestra. De acuerdo a lo requerido por las Normas
Covenin utilizadas como referencia, se puede observar que todas convergen
en el hecho de que el indice de acidez debe ser menor a 0,1% para un aceite
comestible. Como puede observarse la matriz grasa obtuvo un indice de
acidez superior a lo requerido por las normas antes mencionadas, por lo que
no puede ser utilizado para consumo humano. El indice de acidez indica la
tendencia del aceite a oxidarse, debido a que en el proceso de autooxidacion
los mas susceptible a la degradacién son los acidos grasos, por lo que al
existir una mayor cantidad de &cidos grasos libres, el proceso de rancidez

oxidativa se acelera (Marcano, et al, 2010).

Es importante mencionar que en el caso de la catalisis enzimatica la
presencia de acidos grasos libres no afecta el rendimiento de la reaccion, ya
que las enzimas son capaces de llevar a cabo la reaccion de esterificacion
directa a partir de acidos grasos libres. Esto es una ventaja frente al proceso
clasico en el cual se emplean catalizadores basicos donde la presencia de
acidos libres en las grasas o aceites, asi como un alto nivel de oxidacion,

afectan de manera significativa los rendimientos de la reaccion ya que
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pueden causar reacciones paralelas de saponificacion cuando un catalizador
alcalino es utilizado en la reaccién de transesterificacion, la produccién de
jabén consume el catalizador, disminuye el rendimiento de ésteres metilicos
de acidos grasos y produce una separacion menos efectiva de dichos

ésteres, producido de la fase glicerol (Rivera, et al., 2009).

En otro orden de ideas, al observar los maximos permisibles para el indice de
saponificacion (ver Tabla 4.1), para los aceites de girasol, soya, maiz y oleina
de palma respectivamente, se puede ver que el resultado obtenido se
encuentra casi en el limite superior de lo requerido, lo cual ratifica el alto nivel

de deterioro de la matriz grasa en estudio.

El perfil de acidos grasos que se presentd la muestra se puede ver reflejado
en la Tabla 4.2 y en la Figura A-1 (Ver Apéndice A), donde puede observarse
que el residuo graso empleado estd compuesto en su mayoria por Acido
Palmitico (C16:0), Acido Linoléico (18:2), y Acido Oléico (C18:1).

Tabla 4.2 Perfil lipidico del aceite vegetal usado

Ester metilico Porcentaje (+0,01)
Acido Octandico (C8:0) 0,25
Acido Palmitico (C16:0) 14,49
Acido Linoléico (C18:2) 49,97
Acido Oléico (C18:1) 29,26
Acido Estearico (C18:0) 5,11
Acido Linolénico (C18:3) 0,27
Acido Araquidico (C20:0) 0,49
Acido Behénico (C22:0) 0,16
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4.3 Obtencion de biodiesel mediante catalisis enzimatica empleando
una enzima lipasa (Lipozyme CALB L)

Para la evaluacion de la enzima Lipozyme CALB L en la obtenciéon del
biodiesel se estudiaron tres factores fundamentales: la cantidad de enzima,
la relacién volumétrica metanol/aceite y el tiempo de reaccion, luego de
llevarse a cabo la reaccion se midié la cantidad de ésteres metilicos de
acidos grasos presentes en la fase metandlica (biodiesel), con el fin de
estudiar la influencia de cada factor sobre el rendimiento de la reaccion.

La Figura 4.8 representa el cromatograma de una muestra de biodiesel
obtenida luego del proceso de transesterificacion del aceite vegetal usado,
especificamente en la reaccion 7 (ver Tabla 3.2) donde se puede observar
gue los esteres etilicos obtenidos de mayor proporcion son: acido palmitico

(C16:0), acido linoléico (C18:2) y acido oléico (C18:1)

o o8 5 8 *
] HLow T o
1 i I 1 1
Acido
Acido Linoléico
Palmitico c18:2
3 C16:0
= z
3 Acido
S Oléico
Q0
<

/ c18:1
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100
o110
120
130
140

Figura 4.8 Cromatograma de una muestra de biodiesel obtenido luego de la

transesterificacion del aceite vegetal usado con Lipozyme CALB L
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El rendimiento de la reaccion fue medido por la cantidad de acido linoléico
(C18:2) obtenido en cada una de las reacciones, por ser este el acido graso
de mayor proporcion, los resultados se pueden ver reflejados en la Tabla 4.3,
dichos porcentajes se asemejan a los obtenidos por Marchetti y Errazu en el
2008, en el cual alcanz6 rendimientos de hasta 95% en las reacciones de

esterificacion del acido oléico con Lipozyme Calb L.

Tabla 4.3 Cantidad de &cido linoléico y porcentaje de rendimiento obtenido

en las reacciones de transesterificacion

Reaccién Tiempo Porcentaje Relacion Porcentaje Rendimiento de
(h) de Enzima | Aceite:Metanol de Acido la Reaccion
(%) Linoléico (Rend+0,01)%
(+0,01)%
1 3 1 122 35,21 70,47
2 3 10 1:1 41,97 83,99
3 2 1 1:1 37,47 74,99
4 2 10 12 48,41 96,88
S 3 10 122 43,32 86,69
6 2 1 12 42,22 84,49
7 2 10 1:1 47,41 94,89
8 3 1 11 31,50 63,04

Maceiras y colaboradores en el 2010 obtuvieron un rendimiento de reaccion
mayor al 95%, empleando 10% de enzima Lipozyme Calb L, un tiempo de 2h
y una relacion molar aceite:metanol 1:2, comparando con el rendimiento
obtenido en la presente investigacion tomando en cuenta las misma variables

se puede observar que se obtuvo un porcentaje aproximado a lo reportado.

El analisis estadistico de los resultados se encuentran reflejados en la tabla
ANOVA (Tabla 4.4) y en las Figuras 4.10 y 4.11.
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Tabla 4.4 Andlisis ANOVA obtenido para el disefio de experimento de

obtencién de Biodiesel a partir de aceite vegetal usado por via enzimatica

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Vvalor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo 276,83 1 276,83 286,56 |0,0376
B:Cant Enzima (603,09 1 603,09 624,28 |0,0255
C:Cant Metanol [58,43 1 58,43 60,48 0,0814
AB 2,98 1 2,98 3,08 0,3297
AC 0,23 1 0,23 0,24 0,7104
BC 18,73 1 18,73 19,39 0,1422
Error total 0,97 1 0,97

Total (corr.) 961,25 7

De acuerdo a los valores obtenidos en el p-Valor se establece entonces que

la cantidad de enzima y el tiempo de reaccion causan un efecto

estadisticamente significativo a un nivel de confianza del 95%.

El diagrama de pareto (Figura 4.9) ratifica

los resultados obtenidos en la

Tabla Anova, en el se puede observar que el tiempo y la cantidad de enzima

tienen una influencia significativa sobre la variable respuesta, puesto que

superan la barrera de la linea vertical.

B:Cant Enzima

A:Tiempo

C:Cant Metanol

BC

AB

AC

o

5

10

15

Efecto estandarizado

20

25

Figura 4.9 Diagrama de pareto de los efectos estandarizados y sus

interacciones sobre el rendimiento de la reaccidon de obtencién de biodiesel a

partir de aceite vegetal usado.
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En la Figura 4.10 se encuentran graficados los efectos principales,
observandose que la cantidad de enzima ejerce un efecto positivo sobre la
variable respuesta, caso contrario se obtiene con el tiempo, el cual ejerce un
efecto negativo, por lo que cuando éste se encuentra en su nivel mas alto el

rendimiento de la reaccién disminuye.

91

88

85

82

Rendimiento

79

76

73

2,0 3,0 1,0 10,0 1,0 2,0

Tiempo Cant Enzima Cant Metanol

Figura 4.10 Efectos principales que afectan el rendimiento de la reaccion de

obtencion de Biodiesel a partir de aceite vegetal usado.

De acuerdo a los resultados obtenidos a menor tiempo de reacciéon y mayor

cantidad de enzima se obtiene un mayor rendimiento en la reaccion.

La cantidad de enzima es un factor que limita la velocidad de reaccion, en
presencia de una menor cantidad de enzima, la poblacion de moléculas de
enzimas disponible se satura, lo que significa que todas las moléculas de
enzimas estan ocupadas por una molécula de sustrato casi todo el tiempo,
por lo que a partir de la velocidades de reaccidon a concentraciones baja de
enzima el equilibrio enzima-sustrato se obtiene mas lentamente, que a

concentraciones elevadas. (Hill R. y Gordon A., 2006).
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E+ST—*ES——E+P (1)

Enzima + Sustrato > Enzima-Sustrato—Enzima + Producto

Hay que tomar en cuenta que cuando se usan enzimas existe un rango de
concentracion en el cual se deben agregar, y depende de la lipasa y las
condiciones del proceso. Noureddini hizo reaccionar aceite con lipasa libre
de C. viscosum agregando 10, 50, 75 y 100 mg de la lipasa obtuvo
rendimientos de 50, 61, 69 y 48%, en 8 h (Shweta y Gupta, 2004),
respectivamente. El autor indica que una cantidad elevada de biocatalizador
limita el rendimiento, lo cual se debe a que la viscosidad del medio aumenta,
dificultando el contacto entre los componentes (Shweta y Gupta, 2004). Sin
embargo, se puede establecer que un aumento en la cantidad de lipasa

mejora el rendimiento de la reaccion (Rojas, et al, 2010).

Con respecto al tiempo de reaccién se puede ver que mientras sea menor el
tiempo mayor serd el rendimiento de la misma esto se debe a una posible
desactivacion de la enzima, ya que se encuentra en contacto con el alcohol
por una mayor cantidad de tiempo, los alcoholes de cadena corta tales como
el metanol pueden producir la pérdida de actividad de las enzimas, debido a
la baja solubilidad de los alcoholes en el aceite. En un estudio de metandlisis
continua, usando Novozym 435 como catalizador, Shimada et al. (2002)
sugirieron que el metanol sin reaccionar migra desde la mezcla de la
reaccion a la capa de glicerol, cubriendo las enzimas y generando su

inhibicion.

Por dltimo, hay que tomar en cuenta que a pesar de que la relacion molar
aceite:metanol no fue un factor significativo de acuerdo a los resultados

arrojados por el disefio de experimento, sin embargo las relaciones
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evaluadas fueron adecuadas puesto que se obtuvieron rendimientos por
encima del 76%.

4.4 Comparacion de las caracteristicas y propiedades del biodiesel

obtenido con los estandares establecidos internacionalmente.

Los resultados obtenidos en las propiedades fisico-quimicas evaluadas
permiten afirmar si el biodiesel elaborado cumple con los estandares de
calidad establecidos en la Norma EN 14214:2003.

En primer lugar se evalud la viscosidad del biodiesel obtenido en cada una
de las reacciones que se llevaron a cabo, las cuales se puede observar en la
Figura 4.11.
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0,20 A

0,00 . . . . . . . :
1 2 3 4 5 6 7 8

Reaccion

Viscosidad cinematica (ut0,01)mm?/s

Figura 4.11 Viscosidad cinematica del biodiesel obtenido

Como puede observarse las reacciones con mayor viscosidad corresponden
a aquellas a donde se emple6 una mayor cantidad de enzima (ver Tabla 3.2),
y por ende donde se obtuvo un mayor rendimiento de reaccion (Reacciones:
2,4,y7).
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Cabe destacar que la viscosidad de las muestras de biodiesel obtenidas no
alcanzan el rango establecido por la Norma europea EN14214:2003, la cual
establece que el rango de la viscosidad cinematica debe estar entre 3.5y 5.0
mm?/s, esto puede deberse a restos de metanol presente en la muestra, lo
cual causa la dilucion de la misma. Sin embargo, dichos resultados no
presentan un problema, puesto que la combustién de los motores se ven
comprometidas solo en viscosidades altas, la cual puede deberse a la
presencia de glicerina en el biodiesel. Esto tiene un impacto en los inyectores
de combustible de los automaviles, ya que se aumenta la resistencia al flujo
del combustible. También puede provocar problemas de almacenamiento
debido a que el exceso de glicerina puede precipitar en el fondo de los
depdsitos del combustible (Varty y Lishawa, 2008).

En segundo lugar se evaluaron los resultados obtenidos para la densidad de

cada muestra de biodiesel, lo cuales pueden verse en la Figura 4.12.
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Reaccion

Figura 4.12 Densidad obtenida para el biodiesel

Como puede observarse las muestras de biodiesel provenientes de las
reacciones 2, 4, 5y 7, son las que alcanzan los valores requeridos por la
Norma EN14214:2003, cuyo rango debe estar entre 860 y 900 Kg/m®. En
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estas reacciones (ver Tabla 4.3), es donde se ha empleado una mayor
cantidad de enzima y se han obtenido un mayor porcentaje de ésteres

metilicos de acidos grasos.

La densidad del biodiesel se incrementarq por los restos de glicerina
existentes y disminuira por los de metanol (Varty y Lishawa, 2008).

Por dltimo, la Figura 4.13 representa el espectrograma infrarrojo de los
ésteres metilicos del biodiesel obtenido, en la figura se observan las bandas
caracteristicas generadas por el alargamiento C=0 y C-O, las vibraciones
correspondientes al alargamiento C=0 se encuentran aproximadamente
alrededor de (1744,860,01)cm™, esta banda indica la presencia de ésteres
metilicos alifaticos. La tension del enlace C-H aparece como absorcion
ancha, relativamente intensa alrededor de (2872,62+0,01)cm™.

Las bandas (1448,58+0,01)cm™ y (1349,82+0,01)cm™, representan
vibraciones de flexion C-H correspondientes a la unién de los grupos CHsz y
CH..

Por otra parte las frecuencias localizadas a los (1253,80+0,01)cm™ y los
(1168,76+0,01)cm™ verifican la existencia de ésteres metilicos de Acidos

grasos de cadena larga.

Las bandas de absorcion observadas en el espectrograma de las muestras
de biodiesel obtenidas, se correlacionan con las reportadas por Guerrero y
Seijas en el 2008, donde se obtuvo biodiesel a partir de aceites vegetales

usados empleando catalisis homogénea y heterogénea.
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Figura 4.13 Espectrograma infrarrojo con transformada de Fourier de los
ésteres metilicos obtenidos a partir de aceite vegetal usado empleado como

catalizador Lipozyme CALB L.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el rendimiento de las reacciones
de transesterificacion llevadas a cabo y evaluando las propiedades fisico-
quimica del producto, se puede establecer que es factible técnicamente
obtener biodiesel a partir de aceite vegetal usado, esto constituiria una
disposicion correcta de los aceites vegetales residuales, resolviendo no solo
un grave problema de contaminacion de los sistemas de drenaje municipal,
sino que ademas representa una oportunidad para utilizar la energia
disponible en los compuestos organicos desechados, compuestos ricos en
carbono e hidrégeno transformados en biodiesel mediante una reaccion de

transesterificacion.
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4.5 Estimacion del costo del biodiesel obtenido en el laboratorio

mediante catélisis enziméatica.

Desde el punto de vista econémico se tiene que para llevar a cabo el proceso
de elaboracion de biodiesel a partir de aceite de fritura usado se requieren
evaluar el costo de la tecnologia empleada, para ello se deben tener en
cuenta los gastos asociados al proceso de transesterificacion del aceite, el

cual se resume en la Tabla 4.5.

El costo de produccion de biodiesel a escala de laboratorio se realizd
tomando en cuenta que los reactivos utilizados fueron de grado analitico,
para el célculo se tomaron en cuenta los rendimientos promedio bajo las

condiciones 6ptimas: mayor cantidad de enzima y menor tiempo de reaccion.

Tabla 4.5 Costos de la materia prima para la produccion de biodiesel a partir

de aceite vegetal usado empleando Lipozyme Calb L como catalizador

Insumo Cantidad de Costo asociado
reactivo ala produccion
empleado para de 1L de

producir 1L de biodiesel (BsF)
Biodiesel (mL)

Metanol grado 115 11,40
HPLC (+0,1mL)
Lipozyme Calb L 10 5,61
(z0,1mL)
Electricidad (kW-h) 10 0,45
Agua - 0,45
Total - 17,60

Los precios se obtuvieron a través de la pagina web de Sigma Aldrich

www.sigmaaldrich.com

De acuerdo a los resultados reflejados en la Tabla 4.5 se requieren 17,60BsF

para la obtencion de 1L de Biodiesel a partir del aceite vegetal usado.


http://www.sigmaaldrich.com/
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Tomando en cuenta el cambio oficial de 6,3BsF=1$, se tiene entonces un
precio de 2,79% por litro de biodiesel.

En Venezuela no se comercializa este producto, por lo que no se tiene una
cantidad con la cual comparar, sin embargo por ejemplo; en Colombia se
tene que 1L de Dbiodiesel tiene un costo de 1,07%
(www.fedebiocombustibles.com), por lo que el precio calculado a partir de los
resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se encuentra muy por
encima de esta cantidad, esto debido a que se empleé metanol grado HPLC

para llevar a cabo los andlisis.

Se conoce que la elaboraciéon de biodiesel empleando enzimas como
catalizador es un proceso realmente costoso, no obstante el biodiesel
obtenido trae beneficios ambientales implicitos, debido a que esta formado
por cadenas hidrocarbonadas que forman ésteres con dos atomos de
oxigeno, lo que lo hace biolégicamente activo haciéndolos facilmente
biodegradables en ambiente acuatico. Zhang et al, 1998, mostré que el
biodiesel derivado del aceite de colza y aquel derivado del aceite de soja
poseen una biodegradabilidad del 88,49% en 28 dias. La méaxima

biodegradabilidad del petrodiesel después de 28 dias es del orden del 26%.

Por daltimo, hay que tomar en cuenta que el objetivo de contar con
combustibles provenientes de recursos renovables, teniendo en cuenta la
creciente demanda mundial referida a la proteccion del medio ambiente,
haciendo énfasis en la reduccion de la emision a la atmosfera de gases
contaminantes, son argumentos valederos y de indiscutible solidez para
planificar y desarrollar acciones tendientes a contemplar la produccién del

biodiesel a partir de aceite vegetal usado.
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CONCLUSIONES

v' El indice de acidez y de saponificacién obtenidos en el aceite de fritura
usado, son indicativos de que el aceite fue sometido a altas temperaturas,
reutilizado varias veces y que no es apto para el consumo humano.

v' El perfil lipidico de la matriz grasa esta constituido principalmente por los
acidos grasos: Palmitico C16:0, Linoléico C18:2, Oléico C18:1, Estearico
C18:0, los cuales se encuentran en la siguiente proporcion; (14,49+0,01%),
(49,97+0,01%), (29,24+0,01%), (5,11+0,01%), respectivamente.

v A mayor cantidad de enzima y empleando un menor de tiempo de
reaccion, se obtiene un mayor rendimiento de reaccion.

v' La cantidad de enzima y el tiempo de reacciébn causan un efecto
estadisticamente significativo a un nivel de confianza del 95%, sobre el
rendimiento de reaccion.

v’ La cantidad de enzima es el efecto principal en la obtencion de biodiesel
via catdlisis enzimatica, empleando aceite vegetal usado como materia
prima.

v Los cortos tiempos de reaccién de este proceso genera una alternativa
factible de ser implementada a escala industrial, generando un proceso con
catalizador enzimético que podria llegar a ser econ6micamente competitivo
con un proceso quimico convencional.

v’ Las caracteristicas fisicas evaluadas en el biodiesel obtenido cumple en
su mayoria con lo exigido en las normas internacionales.

v El andlisis de espectroscopia de infrarrojo evidencid los grupos
funcionales caracteristicos del biodiesel.

v’ El reciclaje de aceites vegetales usados en la obtencion de biodiesel es
una alternativa viable desde el punto de vista técnico, ecoldgico y social en

nuestro pais, siendo su produccion viable a escala comercial Unicamente
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cuando se reconozca que una verdadera calidad de vida, es aquella que

respeta y esta de la mejor forma posible en armonia con la naturaleza.

RECOMENDACIONES

» Realizar experimentos correspondientes a la recuperacion vy

reutilizacion de la enzima.

> Realizar el estudio de obtencidon de biodiesel via catalisis enziméatica

empleando metanol grado técnico.
> Evaluar el biodiesel obtenido en un motor convencional.

» Impulsar el desarrollo de un reactor para la produccion de biodiesel a
escala semiindustrial en las condiciones que se establecieron dentro

de este trabajo de investigacion.

» Evaluar las caracteristicas de la glicerina, subproducto del proceso de
transesterificacion, la cual tras su purificacion puede ser utilizada en
multiples procesos, en la industria farmacéutica en la elaboracién de
medicamentos en forma de jarabes o como excipiente y en cosmética

en la elaboracién de jabones de tocador.

» Motivar a la poblacion a la recoleccion de aceite vegetal usado, de tal

manera que contribuyan a minimizar el impacto ambiental.
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Figura A.1 Cromatograma de los ésteres metilicos del aceite vegetal original

Tabla Al. Cuantificacion de acidos grasos presentes en el aceite vegetal

Ester Tiempo Area Porcentaje
Metilico (min) (+0,01)%
C8:0 5,78 104022,718 0,25
Cl16:0 29,49 5928568,127 14,49
C18:2 34,82 20442696,11 49,97
C18:1 35,21 11963293,22 29,25
C18:0 36,03 2089868,153 5,11
C18:3 40,17 109848,352 0,27
C20:0 41,69 201557,919 0,49
C22:0 45,62 67086,679 0,16
Area Total: 40906941,28




77

APENDICE B

TABLAS DE DATOS

Tabla B.2 Datos para la determinacion de las propiedades fisico-quimicas del
biodiesel obtenido via catalisis enzimatica

Reaccion Masa del Tiempo de descenso del
picnémetro lleno menisco en el viscosimetro
(m+0,0001)g (t£0,01)min
A B a b
1 9,3627 9,3627 |2,34|2,34|234|234|234|234
2 9,4593 9,4593 |3,31|3,31|3,313,31|331|331
3 9,3782 9,3782 |2,32|2,32(2,32|232|232]|232
4 9,4632 9,4632 | 3,04 |3,04|3,04|3,04 3,04 3,04
5 9,4527 9,4527 | 2,34|2,34|234 234|234 |234
6 9,3514 9,3514 | 2,42|2,42|2,42|2,42|2,42|2,42
7 9,4632 9,4632 |3,38|3,38|3,38|3,38|3,38]3,38
8 9,3715 9,3715 |2,29|2,29|2,29|2,29|2,29 | 2,29

Observaciones: Los analisis se realizaron por duplicado es por ello que se
presentan dos columnas para cada experimento realizado. Temperatura
ambiente (27,0+0,5)°C, Masa del picnémetro vacio y seco (7,7315+0,0001)g,
Volumen del picnémetro: 2mL, Tempertura del bafio: (40+0,5)°C.
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APENDICE C

TABLAS DE RESULTADOS

Tabla C.1 Densidad y viscosidad del biodiesel obtenido via catalisis

enzimatica
Reaccion Densidad promedio Viscosidad promedio
(+Error)Kg/m? (+Error)mm?/s

1 816,0+0,5 0,99+0,01

2 863+0,1 1,26+0,10

3 822+0,2 0,98+0,01

4 865,6+0,1 1,180+0,003
5 860,6+0,1 0,99+0,01

6 810,2+0,4 1,03+0,01

7 865,9+0,1 1,4+0,1

8 823+0,2 0,97+0,02
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APENDICE D
FORMULAS MATEMATICAS EMPLEADAS
D.1 Caracterizaciéon de la matriz grasa

D.1.1 Densidad relativa a 20°C
M2

Dr/20°C =
M,[1+a t°-20°C |

(Ec. 1)

Donde:
Dr : Densidad relativa

M, : Masa de grasa o aceite obtenida en el ensayo, (Q)
M, : Masa de agua, (g)

a : Coeficiente de dilatacion cubica del vidrio a la temperatura dada. Para
este caso especifico

a =0,00001, por ser un picnédmetro de vidrio borosilicato

D.1.2 indice de acidez

O A = 0.256 >!<VG>1< N %100 (Ec. 2)

Donde:
A: Acidez expresada como &cido palmitico, (%)

V : Volumen de la solucién de NaOH gastado en la valoracion de la muestra,
(mL)

N : Normalidad de la solucién de NaOH, (Eq/L)
G : Masa de la muestra de aceite, (Q)

256 : Peso molecular del &cido palmitico
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El indice de acidez (la) como acido palmitico se calcula por medio de la
siguiente formula:

la=(2,19) * (%A) (Ec. 3)

D.1.3. indice de saponificacién

56,1% V-V, =N
B G

VS (Ec. 4)

Donde:
VS : Valor de saponificacion

V;: Volumen de solucién de HCI gastado en la valoracion del ensayo en
blanco, (mL)

V,: Volumen de la solucion de HCI gastado en la valoracion de la muestra,
(mL)

N : Normalidad de la solucién de HCI, (Eg/L)
G : Masa de la muestra, ()

56,1: Peso molecular del KOH

D.1.4 Determinacidon del porcentaje de éster metilico en la muestra de
aceite (se empled la misma férmula para el caso del Biodiesel).

i i Area del éster metilico
Porcentaje del ester metilico = - + 100 (Ec. 5)
Area total .
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D.2 Caracterizacion del Biodiesel

D.2.1 Densidad por picnometria a 15°C
p =t (Ec. 6)

Donde:

p . Densidad de la muestra obtenida, (g/mL)
m : Masa de la muestra, (Q)

V : Volumen de la muestra, (mL)

D.2.2 Valor promedio de un rango de valores

X =41 (Ec. 7)
Donde:

X : Valor promedio del rango

X,: Valor puntual

n: Numero de valores dentro del rango

Utilizando la ecuacion (VII) se obtiene la densidad

D.2.3 Determinacion de la desviacion estandar para cada uno de los
resultados obtenidos
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Donde:

X : Valor promedio del rango

X, : Valor puntual

n: Namero de valores dentro del rango

S: Desviacion estandar

D.2.4 Rendimiento de la reaccion de transesterificacion

%R — (CantldaddeAudoLlnoblco(BlodleseI) j*lOO

CantidaddeAcidoLinoEico( Aceite)
D.2.5 Determinacién de la viscosidad cinematica

— Mdinamica * Fc (EC 10)

Heinematica = P
Donde:
Laromaiea - ViSCOsidad cinematica del biodiesel (mm?/s)
Hanamica - ViSCOsidad dinamica del biodiesel (Kg/m.s)
Puio - Densidad del biodiesel (Kg/m®)

Fc: Factor de correccion del viscosimetro (0,006 a 40°C)

(Ec.9)
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APENDICE E
ENCUESTA

Universidad de Carabobo
Facultad Experimental de Ciencia y Tecnologia ‘?

[|060S_LIEATAS CUITURA

(FACyT)
Facultad de Ingenieria FRACYT
Direccion de Postgrado é
FRCULTRD
DE
INGENIERIR
ENCUESTA

Con el fin de evaluar la cantidad y la disposicion del aceite vegetal que se
consume en los comercios ubicados en el sector el Palito, municipio Puerto
Cabello parroquia Juan José Flores, se procede a realizar la siguiente
encuesta.

Coloque una x en la seleccién o selecciones que considere:

1. ¢(Qué cantidad de dias a la semana elabora alimentos fritos?
2 ,3 4 ,5 ,6 , 7

2. ¢Qué tipo de alimentos elabora?
Empanadas___, Papitas fritas___, Arepas___, Pescados___otros

3. ¢Qué tipo de grasa utiliza?
Manteca vegetal , Aceite , La mezcla de las dos

4. ¢(Qué cantidad de grasa emplea diariamente?
L 2L , 5L ,10  ,15 , mas

5. ¢éCon que frecuencia afnade nuevamente grasa durante el proceso de fritura?
Una , Dos , Tres , Cuatro

6. ¢Donde dispone la grasa para desecharla?
La agrega por la cafieria___, la guarda en envases plastico y la desecha___, la
almacena ensucasa__ |, la desechaenelsuelo ,ladescartaenelrio .

7. ¢Cree Ud. Que la grasa que desecha cause algln impacto ambiental?
Si , No . Si la respuesta es Sl, diga cual

Gracias por su colaboracion
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APENDICE F
CALCULOS TiPICOS

F.1 CALCULO DE CANTIDAD DE REACTIVO NECESARIO PARA LA OBTENCION DE
BIODIESEL ViA CATALISIS ENZIMATICA

Calculo de los moles de Aceite Vegetal Usado:

Partiendo de 30mL de Aceite, cuya densidad es de 0,9415g/mL y tomando
en cuenta el peso molecular del acido graso de mayor proprocion en el
aceite; Acido Linoléico el cual es 278,43g/mol, se tiene que:

0,9415 gde Aceite) (1mol de Aceite
£

60mL de Aceit (
b A€ ACCTE* \ ™1 1L de Aceite 278,43g Aceite

) = 0,203 moles de Aceite

Caélculo de la cantidad de Metanol utilizado:
La densidad del Metanol es 0,7866g/mL y el peso molecular 32g/mol.

Tomando en cuenta la Relacion molar Aceite:Metanol 1:2, se tiene que:

_ 2moles de Metanol 32g Metanol
0,203moles de Aceite * ( : ) * ( )
1mol de Aceite

( 1mL de Metanol
E3
0,7866g Metanol

1mol de Metanol

) = 16,51mL de Metanol

Tomando en cuenta la Relacién molar Aceite:Metanol 1:1, se tiene que:

, 1moles de Metanol 32g Metanol
0,203moles de Aceite * ( : ) * ( )
1mol de Aceite

( 1mL de Metanol
E3
0,7866g Metanol

1mol de Metanol

) = 8,23mL de Metanol
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