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RENDIMIENTO Y CALIDAD DE ACEITE DE
SEMILLA DE Argemone pleiacantha
Greene PARA LA PRODUCCION DE

BIODIESEL

RESUMEN

El incremento en las concentraciones de
gases de efecto invernadero, los cambios
ambientales y las reservas limitadas de
combustibles fésiles han propiciado la
biusqueda de alternativas de energia
renovable, como el biodiesel. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial
Argemone pleiacantha Greene para la
produccion de biodiesel. Cuatro tratamientos
se probaron para incrementar la germinacién
de semillas de A. pleiacantha. Mayor indice de
germinacion y velocidad de germinacion
(p<0.05) se obtuvieron en el tratamiento de
temperatura 25/5 °C con fotoperiodos luz/osc
10/14 e inmersién en acido giberélico (1000
mgL-1). Ademas, un experimento se establecid
con base en un disefio factorial completo
2x2x2 y tres repeticiones para evaluar el
efecto de la relacion etanol/aceite (6:1y 6.5:1
mol:mol), tipo de catalizador (KOH y NaOH) y
concentracion de catalizador (0.5 y 0.75%)
sobre el rendimiento de biodiesel. El
tratamiento con KOH al 0.05% y una relacion
molar etanol/aceite de 6.5 produjo un
rendimiento de biodiesel significativamente
mayor. Enseguida la transesterificacion del
aceite asistida por ultrasonido para obtener los
parametros Optimos de reacciéon en funcion
del rendimiento en ésteres metilicos de &cidos
grasos fue evaluada. Finalmente, una
caracterizacion del biodiesel obtenido se llevo
a cabo. Un andlisis de superficie de respuesta
se realizé utilizando como factores amplitud
de onda (%), ciclos (%) y tiempo (min). El
mayor rendimiento de biodiesel se dio en un
tiempo de 8 min, a una amplitud de onda de
50 y un ciclo de 100% (99.77%). De acuerdo
a la caracterizacion del biodiesel, todas las
propiedades medidas estuvieron dentro de los
valores establecidos por las normas
europeas. A. pleiacantha es una especie con
potencial producir biodiesel.

Palabras clave: Bioenergia, zonas aridas,
energia renovable, transesterificacion,
ultrasonido.

YIELD AND QUALITY OF SEED OIL FROM
Argemone pleiacantha Greene FOR
BIODIESEL PRODUCTION

1Elena del Carmen Villarreal Ornelas
2Ricardo Trejo-Calzada

ABSTRACT

Increasing concentrations of greenhouse
gases, environmental changes and limited
fossil fuel supplies have led to the search for
alternative renewable energy sources, such as
biodiesel. The aim of this study was to
evaluate the potential of Argemone
pleiacantha Greene for biodiesel production.
Several treatments were tested to improve
seed germination of A. pleiacantha. The
highest germination index and germination
speed (p<0.05) were obtained with a
temperature of 25/5 °C, a 10/14
(light/darkness) photoperiod and immersion in
gibberellic acid (1000 mg LY. In addition, an
experiment under a 2x2x2 full factorial design
with three replications was established to
evaluate the effect of ethanol/oil ratio (6 and
6.5 mol mol?), catalyst (KOH and NaOH) and
catalyst concentration (0.5 and 0.75%) on the
yield of biodiesel. The best combination of
KOH (0.5 %) and a molar ethanol/oil ratio of
6.5 produced a significantly greater yield of
biodiesel. Then, ultrasonic assisted
transesterification reaction was performed to
evaluate the optimal reaction parameters as a
function of the fatty acids methyl ester yield.
Finally, a characterization of the obtained
biodiesel was carried out. A response surface
analysis was performed using wavelength (%),
cycles (%) and time (min) as factors. The
highest yield of biodiesel was obtained under
the following conditions: 8 minutes,
wavelength of 50 and a cycle of 100%
(99.77%). According to the characterization of
the biodiesel, all measured properties were
within the values established by European
Standards. A. pleiacantha has potential to
become a species for biodiesel production.

Keywords: Bioenergy, arid lands, renewable
energy, transesterification, ultrasound.

Tesista
Director
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El uso continuo de combustibles derivados del petréleo, en la actualidad es ya
ampliamente reconocido como “insostenible”, pues se agotan los suministros y
han ocasionado un gran impacto sobre el medio ambiente (Chisti, 2007). El
impacto de esta actividad esté relacionado principalmente a la produccién de

gases de efecto invernadero.

El incremento en las concentraciones de gases de efecto invernadero representa
un problema para la sociedad (IPCC, 2014, Lopez et al., 2015). Las evidencias
indican que los gases como el diéxido de carbono (COz), metano (CH4) y 6xido
nitroso (N20) (Reay, 2007), han contribuido al calentamiento global y la

contaminacion ambiental.

El Annual Greenhouse Gas Index (AGGI)) en 2015 fue de 1.37, lo que significa
gue el calentamiento global ha aumentado en un 37 % desde 1990. Los valores
actuales de los gases de efecto invernadero son: CO2 400 ppm; metano 1.84
ppm y N20 329 ppm. Se continua la acumulacion de gases de efecto invernadero
la temperatura global llegard a un aumento medio de 3° C y por supuesto el
cambio en la temperatura global provocard cambios en la frecuencia, cantidad y
distribucion de la lluvia, incrementos de evaporacion y sequia, derretimiento de

nieve, hielo marino y capas de hielo (IPCC, 2016).

Una de las alternativas para reducir la emision de gases de efecto invernadero
es la reduccion en el consumo de combustibles fésiles. Ello implica, entre otras
cosas, identificar especies vegetales que muestren potencial para producir

biocombustibles. Estas especies deben reunir caracteristicas que contribuyan a

14



la produccién de insumos para bioenergéticos sin poner en riesgo la seguridad y
soberania alimentaria del pais, como lo establece la Ley de Promocion y
Desarrollo de los Bioenergéticos (DOF, 2008) Una alternativa es producir
biocombustibles liquidos, como el biodiesel, que complementen el uso de

combustibles fosiles (Reveles-Saucedo et al, 2010).

El biodiesel consiste de ésteres metilicos producidos a partir de un aceite vegetal,
animal o aceites microbianos, de calidad similar al gasoleo, para su uso como
biocarburante (Vega, 2010). Al producirse Unicamente a partir de aceites
vegetales o grasas animales, se puede considerar que es renovable y
biodegradable (Dorado, 2001). Mas del 95% de biodiesel producido a partir de
materias primas proviene de aceites de semillas, y puede variar
considerablemente segun la ubicacion, el clima y la disponibilidad de las semillas
al extraer el aceite (Boulifi et al., 2010). En México, el potencial de produccién de
biodiesel es de los 50-100 millones de litros al afio, por lo que el gobierno federal
promueve la elaboracibn de biocombustibles sin descuidar la seguridad
alimentaria y el aprovechamiento eficiente de la materia prima derivada de las

actividades agricolas, forestales y pecuarias (DOF, 2008).

México es un pais muy diverso, donde es posible encontrar especies vegetales
endémicas e introducidas que pueden utilizarse en la produccién de
biocombustibles (Reveles-Saucedo et al., 2010). La diversidad vegetal de las
zonas aridas y semiaridas permite deducir que es factible encontrar especies
vegetales adaptadas a las condiciones ambientales de estas regiones y que
posean un alto potencial para la produccion de biocombustibles y en particular de
biodiesel. EI 56% del territorio corresponde a zonas muy aridas, aridas y
semiaridas que dominan el norte y algunas areas del centro del pais (UNAM,
1990)
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En la actualidad varias especies ruderales, arvenses, ornamentales y cultivadas
son subutilizadas debido al desconocimiento de los componentes quimicos de
sus organos (Reveles-Saucedo et al., 2010). Los aceites vegetales extraidos de
semillas son materias primas prometedoras para la produccion de Biodiesel, ya
gue son de origen renovable y pueden ser producidos a gran escala (Kaul et al.,
2010). Una de las especies arvenses es Argemone pleiacantha Greene, que
produce semillas que pueden utilizarse en la industria de los biocombustibles
pues representa una fuente importante de grasas vegetales (40%) vy
carbohidratos solubles que pueden ser utilizados en la produccion de biodiesel
(Reveles-Saucedo et al., 2010). Sin embargo, los estudios que se han realizado
hasta la fecha se han limitado a identificar la cantidad de aceite, pero hasta donde
se sabe no hay reportes sobre la calidad del éste para la produccion de biodiesel
y tampoco sobre las caracteristicas fisico-quimicas del biodiesel obtenido. Por lo
tanto, en este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de Argemone pleiacantha Greene como especie vegetal para

la produccién de biodiesel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar pruebas de germinacion de semilla de A. pleiacantha Greene con
tratamientos fisicos y hormonales.

- Realizar la caracterizacion fisico- quimica y determinacién de composicion
de los acidos grasos en aceite del aceite de las semillas de A. pleiacantha
Greene.

- Obtener biodiesel y evaluar rendimiento a partir del proceso de

transesterificacion convencional con dos catalizadores (KOH y NaOH).

16



Estudiar la reaccién de transesterificacion del biodiesel asistida por
ultrasonido trabajando a distintas frecuencias.

Encontrar parametros optimos de reaccion en funcién del rendimiento en

ésteres metilicos (FAME).

17



CAPITULO I

TRATAMIENTOS FISICOS Y HORMONALES EN SEMILLAS DE Argemone
pleiacantha Greene PARA PROMOVER GERMINACION

RESUMEN

Argemone pleiacantha Greene es conocida como “chicalote” y produce semillas
gue pueden utilizarse en la industria de los biocombustibles por su relativamente
gran contenido de grasas vegetales (40%) y carbohidratos solubles que pueden
ser utilizados en la produccién de biodiesel. Esta es una especie arvense que
muchos agricultores consideran una maleza. Las semillas se pueden colectar en
poblaciones silvestres y eventualmente podria cultivarse. Sin embargo, las
semillas no germinan uniformemente. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de temperaturas y fotoperiodo variables y aplicacion de &cido giberélico
sobre el indice de germinacion (IG) y velocidad de germinaciéon (M) de las
semillas de A. pleiacantha por efecto de los tratamientos (T's); temperaturay luz
ambiente e inmersion en agua destilada (T1), temperatura 25°C e inmersion en
(AG) 1000 mgL* (T2), temperatura 25/5 °C y horas luz/osc 10/14 e inmersién en
acido giberélico (AG) 1000 mgLt (T3), temperatura 25°C e inmersiéon en (AG)
1000 mgL? (T2), temperatura ambiente (AG) 1000 mgL™* (T4), también se
hicieron analisis de correlacion y regresion lineal simple para saber si el nimero
de frutos en la planta depende de su altura de ésta. Los mayores IG y M de
germinacion (p<0.05) fueron inducidos por el tratamiento de temperatura 25/5 °C
con fotoperiodos luz/osc 10/14 e inmersibn en &cido giberélico (AG) a
concentracion de 1000 mgL}(T3). El andlisis de regresién al considerar tamafio
de planta y nimero de frutos indica que su relacion lineal no es significativa (R?
=0.028).

Palabras clave: germinacién, &cido giberélico, temperatura, fotoperiodo,
chicalote.

Tesis de Maestria en Ciencias

Recursos Naturales y Medio Ambiente de Zonas Aridas, Universidad Auténoma
Chapingo- URUZA

Autor: Elena del Carmen Villarreal Ornelas

Director de Tesis: Ph. D. Ricardo Trejo Calzada
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ABSTRACT

PHYSICAL AND HORMONAL TREATMENTS IN SEEDS OF Argemone
pleiacantha Greene TO PROMOTE GERMINATION

Argemone pleiacantha Greene is known as southwestern pricklypoppy and
produces seeds that can be used in the biofuels industry because of its high
content of vegetable fats (40%) and soluble carbohydrates that can be used in
biodiesel production. This species is considered as weed by many growers. Its
seeds can be collected from wild populations and could be sown. However the
seeds do not consistently germinate. The objective of this study was to evaluate
the germination index (Gl) and germination rate (M) of A. pleiacantha greene
seeds. Then, the following treatments (T's) were applied, room temperature and
light and inmersion in 1000 mgL™* (T1): temperature 25 ° C immersion in 1000 mg
Lt (GA) (T2), temperature 25/5 ° C photoperiod 10/14 (ligh/darkness) and
immersion in gibberellic acid (GA) 1000 mg L* (T3), room temperature and
immersion in 1000 mg L? (GA). As well as a simple linear regression and
correlation analysis to know if the number of fruits in the plant depends it’s height.
The higher IG and M (p <0.05) were obtained in the seeds under the treatment of
an oscillation of temperature 25/5 °C with a photoperiod 10/14 and immersion in
giberellic acid (GA) at concentration of 1000 mg L. The regression analysis
suggests that between plant size and fruit number was a no significant relationship
(R?=0.028).

Key words: germination, gibberellic acid, temperature, photoperiod,
pricklypoppy.
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INTRODUCCION

La produccion de bioenergia en las zonas aridas es muy promisoria. Los
requerimientos de energia de una poblacion humana en expansion que vive en
las zonas aridas muy probablemente se incrementaran. Asi, gran biodiversidad
especial en las zonas aridas posibilita que recursos locales desconocidos se
conviertan en una alternativa. En virtud de que la mayoria de la gente que vive
en las zonas aridas se encuentra en comunidades pequefias y dispersas, la
prioridad que se den a otros recursos localmente adaptados y a métodos
tecnoldgicos para su uso es un aspecto importante (Cardoso et al., 2013). De esa
manera, la produccion y uso de bioenergia son opciones econdmicas,
tecnologicas y ambientales. Con estos criterios las zonas aridas pueden tener
otra forma de rentabilidad para la poblacion rural en estas zonas que habitan.

Muchas plantas de zonas aridas y semiaridas son empleadas como fuente de
energia en la forma de biomasa. Sin embargo, algunas especies de zonas aridas
y semidridas tienen potencial para convertirse en fuente de bioenergia (Hoffmann
y Lippinsky, 1983; Wagutu et al., 2009). Las adaptaciones estructurales y
funcionales que poseen algunas de esas especies les permiten crecer en los
ambientes inhdspitos presentes en las zonas aridas. Sin embargo, esas
adaptaciones y la inherente escasa disponibilidad de algunos otros recursos
clave provocan una productividad reducida. Por lo tanto, se requieren nuevos
enfoques en el manejo y uso de los recursos naturales para asegurar

productividad y sostenibilidad (Castellanos y Esqueda, 2013).

En la actualidad varias especies ruderales, arvenses, ornamentales y cultivadas
son subutilizadas debido al desconocimiento de los componentes quimicos de
sus 6rganos (Reveles-Saucedo et al., 2010). Por ejemplo, los aceites vegetales

extraidos de semillas son materias primas prometedoras para la produccion de
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biodiesel ya que son de origen renovable y pueden ser producidos a gran escala
(Kaul et al., 2010).

El género Argemone L. (Papaveraceae) que se produce principalmente en zonas
calidas y secas de América con su centro de distribucidon en el suroeste de
Estados Unidos de América (EUA) y el norte de México. El género comprende
hierbas anuales y perennes, caulescentes, glaucos, con raices de tipo transitorias
o persistentes. Consiste de 30 especies; todas con tallos, hojas y capsulas
espinosas (Schwarzbach & Kadereit, 1999). Dentro de las especies de la familia
Papaveraceae y del género Argemone se encuentra A. pleiacantha, conocida
como “chicalote”. Es una especie nativa de América del Norte, ampliamente
distribuida desde el sur de EUA Hasta el centro de México (Martinez, 1996). La
planta de esta especie es una hierba anual, de entre 0.2-1 metro de altura, con
tallos rectos de un color verde-azulado y con espinas amarillas rigidas. Las flores
son de color blanco cremoso, ubicadas en los extremos de las ramas y tienen un
diametro de 3-6 cm. Sus semillas son esféricas, con un diametro de 1,5 a 2,5
mm, y de color marrén oscuro (Cervantes et al. 2010).

Ademas de ser maleza competitiva en la agricultura, las especies de Argemone
son toéxicas; si sus semillas son consumidas por confusion por ejemplo con las
semillas de la mostaza, pueden provocar alguna enfermedad e incluso la muerte
(Das y Khanna, 1997). Por otra parte, algunas especies de Argemone producen
semillas que pueden utilizarse en la industria de los biocombustibles pues
representan una fuente importante de grasas vegetales (40%) y carbohidratos
solubles que pueden ser materia prima para la produccion de biodiesel (Reveles-
Saucedo et al., 2010).
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La semilla de A. pleiacantha puede colectarse en poblaciones silvestres, pero
podria incrementarse su produccién si fuese domesticada y cultivada. Sin
embargo, estudios sobre la biologia de estas especies que provean conocimiento
sobre el manejo adecuado de las mismas son escasos. Particularmente, las
semillas de algunas especies de Argemone (A. ochroleuca y A. mexicana)
presentan dormancia, refiriéndose a éste término como un periodo en el ciclo
bioldgico de un organismo en el que el crecimiento, desarrollo y actividad fisica
se suspenden temporalmente (Gonzélez et al. 2009). Entonces de tal manera
solamente una parte de las semillas producidas en un afio germinaran en un
tiempo particular (Karlsson et al. 2003). Es probable que A. pleiacantha tenga un

comportamiento similar pero no hay estudios al respecto.

Con base en lo expuesto, el objetivo principal de este capitulo fue evaluar el
indice y velocidad de germinacién en semillas de “chicalote” Argemone
pleiacantha Greene por efecto de cuatro tratamientos con base en

combinaciones de temperatura, fotoperiodo y regulador del crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de semilla

Figura 1. Planta y semillas de Argemone pleiacantha Greene.
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Las semillas fueron colectadas en el mes de mayo del 2015 en el ejido San Isidro
ubicado en carretera Bermejillo-Mapimi con coordenadas 25° 51'23.5” N y
103°45’56.7”. Un muestreo aleatorio de 30 plantas en competencia completa fue
realizado. En ellas se midieron altura, nimero de flores y numero de frutos. La
colecta consisti6 en cortar la planta completa para posteriormente cortar las
capsulas. La mayoria de las capsulas fueron dehiscentes de tal manera que fue
posible distinguir y extraer facilmente las semillas. En el laboratorio de suelo-
agua- planta de la UACh- URUZA, las semillas fueron extraidas de las capsulas
y almacenadas en bolsas de plastico herméticas en las condiciones normales del
laboratorio.

Desinfeccion y siembra de las semillas

Las semillas que se utilizaron fueron desinfectadas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 70% durante 15 minutos, se enjuagaron con agua destilada
y se colocaron en condiciones asépticas. Después, las semillas se trataron con
etanol al 70% durante 10 minutos y posteriormente con una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% durante 15 minutos en agitacion constante. Por ultimo,
las semillas se lavaron con agua destilada y se dejaron en la camara de flujo

laminar.

Antes de instalar este experimento final, algunos trabajos se realizaron, esto con
el fin de definir las mejores condiciones de AG y temperatura y para inducir indice
y velocidad de germinacion mayores. En el primer trabajo solo se midi6 el indice
de germinacién con base a la adiciéon de 3 concentraciones de AG: 750 mg L1,
1000 mg L y 1250 mg L a temperatura ambiente. En el segundo trabajo se
utilizaron las mismas concentraciones de AG, a diferentes temperaturas; -2 °C,

35°C y temperatura ambiente.
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En el experimento final, los tratamientos a que se sometieron las semillas de

Argemone pleiacantha se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos con base en niveles de acido giberélico (AG), temperatura y luz a que
fueron sometidas semillas de A. pleicantha Greene.

TRATAMIENTO AG (mgL™) TEMP LUz
1 0 Ambiente ambiente
2 1000 25 oscuridad
3 1000 25/5 10 luz/14 osc
4 1000 ambiente Ambiente

La siembra se realiz6 en condiciones asépticas, en una camara de flujo laminar.
Las semillas fueron depositadas en cajas Petri con 20 ml de medio de cultivo
agar- agar. Las cajas Petri fueron etiquetadas, se selladas con parafilm y
colocadas en las condiciones que se muestran en el cuadro 1 para cada
tratamiento establecido. En el caso de los tratamientos con AG, éste se prepar6

junto con el agar-agar.

Disefio del experimento

El experimento fue establecido con base en un disefio completamente al azar con
cuatro repeticiones. Cada unidad experimental consistié en una caja Petri con 30
semillas. Las unidades experimentales se mantuvieron en las condiciones ya
mencionadas para determinar el indice de germinacion (IG), definido como la
medida del tiempo de germinacion en relacion con la capacidad germinativa, y la
velocidad de germinacién (M), definida como la relacién del numero de semillas
germinadas con el tiempo de germinacion. Esas variables se calcularon de
acuerdo con Gonzélez- Zertuche y Orozco- Segovia (1996) mediante las

ecuaciones:
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Ec. (1)

Donde IG= indice de germinacion; ni= numero de semillas germinadas en el dia
i, ti= nimero de dias después de la siembra; N= total de semillas sembradas; t=
tiempo de germinacion desde la siembra hasta la germinacion de la dltima

semilla.

El indice y velocidad de germinacion fueron sometidos a andlisis de varianza. El
registro se realizé cada 24 horas. El conteo de semillas germinadas se hizo a las
09:00 horas y se considerd que una semilla habia germinado cuando la radicula
salia de la testa y comenzaba a crecer (Figura 2). Ademas, un analisis regresion
se llevo a cabo al considerar los datos obtenidos de altura de planta y nimero

de frutos.

Figura 2. A) Radicula de A. pleiacantha Greene al emerger de la semilla B) Semillas con
radicula en crecimiento en medio de cultivo
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RESULTADOS Y DISCUSION

indice y velocidad de germinacion

En la figura 3, que corresponde al primer experimento realizado, se puede
observar que a la concentracion de 1250 mgL! se asocia a mayor germinacion

de semillas.

Semillas de Argemone pleicantha
germinadas

- - )
[e=] w [e=]

Semillas germinadas
(8]

(=]

750 mgL-1 1000 mgL-1 1250 mgL-1
Concentraciénde AG

Figura 3. Germinacion en semillas de A. pleiacantha Greene sometidas a tres concentraciones
de acido giberélico (AG); 750 mgL-1, 1000 mgL!y 1250 mgL™1, a temperatura ambiente (29°C).

En el segundo experimento, la mayor germinacién de semillas corresponde a
cuando fueron sometidas a la adicion de AG y temperatura. En la Figura 3 se
muestra, que a una temperatura ambiente (29°C) se obtuvo una mayor
germinacion en las tres distintas concentraciones de AG. La conclusion es que a
1000 mgLty 1250 mgL™* no hubo tanta diferencia en la germinacién, por lo que
se opt6 por usar la concentracion de 1000 mgLt en el experimento final. Esta
cantidad es la media de las otras dos concentraciones y, ademas indujo buenos

resultados.
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Semillas de Argemone pleicantha
germinadas
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Figura 4. Germinacién en semillas de A. pleiacantha Greene sometidas a tres concentraciones
de acido giberélico (AG); 750 mgL-1, 1000 mgL1y 1250 mgL™1, a temperatura de -2°C,
temperatura ambiente (29°C) y 35 °C.

Con base en los datos del indice de germinacién de semillas se realizé un analisis
de varianza (Figura 5). El resultado del indice de germinacién indicé que hubo
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05). El mayor indice de
germinacion corresponde al T3 (con una media de 25.88). Para los tratamientos
4y 2, el indice de germinaciéon fue similar estadisticamente (18.89 y 19.40
respectivamente). El tratamiento 1 que funcioné como testigo fue el que produjo

el menor indice de geminacién (11.08).
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Diferencia de medias para indice de germinacién
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Figura 5. indice de germinacion en semillas de A. pleiacantha Greene sometidas a cuatro
tratamientos pre germinativos: T1 es inmersion en agua destilada a 25°C, T2 es inmersion en
AG (1000 mgL?) a 25°C, T3 es inmersion en AG (1000 mgL-?t) a 25/5°C en horas luz/osc
(10/14) y T4 es inmersion en AG (1000 mgL™1) a temperatura ambiente. Letras iguales son
estadisticamente no diferentes(Tukey, p<0.05).

El indice de germinacién tan pequefio asociado al tratamiento 1 probablemente
obedece a que no se le adicion6 AG para ayudar a su pre germinacion. Esta
apreciacion se basa en el hecho de que las giberelinas cumplen un papel
fisiol6égico importante en el desarrollo de las semillas, el desarrollo de la floracion,
el crecimiento del tubo polinico y la elongacién de brotes y tallos (lkeda et al.,
2001). Petruzzelly et al., (2003) asocian la acumulacion de 3-1,3-gluconasa con
el AG, pues reblandece la testa durante la germinacion. Los efectos fisiologicos
de las giberelinas tanto enddgenas como exdgenas en el rompimiento de la
latencia de semillas han sido reconocidos en diversas especies de plantas; la
aplicacion de giberelinas, por ejemplo, cominmente reemplaza la necesidad de
estimulo ambiental especifico como es la temperatura o la luz dando como
resultado incrementos en los porcentajes de germinacion y disminucion de

tiempo de germinacion (Garcia-Martinez & Gil, 2002).
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Los resultados de este trabajo coinciden con los encontrados por Karlsson et al.
(2003) quienes trabajaron con A. ochroleuca y A.mexicana y encontraron que las
maximas tasas de germinacion ocurrieron por efecto de los tratamientos que

involucraron AG a concentraciones de 1000 mg L.

La maxima velocidad de germinacion se obtuvo en las semillas que fueron
tratadas con una temperatura de 25/5 °C e inmersion en AG 1000 mg L (T3).
Las diferencias entre los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
(p=<0.05), aunque el Unico tratamiento que se distinguid de los demas fue el
tratamiento antes mencionado (Figura 6). Karlsson et al. (2003) encontraron que
las semillas de A. ochroleuca y A. mexicana tuvieron una mejor germinacion
cuando fueron sometidas a una combinacion de temperaturas minimas. En éste
estudio, el tratamiento con una combinacién de temperaturas diurnas y nocturnas
de 25/5 °C favorecido las velocidades de germinacion, pues sus efecto

corresponden a los valores mayores.

Diferencia de medias para velocidad de germinacion

0,5 d

b bc
| .
N ]

Tratamientos

Velocidad de germinacion (s/d)

ET1l mT2 HT3 WMT4

Figura 6. Velocidad de germinacién que corresponde a las semillas germinadas por dia de A.
pleiacantha Greene asociada a cuatro tratamientos pre-germinativos: T1 es inmersién en agua
destilada a 25°C, T2 es inmersion en AG (1000 mgL1) a 25°C, T3 es inmersiéon en AG (1000
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mgL1) a 25/5°C en horas luz/osc (10/14) y T4 es inmersién en AG (1000 mgL-') a temperatura
ambiente. Letras iguales son estadisticamente no diferentes (Tukey, p<0.05).

Rapidez y uniformidad de germinacion

En el presente trabajo los tratamientos que indijeron mayor rapidez y uniformidad
de germinacién fueron, en orden decreciente, el tratamiento 3 (T3) de inmersion
en AG (1000 mgL™t) a 25/5°C en horas luz/osc (10/14), el tratamiento 2 (T2) de
inmersion en AG (1000 mgL™t) a 25°C, el tratamiento 4 (T4) de inmersién en
AG (1000 mgL™?) a temperatura ambiente y, por ultimo, el testigo (T1). Las
variables dias acumulados e indice de germinacién se ajustaron por tratamiento,

a modelos de regresion tipo cuadratico (Figura 7).

En general, las semillas de A. pleicanatha Greene alcanzaron el 50% de
germinacion después de 30 dias de aplicados los tratamientos. Las semillas
inmersas en AG (1000 mgLt) a 25/5°C en horas luz/osc (10/14) fueron las que
mostraron mayor rapidez de germinacion: a los 11 dias habian ya germinado las
primeras semillas (Figura 7). Lo anterior demuestra que las semillas requieren de
temperatura 6ptima a la cual germinan mejor y con mayor rapidez. Hernandez
(1990) determiné que las semillas requieren luz para germinar y que la respuesta
esta controlada por el fitocromo. La iluminacion parece promover el aumento de
la concentracion de sustancias promotoras de la germinacién (Arteca, 1996). La
adicién de AG promovié una mayor y mas rapida germinacion de las semillas.
Cabe aclarar que a las semillas que no se les dio tratamiento con AG mostraron
menor uniformidad ya que su germinacion inicié hasta los 21 dias después de la
siembra y se extendio hasta los 59 dias, pero estuvieron expuestas alaluzy a
una temperatura ambiente (T1 en la Figura 7). Los resultados indican que en A.
pleiacantha Greene, la dormancia puede ser removida en forma mas rapida y

efectiva que en A. ochroleuca y A. mexicana en las cuales la germinacién inicio
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hasta después de transcurridas 9 semanas aun cuando se consideraron

tratamientos con acido giberélico (Karlsson et al., 2003).

Porcentaje de germinacién de semillas de A.

pleiacantha

100 eT1 T2 AT3 XT4 y = 0,0214x? + 0,4016x

R2 =0,9675

A y = 0,0218x%2 - 0,1645x

R?=0,9923

y =0,017x? - 0,0363x
R? = 0,994

germinacion (%)
wv
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y = 0,0087x2 + 0,0149x
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Figura 7. Curvas de porcentaje de germinacion de semillas de A. pleiacantha Greene sometidas
a cuatro tratamientos pre germinativos: T1 es inmersién en agua destilada a 25°C, T2 es
inmersion en AG (1000 mgL) a 25°C, T3 es inmersién en AG (1000 mgL-t) a 25/5°C en horas
luz/osc (10/14) y T4 es inmersién en AG (1000 mgL1) a temperatura ambiente.

Relacion entre tamafio de plantas y namero de frutos

El analisis de regresion realizado sobre los datos de tamafio de planta y numero
de frutos indica que no hubo una relacion significativa entre estas dos variables
(R?=0.028). En la Figura 2 se puede observar un diagrama de dispersion de los

datos.

31



180

150

120

90

Frutos

60

30

0

Diagrama de dispersién

Oo

140 160
Altura (cm)

100 120

180 200

Figura 8. Diagrama de dispersion de altura de planta y nimero de frutos en un muestreo
aleatorio de 30 plantas de A. pleiacantha Greene en competencia completa.

La dispersion de los datos no permite identificar una relacion lineal significativa

entre tamafio de planta y nimero de frutos Esta caracteristica puede ser muy

importante para posibles programas de seleccion y mejoramiento genético con

ésta especie.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y en las condiciones en que se realiz6 el

estudio, las conclusiones son las siguientes:

El &cido giberélico en concentraciones de 1000 mgL! estimula sustancialmente
la germinacion de semillas de A. pleiacantha.

La induccién de niveles adecuados de factores fisicos como temperatura y
fotoperiodo en conjunto con fitohormonas como el AG aceleran el proceso de

germinacion.

La germinacion de A. pleiacantha esta relacionada con niveles de giberelinas y

condiciones de factores fisicos como temperatura y luz.

La especie mostro A. pleiacantha Greene una gran dispersion en funcion de las

variables tamafio de planta y nimero de frutos.
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CAPITULO Il

RESUMEN

EVALUACION DEL ACEITE DE SEMILLAS DE Argemone pleiacantha
Greene COMO MATERIA PRIMA PARA PRODUCCION DE BIODIESEL

La conversion de aceites de origen vegetal a biodiesel (BD) a través de la
transesterificacion genera combustibles capaces de sustituir al diésel y producen
gases menos toxicos en el medio ambiente. La necesidad de sustituir los
combustibles fésiles ha llevado a explorar nuevas fuentes de materia prima para
producir biocombustibles. En este trabajo se llevo a cabo la caracterizacion fisico-
qguimica del aceite de semilla de Argemone pleiacantha Greene. Aceite de las
semillas fue extraido mediante maceracion y el método Soxhlet. La viscosidad
cinemaética, densidad, indice saponificacion, indice de perédxidos, indice de acidez
y perfil de acidos grasos del aceite de semillas de A. pleiacantha fueron
determinados en base a las normas oficiales mexicanas. Con base en el indice
de acidez se realizé la conversion a biodiesel. Para definir las mejores
condiciones para la obtencién de biodiesel se establecié un experimento con
disefio de factorial completo 2x2x2 y tres repeticiones. Los factores de variacion
fueron la relacion etanol/aceite (6:1 y 6:5 mol:mol), tipo de catalizador (KOH y
NaOH) y concentracion de catalizador (0.5 y 0.75%), mientras que la variable
dependiente fue el rendimiento de biodiesel. El rendimiento del aceite en las
semillas fue en promedio de 39.8%. Los indices de saponificacion y peréxido, asi
como la densidad y viscosidad del aceite se encuentran dentro de los valores
emitidos por las normas internacionales. El indice medio de la acidez presente
en el aceite es de 34.09%. Los tres factores variables (catalizadores KOH vy
NaOH, concentracién y relacidbn molar etanol/aceite) utilizados en el experimento
tuvieron efectos importantes en el rendimiento de biodiesel y hubo una
interaccion significativa entre estas variables (p<0.05). En el analisis de varianza
realizado arrojé que el tratamiento con catalizador KOH al 0.05% y una relacion
molar etanol/aceite de 6.5 produjo un rendimiento de biodiesel significativamente
mayor 73.10% (p<0.05).

Palabras clave: bioenergia, Argemone pleiacantha, biodiesel, caracterizacion.
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ABSTRACT

SEED OIL ASSESSMENT OF Argemone pleiacantha Greene AS A
PRIMARY MATERIAL FOR BIODIESEL PRODUCTION

Converting vegetable oils to biodiesel (BD) through transesterification generates
fuels capable of replacing diesel. They generate lower contaminants because
they produce less toxic gases. The need for substitution of the fossil fuels has
motivated the search for new raw materials for biofuels production. In this work,
the physical-chemical characterization of the seed oil of Argemone pleiacantha
Greene was carried out. The oil was obtained by means of maceration and the
soxhlet method. Cinematic viscosity, density, saponification index, peroxide
index, acid index and fatty acid profile of the A. pleiacantha seeds oil were
determined. Based on the acidity index, conversion to biodiesel was performed.
An experiment under a complete factorial design 2x2x2 with three replications
was set up to identify the better conditions for biodiesel production. The variable
factors were ethanol/oil ratio (6 and 6.5 mol mol?), catalyst (KOH and NaOH) and
catalyst concentration (0.5 and 0.75%), while the dependent variable was oil yield.
The oil yield of the seeds was on average 39.8%. The saponification and peroxide
indices as well as the density and viscosity of the oil are within the values emitted
by international standards. The average acidity index in the oil is 34.09%. The
three variable factors (KOH and NaOH catalysts, concentration and ethanol / oil
molar ratio) used in the experiment had significant effects on biodiesel yield and
there was a significant interaction between these variables (p <0.05). In the
analysis of variance, it was found that the treatment with 0.05% KOH catalyst and
an ethanol / oil molar ratio of 6.5 resulted in a significantly higher biodiesel yield
of 73.10% (p <0.05).

Key words: Argemone pleiacantha oil, biodiesel, caracterization.
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INTRODUCCION

La necesidad de reducir las emisiones de CO2 con el fin de limitar el
calentamiento global y el agotamiento de las reservas de combustibles fésiles se
ha convertido en prioridad para la investigacion sobre fuentes alternativas de
energia. Entre estas alternativas se encuentran los biocombustibles para motores
de combustion interna. Durante los ultimos afios, la investigacion sobre
biocombustibles se ha dirigido principalmente a explorar combustibles a partir de
aceites de plantas: es decir, ésteres metilicos de acidos grasos de aceites de

semillas (Pinzi et al., 2009).

Los aceites de semillas constituyen el 70% de la produccion mundial de aceites
y son una alternativa que da respuesta al agotamiento de los combustibles fosiles
y a los efectos contaminantes del medio ambiente (Lafarge et al., 2012). La
relativa sencillez y versatilidad de los procesos fisicos (fraccionamiento) o
quimicos (hidrogenacion o transesterificacion), usados por separado 0 en
combinacion permiten modificar las propiedades de los aceites vegetales para
hacerlos particularmente indicados para ser transformados en biodiesel (BD)
(Fernandez et al., 2010).

Al convertir aceites de origen vegetal a BD a través de un proceso quimico
llamado transesterificacion, se obtienen combustibles capaces de sustituir el
diésel (Ejilah et al., 2010). La transesterificacion implica una reaccién entre un
mol de triglicéridos y tres moles de alcohol de cadena corta, siendo el metanol el
mas usado (Bastante et al, 2015). Los aceites grasos comestibles derivados de
colza, soja, palma, coco y girasol, entre otros, han sido utilizados ampliamente
como materia prima para producir biodiesel de primera generacion (Bergsma et
al., 2006). Sin embargo, la produccién de BD a partir de aceites comestibles es
controversial, pues algunas organizaciones no gubernamentales y movimientos

sociales (por ejemplo La Coalicibn Mundial de Bosques) sefialan que la
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fabricacion de biocombustibles a partir de materias primas comestibles es la

causa principal del aumento en los precios de los alimentos (Pinzi et al., 2009).

Por otro lado, algunos cultivos oleaginosos no compiten con los alimentos, por
ejemplo Ricinus communis, Jatropha curcas, Pongamia pinnata entre otros
aceites de cultivos no comestibles, los cuales son llamados productores de BD

de segunda generacion (Moser & Vaughn, 2010).

En éste contexto, Argemone spp. es un género de plantas no comestibles que
han sido consideradas como malezas y no compite con cultivos convencionales.
A pesar de que éste género no ha sido ampliamente estudiado, el aceite obtenido
a partir de sus semillas presenta un gran contenido de acidos grasos insaturados
(Reveles-Saucedo et al., 2010, Fletcher et al., 1993). Es importante mencionar
que el grado de saturacion de los aceites es un pardmetro importante relacionado
con las propiedades del BD producido, cuanto mayor es el grado de insaturacion
de los ésteres de acidos grasos, menor sera la viscosidad del BD lo cual es una
caracteristica clave para permitir el uso de BD como combustible en motores
diésel (Moser, 2009). A pesar de que el contenido de aceite de semillas de A.
pleiacantha es relativamente grande, no hay estudios sobre que revelen las
caracteristicas del aceite y su factibilidad para emplearse en la produccion de

biodiesel.

Los objetivos principales de éste estudio fueron realizar la caracterizacion fisico-
guimica del aceite obtenido de semillas de Argemone pleiacantha Greene paray
definir la factibilidad de la transesterificacion con dos catalizadores distintos para

obtener el mayor rendimiento de BD.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se llevo cabo en los laboratorios Agua-Suelo-Planta y de Biotecnologia
de la Universidad Autébnoma Chapingo — URUZA. Las semillas de plantas de
chicalote se recolectaron en el ejido San Isidro, n coordenadas 25° 51'23.5” Ny
103°45’56.7”. Para la obtencion de semillas se extrajeron plantas completas. Las
plantas se colocaron sobre plastico para que se secaran y el fruto terminara de
expulsar todas las semillas para posteriormente recolectarlas y guardarlas en

bolsas de plastico.

Figura 9. Colecta de semilla de Argemone pleiacantha Greene en
una poblacién vegetal natural.
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Anédlisis del aceite

Porcentaje de aceite y humedad en la semilla de A. pleiacantha
greene

Antes de conocer la cantidad de aceite en las semillas se determiné el porcentaje
de humedad. Esto se realiz6 sometiendo las semillas a un secado en estufa a
105°C durante 4 horas. La cantidad de aceite en la semilla se determiné por el
método soxhlet. Las semillas fueron prensadas mediante un mortero para
favorecer la exposicion de los triglicéridos que contienen y facilitar asi la
extraccion quimica del aceite. Dicha extraccion se realizo siguiendo el método de

extraccidn solido-liquido utilizando hexano como disolvente.

El proceso se basa en lavados sucesivos del solvente con las semillas
previamente prensadas y colocadas en un cartucho poroso. En el proceso se
involucran una plancha caliente y un matraz balon, asi como un sifén Soxhlet que
consta de un brazo de alimentacién del vapor y de un brazo de recuperacién del

solvente- hexano y, también, un condensador.

En primer lugar se llevd a cabo un pre-prensado con un molino industrial
Thermoscientific modelo 3383-L20. La obtencién del aceite se realizé con base
en la norma oficial mexicana con algunas modificaciones (NMX-F-089-S-1978).
Las modificaciones realizadas fueron varias, principalmente el solvente. En éste
estudio se utilizd hexano para realizar la extraccion del aceite, aparte de ser un
solvente mas barato, es el mas utilizado para la extraccion de aceites crudos por
su buena respuesta en rendimientos. La cantidad de muestra también fue
modificada. La norma establece 2.0 g. Para el estudio se utilizaron 10.0 g con el

fin simplemente de acelerar la extraccion.
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Luego de terminar el proceso de extraccion se procedié a separar la mezcla
aceite-solvente por destilacion utilizando el equipo extractor como destilador.
Después, la mezcla se enfrio y peso; luego se registrd el valor obtenido como
Whs.

La cantidad de aceite contenido en la muestra se estimé por medio de la siguiente

expresion:

Wbf — Whbi

% ac =
Wm

Ec. (2)
Donde:
% ac= porcentaje de aceite en la semilla.
Whi= peso de matraz vacio (peso inicial).
Whi= peso de matraz con aceite (peso final).

Wm= peso de muestra de semillas.

Perfil de &cidos grasos por cromatografia de gases

El método esta basado en la separacion y determinacion de los ésteres metilicos
de los acidos grasos y es aplicable a aceites y grasas, tanto vegetales como
animales, con cantidades de &cidos grasos de 12 a 24 atomos de carbono. Los
acidos grasos mas abundantes en el biodiésel son: acido palmitico (C18:0), acido
oléico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido linolenico (C18:3), acido decandico
(C10:0) y 4cido dodecandico (C12:0). La muestra fue saponificada con metdxido
de sodio y esterificada con trifloruro de boro. Posteriormente, la muestra fue
inyectada en un cromatégrafo de gases con detector de ionizacion de flama
adaptado con una columna SP-2560 de 120 m. La identificacion se llevo a cabo
por medio de una mezcla estandar de FAME (Fatty Acid Methyl Esters, por sus

siglas en inglés).
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Viscosidad cinemética y densidad

La viscosidad cinematica se define como la resistencia ejercida por los fluidos al
ser deformados cuando se le aplica un esfuerzo cortante. La viscosidad
cinematica se determiné utilizando un viscosimetro calibrado de acuerdo con la
norma EN I1SO 3104 (Canakci & Sanli, 2008).

Un viscosimetro capilar de vidrio Cannon-Fenske Proton de rutina para liquidos
transparentes de 200 mL fue usado para cargar la muestra de aceite y sumergido
en un bafio termostatizado a 40°C hasta alcanzar el equilibrio térmico. Con ayuda
de un embolo se succiona la muestra por la rama mas estrecha del viscosimetro
hasta que quede por encima de la marca de cronometraje y se mide el tiempo
gue tarda en fluir libremente entre las dos marcas del menisco. Esta medida se
realizé tres veces para tener una media aritmética y una desviacion estandar

pequefia.

La densidad se define como la masa por unidad de volumen que ocupa una
sustancia, a una temperatura dada y expresada en kg/m3. El protocolo para
determinar la densidad del aceite se llevé a cabo siguiendo la norma ISO 3675,
que describe el método del arebmetro de vidrio a 15°C.

Esta propiedad depende indirectamente de la temperatura. A mayor temperatura,
menor densidad. Ademas, la densidad aumenta con el contenido en acidos

grasos insaturados y disminuye con el peso molecular (Canakci et al., 2008).

El aceite de A.pleiacantha se colocé en una probeta de 100 mL que se introdujo
en un bafo termostatizado a 15°C y se aguard6 hasta asegurar que la muestra
habia alcanzado los 15°C, momento en que se coloco el areémetro en el interior
de la probeta en equilibrio y se anoto la lectura indicada en el punto de la escala
hasta el cual se eleva la muestra a un nivel debajo del menisco. El arebmetro
empleado fue de la marca Proton cuyo campo de medida se situaba entre 0.800-
0.900 g/mL a 15°C vy el error de medida era menor a 0.001 g/mL.
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indice de Acidez

El indice de acidez fue determinado con el procedimiento establecido en la norma
UNE EN 14104. En primer lugar se definié un tamafio de muestra de aceite, el
cual para este estudio fue de 7.05g * 0.05. La cantidad designada de muestra
se disolvié en 100 mL de alcohol etilico al 96%. Después, la muestra fue titulada
con solucién estandar de KOH 1 N. Fenolftaleina al 1% en etanol 96% fue usada

como indicador del punto final de la titulacion.

El porcentaje de acidos grasos libres, expresados como acido oleico se calculd

con la siguiente expresion:

VEOH+N+56.1
Pm

indice de acidez =
Ec. (3)

Donde:

Vkon=Volumen en mL de solucién de KOH gastado en la titulacion.
N= Normalidad de la soluciéon de KOH.

Pm= peso de muestra

Las cantidades de muestra y reactivos utilizados fueron de acuerdo al tamafio de

muestra (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Cantidad de material empleado en las pruebas de indice de acidez en aceite de
semillas de A. pleiacantha Greene.

% de Acidos Muestra en Gramos Mililitros de Alcohol Normalidad de
Grasos Libres Solucién
0.00a0.2 56.4+0.2 50.0 0.1
0.2a1l1.0 28.2+0.2 50.0 0.1
1.0a30.0 7.05 + 0.05 75.0 0.25
30.0a50.0 7.05 + 0.05 100.0 0.2561.0
50.0 a 100.0 3.525 + 0.001 100.0 1.0

indice de Saponificacion

Para la determinacién del indice de saponificacion se utilizd el método indicado
en la norma NMX-F-174-S-1981. La muestra de 5 g depositd en un matraz de
250 mL y se adicionaron 25 ml de solucién alcohodlica de KOH aproximadamente
0,71 N. Esta se prepar6 por disolucién de 40 g de KOH en un litro de alcohol
etilico al 96%. Luego se ensamblo el refrigerante de reflujo al matraz y se calenté

en bafio Maria hirviente durante 60 minutos con agitacion frecuente.

Una vez terminada la saponificacion, la muestra se titulo, ain caliente, con HCI
0.5 N, en presencia de fenolftaleina. Paralelamente, un ensayo en blanco se
realizd, empleando igual cantidad de reactivo medido con la misma pipeta que
se empled anteriormente y operando de la misma forma empleada en la muestra

gue se analiza.

El indice de saponificacién se estim6 por medio de la siguiente expresion:

_ (v1-v2)+28,05

l. 5.
Pm Ec. (4).

Donde:
|.S.= indice de Saponificacion.

v1l=Volumen de HCL 0.5 N gastado en la titulacion del blanco.
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v2= Volumen de HCL 0.5 N gastado en la titulacion de la muestra.

Pm= Peso de la muestra.

indice de Per6xido

El método empleado para determinar el indice de peroxido fue el indicado por la
norma NMX-F-154-1987. Una masa de 5 gramos de aceite crudo fue colocada
en un matraz de 250 mL, al cual se adicionaron 30 mL de la mezcla de acido
acético-cloroformo. Luego se agregaron 0.5 mL de la disolucion de yoduro de
potasio saturado, después se adicionaron 30 mL de agua y 0.5 mL de la solucién
de almiddn al 1%. Por ultimo, la titulacién se hizo con tiosulfato de sodio al 0.1 N
dejando caer gota a gota mientras se agitaba vigorosamente, hasta la

desaparicion del color azul.

El indice de Peréxido de calculé mediante la siguiente ecuacion:
(A=A1}+N+1000
I.P. - T
Donde: Ec. (5)
|.P = indice de Peroxido

A = Mililitros de solucion de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la

muestra.
Al= ml de solucidn de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion del blanco.
N = Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.

Pm = Masa de la muestra en gramos.
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Produccion de biodiesel

Reaccién de transesterificacion

Un disefio experimental tri-factorial con dos niveles cada uno, se establecio para
lograr los objetivos planteados. Los factores y sus niveles fueron: catalizador
(KOH y NaOH), CC (0.5y 0.75%) y REA (6:1y 6.5:1). La variable dependiente
fue el rendimiento de biodiesel. El experimento se llevd a cabo con tres

repeticiones.

La reaccion de transesterifiacion se llevdo tomando como base la metodologia
presentada por Zuleta et al. (2008) con algunas modificaciones. Las
modificaciones fueron cambiar la cantidad de muestra de aceite (60 g) y la
cantidad en los reactivos. En un vaso de precipitado de 250 mL se instalé un
termémetro de mercurio para medir la temperatura de reaccion y un agitador
magnético para conseguir una agitacion constante. Una vez pesadas las
cantidades necesarias de los diferentes reactivos se adicionaron al vaso y se
llevaron a una temperatura de entre 60 y 65° C durante 1 hora. Las condiciones

que se emplearon en este proceso se muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Condiciones de transesterificacion empleadas en la obtencién de Biodiesel de A.
pleiacantha Greene.

Alcohol Metanol
Catalizador Hidroxido de Potasio e Hidroxido
de Sodio
Cantidad de catalizador 0.5%vy0.75%
Relacion molar aceite/alcohol 6:1y6.5:1
(ratio)
Temperatura de reaccion 60-65° C
Tiempo de reaccion 1h

Separacion de biodiesel y glicerina

La mezcla de biodiesel y glicerina obtenidos en el proceso de transesterificacion
se transfirié a un embudo de separacion y se dejo en reposo durante 24 horas

para asi tener una buena separacion de fases.

Purificacion del biodiesel obtenido

El biodiesel obtenido se colocé en una parrilla de calentamiento para lograr la
evaporacion completa del metanol; posteriormente, tres lavados con agua
destilada se realizaron a una temperatura de 45 °C, hasta observar que el agua

del lavado tuviera fuera transparente.

La determinacién del rendimiento de biodiesel (Rb) se realizé mediante la Ec. (6),
en donde lo gramos de biodiesel puro son los gramos de biodiesel obtenidos al
final del proceso (reaccion, separacion, lavado y secado) y los gramos de aceite

crudo de semilla son los gramos de aceite adicionado al inicio de la reaccion.
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gr biodiesel puro
Rb = : — x 100%
gr aceite de semilla

Ec. (6)

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del aceite

A partir de los resultados de rendimiento asociado a cada tratamiento se realizé
un andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de evaluar la variacion de la respuesta
producida por los factores y sus niveles, asi como por la interaccion entre los

factores.

Las semillas de Argemone pleiacantha greene presentaron un contenido de
humedad del 5.57 %. El aceite presento color variable de amarillo intenso a café
(Figura 10). El rendimiento promedio de aceite en la semilla en porcentaje fue de
39.81 %. Este resultado es similar al rendimiento reportado por Reveles-Saucedo
et al. (2010) 39.8 % y rebasa o al menos se encuentra en las mismas
proporciones que el de otras especies oleaginosas, como el presentado por Yate
(2013) de 26.69% a partir de jatropha curcas L. Los valores de rendimiento de
aceite y contenido de humedad de las semillas obtenidos en los diferentes

analisis descritos se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Contenido de aceite (%) y humedad (%) de semillas de A. pleiacantha Greene

(chicalote).
Ensayo Porcentaje de Porcentaje de
rendimiento humedad
1 39.86 5.67
2 39.75 5.64
3 39.84 5.42
Media 39.81 5.57
Desviacion estandar 0.0585 0.1342
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Figura 10. Apariencia del aceite de semillas de A. pleiacantha.

El rendimiento de aceite varia por la influencia de algunos factores, entre ellos, el
contenido de aceite en las semillas y método de extraccion empleado. El
contenido de aceite en la semilla depende de la variedad y las condiciones del
lugar donde se encuentre la panta (Nilgun et al. 2007). En este estudio los
rendimientos obtenidos en los diferentes ensayos se mantuvieron relativamente
constantes con una media cercana al 40 % y una desviacion estandar menor a
la unidad, lo que indica que los ensayos son confiables y reproducibles.

La humedad de las semillas es un factor que afecta, desde luego, la afinidad entre
el aceite y la semilla. Si las semillas estan muy secas, el aceite no se puede
extraer eficazmente (Bailey, 1981).

La dificultad que puede presentarse en la extraccion, es que el aceite de las
semillas de Argemone pleiacantha (chicalote) se encuentra fuertemente
aprisionado en las células que lo contienen. Por esta razon, el material debe ser
previamente molido o macerado para permitir una mayor area de contacto entre
el solido y el solvente. Las semillas trituradas o sus particulas convertidas en
trozos muy finos facilitan la extraccion con disolvente, tanto por el efecto de
rompimiento ejercido por la trituracion, como por la disminucion de las distancias
gue deben recorrer el aceite y el disolvente, dentro y fuera de la semilla (Bailey,
1981). En otras palabras, el método empleado en este estudio permitio obtener

rendimientos de aceite muy buenos.
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Cuado 5. Caracterizacion del aceite fresco de las semillas de A. pleiacantha Greene.

Aceite de Argemone Pleiacantha

Composicién de acidos grasos (%)

Palmitico (C16:0) 6.514
Estearico (C18:0) 2.996
Oleico (C18:1) 21.891
Linolenico (C18:0) 68.599
Propiedades fisicas y quimicas

Acidez (mg KOH/Q) 34.09
indice de peroxido (meq de O2/kg) 7.996
indice de saponificacion mg (KOH/g) 125.41
Contenido en agua (ppm) 691
Viscosidad cinematica a 40°C p (mm?/s) 2.728
Densidad a 15° C, p(kg/m?) 934

En el Cuadro 5 se pueden observar los resultados de la caracterizacion fisico-
quimica y de la composicion de &cidos grasos realizados al aceite de semilla de
Argemone pleiacantha. El aceite mostré contenidos mayores de acidos linoleico
(68.59 %) y oleico (21.891). Estos resultados sugieren que el aceite de Argemone
pleiacatnha puede utilizarse para la produccién de biodiesel pues es una planta
gue no compite con el sector alimenticio y los residuos obtenidos pueden ser
aprovechados como componentes importantes en alimentos balanceados para
animales domésticos. Ademas, la calidad nutrimental de los productos de bovinos
puede mejorarse con los residuos de este aceite, si se considera el &cido linoleico
conjugado que se genera en el rumen a partir de alimentos ricos en este
compuesto (Reveles- Saucedo et al., 2010). El acido linoleico conjugado se
obtiene para la nutricion humana durante la digestién de la carne y productos
lacticos, e inclusive se considera como un componente dietético importante para

el control de cancer, diabetes y obesidad (Khanal & Olson, 2004). Aun asi, la
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evaluacion de la presencia y métodos de eliminacién de los compuestos téxicos
contenidos en A. pleiacantha es necesaria, pues Cervantes et al. (2010) indican

gue ésta planta contiene sustancias toxicas.

El indice de acidez promedio obtenido para el aceite fresco de semillas de
Argemone pleiacantha fue de 34.09 expresado en % de acido oleico, que
corresponde a 7.05 expresado como mg KOH/g muestra. No hay informacion
sobre este parametro en semillas de esta especia, pero el valor estimado es
mayor al nivel exigido por la norma europea EN UNE para grasas y aceites
virgenes, cuyo valor es de 4,0 mg KOH/g muestra. Uno de los principales
pardmetros a modificar para producir biodiesel es el contenido de acidos grasos
libres (% AG). Para poder realizar la transesterificacion, Van Gerpen (2005)
recomienda que el % AG debe ser menor al 5%, mientras que, Knothe et al.
(2005) establecen que no debe ser mayor al 2%. El valor de acidez obtenido
para el aceite de las semillas de Argemone pleiacantha es muy elevado, lo que
indica que el aceite no puede ser consumido y su estabilidad oxidativa es

inestable.

El valor del indice de peréxidos para el aceite de semillas de chicalote fue de
7.996 meq de Oz/kg (Cuadro 5). Ese valor sugiere que en el aceite fresco de
semillas de Argemone pleiacantha se encontraban peréxidos, lo cual indica que

durante su extraccion o almacenamiento sufri6 degradacion oxidativa.
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Produccion de biodiesel

En el cuadro 6 se muestra los resultados del experimento para definir la

concentracion de catalizador.

Cuadro 6. Resultados de rendimiento promedio de biodiesel para cada tratamiento empleado
con diferentes relaciones molares metanol:aceite (REA), diferentes catalizadores (CAT) y
diferentes concentraciones de catalizador (CC).

Tratamiento REA CAT CC% Rendimiento
mol/mol promedio de

biodiesel en
porcentaje (Sq)

1 6 KOH 0.5 67.919 (0.256)
2 6 KOH 0.75 58.631 (0.564)
3 6 NaOH 0.5 66.210 (0.357)
4 6 NaOH 0.75 58.588 (0.075)
5 6.5 KOH 0.5 73.105 (0.569)
6 6.5 KOH 0.75 68.011 (0.271)
7 6.5 NaOH 0.5 69.201 (0.594)
8 6.5 NaOH 0.75 68.138 (0.141)

Sq= desviacion

El tratamiento 5 con KOH al 0.5% y una REA de 6.5 fue el que propicié el mayor
rendimiento. Zuleta et al. (2008) obtuvieron una transesterificacion alta de aceite
de palma con una concentracion similar y un nivel de REA ligeramente menor al
encontrado en este estudio. Meher et al. (2004) ratifican el caracter de reaccion
de equilibrio, pues mencionan que al agregar mas alcohol al proceso de

transesterificacion, la reaccion se dirige hacia los productos.

Los resultados muestran también que en los dos casos de catalizadores usados,
los valores menores de rendimiento se obtienen a partir del mayor nivel de

concentracion del catalizador (0.75%). Esto se debe a que al agregar mas
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catalizador (KOH o NaOH) se favorece una reaccion de saponificacion en lugar
de la transesterificacion, afiadiéndole también pérdidas en las etapas de
separacion y lavado del BD obtenido (Dorado et al., 2004). Buendia-Tamariz et
al. (2015) encontraron que el rendimiento de biodiesel a partir de aceite de
pennycress (Thalspi arvense) alcanz6 su maximo en concentraciones de KOH de
1% pero decreci6 al incrementar la concentracion a 1.25% cuando se emple6 una

relacion molar metanol:aceite de 6:1 y una temperatura de reaccion de 60°C

En general, los valores de rendimiento de BD para cada tratamiento son menores
que los correspondientes a otros estudios en los cuales se utilizaron aceites
refinados en lugar de aceites crudos como por ejemplo el que presenta Murillo
(2004) , en cuyo caso el rendimiento de biodiesel es de 91.3 % a partir de aceite
de palma. Asimismo, Cardefio et al. (2010) encontraron que al utilizar aceite de
palma refinado hubo un mayor rendimiento en FAME comparandolo con aceite
de palma crudo y de higuerilla. Buendia-Tamariz et al. (2015) obtuvieron
rendimientos de 78% cuando emplearon aceite de carraspique del campo como
materia prima. Esto se puede deber a que el indice de acidez en aceites crudos
es muy grande y, ademas, la presencia de otras sustancias propios de como
carotenos, tocoferoles, tocotrienoles y gomas que no reaccionan con el alcohol,
pero especialmente a los acidos grasos libres y agua que consumen parte del
catalizador y forman jabones, lo que disminuye el rendimiento de la reaccién
(Vicente et al., 2004).

En el Cuadro 7 se resume el analisis de varianza factorial realizado. Los factores
REA, CC y CATALIZADOR afectan significativamente (P<0.05) el nivel de
rendimiento de biodiesel. Los niveles de los factores REA y CC, tienen efecto
sobre los cambios en el rendimiento de biodiesel. En el caso del factor
catalizador, el mayor rendimiento se vincula al catalizador KOH (Figuras 6 y 7).
Al utilizar un REA mayor con una concentracion (CC) menor de catalizador, el
rendimiento de biodiesel aumenta. Por lo tanto, se puede decir que existe una

interaccion entre los factores con efectos importantes
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Cuadro 7. Analisis de varianza de un experimento factorial con dos niveles de relacion
metanol:aceite (REA: 6 y 6.5), dos catalizadores (KOH y NaOH) y dos concentraciones de
catalizador (0.5 y 0.75%) y la variable de respuesta rendimiento de biodiesel.

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado Fo Sig.
variacién cuadrados Libertad Medio
REA 0.012 1 0.012 1777.636 0.000
CATALIZADOR 0.000 1 0.000 64.205 0.000
CcC 0.009 1 0.009 1301.853 0.000
Interaccién 0.00007039 1 0.00007039 10.481 0.005
Error 0.000 16 0.000006716
Total 80.082 24

En la Figura 6 se puede observar que el rendimiento de biodiesel mayor
corresponde a la concentracion de 0.5% de KOH. Asimismo, al incrementar la
REA en presencia de KOH como catalizador se aumenta el rendimiento de
biodiesel. Sin embargo, el incremento es mayor al emplear una concentracion de
0.75% comparada con la de 0.5%. Esto sugiere la importancia de la interaccion

entre la REA y la concentraciéon de KOH como catalizador.

En la Figura 6 se identifica un comportamiento similar cuando se emplea NaOH
como catalizador. Los mayores rendimientos de biodiesel se relacionan con la
concentracion 0.5% de NaOH como catalizador. Asimismo, los rendimientos de
biodiesel se incrementaron al pasar de una REA de 6 a 6.5 pero el incremento
fue mayor para la concentracion de 0.75% de NaOH. En esta figura se evidencia
también la importancia de interaccion entre la REA y la concentracion de

catalizador sobre el rendimiento de biodiesel
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Medias estimadas de RENDIMIENTO en
CATALIZADOR KOH

REA

u6 mol/mol

m 6,5 mol/mol

0,5 (%) 0,75(%)
Concentracion (%)

Figura 11. Rendimiento (%) de biodiesel de aceite de A.
pleiacantha en funcién de REA (6 y 6.5 mol/mol)
empleada con el uso de KOH (CC % 0.5 y 0.75) como
catalizador.

Medias estimadas de RENDIMIENTO en
CATALIZADOR NaOH

69,2

REA

@6 mol/mol

6,5 mol/mol

0,5 (%) 0,75(%)
Concentracion (%)

Figura 12. Rendimiento (%) de biodiesel de aceite de A.
pleiacantha en funcién de REA (6 y 6.5 mol/mol)
empleada con el uso de NaOH (CC % 0.5y 0.75) como
catalizador.
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CONCLUSIONES

El rendimiento de aceite de las semillas de A. pleiacantha fue relativamente

grande, con un promedio de 39.8 %.

El indice de acidez del aceite de A. pleiacantha fue grande con respecto a otros
aceites utilizados para la transformacion a biodiesel pues sus valores son
mayores al del valor establecido por las normas CODEX STAN y EN UNE (menor
a 4 mg KOH/g muestra). Por lo tanto, una esterificacién acida y después la
transesterificacion basica deben disminuir el indice de acidez y asi obtener un
rendimiento de biodiesel grande. La saponificacion y los valores de peroéxidos,

densidad y viscosidad cumplen con las normas.

El tratamiento 5 con KOH al 0.05% y REA de 6.5 propicio el rendimiento mayor.

Al incrementar la REA en presencia de KOH como catalizador se incrementa el
rendimiento de biodiesel. Sin embargo, el incremento es mayor al emplear una

concentracion de 0.75 % comparada con la de 0.5 %.

Trabajos futuros de investigacion deben involucrar la composicion quimica del
biodiesel con la ayuda de cromatografia para: i) Cuantificar conversion y pureza.;
ii) Optimizar el sistema de colecta o cosecha de semillas, asi como la produccion
de materia prima de esta especie; iii) Domesticar la especie y iV) Continuar la
busqueda de nuevos cultivos alternativos para la sintesis de biodiesel que posean

rendimientos de aceite rentables.
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CAPITULO IV

RESUMEN

TRANSESTERIFICACION DE BIODIESEL OBTENIDO A PARTIR DEL
ACEITE DE Argemone pleiacantha Greene ASISTIDA POR ULTRASONIDO

La investigacion sobre biocombustibles se ha dirigido principalmente a explorar
combustibles de aceites vegetales, es decir, ésteres metilicos de acidos grasos
a partir de aceites de semillas. Los aceites de semillas representan el 70% de la
produccion mundial de aceites y son una respuesta alternativa al agotamiento de
los combustibles fosiles y los efectos contaminantes en el medio ambiente.
Cuando el combustible es producido a partir de aceites vegetales o grasas
animales, es considerado renovable y biodegradable. Por lo tanto, la intencion es
producir biocombustibles a partir de plantas que no compitan con el sector
alimenticio. En este contexto, Argemone pleiacantha Greene es una planta no
comestible que no compite con los alimentos. Por consiguiente, los objetivos
principales de éste trabajo consistieron en realizar la reaccion de
transesterificacion asistida por ultrasonido para la produccion de BD a partir del
aceite de Argemone pleiacantha Greene, y encontrar los pardmetros éptimos de
reaccion en funcion del rendimiento en ésteres metilicos (FAME) y consumo
energético. Tambiém se realizO una caracterizacion del BD obtenido. Una
superficie de respuesta (RSM) fue usada para obtener los valores de las variables
para optimizar el proceso de transesterificacion. En tal contexto, el mayor
rendimiento de biodiesel se dio en un tiempo de 8 min, a una amplitud de onda
de 50y un ciclo de 100% (98.45%). De acuerdo a la caracterizacion del biodiesel,
todas las variables medidas estuvieron dentro de los estandares establecidos por
las normas europeas. A. pleiacantha es una especie con potencial para producir
biodiesel.

Palabras clave: Esterificacidn, transesterificacion, ultrasonido, superficie de
respuesta
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ABSTRACT

TRANSESTERIFICATION OF BIODIESEL OBTAINED FROM Argemone
pleiacantha Greene OIL ASSISTED BY ULTRASOUND

Research on biofuels has been directed primarily at exploring vegetable oil fuels:
methyl esters of fatty acids from seed oils. Seed oils account for 70% of the world's
oil production and are an alternative response to the depletion of fossil fuels and
the polluting effects on the environment. When produced from vegetable oils or
animal fats, it is considered renewable and biodegradable. So, it is sought to
produce biofuels from plants that do not compete with the food sector. In this
context, Argemone pleiacantha Greene is an inedible plant that does not compete
with food.Therefore the main objective of this work was to perform the
transesterification reaction assisted by ultrasound to produce BD from the oil of
Argemone pleiacantha Greene, and to find the optimum reaction parameters as
a function of the methyl esters (FAME) and consumption energetic. Finally, a
characterization of the BD obtained was performed. The response surface
methodology (RSM) was used to estimate values of the variables to optimize the
transesterification process. In this context, the highest yield of biodiesel occurred
at a time of 8 min, a wavelength of 50 and a cycle of 100% (98.45%). According
to the characterization of biodiesel, all measured variables were within the
standards established by European Authorities. A. pleiacantha is a species with
potential to produce biodiesel.

Key words: Esterification, transesterification, ultrasound, response surface.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la investigacion sobre biocombustibles se ha dirigido
principalmente a explorar combustibles de aceites vegetales: es decir, ésteres
metilicos de &cidos grasos a partir de aceites de semillas (Pinzi et al., 2009). Los
aceites de semillas representan 70% de la producciéon mundial de aceites y son
una respuesta alternativa al agotamiento de los combustibles fosiles y los efectos
contaminantes en el medio ambiente (Lafarge et al., 2012.) La relativa simplicidad
y versatilidad de los procesos fisicos y quimicos (hidrogenacion o
transesterificacion), utilizados por separado o en combinacién, permiten modificar
las propiedades de los aceites vegetales para hacerlos particularmente

adecuados para la transformacion en biodiesel (BD) (Fernandez et al., 2010).

El biodiesel consiste de esteres mono-alquilicos de aceites vegetales, animales
y microbianos, convertido a través de un proceso quimico llamado
transesterificacion, que implica una reaccion entre un mol de triglicéridos y tres
moles de alcohol de cadena corta, siendo el metanol el mas utilizado (Bastante
et al., 2015). Cuando es producido a partir de aceites vegetales o grasas
animales, es considerado renovable y biodegradable (Dorado, 2001). Los aceites
mas comunes utilizados en la produccion de BD son: la colza, la soja, palma,
coco, girasol entre otros, considerados biocombustibles de primera generacién
por ser cultivos alimenticios. Los de segunda generacién son obtenidos de
cultivos no alimenticios con coste reducido, como los residuos agroindustriales o

de plantas no competitivas con dicho sector (Ejilah et al., 2010).

En este contexto, Argemone pleiacantha Greene es una planta no comestible que
no compite con los alimentos. Aunque este género no ha sido ampliamente
estudiado, el aceite obtenido de sus semillas tiene un gran contenido de acidos
grasos insaturados (40%) y carbohidratos solubles que pueden ser materia prima
para la produccion de biodiesel (Reveles Saucedo et al., 2010) y los residuos

obtenidos pueden ser aprovechados como componentes importantes en
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alimentos balanceados para animales domésticos (Khanal y Olson, 2004).
Ademas, mas del 50% de los FA (acidos grasos) son poliinsaturados, siendo el
componente principal el acido linoleico (68,59%). En este sentido, es importante
mencionar que el grado de saturacion de los aceites es una variable importante
relacionado con las propiedades del BD; entre mayor sea el grado de saturacion
de los FA, menor sera la viscosidad del BD (Moser, 2009), que es una
caracteristica clave para permitir que el BD sea utilizado en motores diésel. Esta
planta presenta también beneficios desde el punto de vista agronémico: es anual
de corta temporada de crecimiento y tiene una amplia tolerancia climatica
(condiciones frias, secas y aridas). Esta versatilidad aumenta el interés sobre su

semilla como materia prima para la produccion de BD.

Reducir el tiempo de reaccion y disminuir los requerimientos energéticos también
podria conducir a la reduccion de los costos de produccion de BD. Para superar
el primer problema, la transferencia de masa entre dos fases inmiscibles debe
ser mejorada. Aceites con un gran porcentaje de triglicéridos (de naturaleza no
polar) se mezclan con alcohol de cadena corta (metanol) de naturaleza polar. En
transesterificacion convencional, la transferencia de masa adecuada se consigue
mediante calentamiento y agitando vigorosamente la mezcla de reaccion, para
estimular un rapido contacto entre reactivos (Stamenkovic et al., 2007). Ademas,
la temperatura de reaccion debe ser relativamente alta, ligeramente menor al
punto de ebullicién del metanol (65°C). De esta manera, las conversiones de BD
grandes se logran después de casi una hora de reaccion con un gran consumo
de energia para calentar y agitar, asi aumenta asi el costo de produccién de BD.
Como resultado, durante los ultimos afios se han estudiado varias fuentes de
energia alternativas capaces de reducir el tiempo de reaccién a temperatura
ambiente y reducir el consumo de catalizador en la reaccion de transesterificacion
de BD. Entre estas energias auxiliares se encuentra el ultrasonido (US) (Veljkovic
et al., 2012). El US mejora la transferencia de materia, el fraccionamiento y las

reacciones quimicas, dando lugar a un incremento en la eficiencia de las
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reacciones, reduciendo los tiempos de reaccion y la temperatura. El ultrasonido
es una onda acustica cuya frecuencia supera los 20 kHz, frecuencia mayor al
umbral de audicion del ser humano (16-18 kHz). Esta onda se contrae y expande
propagandose en un medio, liquido o en suspension, dando lugar al fenémeno
de cavitacion. La onda ultrasonido atraviesa cualquier sustancia que posea
propiedades elésticas provocando que las moléculas vibren continuamente
transmitiendo la vibracion, creando cavidades. Las pequefias burbujas de
cavitacion formadas colapsan provocando un aumento de temperatura y de
presion en el interior de la nube de burbujas en cavitacion de hasta unos 5.000 k
y 1.000 atm, respectivamente (Gude et al., 2013). Estas condiciones favorecen
la formacion de radicales libres, los cuales aceleran la reaccion (Leonelliy Mason,
2010).

Los objetivos principales de éste trabajo fueron realizar la reaccion de
transesterificacion asistida por ultrasonido para producir BD a partir del aceite de
Argemone pleiacantha Greene, y encontrar los parametros éptimos de reaccion
en funcién del rendimiento en ésteres metilicos (FAME). Y por altimo, realizar una

caracterizacion del BD obtenido

MATERIALES Y METODOS

Aceite de Argemone pleiacantha Greene.

La produccion de biodiesel se realizé con aceite de Argemone pleiacantha
Greene. obtenido a partir de un proceso quimico con hexano, en el laboratorio de

Suelo-Agua-Planta de la Universidad Autébnoma Chapingo.

Esterificacion (acida) del aceite

Debido al alto indice de acidez presentado en el aceite de A. pleiacantha greene

se opté por realizar un pre-tratamiento, que consisti6 en una esterificacion
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(H2S04). Con base en la metodologia propuesta por Malaya et al. (2008), lo
siguiente fue realizado: reaccion a una temperatura de 65 °C con una relacion
molar de 6:1 y una concentracion de catalizador de 1.5% v/v durante 120 min.
Terminada la reaccion, las muestras de aceite esterificadas se colocaron en
embudos de separacion para tener la capa de aceite separada de lo demas
producido durante la reaccion. Para eliminar el agua y el catalizador acido, el
aceite se lavo, se centrifugd a 4500 rpm durante 5 min (esto 4 veces) y se midio

el indice de acidez.

Agentes utilizados en transesterificacion por ultrasonido

Para la transesterificacion por ultrasonido se utilizaron metanol (MeOH) e
hidréxido de potasio (KOH) de Panreac Quimica (Barcelona, Spain). Las
cantidades de los reactivos fueron adaptadas a los traductores, los cuales
disponen de un espacio limitado, manteniendo la proporcién inicial de 5:1 para la

relacion molar y de 1,1% p/p para el catalizador.

La disolucién se prepar6 en un matraz aforado a 50 mL al cual se le afiadieron
las lentejas de catalizados previamente pesadas (2,36 gramos de KOH) y
metanol. Posteriormente, la disolucion en el matraz se agitd6 suavemente con el
tapon puesto hasta lograr la disolucion completa de las lentejas de KOH. Tras
disolverse se sigui6 afladiendo metanol hasta alcanzar los 50 mL y se mantuvo

en un recipiente seguro, en frio hasta requerir su uso.

Transesterificacion por ultrasonido

Para llevar a cabo la transesterificacion por sondas se empled un dispositivo
ultrasénico multifrecuencia Meinhardt Ultraschalltechnik modelo E/805/T/M

compuesto de una aleacion de titanio con un sintonizador que permite trabajar
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con una amplitud variable y un ciclo de trabajo. El dispositivo incluye también un
bafio de agua termostatico para disipar el calor producido por la aplicacion de
US. La frecuencia de la bocina se fija en 20 kHz, la potencia maxima alcanzada
es de 450 W. Los experimentos se llevaron a cabo con una muestra de 15 gr de
aceite de A. pleiacantha, pesados en un matraz. Luego se afiadio la mezcla de
metanol-hidroxido de potasio (4.16 mL.). Las cantidades de los reactivos fueron
adaptadas a los traductores, los cuales disponen de un espacio limitado,
manteniendo la proporcion inicial de 5:1 para la relacion molar y de 1,1% p/p para

el catalizador.

Cada muestra fue sonicada durante el tiempo programado combinando ciclos de
agitacion y amplitud de onda (Cuadro 1). Al final de cada experimento las
muestras de BD se sometieron a centrifugacion durante 4 min a 4000 rpm para
separar el glicerol; finalmente, las muestras se almacenaron en el interior de un
refrigerador a 4°C y se procedio a realizar el analisis de FAME por cromatografia
de gases. Posteriormente, las fases de separacién y lavado para tener el

biodiesel seco fueron realizadas.
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Cuadro 8. Disefio de experimentos de muestras de aceite de A. pleiacantha para
transesterificacion por ultrasonido

Bloque | Amplitud Ciclo de Tiempo
agitacion (min)
(%)
1 65 80 8
1 65 80 8
1 50 60 8
1 80 80 14
1 50 80 2
1 65 100 2
1 50 100 8
1 65 60 2
1 80 60 8
1 65 80 8
1 65 100 14
1 50 80 14
1 80 100 8
1 65 60 14
1 80 80 2

Andlisis de Superficie de Respuesta

Un analisis de superficie de respuesta con base en un disefio de Box- Benhken
fue realizado, especificando 2 variables de respuesta, tres factores
experimentales con tres niveles, en 15 ejecuciones tomando 1 muestra en cada
ejecucion. El andlisis permitié desarrollar un modelo estadistico cuadratico que
describe el rendimiento de biodiesel en la reaccion de transesterificacién a partir

de la relacion de tiempo, ciclos de agitacion y amplitud de onda.
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Caracterizacion del biodiesel

El andlisis del biodiésel se llevd a cabo determinando una propiedad bésica del
mismo, el contenido de los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME)
siguiendo la norma EN 14103. El contenido de esos ésteres indica la pureza que
presenta el biodiésel y, por lo tanto, la calidad del mismo; asi, un biodiésel se
considera de calidad cuando su contenido en metilésteres es igual o mayor a
96,5% p/p (Moser, 2009).

Para determinar el rendimiento en FAME del biodiésel sintetizado se utilizé el
equipo Perkin-Elmer modelo Clarus 500 acoplado a GC-FID. La columna
seleccionada fue una columna capilar SGE BPX70, de 30 m de longitud, 0.32 mm
de diametro interno y 0.25 um de espesor siendo la maxima temperatura

alcanzada durante el andlisis de 250 °C.

Para la caracterizacion del biodiesel se determinaron las siguientes variables;
indice de acidez (UNE EN 14104), contenido de agua (EN I1SO 12937), residuos
de carbono (EN ISO 10370), Flash point (EN ISO 2719), poder calorifico (ASTM
D240), viscosidad cinematica (EN ISO 3104) y densidad (EN ISO 3675).

RESULTADOS Y DISCUSION

La calidad del biodiésel es de gran importancia ya que combustibles con gran
cantidad de mono-,di- y triglicéridos son empleados pueden causar la rotura de
inyectores, valvulas y pistones en motores. Cantidades grandes de glicéridos
aumentan la viscosidad y los residuos de carbono. Ademas, para conseguir
cantidades pequefias de mono-, di- y triglicéridos, valores de reaccién 6ptimos

son necesarios para conseguir la maxima produccion de metil éster.
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Esterificacion acida

En la tabla 2. Se muestra el indice de acidez obtenido a partir del proceso de

esterificacion acida y la composicion fisico-quimica del aceite.

Cuadro 9. Composicién de acidos grasos y propiedades fisico- quimicas del aceite de A.
pleiacantha Greene

Aceite de Argemone Pleiacantha

Composicion de 4cidos grasos (%)

Palmitico (C16:0) 6.514
Esteérico (C18:0) 2.996
Oleico (C18:1) 21.891
Linolenico (C18:0) 68.599
Propiedades fisicas y quimicas

Acidez (mg KOH/qg) 1.54
indice de peroxido (meq de O2/kg) 7.996
indice de saponificacion mg (KOH/g) 125.41
Contenido en agua (ppm) 691
Viscosidad cinematica a 40°C p (mm?/s) 2.728
Densidad a 15° C, p(kg/m?) 934

Superficie de Respuesta

Para el estudio de la superficie de respuesta se empleo el software Statgraphics
Centurion XVI (Statpoint Technologies, Warrenton, Virginia, USA) con el fin de
disefiar una respuesta multiple optimizada. El disefio se realiz6 para estimar los
tres factores de reaccion (tiempo, ciclo de agitacion y amplitud de la onda) con 2
variables de respuesta (rendimiento, y consumo energético), todos ellos con
influencia en el proceso. El estudio estd acotado a limites en cada uno de los

factores; en el caso de la amplitud de onda, los valores fueron de 50, 65y 80. El
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ciclo de agitacion tuvo valores de 60, 800 y 100% vy el tiempo involucro valores

de 2,8y 14 min.

El analisis del contenido en ésteres metilicos de las muestras, recogidas durante

la produccién de biodiesel asistida por ultrasonido, dio como resultado en el

cuadro 10. Como se observa, el mayor rendimiento de biodiesel se dio en un

tiempo de 8 min, a una amplitud de onda de 50 y un ciclo de 100% (98.45%), el

cual cumple con la norma EN 14103 para el contenido en FAME (96.5 %).

Cuadro 10. Resultados de Rendimiento y consumo energético obtenidos por transesterificacion

de ultrasonido

Bloque Amplitud Duty (%) Tiempo Rendimiento Consumo
(min) (%) energético (J)

1 65 80 8 96.107 33101
1 65 80 8 96.005 30193
1 50 60 8 92.02 22372
1 80 80 14 95.76 54146
1 50 80 2 96.06 5552

1 65 100 2 95.56 8394

1 50 100 8 93.70 25282
1 65 60 2 95.22 9967

1 80 60 8 96.44 43213
1 65 80 8 98.45 30424
1 65 100 14 96.21 58868
1 50 80 14 96.90 47879
1 80 100 8 97.18 38799
1 65 60 14 03.86 57987
1 80 80 2 94.56 9910

El analisis estadistico arroj6 lo siguiente:

Cuadro 11. Resultados del modelo de superficie de respuesta

Modelo Rendimiento Consumo
P-valor 0.5210 0.0010
Error estandar | 1.56486 4288.14
R2 64.73 98.04

Adj. R? 1.25 94.51
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R? es el coeficiente de determinacion del modelo y corresponde a la proporcion
de variabilidad de la variable dependiente que es explicada por las variables
independientes. Este Cuadro 11 muestra la variabilidad del valor de rendimiento
y consumo energético para cada uno de los efectos.

Los valores de R? indican que los modelos explican el 64.73% de la variabilidad
del valor de Rendimiento y el 98.04% de la variabilidad del consumo. Los errores

estandar son 1.56486 y 4288.14, respectivamente.

No existe una relacion significativa (p< 0.05) entre las variables. Para el caso del
consumo si existe una relacién significativa (p<0.05) entre variables indicando
que a una amplitud de onda de 50, un ciclo de agitacion de 80% y un tiempo de

2 min, se tiene un menor consumo energético.

Los valores Optimos de amplitud, ciclo de agitacién y tiempo que maximizan
rendimiento de biodiesel y consumo energético corresponden a los puntos mas
altos en las gréficas de superficie de respuesta (Figuras 12 y 13). Los valores de
amplitud de 65.6933, ciclo de agitacién de 100 y tiempo de 10.492 inducen un
valor maximo 99.6329 para el caso de rendimiento y 59387.1 para el de consumo

energeético.
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Superficie de Respuesta Estimada
tiempo=8.0
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Figura 13. Superficie de Respuesta estimada para rendimiento de Biodiesel

Superficie de Respuesta Estimada
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llustracidn 14. Superficie de respuesta estimada para consumo energético.
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Caracterizacion de Biodiesel

En la Cuadro 12 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion de

biodiesel a partir del aceite de A. pleiacantha.

Cuadro 12. Propiedades de Biodiesel por transesterificacion asistida por ultrasonido

Propiedad Norma Parametros Valor
Variables
MG (% w/w) EN 14105 Max; 0.8 0.25
DG (% w/w) EN 14105 Max; 0.2 0.19
TG (% wiw) EN 14105 Max; 0.2 0.16
Glycerol (% wiw) EN 14105 Max; 0.25 0.248
FAME (% w/w) EN 14103 Min; 96.5 98.45
Acidez (mg KOH/qg) EN 14104 Max; 0.5 0.135
Contenido en agua (ppm) EN ISO 12937 Max; 500 398
Residuo de carbén (% w/w) EN ISO 10370 Max; 0.3 0.08
Flash Point, FP (°C) EN I1SO 2719 Min; 120 116
Poder calorifico, HCV (J/g) ASTM D240 39104
Viscosidad cinematicaa 40°Cu EN ISO 3104 Min; 3.5; Max;  4.03
(mm?/s) 5
Densidad a 15° C, p(kg/m?) EN ISP 3675 Min; 860; Max; 864
900

De acuerdo a los parametros establecidos por las normas europeas, todos los
valores estimados en el biodiesel del presente caso de estudio se encuentran
dentro de los permisibles, queriendo decir que el biodiesel obtenido a partir del
aceite de semilla de A. pleiacantha es bueno para ser utlizado como

biocombustible.
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CONCLUSIONES

Un proceso de esterificacion acida en aceite es requerido, debido a que su nivel
de acidez es bastante elevado, para asi obtener una transesterificacion basica

buena, y con un rendimiento en FAME grande.

La transesterificacion por ultrasonido proporciond un buen rendimiento en FAME
y cumple con las normativas vigentes en materia de biocombustibles para

automotores.

El biodiesel, por si solo, no podra ser capaz de soportar el sector transporte, que
cada vez se expande mas, debido a que requiere superficies de cultivo grandes
para obtener materia prima suficiente. Sin embargo, puede ser una buena
alternativa a mediano plazo mientras se mejoran otras tecnologias con mayor

viabilidad a largo plazo.
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