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RESUMEN

En esta investigacion se sintetizé biodiesel mediante transesterificacion enzimdtica del aceite extraido de residuos del
corozo Bactris minor, provenientes de una industria de jugos del departamento del Atldntico, usando como catalizador
la lipasa de Candida antarctica. Se obtuvo un porcentaje optimizado de extraccion del aceite del 40% usando el Método
Soxhlet. La caracterizacion fisicoquimica del aceite, basada en las normas técnicas colombianas, produjo los siquientes
resultados: indice de refraccion 1,40; acidez 0,09% expresado en % dcido laurico; indice de yodo 29,80+0,44 g 12/1 00
g aceite; indice de saponificacion 127,66+0,77 mg KOH/g aceite; densidad 0,9143 g/mL y humedad 0,27+0,03%.
El perfil de dcidos grasos, determinado por cromatografia de gases acoplada a espectrometrin de masas, mostré un
contenido mayoritario de dcido ldurico (C12:0), con un porcentaje de 65% en peso. La transformacion del aceite en
esteres de metilo se confirmé cualitativamente por cromatografia en capa fina y cuantitativamente por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, obteniéndose un porcentaje de conversion optimo del 62%. Este estudio
presenta una alternativa de aprovechamiento para los desechos provenientes de la industria del corozo Bactris minor de
la region, generando productos de alto valor agregado y reduciendo el nivel de impacto negativo de los residuos sobre
el medio ambiente.

Palabras clave: Bactris minor; Extraccién; Transesterificacion; Lipasas; Biodiesel; Candida antarctica.

ABSTRACT

In this research, biodiesel was produced by enzymatic transesterification of the oil extracted from the corozo Bactris
minor residues and the lipase Candida antarctica as a catalyst. The percentage of optimum oil yield was 40%, obtained
by extraction with Soxhlet Method. The physicochemical characterization of oil based on colombian technical standards
produced the following results: refractive index 1.40; acid value 0.09%; iodine number 29.80+0.44 g 1,/100 g oil;
saponification value 127.66 +0.77 mg KOH/g oil; density 0.9143 g/mL and moisture content 0.27+0.03%. The fatty
acid profile was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry, obtaining as a majority acid, the
lauric acid (C12:0), with a percentage of 65% by weight. The transformation of the corozo oil into the methyl esters
(biodiesel) was confirmed qualitatively by thin layer chromatography, and quantitatively by gas chromatography
coupled to mass spectrometry an optimum conversion rate of 62% was obtained. In this way, an alternative of use is
presented for waste from the Bactris minor industry of the region, generating products with high added value and
reducing the level of negative impact of the waste on the environment.

Key words: Bactris minor; Extraction; Transesterification; Lipases; Biodiesel; Candida antarctica.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las necesidades energéticas del mundo se
suplen principalmente de fuentes petroquimicas, carbén
y gases naturales. Sin embargo, el uso y abuso de estas
fuentes energéticas han generado preocupacion debido
a su inevitable extincién [1, 2]. Se estima que, con el rit-
mo de extraccion actual, estas reservas durarian alrede-
dor de unos 40 afios [3, 4] por lo que hay gran prioridad
en implementar nuevas fuentes de energfa renovable. El
biodiesel es un combustible atractivo que es biodegrada-
ble y poco contaminante [5], un método de produccién
es la reaccion de transesterificacion bdsica y/o édcida, de
aceites de origen animal o vegetal [6]. Recientemente, se
han desarrollado métodos de catdlisis enzimadtica para
la produccién de biodiesel, en los cuales se utilizan lipa-
sas como catalizadores para la transesterificacion de los
triacilglicéridos. Este tipo de catélisis ha generado bue-
nos rendimientos de reaccién, gastos energéticos bajos
y procesos de produccion mds limpios [7]; ademds de
aprovechar la versatilidad de las lipasas en los procesos
de sintesis, ya que pueden catalizar reacciones en medio
acuosos y en medio orgdnicos [8].

Para la produccién de biodiesel se requieren materias
primas con contenido de triglicéridos que puedan ser
convertidos a Biodiesel; generalmente estas materias
primas son de origen vegetal proveniente de cultivos
oleaginosos; en la actualidad se han reportado estudios
empleando: aceite de higuerilla [9], aceite de palma [10],
aceite de palma de vino [11], entre otras. Sin embargo, es
necesario seguir apuntando hacia la bisqueda de nue-
vas alternativas de materias primas para la produccién
de biocombustibles, encaminadas fundamentalmente en
los residuos de la industria alimenticia, los cuales no ge-
nerarfan conflictos de intereses con los productos prima-
rios de la canasta familiar y ademds, se presentarfa una
alternativa de solucién para productos que deben ser
dispuestos adecuadamente como basura.

El corozo Bactris minor [Bactris minor (L) H.E. Moore,
1963], es una planta originaria de varias regiones colom-
bianas, especialmente de la regién caribe, siendo su fruto
aprovechado para la produccién de jugos y vinos de con-
sumo humano. Estas industrias generan la almendra del
corozo entre los materiales de desechos, lo que contribu-
ye con la contaminacién ambiental aumentando el volu-
men de basuras. Sin embargo, estudios han demostrado
que estos residuos se caracterizan por tener un contenido
en dcidos grasos hasta del 40% [12], potencialmente via-
ble para ser usados en la produccién de Biodiesel. Esta
utilidad convertirfa a estos residuos de la industria ali-
menticia en potencial materia prima para la industria de
los biocombustibles. En esta investigacion se presenta la
alternativa de producir biodiesel mediante transesteri-
ficacion de aceites extraidos de la almendra del corozo,
Bactris minor, usando como catalizador una lipasa micro-
biana (Novozyme 435®). Aprovechando los materiales

de desecho provenientes de la industria del Bactris minor,
convirtiéndolos en productos de alto valor agregado, me-
diante un proceso de produccién mds limpio.

2. METODOLOGIA

2.1. Desechos de corozo

Los residuos del fruto de corozo, B. minor, fueron co-
lectados en el municipio de Puerto Colombia, departa-
mento del Atldntico (0°59'32" de latitud Norte; 74°57'10"
de longitud Oeste), y posteriormente secados en forma
natural para facilitar la separacién almendra-corteza. La
almendra fue sometida a un proceso de reduccién de ta-
mafio de particula mediante un molino de martillos; el
producto pulverizado fue secado en un horno a una tem-
peratura controlada a 100°C durante dos horas.

2.2. Extraccion del aceite

La extraccién del aceite se realizé mediante el método
Soxhlet (solido-liquido) utilizando hexano como sol-
vente orgdnico. Para evaluar el porcentaje de extraccién
(variable respuesta) se siguié un disefio de experimento
factorial 2° en el cual se establecieron ocho experimentos
con dos réplicas, para un total de 16 experimentos. Las
variables consideradas y condiciones son descritas en la
tabla 1. La temperatura se mantuvo constante en 80°C.

Tabla 1. Diserio factorial 2° para la extraccion
del aceite de la almendra del corozo, B. minor.
Table 1. Factorial design 2° for the oil extraction
from the corozo almond, B. minor.

Factores Nivel alto(+) Nivel bajo(-)
Cantidad de muestra (g) 30 10

Volumen de solvente (mL) 250 100

Tiempo de extraccion (h) 12 3

Fuente: autores

El aceite crudo fue refinado parcialmente mediante un
proceso de desgomado, para la separacién de los fosfo-
lipidos hidratables y no hidratables. El aceite extraido
de la almendra del corozo, B. minor, fue caracterizado
segtn lo indicado en las normas técnicas colombianas
(NTQ), tal como se describe en la tabla 2.

Tabla 2. Normas técnicas colombianas para
la caracterizacion del aceite de corozo, B. minor.
Table 2. Colombian technical standards to the

characterization of corozo oil, B. minor.

Parametro Unidades Norma

Densidad g/mL NTC 336
Humedad % en masa NTC 287
Acidez % écido laurico NTC 218
indice de yodo ¢ 1./100 g de aceite NTC 283
indice de refraccion - NTC 289
{ndice de saponificacion mg KOH/g de aceite NTC 335

Fuente: autores
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2.3. Perfil de acidos grasos del aceite de corozo, B.
minor

La identificacién y cuantificacién de los dcidos grasos
se realiz6 por Cromatografia de Gases acoplada a Es-
pectrometria de Masas (CG-EM). Previamente, el aceite
de corozo, B. minor, se derivatizé y analizé segtn las
normas ISO 5509 (2 edicién, 2000) Animal and vegeta-
ble fats and oils-Preparation of methyl esters of fatty acids e
ISO 5508 (2 edicion, 1990) Animal and vegetable fats and
oils-Analysis by gas chromatography of methyl esters of fatty
acids. Posteriormente un volumen de 1,0 uL se inyectd
en un Cromatdgrafo de Gases TRACE 1310 equipado
con una columna de acero inoxidable Rtx-1614® de
15 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno, 0,10
um de espesor, rango temperatura de 330 - 360°C, y
se us6 Helio como gas portador. La velocidad de flujo
constante del helio fue de 1,5 mL/min. El gradiente de
temperatura se inicié en 100°C durante 4 min, luego se
incrementd hasta 160 °C a razén de 7°C/min duran-
te 2 minutos. Este incremento se mantuvo hasta una
temperatura de 220 °C durante 20 min. El volumen
de inyeccién de la muestra fue de 1 uL, con modo de
inyeccion tipo Split. El sistema de deteccién consistio
en un MS/MS TSQ™S8000 Evo Triple Quadrupolo con
temperatura lineal de transferencia de 300 °C, fuente
de iones a 200°C, modo de ionizacién por impacto de
iones y rango de masas 50-400 masa/ carga en modo de
adquisicion Full Scam. Se utiliz6 el software integrador
(Xcalibur) para el procesamiento de los datos. Como es-
tdndar se utilizé el FAME® 0053.

2.4. TransesterificaciOn enzimatica

Inicialmente se realizé un ensayo de prueba de tran-
sesterificacién con la lipasa Novozyme 435®, con el
proposito de establecer las condiciones del disefio ex-
perimental factorial 23, siguiendo el procedimiento
descrito por Talukder [13]; este ensayo se realizé bajo
las siguientes condiciones experimentales: 4% p/p de
Novozyme 435®, temperatura de 40°C, relacién molar
aceite:metanol de 1:3, agitacion de 200 rpm y un tiempo
de reaccién de 24 horas. Previamente, la enzima Novo-
zyme 435® se mezcld con 2 g del aceite de B minor, en
un vaso de precipitados, durante doce horas para su
pretratamiento y activacién [14]. El metanol se adicioné
en tres fracciones de tiempo de la reaccién: 0, 4 y 10 ho-
ras, para evitar la inactivacion de la enzima. El sistema
de reaccién se mantuvo en agitacion constante hasta
completar un tiempo de 24 horas [13]. Los productos
obtenidos se centrifugaron a 3500 rpm durante 30 min,
con la finalidad de separar el catalizador enzimadtico.

Para evaluar el porcentaje de conversién de los meti-
lésteres de dcidos grasos se siguié un disefio factorial
dos ala tres (2°) con dos niveles: alto (+) y bajo (-), tam-
bién se incluy6 un control (0). En este disefio resultaron
ocho experimentos y dos réplicas. Los factores maneja-
dos fueron la temperatura, porcentaje de enzima y rela-
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cién molar aceite:metanol; la variable de respuesta fue
el porcentaje de rendimiento del biodiesel. El disefio
factorial y los rangos para las variables se describen en
la tabla 3. La agitacion y tiempo de reaccion se dejaron
constantes en 200 rpm y 24 h, respectivamente.

Tabla 3. Diserfio factorial para la transesterificacion
enzimdtica del aceite de corozo, B. minor.
Table 3. The Factorial design for the enzymatic
transesterification of corozo oil, B minor.

Factores (+) (-) (0)
Relacién molar aceite/metanol 111 1:5 13
Porcentaje de enzima 2 8 4

Temperatura 30 50 40

Fuente: autores

2.5 Cromatografia en capa fina

Los productos de la transesterificaciéon enzimadtica del
aceite de corozo, B. minor, fueron analizados median-
te cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas
de silice gel G60 F254 (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany) y como fase mévil una mezcla de 30 mL de
hexano/éter etilico/4cido acético (90:10:1, v/v/v). La
mezcla de los distintos componentes del aceite separa-
dos por CCF, fueron revelados al interior de una cdma-
ra saturada con vapores de yodo.

2.6 Cuantificacion de los metilésteres de acidos
grasos por CG-EM

La cuantificacién de la mezcla de los metilésteres de
dcidos grasos (biodiesel) presentes en el aceite de co-
rozo se realizé en un Cromatdgrafo de gases Agilent
190915-433U1, equipado con una columna HP-5 ms Ul-
tra Inert 30 m largo x 250 ym didmetro interno x 0.25
pm de tamafio de particula. Se usé helio como gas por-
tador. El flujo de la columna fue de 1 mL/min, y el flu-
jo total de 50 mL/min. El gradiente de temperatura se
inicié con 100°C durante 4 min, para la rampa de calen-
tamiento 1 se increment6 a razén de 50°C/min hasta
230°C durante 10 min. La razén de cambio en la rampa
de calentamiento 2 fue de 4°C/min hasta 256°C duran-
te 0 min. Finalmente, la rampa 3 consistié en un cambio
de 10°C/min hasta alcanzar una temperatura de 325°C.

El sistema de deteccién, el espectrémetro de masas,
GC-MS 5977-MSP, conté con una temperatura lineal de
transferencia de 350°C, fuente de iones a 200°C, energfa
70 eV y un rango de masas 45-550 masa/carga. Para
verificar la identificacién de los metilésteres de los dci-
dos grasos, se empleé como estdndar una mezcla de
ésteres metilicos de dcidos grasos RESTEK® (Catdlogo
No. 35077).
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2.7. Tratamiento estadistico

El anélisis del disefio factorial se realiz con el paque-
te estadistico Statgraphics Centurién XVI. Con un nivel
de confianza del 95 %, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) para estimar los efectos de los factores prin-
cipales y sus interacciones sobre las variables respuesta
(% de rendimiento de aceite y % biodiesel) [15].

3. RESULTADOS

3.1 Extraccion del aceite de la almendra del corozo,
B. minor

En la tabla 4 se ilustran los resultados obtenidos me-
diante método Soxhlet para la extraccién del aceite de
la almendra del fruto de corozo.

Tabla 4. Rendimientos obtenidos durante
el proceso de extraccion del aceite.
Table 4. Yields of the oil extraction process.

Experi- Cantidad de  Cantidad Tiempo de %(p/p)
mentos muestra(g) desolvente extraccion  Rendimiento”
(mL)? (h)
1 10 100 3 38,49 0,40
2 30 100 3 39,96 + 0,04
3 10 250 3 38,19+0,78
4 30 250 3 38,26 + 0,51
5 10 100 12 38,92 + 0,04
6 30 100 12 39,10+ 0,71
7 10 250 12 38,85 +0,28
8 30 250 12 40,51 +0,04
Fuente: autores
a) Hexano

b) Valores promedios de dos repeticiones + 1 desviacion estandar

Los resultados presentados en la tabla 4 muestran
que el porcentaje de extracciéon promedio del aceite
de la almendra del corozo se encuentra entre el 38,19
y el 40,51 % utilizando hexano como solvente. Estos
resultados se compararon con los porcentajes repor-
tados para otras especies del corozo como la Palma
de vino (Acrocomia aculeata [Jacq.] Lodd. ex Mart) de
la cual se reportan porcentajes de 1,03% mediante
el método de arrastre de vapor y relacién masa de
almendra:masa de agua de 1:2 [16]. Mientras que
en esta misma investigacién, mediante el método
Soxhlet reportan un porcentaje de rendimiento del
42,90% en un tiempo de 5 horas, que comparados
con los porcentajes alcanzados en este estudio, en un
tiempo de 3 horas con el mismo método (entre 38,19
y 39,96%), se puede concluir que se obtuvieron me-
jores rendimientos de extraccién, ya que se obtuvo
un buen porcentaje de extraccién en menor tiempo.
De los rendimientos de extracciéon de aceite obteni-
dos experimentalmente en este trabajo, podria consi-
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derarse a la almendra de corozo una materia prima
con un contenido oleaginoso de aceite de 38,5%-40%
(en peso) por encima de otras materias primas como
el algodén, maiz, girasol y soya. El aceite de corozo
posee una composicién de triglicéridos cercana al de
la semilla de palma, palmiste y al cacahuate y por
debajo al contenido oleaginoso del coco.

Se realiz6 un andlisis estadistico con el software stat-
graphics a los resultados obtenidos con el disefio de
experimentos para la extraccién del aceite, con el ob-
jetivo de verificar como se comportaba la variable de
respuesta rendimiento y la forma en que los factores
seleccionados afectan esta variable. Con este analisis
se establecié que no existen diferencias significativas
entre los porcentajes de rendimiento reportados en la
tabla 4, atin cuando las condiciones de extraccién no
eran las mismas (ANOVA: raz6n-F = 1.88 x 10%, va-
lor-p = 0.057). El diagrama de Pareto, figura 1, mues-
tra que los factores cantidad de muestra (ANOVA:
razén F= 6,37; p= 0,0356), y la interaccién cantidad
de solvente/tiempo de extraccion (ANOVA: F=6,18;
p=0,0377) exhiben un efecto positivo sobre la varia-
ble respuesta (rendimiento de extraccién del aceite)
ya que sobrepasan los limites de los valores norma-
les (linea azul), es decir al aumentar la cantidad de
muestra y tiempo de extraccién, se obtienen mayo-
res porcentajes de rendimiento; por el contrario, los
factores individuales: cantidad de solvente, tiempo
de reaccién, y sus interacciones, no son estadistica-
mente significativos para la variable respuesta (valor
p > 0,05). En la tabla 5 se ilustran los resultados del
andlisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de
rendimiento del aceite.

Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizada para porcentaje
de rendimiento del aceite extraido de la almendra del B minor.
Figure 1. Standardized Pareto diagram to yields of
the oil extracted from the almond of B minor.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Porcentaje de rendimiento
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Fuente: autores
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Tabla 5. Andlisis de Varianza para porcentaje de rendimiento del aceite extraido dela almendra del B minor.
Table 5. Analysis of Variance for yield oil s extracted from the almond of the Bactris minor.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Cantidad de Muestra 2,86456 1 2,86456 6,37 0,0356
B: Cantidad de Solvente 0,110556 1 0,110556 0,25 0,6333
C: Tiempo de Reaccion 1,54381 1 1,54381 3,43 0,1010
AB 0,00140625 1 0,00140625 0,00 0,9568
AC 0,0232563 1 0,0232563 0,05 0,8258
BC 2,78056 1 2,78056 6,18 0,0377
bloques 0,0855562 1 0,0855562 0,19 0,6742

Error total 3,5973 8 0,449663

Total (corr.) 11,007 15

Fuente: autores

3.2 Caracterizacion del aceite de la almendra del co-
rozo B minor

En la tabla 6 se resumen los resultados de la evalua-
cion de las propiedades fisicoquimicas del aceite extrai-
do de la almendra del corozo, B. minor. Los resultados
encontrados estdn en concordancia con los reportados
en la literatura para este tipo de aceites.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas del aceite
extraido de la almendra del corozo, B. minor.

Table 6. Physicochemical properties of the oil
extracted from the corozo almond, B. minor.

Parametro Resultado Unidades
Acidez 0,09% % &cido Laurico
indice de yodo 29,80 + 0,44 g 1,/100g de muestra
indice de saponificacién 127,66 +0,77 mg KOH/g de muestra
indice de refraccion 1,404 -

Densidad 0,9143 gmlL?!
Humedad 0,27+0,03 -

Fuente: autores

El valor de acidez para el aceite refinado extraido de
la almendra del corozo, B. minor fue de 0,09 % (expresa-
do en % &cido ldurico). Este valor de acuerdo a la NTC
218 representa una cantidad minima de dcidos grasos
libres presentes en el aceite, originados por la lipdlisis
de los triacilglicéridos que forman el aceite; en este sen-
tido se puede afirmar que el aceite de corozo, B. minor,
extraido no ha experimentado una hidrélisis marcada,
por lo que el contenido de acidez es bajo, lo que esta
en concordancia con la baja humedad reportada para
el aceite (0,27%). Ademds esto no hace sea necesaria la
previa neutralizacién del aceite antes de la reacciéon de
transesterificacién, y ademds que no se formen gomas
durante la reaccion de transesterificacion del aceite [17,
18].

El indice de yodo es un indicativo del grado de insa-
turacion de una grasa y/o aceite. El valor de indice de
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yodo obtenido para el aceite de corozo, B. minor, fue de
29,80+ 0,44 g 1,/100 g; comparado este valor con el de
otros tipos de aceites, como el de palma 55 g I1,/100g,
oliva 84 g I,/100g, soja 134 g 1,/100g, girasol 132 g I,/
g100 y manteca de cacao 37 g I,/100g [16]; se puede
inferir que este valor mds bajo es debido a las pocas in-
saturaciones que presenta en su composicién haciéndo-
lo que se comporte mads estable a la oxidacién; siendo
muy parecido al de los aceites de palmiste y de coco,
25,5g1,/100gy 9,5 g 1,/100g respectivamente [18].

El indice de saponificacién promedio obtenido para
el aceite de la almendra del corozo, B. minor, fue de
127,661+0,77 mg KOH/ g de aceite. Este valor es relativa-
mente bajo si se compara con otros valores reportados
en la literatura para otras especies del corozo, tal como
la Acrocomia aculeata, para el cual se han reportado va-
lores de 205 mg KOH/g aceite [18], 241,9 mg KOH/g
aceite [16], 232 mg KOH/g aceite [19] y para el aceite
de palma 194,5 mg KOH g de aceite [20]. Por tanto se
esperaria que la cantidad de jabén formada durante la
reaccién de transesterificacion empleando el aceite ex-
traido de la almendra del corozo, B. minor, sea baja, lo
cual presenta ventajas sobre el rendimiento de la reac-
cién.

El indice de refraccién para el aceite extraido de la
almendra del corozo, Bactris minor, fue de 1,404. Este
valor bajo es consistente con la presencia de dcidos gra-
sos saturados en la estructura quimica del aceite, el cual
es cercano a los reportados en la literatura para otros
tipos de aceites, aceite de coco 1,427 [21] almendra del
fruto de la palma de corozo (Acrocomia aculeata) 1,456
[15], Acrocomia intumescens 1,411 [22], macauba 1,452
[23], aceite de palma 1,473 [24].

La densidad promedio a 25°C fue de 0,9143 consisten-
te con los datos reportados para otras especies del co-
rozo como la Palma de vino, 0,9210 a 20°C [15] y 0,9179
a26°C [18].
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La humedad promedio para el aceite de corozo, B.
minor, fue de 0,27+0,03 %. Este valor es bajo y atracti-
vo para llevar a cabo la reaccién de transesterificacién,
puesto que un porcentaje de agua adecuado, favorece
la activacién del catalizador evitando la formacién de
productos saponificados como el jabén. Para otras es-
pecies del corozo como la acrocomia aculeata se han re-
portado valores de 6,70% [19]; 5,20% [18]; 6,66 % [16],
los cuales son porcentajes altos en comparacién con el
porcentaje presentado por el aceite del corozo, B. minor;
esta diferencia puede ser debida a que el aceite del co-
rozo, B. minor, fue expuesto a un proceso de desgoma-
do, en el cual se retira gran parte del agua remanente,
mientras que para el aceite de la acrocomia aculeata los
valores registrados son sin refinar [16, 18, 19]. No obs-
tante el valor para el aceite de palma es equivalente a
0,25% [25], bastante similar al aceite de estudio.

En la tabla 7, se relaciona el perfil de dcidos grasos ob-
tenido para el aceite de la almendra del corozo, B. minor.
Se observa en la tabla, que los dcidos grasos saturados
representan la mayor fraccién (92,7%); siendo el dcido
el ldurico predominante con 65%, seguido del miristico
20,8%. Estos porcentajes son mayores a los reportados
por Belen et al [16] en otra especie del corozo Acrocomia
acualeata Jacq.(50,9% para el dcido laurico y 13,9 % para
el miristico). Cabe sefialar, que esta caracteristica es la
influyente para el bajo valor del indice de saponifica-
cién exhibido por el aceite de B minor., en comparacion
con otros aceites [16, 18-20]. El alto porcentaje de dcidos
grasos saturados también se ve reflejado en el estado
solido que presenta el aceite a temperatura ambiente.

Tabla 7. Perfil de dcidos grasos presentes en
el aceite de la almendra del corozo B minor.
Table 7. The fatty acid profile of the B minor oil.

Componente Porcentaje (%)a
Acido Laurico (C12:0) 65,0 £ 1,13
Acido Miristico (C14:0) 20,8 1,34
Acido Oleico (C18:1) 7,3 +0,424
Acido Palmitico (C16:0) 5,6+ 0,212
Acido Estedrico (C18:0) 1,3+0,070

a. valores promedios de dos repeticiones =+ 1 desviacién estandar.

Fuente: autores

La reaccién transesterificacién enzimatica del aceite
del corozo, B. minor, inicialmente fue realizada siguien-
do el procedimiento descrito por Talukder [13]; esto
con la finalidad de establecer como un ensayo control
base para plantear el disefio de experimentos factorial
23, Se utiliz6 como catalizador enzimdtico Novozyme
435®, en una concentraciéon del 4%, temperatura de
40°C. La adicién del metanol se realizé en tres etapas
para evitar la inactivacién de la enzima, la relacién mo-
lar aceite:metanol fue fijada en 1:3 con agitaciéon de 200
rpm. Finalmente, para cuantificar la conversién de los
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triacilglicéridos presentes en el aceite se establecié un
tiempo de reaccién de 24 horas. El porcentaje de con-
version de 21,44% fue determinado por GC-MS. La
temperatura de reaccién de 40°C fue reportada previa-
mente como la temperatura éptima en la que las lipa-
sas presentan mayor actividad [26]; adicionalmente, la
velocidad de agitacién de la mezcla de reaccién de 200
rpm, es la velocidad reportada como suficiente para
eliminar problemas difusivos durante la reaccién, sin
alterar la composicién de la enzima [26].

La figura 2 corresponde a los resultados de la CCF ob-
tenidos para las muestras de aceite de corozo, B. minor,
(ACQ), ensayo control (BAC) y las obtenidas mediante
la aplicacién del disefio factorial para la catdlisis enzi-
matica (Bd1-Bd9). En los resultados de la placa se pue-
den distinguir cualitativamente los triacilglicéridos del
aceite y se verifica la formacién de esteres de metilo en
todas las reacciones (manchas en la parte superior de la
placa), a excepcién para la muestra de aceite de corozo
identificada como AC.

Figura 2. Cromatografia en capa fina para
el aceite del B minor y su biodiesel
Figure 2. Thin Layer Chromatography of the
oil B minor and it is biodiesel.
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Fuente: autores

En la tabla 8 se presentan los resultados del disefio fac-
torial 2° utilizado para obtener las mejores condiciones
para la reaccién de transesterificaciéon enzimadtica del
aceite de la almendra del corozo, B. minor. Como puede
observarse en la tabla, los porcentajes de rendimiento
mds bajos (11,89%) se obtuvieron con una relacién molar
aceite:metanol 1:1, 2% p/p de Novozyme 435® y tempe-
ratura de 50°C. De estos resultados se puede inferir que
debido a la baja concentracién de enzima, esta pudo ser
inactivada al ser expuesta a la temperatura de 50°C; sin
embargo se observé que un aumento en la relacién molar
aceite:metanol (1:5), propicié rendimientos por encima
del 58%, lo que indica un mayor porcentaje de conver-
sién de los triacilglicéridos en sus respectivos esteres de
metilo de cadena larga (biodiesel).
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Tabla 8. Datos experimentales obtenidos de la transesterificacion
enzimdtica del aceite de la almendra del corozo, B. minor, con
Novozyme 435°.

Table 8. Experimental data obtained of the enzymatic
transesterification of the corozo oil, B. minor, with Novozyme 435°.

ot mersenl  doonma TR gl
L1 2 30 15110565
15 2 30 34691004
1.1 8 30 23371414
15 8 30 61,77 2,44
11 2 50 11,89+1004
15 2 50 59.85+2333
L1 8 50 22,25 +2,32
15 8 50 40540445

Fuente: autores

La figura 3 corresponde al diagrama de Pareto del ex-
perimento de transesterificacién con Novozyme 435®,
para estudiar las variables que tuvieron mayor efecto
sobre el rendimiento de la reaccién. Se evidencié que el
factor relacion molar aceite:metanol (ANOVA: razén
F=50,77; valor p =0,0001) y la interaccién porcentaje
de enzima/temperatura (ANOVA: razén F=6,45; valor
p=0,0347) se desvian de los limites de los valores nor-
males (linea azul), por tanto son estadisticamente sig-
nificativos sobre la variable respuesta (% rendimiento),
es decir, al aumentar la relacién molar aceite:metanol,
concentracion de la enzima y temperatura, se ve favo-
recido el rendimiento de la reaccién; a diferencia de los
factores porcentaje de enzima, temperatura en forma
individual, y sus interacciones: relacién molar/ porcen-
taje de enzima, y relacién molar/temperatura, no son
significativos ya que cuentan con un valor p > 0,05.

En la tabla 9 se ilustran los resultados obtenidos en el
andlisis de varianza (ANOVA) para % rendimiento de
produccién del biodiesel de corozo.

Figura 3. Diagrama de Pareto estandarizada para el porcentaje
de rendimiento del biodiesel de corozo, B. minor, obtenido por
transesterificacion enzimitica.

Figure 3. The Standardized Pareto diagram for yields of the
enzymatic transesterification of the biodiesel corozo, B. minor.
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Fuente: autores
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Tabla 9. Andlisis estadistico ANOVA del porcentaje de rendimiento
del biodiesel enzimdtico del aceite de la almendra del corozo, B. minor.
Table 9. Analysis ANOVA for yield of the enzymatic biodiesel of
almond corozo oil, B. minor.

Fuente  oumade g Cuadrado pognf valorp
A:Relacién Molar 3858,58 1 3858,58 50,77 10,0001
B:%Enzima 174,174 1 174,174 2,29 0,1685
C:Temperatura 0,0410063 1 0,0410063 0,00 0,9820
AB 29,4035 1 29,4035 0,39 05512
AC 17,1189 1 17,1189 0,23 0,6478
BC 490,29 1 490,29 6,45  0,0347
Bloques 1,05576 1 1,05576 0,01 09091
Error total 607,988 8 75,9985
Total (corr.) 5178,66 15

Fuente: autores

Al comparar los resultados obtenidos en esta investiga-
cién con los datos reportados en otros trabajos, en los que
también utilizaron Novozyme 435® con otros tipos de
aceites y alcoholes, se registran porcentajes de conversién
del 46,1% [27] utilizando aceite de soya y etanol en rela-
cién molar 1:10, temperatura 40°C, 5% Novozyme 435®,
10% H,O'y tiempo de reaccién 6 horas [28]. Este porcentaje
(46,1%) comparado con el obtenido en esta investigacién
(61,8%) es relativamente bajo. Esto puede atribuirse a que
el tiempo de reaccidn, 6 horas, no fue suficiente para lograr
una mayor conversion, ya que para la transesterificacién
enzimadtica se requieren mayores tiempos de reaccién.
Watanabe y colaboradores reportaron un porcentaje del
90% obtenido con una mezcla de aceite de soja y colza,
tiempo de reaccién 40 horas, temperatura 30°C, 4% Novo-
zyme 435® y relacién molar alcohol: aceite 1:3 [29].

4. CONCLUSIONES

El porcentaje de rendimiento del aceite extraido de la
almendra de Bactris minor oscil6 entre 38,19 y 40,51 %,
lo cual es consistente con lo reportado en la literatura
para otras especies de corozo, adicionalmente se encon-
tré que las mejores condiciones para la extraccién son:
30 g de harina de corozo, 100 ml de hexano y 3 horas
para tiempo de extraccién.

Los 4cidos grasos mayoritarios que constituyen el acei-
te de la almendra del corozo B minor son el dcido lauri-
co con un porcentaje de 65% y el dcido miristico con un
porcentaje de 20,8%. Estos datos son consistentes con los
datos reportados en la literatura para otras especies del
corozo como la Palma de vino (Acrocomia aculeata).

De acuerdo a los resultados del andlisis fisicoquimico rea-
lizado al aceite extraido de la almendra del corozo, B. mi-
nor, se puede concluir que cumple con las normas técnicas
colombianas, lo cual lo convierte en una potencial materia
prima para en las industrias de los biocombustibles.
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Se comprobé cualitativamente la formaciéon de los
esteres metilicos de los dcidos grasos de cadena larga
(Biodiesel) del aceite extraido de la almendra del coro-
20, B. minor, mediante CCF; y se obtuvo un porcentaje
de conversion del biodiesel 62 % mediante transesteri-
ficacién enzimatica y las condiciones éptimas: relacién
molar aceite: metanol 1:5, 8% de Novozyme 435® y
30°C de temperatura.

5. AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Dr. Boris Johnson y al Q.F
Gabriel Rueda por su colaboracién con los andlisis de
GC-MS de los aceites y el biodiesel de corozo; L.P.R
agradece al Dr. Jorge Ropero por sus valiosos aportes
para el desarrollo de este trabajo.

REFERENCIAS

[1]. S.H. Mohr, J. Wang, G. Ellem, J. Ward, D. Giurco, “Projection of world
fossil fuels by country”, Fuel, 141, 120-135,2015.

[2] G. Maggio, G. Cacciola, “When will oil, natural gas, and coal peak?”, Fuel,
98, 111-123, 2012.

[3] S. Shafiee, E. Topal, ” When will fossil fuel reserves be diminished?”, Ener-
gy Policy, 37(1), 181-189, 2009.

[4] M. Hook, W. Zittel, J. Schindler, K. Aleklett, “Global coal production out-
looks based on a logistic model”, Fuel, 89(1), 3546-3558, 2010.

[5] D. Huang, H. Zhou, L. Lin, “Biodiesel: an Alternative to Conventional
Fuel”. Energy Procedia. 16, 1874 — 1885. 2012.

[6]. L.C. Meher, D. Vidya, S.N. Nayk, “Technical aspects of biodiesel produc-
tion by transesterification a review”, Renew Sust Energ Rev. 10, 248-268.
2006.

[7] H. Noureddin, H. Gao, “Immobilized Pseudornonas cepacia lipase for bio-
diesel fuel production from soybean oil”, Bioresource Technol. 96,776-
777.2004.

[8] D.L. Nelson, M. Cox, Lehninger Principles of Biochemistry, 3th Edn.; Wor-
th Publishers New York, 2001.

[9] A. Palomino, C. Bocanegra, J. Lopez, L. Florez, “Biodiesel a partir de acei-
te de higuerilla utilizando lipasa inmovilizada”, Chem Eng. 12 (1),9-20.
2010.

[10] M, Fontalvo. PR. Vecino, S.A. Barrios, “El aceite de palma afticana elae
guineensis: Alternativa de recurso energético para la produccion de bio-
diesel en Colombia y su impacto ambiental”, Prospectiva. 12(1),90-99.
2014.

[11] M. Fontalvo, J. Villegas, J. Valencia, “Evaluacion fisicoquimica del bio-
diesel obtenido por transesterificacion basica con metanol del aceite ex-
traido de la semilla de Palma de Vino Attalea Butyracea para su uso en
motores de combustion interna tipo Diésel”. Trabajo de grado ingenieria
quimica. Atlantico. Universidad del Atlantico, 2009.

[12] H. Orozco, A. Mendoza, Caracterizacion del aceite obtenido a partir de
la semilla del corozo chiquito. Trabajo de grado ingeniera de alimentos.
Cordoba: Universidad de Cordoba. Facultad de Ciencias Agricolas Pro-
grama de Ingenieria de Alimentos 2004 p.3.

33

[13] M. Talukder, J.C. WU, T.B. Nguyen, Ng. Fen, “Novozyme 435 for pro-
duction of biodiesel from unrefined palm oil comparison of metanolysis
methods”, J Mol Catal B-Enzym. (60), 106-112. 2009.

[14] Y. Shimada, Y. Watanabe, T. Samukawa, “Conversion Of Vegetable Oil
To Biodiesel Using Inmobilized Candida Antdarctica Lipase”, JAOCS.
76(7),789-793. 1999.

[15] D.C. Montgomery, “Disefio y analisis de experimento”. Segunda edicion;
wiley: Mexico, 218-276, 2004.

[16] A. Arvelaez, A. Mieres, C.E. Hernandez, “Experimental design applied to
the oil extraction of the corozo’s kernel (Acrocomia aculeata)”, Rev Téc
Ing Univ Zulia. 31, 122 —129. 2008.

[17] Instituto colombiano de normas técnicas y certificacion (ICONTEC). Gra-
sas y aceites animales y vegetales. Determinacion del indice de acidez.
Norma Técnica Colombiana NTC 218. Bogota D.C.: El Instituto, 14 p.
1999.

[18] D.R Belén, 1. Lopez, D. Garcia, M. Gonzalez, M.J. Moreno, C. Medina,
“Evaluacion fisico-quimica de la semilla y del aceite de corozo (4croco-
mia aculeata Jacq), Grasas y aceites, 56(4),311-316, 2005.

[19] C. Hernandez, A. Mieres, Z. Niflo, “Efecto de la refinacion fisica sobre el
aceite extraido de la almendra del corozo (4Acrocomia Aculeata). Informa-
cion tecnologica”, 18(5), 59-68, 2007.

[20] PN. Benjumea, J.R. Agudelo, G.J. Cano, “Estudio experimental de las
variables que afectan la reaccion de transesterificacion del aceite crudo
de palma para la produccion de biodiesel”, Scientia et Technica, 24, 169-
175, 2004.

[21] T. Eevera, K. Rajendran, S. Saradha, “Biodiesel production process opti-
mization and characterization to assess the suitability of the product for
varied environmental conditions”, Renewable Energy, 34, 762-765,2009.

[22] PS. Bora, R.V.M. Rocha, “Macaiba palm: fatty and amino acids compo-
sition of fruits”, Ciencia y Tecnologia Alimentaria, 4(3), 158-162, 2004.

[23] A. Cesar, F. Almeida, R.de Souza, G. Silva, A.E. Atabani, “The prospects
of using Acrocomia aculeata (macatiba) a non-edible biodiesel feedstock
in Brazil”, Renewable and Sustainable Energy Reviews, 49, 1213-1220,
2015.

[24] J.E. Murillo, “Produccion de biodiesel a partir de aceite de palma”, Pal-
mas, 25(4), 31-42, 2004.

[25] E.C. Zuleta, J.D Bonet, L.C Diaz, M.J. Bastidas, “Optimizacion del proce-
so de obtencion de biodiesel a partir de aceite de palma y etanol median-
te el método de superficie de respuesta”, Revista Energética, 38, 47-53,
2007.

[26] A. Palomino, C. Bocanegra, J. Lopez, L.M. Florez, “Biodiesel a partir de
aceite de higuerilla utilizando lipasa inmovilizada”, Ingenieria y Compe-
titividad, 12(1), 9-18, 2010.

[27] D. de Oliveira, I. N. Filho, M. di Luccio, et al, “Kinetics of Enzyme-Ca-
talyzed Alcoholysis of Soybean Oil in n-Hexane”, Applied Biochemistry
and Biotechnology, 121(1), 231-241, 2005.

[28] D. Oliveira, T. Alves, “Enzymatic Alcoholysis of Palm and Palm Kernel
Oils”, Applied biochemistry of biotechnology, 77-79, 835-844, 1999.

[29] Y. Watanabe, Y. Shimada, A.Sugihara, H.Noda, H. Fukuda, Y. Tominaga,
“Continuous Production of Biodiesel Fuel from Vegetable Oil Using Im-
mobilized Candida antarctica Lipase”, JAOCS, 77(4), 355-360, 2000.



