DEUS LIBERTAS CULTURA

Universidad de Carabobo

Facultad Experimental de Ciencias y Tecnologia

Departamento de Biologia FRCYT

Trabajo Especial de Grado

EVALUACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE
BIODIESEL A PARTIR DE RESIDUOS DE GRASA DE POLLO
VIA CATALISIS ENZIMATICA

Autor:
Br. James Zambrano
Tutores académicos:
Dr. Oscar Valbuena

Dr. Luis Medina



INDICE GENERAL

RESUMEN ...ttt bbb e et e Re e Rt e s e et et et e ntesbenteebeeneeneeneenens 7
F A = I ¥ O SO SRSRS 8
INTRODUGCCION . .....ovtriiarireenieeesssese sttt ettt esesses 7
(O Y o 18 0 I L SRS PRPSSSRR 11
Planteamiento del ProbIEMA ..........oiiiiie e 11
DesCripCion del PrODIBMA .........couiiiiiee et 11
Formulacion del ProDIEMA.........c.ciiii e 12
SITUACION ACTUAL ...ttt e e et e st e s testeeseena e e enneneas 12
LTSy 0% o o oSSR 13
(@] o] 13 LYo L USSP TP PP PP PR PRPROPRPTN 14
ODJELIVO GENETAL.......c.iicieieecie ettt e e e e te et e e te e s teetesreesreenreanes 14
ODJEtIVOS BSPECITICOS ....vviivieii ettt ettt e et e s e e teetesreesreennennes 14
CAPTTULD ettt bbb b e bbbt b et e b et bbb e s beeneeneeneas 15
Y T oo I o [ o TSRS 15
B Fo R 10 [ TSRS PR PRSP 15
L000] ] oTU 1 £ o] 5SSOSO 15
TIPOS A€ COMBUSTIDIES ...t e e e reens 15
COMDUSEIDIES TOSIIES ...ttt 16
DIESEl 0 QASOIE0 .....c.veeeeeeiiecie ettt ettt e ettt e e a e reereeneenreens 16
COomMDBUSEIDIES NO TOSIIES ..ot 16
Reacciones de formacion de ésteres alquiliCoS grasos ..........cccooviiriniinieienenese e, 16
BIOGIESEI ...ttt e e ne e re e nreene e 17
TIPOS & BIOGIESEI ... bbb 18
LT = W 4 USSR 18
ACEITES VEJELAIES Y GIASAS ... veuviviiiiitietieiieie ettt sttt nb bbbt 18



AUCONOL ... bbbttt bbbt 19
CAtAlIZAAOIES. ...ttt bbb bbb bt e e 19
ENZIMI@S. ... et b bRt b bbbt r e 20
LLIDASAS ..ttt bR bR bR R £ R R b bbb bRt 20
ANALISIS VOIUMEBLIICO ...ttt st st e s beere e e e e nee s 21
THIUIACION ACIAO-BESE .....c.veiiiecii ettt reene e es 21
ESPECLrOSCOPIA INTIAITOJA ... .evieieeiiieiiee ettt 21
CromatOgrafia (8 JASES......cveeieieirierieieie ettt sttt sttt b et b bt e b e b e eneanas 22
F N Q] (=T =To (=] ) RSP PR 22
Elaboracion de biodiesel por via eNZIMALICA .........ccoeiiiieiiiieeeee e, 22
Uso de grasa animal para la produccion de biodiesel..........ccoevveiiiieiicic i, 23
(O Y o I 1 1 I PSS SUSSUSRR 25
Y Voo g T=3 (o o 0] [oTo ol USSP 25
Material BIOIOGICO ......eveuieieitiiieiet ettt ettt en s 25
(OFT| LAY o - Yo (=] - o o SR 25
Obtencion de la grasa de origen animal...........ccoooeiiirineiese e 25
Caracterizacion quimica de la grasa extraida de tejido animal.............ccccoooeveiieiecie e, 25
Determinacion del indice de acidez y porcentaje de &cidos grasos libres. ...........ccccevveveiieennenn, 25
Determinacion del numero de saponificacidn e indice de éSter. .........ccovevieveevciic v, 26
Cinética de crecimiento del consOrcio bacteriano ...........cocooeveriiiiinieiee e 26
Determinacion de la actividad degradadora de grasa del consorcio bacteriano ......................... 26
Obtencion y aislamiento de lipasas extraCelulares .............ccooveieeiiiii e 27
Cuantificacion de proteinas totales €N SLC........oovoiiiiiiiiece e 27
Determinacion cuantitativa de la actividad lPOIItICa .........ccooeviiiiiiiice e, 27
E1aboracion de BIOUIESE] .........ccuiiiieiiieiie ettt nneenne e 28



Reacciones de tranSeStEIITICACION ........eeeeee ettt e e e e e e et e e e e e e e e e 28

Analisis instrumental del producto de transesterificacion .............ccccevvvveiiene e s 28
ESPECtrOSCOPIA INTIAITOJA ... .cvieieiiiee ettt e sre e sneenne e 28
Cromatografia 08 JASES.......civeiueiiiieee ettt et et et e e et e re e te e e e nreeneenes 28
CAPITULD TV .ttt bbbt bbbt bbbt et e bbb b bt et e e s e ne e 29
RESUITATOS ...ttt bbbttt bbb bt bbbt e s e e e b bbbt e e n e s e e s 29
Caracterizacion de 1a grasa animal ............ccooveiiiieie s 29
Cinética del crecimiento DACLEIIAN0. ........ocviieiiiieieiee e 29
Determinacion de la grasa remanente en cultivos bacterianos ...........cccoeevveeeeveiicveese e, 30
Determinacion cuantitativa de la actividad Hpoltica ............ccccvveviiieie e, 31
Caracterizacion de la muestra de grasa antes y después del proceso de transesterificacion. .....33
ESPECLrOSCOPIA INTIAITOJA ... .eviviiteiiei ettt 33
Analisis por cromatografia 8 gASES .........ciuiereirireieisie e 34
CAPITULD V ettt bbb et b e bt bbbt bt e st et e b et s be st e s beeneeneeneas 36
Dol 1 oSS 36
Caracterizacion quimMICa de 18 graSa .........cccueiueeiiiieeriecie e sre e 36
Cinética del crecimiento DACLEIIANO. ........ccviiiiiiieieiee e 37
Cuantificacion de la actividad lPOITTICA ..........ooveiiiieieec s 37
Reacciones de transesterifiCaCiON ...........covieiiii i 38
Caracterizacion de la muestra de grasa antes y después de la transesterificacion..................... 38
CONGCLUSIONES.......o ottt ettt st ettt e e st e st e st e tesbesbeebesbesreeneeneeneas 40
RECOMENDACIONES ...ttt et e et e e et e e e aae e e neeeenes 41
BIBLIOGRAFIA ..ottt e e s e e st e e e ea e e e aaae e e bte e e aseeessteeeaaeeeanneeeanns 42
ANEXOS ... ettt b bR Rt R Rttt e et tenbeereeneene et s 46



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Contenido de acidos graso en la grasa de pollo. .........cccccvvveiieieciese e 19
Tabla Il. Caracteristicas quimicas de la grasa animal extraida de tejido adiposo de pollo............ 29
Tabla I1l. Cantidad de grasa y pH en las alicuotas de los sistemas Control y Digestion respecto al
tIEMPO A8 INCUDACION. ......c.eiiiiiitiee bbbttt bttt b e 31
Tabla 1V. Proteinas totales segun método de Bradford (1976), actividad enzimatica y actividad

enzimatica especifica del sobrenadante libre de células (SLC). .....cccccvvvviiiiicieiiieseee e 32



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1. Reacciones generadas durante el proceso de metanolisis. Fuente: Morrison & Boyd.

(LS ) PSSR 17
Figura 2.2. Mecanismos de reaccion de la transesterificacion acida y basica. Fuente: Morrison &
BOYA. (1998). ...ttt ettt sttt 17
Figura 2.3. Reaccion de hidrdlisis de los triglicéridos catalizada por 1ipasas. .........c.cccccvevviiennnnn 20
Figura 2.4. Diagrama de un cromat0grafo de gases. .......ccccvevereeieeieiie e 22

Figura 4.1. Cinética del crecimiento bacteriano en MMM suplementado con grasa como Unica
L0 T= 0L e [=a o= T oo o PSSR 30

Figura 4.2. Cantidad de grasa remanente en los sistemas Control y Digestién tras 96 horas de

INCUDACTON. ..ttt ettt bbbt e et bbbt e e e neen et nes 31
Figura 4.3. Actividad lipolitica del sobrenadante libre de células (SLC).......cccocviiiineiniieienncnn 32
Figura 4.4. Producto final del proceso de transesterificacion, se evidencia una separacion de fases.
........................................................................................................................................................ 33
Figura 4.5. Espectro infrarrojo de la muestra de grasa antes y después de la transesterificacion. 34
........................................................................................................................................................ 35
Figura 4.6. Cromatograma de la muestra de grasa animal antes del proceso de transesterificacion.
........................................................................................................................................................ 35
Figura 4.7. Cromatograma de la muestra de grasa animal luego del proceso de transesterificacion.
........................................................................................................................................................ 35



RESUMEN

En el presente estudio se aislaron enzimas lipoliticas extracelulares de un consorcio bacteriano con
la finalidad de producir ésteres metilicos de acidos grasos, a partir de residuos de grasa animal. Se
definieron las condiciones Optimas para producir lipasas utilizando un medio minimo salino
suplementado con grasa, como Unica fuente de carbono, se determino la actividad enzimatica
especifica mediante titulacion de acidos grasos estableciendose las condiciones necesarias para
producir reacciones de transesterificacion via catalisis enzimatica. Finalmente, se caracterizo el
producto obtenido mediante espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases. Se obtuvo que la
grasa de pollo presentd un indice de acidez de 19,786 mg KOH/g equivalente a una proporcion de
9,95% de acidos grasos libres, un peso molecular promedio de 225,8 g/mol y un indice de éster de
206,013 mg KOH/g equivalente a 12,16% de glicerol. El consorcio bacteriano degrado un maximo
de 95% de grasa en un periodo de 96 h y los sobrenadantes libres de células reportaron una actividad
lipolitica especifica promedio de 190 U/mg. Las reacciones de transesterificacion se establecieron
bajo las siguientes condiciones: relacion molar 1:3 triglicerido:metanol, 2 mL del sobrenadante
libre de células, e incubacién por 24 h a 37°C en agitacion constante a 300 rpm. Una vez obtenida
la fase organica se caracteriz6 mediante espectrometria infrarroja obteniendo sefiales diferentes en
la muestras antes y después de las reacciones de transesterificacion. Seguido de esto se realizd un
perfil de la muestra mediante cromatografia de gases antes y después del tratamiento enzimatico,
los cromatogramas arrojaron sefiales y tiempos de retencion que podrian indicar la presencia de
ésteres metilicos en la muestra transesterificada. Se demostré que la grasa animal es una materia

prima viable para la produccion de biodiesel via catalisis enzimética.



ABSTRACT

In this study extracelular lipolytic enzymes were isolated from a bacterial consortium to be used as
catalyzer to produce fatty acids methyl esters, using animal fat and methanol. In order to do this
optimal conditions were established to produce lipase by using minimal saline medium
supplemented with animal fat, as the sole carbon source, the lipolytic activity was estimated by
titration of fatty acids and conditions for transesterification were established. Finally the product
was characterized by infrared spectroscopy and gas chromatography. Chicken fat reported an acid
value of 19,785 mg KOH/g equivalent to 9,95% of free fatty acids, molecular weight of 225,8
g/mol and an ester value of 206,013 mg KOH/g equivalent to 12,16% of glycerol. The bacterial
consortium hydrolyzed 95% of fat after 96 h of incubation and the free cell supernatants reported
an average specific lipolytic activity of 190 U/mg. Transesterification reactions were performed
under the following conditions: molar ratio 1:3 triglyceride:methanol, 2mL of free cells
supernatant, incubated for 24 h, 37°C and permanent shaking at 300 rpm. Once the organic phases
were obtained, they were characterized by IR spectroscopy, which detected in different signals
between the samples before and after the treatments, also the gas chromatography profiles were
made before and after the transesterification reactions. Chromatograms showed signals and
retentions times that might indicate the presence of fatty acids methyl esters. The study
demonstrated that chicken fat it’s a viable raw material for biodiesel production using lipolytic

enzymes.



INTRODUCCION

El deterioro ambiental y la creciente produccion de desechos, como consecuencia de las actividades
cotidianas del ser humano, se ha convertido en uno de los principales problemas de la sociedad
moderna. A causa de esto se ha incrementado la busqueda de alternativas que compense tal
desequilibrio y que se enfoquen en lograr el desarrollo sostenible. Entre las actividades de mayor
impacto ambiental se encuentra el crecimiento del parque automotor que deriva en el incremento
de la emision de gases de efecto invernadero, gracias a la combustion incompleta de combustibles

fésiles como la gasolina y el diésel.

La industria alimentaria también tiene su impacto sobre el medio ambiente, especialmente en
la generacion de residuos que posteriormente son descargados al medio ambiente. Entre estos, los
residuos grasos al descomponerse forman compuestos altamente toxicos consecuencia de la
peroxidacion lipidica, los cuales generan olores nauseabundos que pueden atraer plagas e inclusive
podrian afectar la salud de las comunidades que estén en contacto; representando un problema de
salud publica (Cirne et al. 2007).

En la busqueda de solucionar los problemas generados por las actividades humanas, el reciclaje
de estos elementos considerados desechos altamente contaminantes, ha surgido la propuesta de
producir combustible a partir de los mismos. De tal manera, la transesterificacion de los
triglicéridos contenidos en los residuos grasos en combinacion con un alcohol, usualmente metanol,
y un catalizador, es posible generar ésteres alquilicos de acidos grasos, denominados comunmente

biodiesel, y glicerina como subproducto de la reaccién (Rashid & Anwar, 2007).

El biodiesel, producto de la transesterificacion de aceites vegetales o grasas animales,
constituye un combustible biodegradable, no toxico, libre de azufre y compuestos que han sido
reportados como carcindgenos; presenta ademas, un importante potencial para su uso como

combustible alternativo en motores de encendido por compresion (Demirbas, 2007).

Para que la propuesta del biodiesel sea viable es necesario que su costo sea menor en
comparacion al diésel convencional, para ello la materia prima debe ser de bajo costo, segun
algunos estudios (Haas et al., 2006) esta representa entre 75 a 88% del costo total, por ende el uso

de desechos para su elaboracién podria solventar este inconveniente mientras que a su vez elimina



0 minimiza la problematica de la disposicién de estos elementos contaminantes. De igual forma el
uso de enzimas, provenientes de bacterias presentes en los mismos desechos, como catalizadores

de la reaccion, puede promover el efecto deseado, producir biocombustible de manera econémica.

Tomando en cuenta lo expuesto, se propone producir biodiesel mediante reacciones de
transesterificacion utilizando desecho de grasa animal y enzimas con actividad lipasa, provenientes

de un consorcio bacteriano, como catalizador de la reaccion.
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CAPITULO |

Planteamiento del problema

Descripcion del problema

El calentamiento global es un problema en auge cuyas consecuencias recaen sobre los diversos
ecosistemas, ciudades, entre otros, ocasionando alteraciones en el equilibrio de la vida en nuestro
planeta. Consiste en el incremento de los gases de efecto invernadero ya existentes en la atmosfera
gracias a la combustién incompleta de combustibles fésiles que generan compuestos no deseados
como CO2, CO, NOy, SOy, entre otros, los cuales evitan que la radiacion proveniente del sol salga
del planeta ocasionando un incremento paulatino de la temperatura global (Jawoeowski et al.,
1992).

Venezuela no esta exenta de contribuir a este problema, principalmente por el incremento del
parque automotor y el desarrollo industrial que se ha experimentado en las Gltimas décadas. Esto
deriva en un mayor uso de combustibles fosiles, especialmente cuando su obtencién y explotacion
no es una limitante al ser un pais con grandes reservas de petroleo y gas natural. Tales
caracteristicas han generado preocupacién y necesidad, por parte de cientificos e investigadores en
disminuir el uso de combustibles fosiles no renovables, a través de alternativas biodegradables que
generen productos con propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas amigables al medioambiente y

los ecosistemas.

Desde el punto de vista quimico, el biodiesel es una mezcla de ésteres alquilicos, provenientes
de los triglicéridos de aceites vegetales o grasas animales, empleados como materia prima. Es un
combustible liquido, biodegradable y no contaminante; se puede utilizar puro o mezclado con

gasolinas, en el transporte urbano, maquinaria agricola y el area de la mineria. (Pahl, 2008).

El uso de dicho combustible ya ha sido implementado en otros paises mayormente a partir de
aceites de origen vegetal, de modo que ha adquirido popularidad a nivel mundial como fuente de
energia alternativa. Algunas de las ventajas que exhibe el uso de biodiesel es la reduccion de

emisiones de CO,, compuestos de sulfuro, humo y olores nocivos (Yang et al., 2007). Se puede
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utilizar puro en los motores diésel mas modernos y en los mas antiguos se puede mezclar con el
diésel de origen fosil, inclusive asi, con esta ultima alternativa, se obtiene el beneficio de la
reduccion de la contaminacién ambiental. Su punto de inflamacion se encuentra alrededor de los
130°C (Pahl, 2008), siendo superior al del diésel convencional, por lo tanto su manipulacion y
almacenamiento son mas seguros. El costo del biodiesel es dependiente de la materia prima
utilizada, tomando en cuenta que la obtencion de aceites vegetales incluye todo el proceso agricola,
su costo podria inclusive superar al del diésel de origen fosil, al menos en lo que respecta a nuestro
pais, por lo tanto el uso de desechos de origen animal aparenta un panorama mas amistoso desde

el punto de vista econémico.

Los desechos de origen animal producto de la industria alimentaria, especificamente la
industria carnica, representan un impacto negativo al ambiente, desde el punto de vista sanitario,
una incorrecta disposicion de los desechos puede generar condiciones ideales para la proliferacion
de enfermedades, de igual forma pueden contaminar fuentes de agua y contribuir con un malestar
a las comunidades afectadas por el olor fétido que tales residuos generan (Chin et al., 2010). Esto
representa un problema para las empresas de procesamiento animal, las cuales tienen que lidiar
con altos costos para su eliminacion mediante traslado a vertederos, incineracion o contencion en
hornos de cemento. Bajo estas condiciones, el uso de estos residuos de origen animal como materia
prima para la obtencién de una fuente de energia no contaminante parece una opcién mas que ideal,
disminuyendo el costo de produccién de biodiesel y a su vez facilitando la eliminacién de los

desechos contaminantes de la industria de procesamiento animal.

Formulacion del problema

Teniendo en cuenta esta situacion y en basqueda de ofrecer solucién a las problematicas de indole
ambiental expuestas, se planted producir biodiesel o esteres metilicos de acidos grasos a partir de
residuos de grasa animal mediante el uso de lipasas de origen bacteriano.

Situacion Actual

La obtencion de biodiesel es un proceso comprobado en distintos paises (Vieira et al., 2006; Rashid
& Anwar, 2007; Xuejun et al., 2008) y se utiliza mezclado con diésel convencional, o0 puro en
vehiculos diésel mas modernos. En Venezuela, se encuentra en investigacion, a partir de aceites
de origen vegetal (Guerreo & Seijas, 2008), pero no se evidencian estudios utilizando residuos de

grasas de origen animal.
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Justificacion

Esta investigacion presenta aportes relevantes de caracter social y ambiental, ya que constituye una
herramienta tecnoldgica para lograr una disminucién del impacto que tienen los residuos grasos
industriales contaminantes, cuya eliminacion representa un alto costo econémico y energético; asi
como también la reduccion del elevado consumo de combustibles no renovables, incidiria
positivamente, al disminuir el volumen de las emanaciones de gases de efecto invernadero y

sustancias nocivas para la salud que son producto de la combustion de combustibles fosiles.

Otro aspecto importante es que la opcion del biodiesel es atractiva por la disminucion de los
costos de produccidn, al utilizar como materia prima elementos clasificados como desechos y de
costosa eliminacion. Adicionalmente el uso de enzimas para la produccion de dicho combustible,
evita problemas asociados a otras vias de elaboracion, por ejemplo el uso de catalizadores basicos,
que tienden a reaccionar durante la elaboracién del biodiesel generando jabones, producto de una
reaccion de saponificacion (Vieira et al., 2006), que debe ser entonces eliminado mediante un

proceso adicional que involucra mayor tiempo, costo y gasto energético.

Desde el punto de vista tedrico este proyecto es de relevancia para el pais, ya que contribuye
en la profundizacion de conocimientos en cuanto a condiciones de operacidén y procesos de
obtencion de biodiesel utilizando enzimas de origen bacteriano y residuos de grasa animal; lo cual
es un topico con poco o nulo precedente en Venezuela, donde solo se ha vislumbrado la produccion
de biodiesel a partir de aceites vegetales virgenes y aceites vegetales de desecho (Guerreo & Seijas,
2008).

13



Objetivos

Obijetivo general
Producir biodiesel a partir de grasa animal, via catalisis enzimatica, con la finalidad de implementar
una alternativa biotecnolégica a la problemética de contaminacion ambiental producida por el uso

de combustible diésel y por empresas procesadoras de productos carnicos.

Obijetivos especificos

e Aislar las enzimas extracelulares con actividad lipasa de consorcios bacterianos
previamente caracterizados.

e Caracterizar quimicamente el residuo graso de origen animal.

e Determinar condiciones experimentales para la elaboracion de biodiesel, es decir hidrdlisis
del residuo graso y esterificacion, en presencia de metanol, para producir esteres metilicos
de acidos grasos.

e Caracterizar mediante cromatografia de gases y espectrometria infrarroja un perfil de acidos
grasos y ésteres metilicos de la muestra de grasa de pollo antes y después del tratamiento

enzimatico.

14



CAPITULO I

Marco tedrico

Bases tedricas

Combustibles.

Un combustible es cualquier sustancia que, en contacto con el oxigeno del aire y a partir de una
determinada temperatura, arde y produce energia (Johansson, 1993). Es por lo tanto, cualquier
material capaz de producir energia cuando se transforma su estructura quimica, que al provenir de

una reaccion quimica, se conoce como energia quimica (Johansson, 1993).

Tipos de combustibles

Existen diferentes formas de clasificar los combustibles.

Segun su estado de agregacion:

e Combustibles solidos: como el carbdn, la madera, entre otros.
e Combustibles fluidos: acé se encuentran los que estan en estado liquido como el diésel,
gasolina, entre otros.

e Combustibles gaseosos: tales como el gas natural, el propano y el butano.

Segun el estado de preparacion:

e Naturales: se usan tal y como aparecen en su origen.
e Elaborados: aquellos que antes de ser consumidos son sometidos a determinados procesos

de transformacion.

Segun su origen:

e Combustibles fésiles: como el petrdleo y el gas natural.
e Combustibles no fosiles: o biocombustibles, como el biodiesel, biogas, bioetanol, entre

otros. (Johansson, 1993)

15



Combustibles fosiles
Los combustibles fosiles son mezclas de compuestos organicos que se extraen del subsuelo con la
intencion de producir energia por combustion. Entre algunos de los mas utilizados se encuentran el

gas butano, el gas natural, nafta y el diésel o gasoleo (Sarin, 2012).

Diésel 0 gasoleo
El combustible diésel es una mezcla compleja de hidrocarburos compuesta principalmente por
parafinas y aromaticos, con un contenido de olefinas que alcanza solo un pequefio porcentaje por

volumen (Bennet, 2009)

Se obtiene de la fraccion destilada del petréleo denominada gaséleo (15 a 18 &tomos de
carbono). Tiene propiedades diferentes a la gasolina pues esta contiene hidrocarburos mas livianos.
Es mucho mas pesado y aceitoso que la gasolina, se le suele denominar algunas veces como aceite
diésel. Se evapora lentamente y su punto de ebullicion es mas alto. Es utilizado en motores diésel
(Bennet, 2009).

Combustibles no fésiles

El biocombustible es el término con el cual se denomina a cualquier tipo de combustible que derive
de biomasa, bien sea organismos vivos o sus desechos metabolicos. Los mas utilizados actualmente
son el bioetanol y el biodiesel. Este Gltimo constituye un combustible obtenido a partir de grasas
animales o aceites vegetales. Esta compuesto de ésteres alquilicos de &cidos grasos, producidos a

través de una reaccion de transesterificacion (Sarin, 2012).

Reacciones de formacion de ésteres alquilicos grasos
Existen dos vias quimicas de formacién para producir ésteres alquilicos: por esterificacion directa

de los acidos grasos, o a partir de la transesterificacion catalitica de triglicéridos (Albis et al., 2005).

Para transesterificar un acido graso, se realiza un proceso denominado alcohdlisis, el cual se
suele llevar a cabo con metanol, y consiste en tres reacciones reversibles y consecutivas, en las
cuales se forman como intermediarios monoglicéridos y diglicéridos. El esquema de reaccion
implica que el triglicérido es convertido consecutivamente en diglicéridos, monoglicéridos y
glicerol, liberando un mol de éster alquilico en cada etapa de la reaccién, como se aprecia en la

Figura 2.1.
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CH-O-CO-RA1

|
CH:-O-CO-R3

CH.-OH

Monoglicérido

|
CH-O-CO-R2 + CHs-OH

|
CH-D-CO-R2 + CHs-OH
|

Catalizador

Catalizador

Metanol

|
CHx-0-CO-R3 + CI,H-D-CD-RZ

CHz-OH
Triglicérido Metanol Ester metilico Diglicérido
CH.-O-CO-R1 ) CH;-OH
1 Catalizador |
CH-O-CO-R2 + CHs-OH T—————* CH.-0-CO-R1 + CH-O-CO-R2
I |
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CHz-OH CHz-OH

* CHy-0-CO-R2 + CH-OH

Ester metilico

CH.-0-CO-RA1

|
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Figura 2.1. Reacciones generadas durante el proceso de metandlisis. Fuente: Morrison & Boyd. (1998).

Ademas el proceso de transesterificacion puede ser catalizado mediante el uso de &cidos o bases,

siendo los mecanismos de reaccion los ilustrados en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Mecanismos de reaccion de la transesterificacion acida y basica. Fuente: Morrison & Boyd. (1998).

Biodiesel
Segln Rivas (2004), el biodiesel se define como el éster monoalquilico de cadena larga de acidos
grasos derivados de recursos renovables, como por ejemplo aceites vegetales o grasas animales,

para ser utilizado en motores diésel.

En el proceso de transesterificacion los ésteres que forman parte de las grasas y aceites
Ilamados triglicéridos, reaccionan con metanol (CH3OH) o cualquier alcohol de bajo peso
molecular, obteniéndose esteres metilicos (biodiesel) y glicerol. Se emplea un catalizador, siendo

el hidroxido de sodio (NaOH) el utilizado con mayor frecuencia (Demibras, 2007).
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El biodiesel presenta algunas ventajas comparado a los combustibles fésiles, especialmente desde
el punto de vista ambiental y de desarrollo sostenible; la materia prima de la que se obtiene
(biomasa) es un recurso renovable y en la combustidn no se emiten gases contaminantes y residuos
solidos, entre otros (Hilbert, 2004).

Entre otras ventajas del biodiesel frente al diésel convencional derivado de petroleo, estan las

relacionadas con las emisiones atmosféricas:

e Mondxido de carbono (CO): la emisién durante la combustion del biodiesel es
aproximadamente 50% menor.

e Dioxido de azufre (SO2): no se produce emision de didxido de azufre, y por lo tanto, el
biodiesel no contiene azufre.

e Material particulado: esta emision se reduce en un 65% en relacion al diésel convencional.

e Productos organicos aromaticos: el biodiesel no contiene productos aromaticos, como el
benceno y sus derivados, los cuales son conocidos por presentar alta toxicidad.

e Balance de dioxido de carbono (CO»): el didxido de carbono emitido durante la combustion
del biodiesel es reabsorbido por los vegetales. Por lo tanto el biodiesel puede ser
considerado un combustible renovable (Scragg, 2009).

Tipos de Biodiesel
Los distintos tipos de biodiesel, provienen de las distintas materias primas. Estas comprenden
basicamente aceites vegetales nuevos o usados, grasas de origen animal, un alcohol de bajo peso

molecular y un catalizador.

Materia Prima

Aceites vegetales y grasas
Son lipidos simples formados por esteres de acidos grasos con glicerol. Generalmente, se refieren
alos lipidos de origen vegetal, independientemente del estado liquido o solido que adquieran, segun

la temperatura ambiental o su punto de fusion (Yague, 2003).

Una grasa o aceite estd conformado por triglicéridos, cada uno es una molécula de glicerol
esterificada con tres &cidos grasos. Se conocen mas de 40 acidos grasos con formula general

CH3(CHz3)» COOH, donde n varia segun el acido graso y determina la longitud de la cadena de
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atomos de carbono. Los principales acidos grasos son: oléico, linoléico, palmitico, estearico y

palmitoléico (Yague, 2003).

Composicion quimica de la grasa de pollo

La composicion especifica de la grasa en animales es variable y esta sujeta a la dieta y otros
factores. Sin embargo, es posible encontrar en la bibliografia (Gunstone, 1996) cuales acidos grasos
son los méas abundantes segun el origen de la grasa, en el caso del pollo esta expresado en la

siguiente tabla:

Tabla I. Contenido de &cidos graso en la grasa de pollo. Fuente: Gunstone (1996)

Saturados Insaturados
29% 65%0
22% Acido palmitico 16:0 37% Acido oléico 18:1 n-9
6% Acido estearico 18:0 20% Acido linoléico 18:2 n-6
1% Acido Miristico 14:0 6% Acido palmitoléico 16:1 n-7
1% Acido gadoléico 20:1 n-9
6% Otros 1% Acido linolénico 18:3 n-3

Alcohol
Entre los alcoholes que se puede utilizar en la reaccion de transesterificacion estan el metanol,
etanol, butanol y el alcohol amilico. Sin embargo, los mas utilizados gracias a su bajo costo son el

etanol y el metanol (Scragg, 2009).

Catalizadores
En la reaccion de transesterificacion se utiliza un catalizador para mejorar la velocidad de reaccion
y el rendimiento final. Los catalizadores pueden ser acidos (H2SOa, HCI, H3PQOa, entre otros),

basicos (KOH, NaOH) o enzimaticos (lipasas: Candida, Penicillium, Pseudomonas) (Scragg,
2009).
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Enzimas

Las enzimas en general son proteinas especializadas en la catalisis de reacciones bioldgicas. Se
encuentran entre las mas notables de las biomoléculas por su extraordinaria especificidad y su poder
catalitico, muy superior al de los catalizadores hechos por el hombre (Nelson & Cox, 2004). Dichas
moléculas son generalmente proteinas globulares que pueden presentar tamafios variables hasta de
2500 aminoécidos. Su actividad viene determinada por su estructura tridimensional, la cual viene
a su vez determinada por la secuencia de aminoacidos. Las enzimas son mucho mas grandes que
los sustratos donde actlan y solo una pequefia parte de la enzima participa directamente en la
catélisis, dicha region se define como centro activo (Voet et al., 2007). Al igual que las demas
proteinas, las enzimas se componen cada una de una cadena lineal de amino&cidos que se pliegan
durante el proceso de traduccion para dar origen a una estructura terciaria tridimensional. Cada
secuencia de aminoacidos es Unica y por lo tanto da lugar a una estructura Unica con propiedades

especificas.

Lipasas
Las lipasas y las esterasas, conocidas colectivamente como ‘“enzimas lipoliticas”, son
caracterizadas por su capacidad de hidrolizar el enlace éster formado por acidos carboxilicos de

longitud de cadena variable e hidrofébicas (Singh et al., 2006).

Las lipasas catalizan la hidrolisis de los enlaces éster en la interfase agua/aceite, mientras que
las esterasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster de sustratos solubles en agua. La Figura 2.3

muestra la reaccion quimica involucrada en la hidrdlisis de triglicéridos por accion de las lipasas.

1 C
o Lipasa EOH .

—0—CH { + 3IH, 0 ———= Ho—cl:H + R=C + 3IH*
| | - ]
CHO—C—F CH:OH )

Triglicérido Glicerol Acidos grasos

Figura 2.3. Reaccidn de hidrdlisis de los triglicéridos catalizada por lipasas.
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Las lipasas son ampliamente usadas en la industria para la produccion de farmacos,
cosméticos, cuero, detergentes, alimentos, perfumes, diagnosticos médicos, y otros materiales

sintéticos organicos (Singh et al., 2006)

Analisis Volumétrico

La titulacion o valoracion es un método comun de laboratorio utilizado para determinar una
concentracion desconocida de un analito identificado. Un reactivo denominado titulador es
preparado como solucion estandar. Un volumen y concentracion de titulador reacciona con una
solucion del analito para determinar su concentracion. Se utiliza una bureta calibrada para adicionar
el titulador y un indicador para determinar el fin de la titulacién, el mismo dependera del tipo de

titulacion a realizar (Valcarcel & Gomez, 1994).

Titulacion Acido-Base

Es un método de anélisis cuantitativo que permite conocer la concentracion desconocida de una
disolucion de una sustancia que pueda actuar como acido neutralizada por medio de una base de
concentracion conocida, o bien sea una concentracion de base desconocida neutralizada con una
solucién de acido conocido. Este tipo de titulacion se basa en una reaccion acido-base o reaccién
de neutralizacion entre el analito y el titulador. Para realizar una titulacion acido-base se requiere
de una bureta calibrada, un matraz cénico, una disolucion estandar, la muestra a analizar y un
indicador de pH. Este Gltimo tiene la caracteristica de sufrir un cambio de coloracién al alcanzar el
punto de equivalencia de la valoracion &cido-base. Los indicadores suelen de ser &cidos o bases
organicas débiles y la zona de viraje de cada indicador se sitla aproximadamente entre una unidad

de pH por debajo y una unidad por encima del valor de su pKa (Valcarcel & Gémez, 1994).

Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia IR es la rama de la espectroscopia que estudia la region infrarroja del espectro
electromagneético, la cual es luz con una longitud de onda mas larga y una menor frecuencia que la
luz visible. Dada una muestra que puede estar en estado soélido, liquido o gaseoso, la técnica de
espectrometria infrarroja usa un instrumento denominado espectrémetro infrarrojo para producir
un espectro infrarrojo. Un espectro infrarrojo basico es un grafico con la absorbancia de la luz

infrarroja en el eje vertical vs nimero de onda en el eje horizontal (Morrison & Boyd, 1998).
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Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica cromatogréfica en la que la muestra se volatiliza y se
inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase
movil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de cromatografia, la fase movil no interactta

con las moléculas del analito; su Gnica funcién es la de transportar el analito a través de la columna

(Valcércel & Gémez, 1994).

Microjeringa
Divisor de flujp T .
’mrli—’i Electrémetro
Septum o pLente
Reqgulador “u
de flujp =
Regulador DAC
de presién
A Ordenador
[ Rotametro
Columna
Gas portador

Horne termestatizado

Figura 2.4. Diagrama de un cromatdgrafo de gases.

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-sélido (GSC) y la
cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta ultima la que se utiliza mas ampliamente, y que se
puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). En la GSC la fase estacionaria es sélida y
la retencidn de los analitos en ella se produce mediante el proceso de adsorcidn. Precisamente este
proceso de adsorcidn, que no es lineal, es el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga
aplicacién limitada, ya que la retencion del analito sobre la superficie es semipermanente y se
obtienen picos de elucion con colas. Su Unica aplicacion es la separacién de especies gaseosas de
bajo peso molecular. La GLC utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido inmovilizadas
sobre la superficie de un sdlido inerte (McNair & Miller, 1998).

Antecedentes

Elaboracion de biodiesel por via enzimatica

En el 2000, Abigor et al., estudiaron la elaboracion de biodiesel utilizando aceite de palma y aceite

de coco por transesterificacion, utilizando distintos alcoholes y lipasa PS30 como catalizador. Los
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autores observaron que en la conversion de aceite de palma a ésteres alquilicos, el etanol presentd
una conversion de 72%, terbutanol 62%, 1-butanol 42%, isopropanol 24% y un 15% utilizando
metanol. En el caso del aceite de coco, 1-butanol e isobutanol lograron un 40% de conversion, 1-
propanol 16% Yy etanol un 35%. Concluyeron que el metanol present6 una eficiencia pobre en la
produccién de biodiesel a partir de aceites vegetales, a diferencia del etanol cuya eficiencia de

conversion fue del 72%. Concluyendo que el alcohol a utilizar influye en la tasa de conversion.

Vieria et al. (2006) estudiaron la influencia de las variables, relacion molar &cido
palmitico/alcohol, temperatura de reaccion y concentracion de la enzima, sobre la tasa inicial de
reaccién en la elaboracion de biodiesel utilizando acido palmitico. Durante la experimentacion el
mejor resultado obtenido fue bajo las siguientes condiciones: una relaciébn molar de &cido
palmitico/etanol de 0.50, temperatura de 67°C y una concentracion enzimatica de 4.40% (p/p).
Utilizando andlisis estadisticos concluyeron que la concentracion de la enzima y la relacion molar

acido palmitico/etanol, fueron las variables mas significativas en afectar la tasa inicial de reaccion.

En el afio 2008, Dizge & Keskinler evaluaron la produccién de biodiesel utilizando enzimas
de Thermomyces lanuginosus inmovilizadas en espuma de poliuretano durante la
transesterificacion de aceite de canola con metanol. En dicho estudio encontraron que las
condiciones Optimas para procesar 20 gramos de aceite de canola refinado fueron: 430 g de lipasa,
una relacion molar de 1:6 aceite/metanol, 0,1 gramos de agua y 40°C para la reaccion con metanol.
La proporcion méxima de esteres metilicos (biodiesel) obtenidos fue del 90%. Los autores
concluyeron que la lipasa inmovilizada permanecio estable y perdié poca actividad al ser sujeta a
un uso reiterado. En lo referente al presente estudio, aporta la base de que la transesterificacion

catalizada mediante lipasas tiene una alta eficiencia.

Uso de grasa animal para la produccién de biodiesel

En el estudio de Lee et al., en 2002, una muestra de manteca fraccionada presentando un bajo
contenido de acidos grasos saturados fue convertida a ésteres monoalquilicos por via enzimética y
por via de alcohdlisis basica para producir biodiesel. Ademas estudiaron el efecto del gel de silice
en la inmovilizacion de la enzima. La grasa desechada de un restaurante fue tratada mediante
filtracion y cromatografia para remover acidos grasos libres, para luego ser esterificados en la
produccién de biodiesel. Los autores observaron que la actividad de la lipasa disminuy6 por el

exceso de metanol, de modo que empezaron a adicionar el metanol de forma secuencial tras 24
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horas, de esa forma obtuvieron una conversion a ésteres metilicos del 74%. Las grasas tratadas
lograron un 96% de conversion tras 24 horas de reaccion. Concluyeron que los ésteres alquilicos
producidos a partir de grasa de origen animal, pueden ser utilizados como combustible,
potencialmente como biodiesel.

Rivera et al. (2009), estudiaron el efecto de la relacion molar y el uso de terbutanol como
solvente sobre la reaccion de transesterificacion sobre residuos grasos animales extraidos de
residuos orgéanicos de un matadero municipal. Para ello caracterizaron las materias primas y
Ilevaron a cabo los estudios de los efectos estadisticamente significativos de algunos pardmetros
sobre la velocidad inicial de reaccion y la conversion. Concluyeron que el exceso de etanol fue la

mejor condicion para la reaccién, alcanzando conversiones de 80% en 48 horas.

En 2013 Cunha et al. obtuvieron resultados positivos en torno a la optimizaciéon de la
conversion de una mezcla de grasa animal en biodiesel usando etanol. Utilizando un disefio
factorial 3° evaluaron temperatura (30; 50; 70°C), relacion molar etanol:grasa (6:1; 7:1; 8:1) y la
concentracion del catalizador alcalino (0,44; 0,88; 1,32%). Las condiciones Optimas fueron
aplicadas en un reactor, produciendo biodiesel el cual fue posteriormente caracterizado.
Encontraron que las altas temperaturas (50 y 70°C) no proporcionan una separacién espontanea del
glicerol y el biodiesel, a pesar que se obtuvo una conversion superior al 96%. Sin embargo a 30°C,
utilizando una concentracion de 0,96% de catalizador y una relacion molar de 7:1 fue posible
alcanzar una conversién del 83% junto a una separacion espontanea de las fases de la reaccion. El
combustible obtenido cumplié con los requisitos de calidad establecidos en las regulaciones

oficiales.
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CAPITULO Il

Marco metodoldgico

Material Bioldgico

Cultivo bacteriano

Se optd por utilizar varias cepas bacterianas para garantizar la heterogeneidad de las lipasas
producidas y buscar hidrolizar la mayor cantidad de triglicéridos, para ello el Centro de
Investigaciones de Microbiologia Aplicada de la Universidad de Carabobo (CIMA-UC) suministré
para la investigacion cinco cepas de bacterias mesdfilas con actividad lipasa, previamente aisladas
de residuos grasos industriales e identificadas mediante galerias API por Gonzales et al. (2010).
Son descritas 2 cepas del género Pseudomonas, otras 2 pertenecientes al género Bacillus y una del

género Enterobacter.

Obtencion de la grasa de origen animal

Residuos grasos de pollo fueron adquiridos en una carniceria. En el laboratorio se licuaron por 10
minutos hasta obtener una pasta homogénea, la misma se trasvasé a un recipiente tapado y se incubd
a 70°C en una estufa por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion la grasa extraida fue
filtrada mediante gasa para eliminar la presencia de residuos solidos y seguidamente se almacené
a -20°C para su posterior uso.

Caracterizacion quimica de la grasa extraida de tejido animal

Determinacion del indice de acidez y porcentaje de acidos grasos libres.

En una fiola con 25 mL de etanol absoluto se adicionaron 5 g de grasa animal y 3 gotas de
fenolftaleina. Seguidamente se incubd en un bafio de agua a 65°C por 10 min, transcurrida la
incubacion se titulo utilizando una solucion de KOH 0.1 N hasta la aparicion del color rosa producto
de la neutralizacién de los acidos grasos en la muestra. A partir de los datos obtenidos procedié a

calcular el indice de acidez y el porcentaje de acidos grasos libres partiendo de las siguientes
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mL KOHXNX56,

formulas: 1A = : %AGL = IA x 0,503. Cada titulacion fue realizada por triplicado y

g de muestra

calculando la desviacion estandar.

Determinacion del nimero de saponificacion e indice de éster.

En una fiola se peso6 1.0gr de grasa animal, posteriormente se adicionaron 12,5mL de una solucion
de KOH alcohdlico 0,5N. La muestra fue calentada en bafio de agua hirviendo por 1 hora en un
balén acoplado a un condensador de reflujo, transcurrido el tiempo de incubacién, mientras la
muestra permanecia caliente, se adicionaron 3 gotas de fenolftaleina y se titulo el exceso de KOH
utilizando una solucion de HCI 0.5N. Tales datos fueron usados para determinar el nimero de

saponificacién (peso molecular promedio de los acidos grasos contenidos en la muestra), asi como

56,1(B—S)XN .

también el indice de éster partiendo de las siguientes formulas #S = . [E =#S —1A;
g de muestra

%Glicerol = IE x 0,054664. Cada ensayo fue realizado por triplicado y calculando la desviacion

estandar.

Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano

A partir de las cepas bacterianas suministradas se elaboré un consorcio, el cual fue incubado en
200 mL de medio minimo mineral estéril (MMM) constituido por CuSO41% (0,1 mL), CaCl2.H20
1% (0,5 mL), FeS0O4.7H20 0,5% (2 mL), MgS04.7H20 1% (0,5 mL), ZnSO4.7H20 1% (0,5 mL),
NaCl 1% (0,5 mL), (NH4)2:SOs 1% (0,1 mL) por litro de tampén fosfato 0,1 M; pH 7 y
suplementado con 2 g de grasa, a temperatura ambiente (20-24°C) y agitacion constante a 120 rpm.
La cinética del crecimiento bacteriano se estimé mediante turbidimetria, utilizando un

espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm, realizando mediciones cada 24 horas.

Determinacion de la actividad degradadora de grasa del consorcio bacteriano

Para determinar la capacidad para degradar grasa del consorcio bacteriano se disefiaron 2 sistemas
denominados “Control” y “Digestion” para cada sistema se procedié de la siguiente manera: en
fiolas de 250 mL se adicionaron 50 mL de MMM complementado con 5 g de grasa. El sistema
“Digestion” fue inoculado con 1 mL de consorcio bacteriano. Los sistemas se incubaron por 96
horas a 37°C y agitacion constante a 120 rpm. Cada 24 horas se tomaron alicuotas de 10 mL de

cada sistema a las cuales se les realizo una extraccién de grasa utilizando 2 mL de n-hexano. La
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cantidad de grasa remanente en los sistemas se determind por gravimetria. Cada sistema fue

realizado por triplicado, calculando la desviacion estandar.

Obtencion y aislamiento de lipasas extracelulares

Alicuotas de 1 mL del consorcio bacteriano se adicionaron a 50 mL de medio minimo mineral
(MMM) complementado con 0,5 g de grasa animal previamente extraida. EI sistema fue incubado
a temperatura ambiente (20-24°C) bajo agitacion constante a 160 rpm. Transcurridas 48 horas el
volumen total del cultivo fue centrifugado a 14000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se conservo el
sobrenadante libre de células (SLC) conteniendo las lipasas extracelulares. EI mismo se mantuvo

a 4°C para evitar la posible degradacion por parte de alguna actividad proteolitica.

Cuantificacion de proteinas totales en SLC

La determinacion de proteinas se cuantificdé mediante el método de Bradford (1976), utilizando
suero albumina bovina (100 pg/mL) como patron.

Determinacion cuantitativa de la actividad lipolitica

La actividad lipasa fue medida por titulacion de los &cidos grasos liberados utilizando una emulsion
de aceite de oliva como sustrato. Siguiendo el protocolo utilizado por Sirisha et al., (2010), el
sustrato se elaboro con aceite de oliva (10% v/v), goma arabiga (5% p/v) en tampon fosfato 100
mM a pH 7. La mezcla se homogeneiz6 aplicando 5 ciclos de 1 minuto en licuadora seguido de
enfriamiento en hielo, con la finalidad de mantener la temperatura de la mezcla por debajo de los
20°C. Se tomaron 100 pl de SLC y se adicionaron en 5 mL de emulsion, el sistema fue incubado a
37°C en agitacion a 300 rpm por intervalos de 2 minutos hasta un total de 8 minutos. Transcurrido
el periodo de incubacion los &cidos grasos libres (AGL) fueron extraidos por adicion de una
solucion de acetona:etanol (1:1). Seguido de esto se procedio a titular los &cidos grasos liberados
con NaOH 0,05 M utilizando fenolftaleina como indicador, el viraje al color rosa de la mezcla
evidencid el final de la titulacion. Cada ensayo se realizo por triplicado. La unidad lipolitica (U) se

define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de acido oleico por minuto (Jensen, 1983)
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Elaboracion de Biodiesel

Reacciones de transesterificacion

Las reacciones de transesterificacion se llevaron en un volumen de 5mL de grasa animal, utilizando
el volumen necesario de metanol para alcanzar una relacion molar 1:3 triglicérido:metanol y
adicionando 2mL del sobrenadante libre de células conteniendo las lipasa extracelulares. La
reaccion se incubo por 24 horas en un bafio de agua a 40°C y agitacion a 300rpm. Transcurrido el
periodo de incubacion la mezcla se trasvaso a un embudo de decantacion y se dejo reposar por 24
horas para permitir la separacion del glicerol. Ocurrido esto, la fase organica de la mezcla,

conteniendo los ésteres metilicos de acidos grasos, se almacend a -20°C.

Andlisis instrumental del producto de transesterificacion

Espectroscopia infrarroja

Como analisis previo a la corrida cromatografica se realizé una espectroscopia infrarroja. Para ello
se procedio de la siguiente manera: una alicuota del extracto de grasa de pollo se colocé de manera
uniforme sobre una celda de KBr y se midid la absorbancia en un espectrometro de infrarrojo marca
Shimadzu modelo FTIR-8400S. EI mismo ensayo fue repetido para la muestra de ésteres metilicos

obtenidos del proceso de transesterificacion.

Cromatografia de gases

Para el andlisis cromatografico se realiz6 una dilucion. Se tomaron 20ul de la fase organica
resultante de la transesterificacion adicionando 80 pl n-hexano y se analizé en un cromatografo de
gases marca Agilent, modelo 680 N, utilizando una columna de 100% polietilenglicol bajo
condiciones las siguientes condiciones establecidas para la deteccion e identificacion de esteres
metilicos de &cidos grasos: Temperatura inicial del horno: 165°C, gradiente de 5°C/min, hasta
270°C y se mantuvo por 2 min, flujo de helio: ImL/min. Tiempo de corrida total 27 min. Como
método de comparacion, una muestra de grasa sin transesterificar fue sometida a las mismas

condiciones.
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CAPITULO IV

Resultados

Caracterizacion de la grasa animal

La grasa animal extraida del tejido adiposo de pollo presenté un color amarillo palido, con una
textura viscosa a temperatura ambiente y un fuerte olor. Con la finalidad de conocer el estado y la
calidad de la grasa, esta se caracteriz6 mediante lo parametros establecidos en la Tabla Il. Los
ensayos reportaron un indice de acidez de 19,786 mg de KOH/g, un indice de saponificacion
(ndmero de Koettstorfer) de 225,8 g/mol, un indice de éster alrededor de 206,013 mg de KOH/qg,
un contenido de glicerol aproximado de 12,16% y una proporcién de acidos grasos libres (AGL)

cercana al 10%.

Tabla Il. Caracteristicas quimicas de la grasa animal extraida de tejido adiposo de pollo.

Indice de Acidez 19,786 + 1,71 mg KOH/g
Iindice de Saponificacion 225,8 + 1,983 g/mol
Indice de éster 206,013 +1,620 mg KOH/g
Contenido de glicerol 12,16 £1,3%
Acidos grasos libres 9,95% +1,6%

Cinetica del crecimiento bacteriano

En la Figura 4.1 se puede observar el crecimiento bacteriano expresado en unidades de absorbancia
a 540 nm en funcién del tiempo de incubacién. Durante las primeras 24 horas se observ6 un claro
crecimiento exponencial que alcanzé su punto maximo a las 48 de incubacion, situandose a 0,8 UA
y, seguido por un descenso paulatino de la pendiente de la curva a las 72 h llegando a valores de
0,3 UA a las 120 h. Esto es evidencia de que el cultivo llegb a la fase de muerte, producto del
agotamiento de los nutrientes o consumo de la grasa emulsionada por las enzimas lipoliticas. El
crecimiento de las bacterias ocasiono un cambio en la apariencia del cultivo, tornandose de una
solucion translucida a un color blanco opaco y presentando una capa de espuma en la superficie

del medio liquido. Este cambio de coloracion influyd en la medicion espectrofotométrica,
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enmascarando el crecimiento bacteriano. Sin embargo el mismo fue corroborado al someter una
alicuota de cultivo a centrifugacion, evidenciando el crecimiento positivo de biomasa. Ninguna de
las caracteristicas descritas anteriormente se present6 en el sistema control, el cual permanecid

translucido transcurridas las 120 horas del ensayo.

0,9
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0,3
0,2

0,1

Crecimiento bacteriano (Abs 540nm)

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo incubacion (hr)

Figura 4.1. Cinética del crecimiento bacteriano en MMM suplementado con grasa como Unica fuente de carbono.

Determinacion de la grasa remanente en cultivos bacterianos

La Figura 4.2 expresa la cantidad de grasa remanente en alicuotas tomadas de los sistemas Control
y Digestion durante un periodo de incubacion de 96 horas. En el sistema control no se aprecid
cambios significativos en la tendencia de la curva, permaneciendo la cantidad de grasa alrededor
de 1 g, la variacion en las medidas de los ensayos (promedio de la desviacion estandar a diferentes
tiempos, 0,039) se pueden adjudicar a errores experimentales durante la extraccion de la grasa en
las alicuotas. Sin embargo, en el sistema tratado con bacterias se observé una pendiente negativa
en el transcurso de la incubacion, a partir de las 24 horas, es posible evidenciar una diferencia frente
al control del 13%, diferencia que continua acentuandose hasta alcanzar una degradacion del 95%
al finalizar el ensayo (Tabla I11). Ademas, no se observaron cambios significativos en el pH de los
cultivos durante la incubacion, el cual se mantuvo alrededor de 7 (valor inicial establecido en el

ensayo).
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Figura 4.2. Cantidad de grasa remanente en los sistemas Control y Digestion tras 96 horas de incubacion.

Tabla Il1. Cantidad de grasa y pH en las alicuotas de los sistemas Control y Digestion respecto al tiempo de incubacién.

Grasa(g)
Grasa Remanente*
Tiempo(h s Consumo %
) Control pH Digestion pH @ Consumo
0 1,036+0,036 7 1,06+0,036 7 0 0%
24 1,003+0,032 7,1 = 0,87+0,025 7 0,133 13,3%
48 1,013+0,045 7,1 | 0,356+0,08 7 0,657 65,7%
72 0,956+0,041 7 0,173+0,005 6,9 0,783 78,3%
96 1,01+0,055 = 7,1 = 0,06+0,02 6,9 0,950 95%

*Valores correspondientes a una alicuota de 10mL de un cultivo de 50mL

Determinacion cuantitativa de la actividad lipolitica

La actividad enzimaética se determind por titulacion de los &cidos grasos liberados empleando
NaOH como agente titulante y aceite de oliva en emulsion como sustrato, determinandose la
actividad en sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos con 48 horas de incubacion.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3y Tabla V. La grafica de la figura 4.3 muestra

la actividad lipolitica total obtenida in vitro por el consorcio bacteriano. Dicha actividad
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incremento linealmente con el tiempo hasta alcanzar valores maximos de 0.07 mmoles de acidos
grasos liberados en un periodo de incubacion de 8 minutos. La ecuacion de la recta expresada en
la Figura 4.3, establece una tasa de reaccion de 0.0061 mmoles de &cidos liberados por minuto; lo
cual equivale a 6.1 U de lipasa. Posteriormente al realizar una cuantificacion de proteinas mediante
el método de Bradford (1976), se estimé una cantidad de 320 mg de proteina por mililitro de SLC,
y a partir de esto se determind la actividad especifica, que resulto ser de 0,190 pmoles. pgt.min
(Tabla IV).

3 4 5 6 7 8 9

0 1

-
<

Tiempo incubacion (min)

Figura 4.3. Actividad lipolitica del sobrenadante libre de células (SLC).

Tabla IV. Proteinas totales segin método de Bradford (1976), actividad enzimética y actividad enzimética especifica
del sobrenadante libre de células (SLC).

] Actividad Unidades Actividad enzimatica
Proteinas L . .
() enzimatica lipoliticas especifica
HO (mmol.min't) (umol.mint) (umoles. pgt.mint)
320 0,0061 6,1 0,190
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Caracterizacion de la muestra de grasa antes y después del proceso de

transesterificacion.

Como resultado de las reacciones de transesterificacion se obtuvo una mezcla caracterizada por dos
fases claramente definidas, una fase orgénica conteniendo los ésteres metilicos y los triglicéridos
no transesterificados, y una fase acuosa con el exceso de metanol, el glicerol y agua, la cual fue

descartada (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Producto final del proceso de transesterificacién, se evidencia una separacién de fases.

Espectroscopia infrarroja

En la Figura 4.5 se muestra el espectro infrarrojo de la muestra de grasa animal antes y después de
ser sometida al proceso de transesterificacion via enzimatica; la muestra transesterificada presenta
a numero de onda de 2350cm™ la sefial correspondiente al CO2 ambiental durante la medicion, y a
nimero de onda de 3400cm™ se evidencia la desaparicion de una sefial luego del tratamiento.
También es posible observar un cambio en la absorbancia en las sefiales comprendidas entre
nimero de onda de 600cm™ a 1500cm™. A nimero de onda de 1750cm™ se aprecia la sefial
correspondiente al enlace éster, el cual presentd una absorbancia méxima de 0,78 UA en la muestra

sin tratamiento y disminuye a 0,15 UA tras la transesterificacion.
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Figura 4.5. Espectro infrarrojo de la muestra de grasa antes y después de la transesterificacion.

Analisis por cromatografia de gases

La figura 4.6 muestra la corrida cromatografica de la muestra de grasa animal sin haber sido
sometida al proceso de transesterificacion. Se evidencia a los 2,644 minutos la sefial del solvente,
en este caso n-hexano, durante el resto de la corrida, el cromatografo no reporta alguna otra sefial
significativa. En el cromatograma correspondiente a la muestra transesterificada (Figura 4.7), el
solvente es resuelto tras 2,648 minutos, y posteriormente a los 8,873 min se evidencia la primera
sefial. En total se observan ocho sefiales nuevas, siendo la Gltima resuelta a los 26,553 minutos de
corrida, ninguna de las sefiales se apreciaron en el cromatograma de la muestra sin tratamiento
(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Cromatograma de la muestra de grasa animal antes del proceso de transesterificacion.
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Figura 4.7. Cromatograma de la muestra de grasa animal
luego del proceso de transesterificacion.

35



CAPITULO V

Discusion

Caracterizacion quimica de la grasa

La caracterizacion quimica de la grasa animal revel6 un indice de acidez de 19,786 mg KOH/g
equivalente a 9,95% de acidos grasos libres (Tabla 1), valores no muy distintos a los reportados
para grasa de pollo por Alptekin & Canakci (2011), quienes reportan un indice de 26,89 mg KOH/g,
que a su vez representa un 13,45% de &cidos grasos libres. Los valores de acidez permiten
determinar el estado del aceite o grasa, a mayor valor, mayor deterioro de la grasa, bien sea por
efecto de bacterias u oxidacion producto de factores ambientales (Alvarado & Blanco, 2008). En
el interior del tejido adiposo los acidos grasos se encuentran en forma de triglicéridos, la presencia
de un 10% de AGL en la muestra podria deberse al método de extraccion por calentamiento, puesto
que la exposicién a altas temperaturas degrada los triglicéridos (Alvarado & Blanco, 2008). El
indice de saponificacion se define como la cantidad de KOH necesario para neutralizar los AGL y
saponificar 1 g de grasa, y se utiliza para estimar el peso molecular promedio de los AGL
contenidos en una muestra. En la grasa de pollo caracterizada, tal valor fue de aproximadamente
225,8g/mol, peso molecular similar al del &cido miristico, que ha sido reportado en concentraciones
cercanas al 1% para la grasa de pollo (Gunstone, 1996; Schulte, 2007). Schulte estim6 un peso
molecular promedio de 275,95g/mol, siendo el acido oleico el mas abundante en las muestras
(41,4%), esta diferencia en los pesos moleculares podria deberse a la pérdida de precision en la
técnica por la presencia de AGL, mono Yy diglicéridos en la muestra, un problema que el autor
reporta al utilizar grasas con un contenido de AGL superior al 4%. El indice de éster representa la
cantidad de KOH que reacciona con el glicerol presente en la muestra tras haber sido saponificados
los AGL, en la muestra el valor es de 206,013mg KOH/g que representa un contenido de glicerol
del 12,16% (Tabla I1). El contenido de glicerol esta relacionado con la acidez de la grasa, ya que
dicho compuesto es la columna vertebral de los triglicéridos, y un subproducto de la hidrdlisis de
estos. Por lo tanto es logico esperar glicerol en una muestra que ha estado en condiciones que
causan hidrolisis (Nelson & Cox, 2004).
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Cinetica del crecimiento bacteriano

Los cultivos bacterianos en presencia de grasa mostraron un incremento en la absorbancia, lo cual
podria indicar aumento de la biomasa (Figura 4.1). Sin embargo esa turbidez es producto del
crecimiento bacteriano y de la emulsificacion de la grasa por los productos generados de la
hidrolisis de la misma, en la cual se producen sustancias surfactantes como son mono, diglicéridos
y sales de los acidos grasos, consecuentemente el crecimiento bacteriano estd enmascarado por el
proceso de emulsificacion (Becker et al., 1997). No obstante el desarrollo de turbidez es evidencia
de actividad lipolitica por parte de la poblacion bacteriana, la cual fue demostrada al determinarse
la grasa remanente en los cultivos cuyos valores disminuyeron hasta un 95% equivalente a 950 mg

de grasa degradada en 96 h de ensayo (Figura 4.2 y Tabla II).

Cuantificacion de la actividad lipolitica

La cuantificacion de la actividad lipolitica se realiz6 por titulacion de los acidos grasos, el cual es
un método que ha sido reportado en estudios similares a este (Sirisha et al., 2010; Gonzales et al.,
2010; Daniele et al., 2011), para determinar actividad enzimética, de forma répida, econdmica y
precisa. La actividad lipasa en los géneros Enterobacter, Bacillus y Pseudomonas ha sido
evidenciada previamente en numerosos estudios, especialmente lipasas extracelulares, que
destacan por su facil obtencion y uso bajo numerosas condiciones fisicoquimicas, y las convierte
en un producto de interés en diversas areas de la industria; que van desde el uso en produccién de
alimentos, fabricacion y optimizacion de detergentes, saneamiento ambiental y hasta produccion
de biocombustibles (Zhang & Guan, 2010; Shah & Bhatt, 2011).

El consorcio bacteriano utilizado en este trabajo presento actividad lipolitica extracelular, la
cual se determind a partir de la ecuacion de la recta y=0,0061+0,02; la actividad especifica obtenida
de 0,190 pumoles. pg™.min, es equivalente a 190 U/mg, valor que se encuentra en el rango superior
de actividad reportada para lipasas de origen bacteriano producidas por casas comerciales como
Sigma-Aldrich, cuyos valores oscilan entre 15 U/mg para Psudomonas sp y 300U/mg para Thermus
flavus (Sigma-Aldrich, 2014). Tomando en cuenta que las lipasas comerciales ya han sido
purificadas, el resultado obtenido es de alta significancia, ya que las enzimas contenidas en los SLC
no han pasado por dicho proceso. El reporte de esta actividad es coherente con los resultados
obtenidos en el sistema “Digestion”, en el cual se observo una reduccion continua de la cantidad

de grasa remanente hasta un 95% al concluir el ensayo (Figura 4.2), contrario a lo observado en el
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sistema “Control”, cuyos niveles de grasa no disminuyeron. El consumo de grasa puede ser
explicado por la excrecidon de lipasas extracelulares por parte de las bacterias, estas enzimas
hidrolizan los triglicéridos que conforman la grasa, y el producto final de la hidrolisis es agua,
glicerol y &cidos grasos libres (Figura 2.3), estos ultimos son incorporados al interior de las

bacterias para ser utilizados como fuente de carbono (Jaeger et al., 1994).

Reacciones de transesterificacion

Como se encuentra reportado en la bibliografia, tras el proceso de transesterificacion se obtuvo una
solucién con dos fases definidas (Figura 4.4), una fase superior orgénica y una fase inferior acuosa;
la fase superior contiene compuestos insolubles en agua como ésteres metilicos de acidos grasos y
triglicéridos, mientras que la inferior contiene agua, mono y diglicéridos, glicerol y metanol en
exceso (Albis et al., 2005; Vieira et al., 2006; Rashid & Anwar, 2007).

Caracterizacion de la muestra de grasa antes y después de la transesterificacion

La heterogeneidad de las muestras caracterizadas por espectrometria infrarroja dificulta la
identificacion precisa de los compuestos, sin embargo es posible evidenciar diferencias entre la
muestra antes y despueés de la transesterificacion; De Ruig & Dijkstra (2006) reportan que a nimero
de onda de 1743cm™ se evidencia la sefial del enlace éster en triglicéridos, la disminucion de la
absorbancia reportada en la muestra luego del tratamiento (Figura 4.5) podria deberse a la hidrolisis
de dicho enlace, como consecuencia de las enzimas lipoliticas. A pesar de esto la sefial no
desaparece por completo, lo cual implica, que la muestra posterior al tratamiento contiene
compuestos que presentan un enlace éster, posiblemente en menor cantidad, y quizas por la
presencia de algun éster metilico de acido graso formado. La sefial que se observa alrededor de
3000cm™ representa el grupo —OH perteneciente a acidos carboxilicos, grupo funcional de los
acidos grasos (De Ruig & Dijkstra, 2006). Que dicha sefial se exprese en ambas muestras indica
que los acidos grasos persisten en la muestra, lo cual es evidencia de un proceso de
transesterificacion incompleto. Este resultado indicaria que el tiempo de la etapa de

transesterificacion deberia ser incrementado.

El &cido oléico es el acido graso mas abundante en la grasa de pollo y posee un punto de
ebullicion alrededor de los 360°C (Gunstone ,1996), y en su mayoria los &cidos grasos presentan
temperaturas de ebullicion que oscilan alrededor de este valor; es posible que a raiz de esta

caracteristica no se puedan evidenciar tales compuestos en la corrida cromatogréafica de la grasa de

38



pollo, dado que las condiciones del horno solo alcanzan temperaturas maximas de 270°C, lo que
hace inviable vaporizar y resolver este tipo de compuestos por cromatografia. Sin embargo, tras el
proceso de transesterificacion, y bajo las mismas condiciones, es posible observar sefiales en el
cromatograma (Figura 4.7), el registro de tales sefiales podria deberse a la produccion de ésteres
metilicos de acidos grasos durante el proceso de transesterificacion. Lamentablemente no fue
posible disponer de los patrones metilicos de los acidos grasos y por ende no se pudieron identificar
los méximos de absorcion detectados. A diferencia de los &cidos grasos, los esteres metilicos son
fluidos relativamente estables y de bajo punto de ebullicién, con valores que se encuentran
ubicados entre 84 y 125°C, dependiendo de la longitud de la cadena de carbonos (Rey et al., 1993).
Es esta caracteristica lo que permite inferir, a partir de lo obtenido en las corridas cromatogréaficas,
es una posible obtencion de ésteres metilicos, lo cual indicaria que las enzimas aisladas del
consorcio fueron capaces de hidrolizar el enlace éster entre los acidos grasos y el glicerol,

sustituyendo este ultimo por el metanol adicionado a la reaccion.
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CONCLUSIONES

La grasa de pollo present6 un indice de acidez de 19,786 mg KOH/g, equivalente a un contenido
de 9,95% de acidos grasos libres, un peso molecular promedio de 225,8 g/mol y un indice de éster
de 206,013 mg KOH/g que equivale a un 12,16% de contenido de glicerol.

El consorcio bacteriano generado a partir de cepas pertenecientes a los géneros Enterobacter,
Bacillus y Pseudomonas fue capaz de crecer en medio minimo salino utilizando grasa de pollo

como Unica fuente de carbono, evidenciando actividad lipasa.

Las condiciones Optimas de lipolisis in vitro fueron: pH 7, 37°C y agitacion constante a 160 rpm,
bajo estas condiciones el consorcio bacteriano degradd hasta un 95% de la grasa en 96 h de

incubacion.
La actividad lipolitica in vitro reportada fue de 0,190 umoles. pug™.min, equivalente a 190 U/mg.

Mediante espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases fue posible evidenciar diferencias en
las muestras tras el proceso de transesterificacion, posiblemente por la conformacion de esteres
metilicos de &cidos grasos. Por ello los residuos grasos de origen animal pueden ser utilizados en

reacciones de transesterificacion por via enzimatica.

40



b)

d)

RECOMENDACIONES

Purificar enzimas, con el objetivo de identificar la naturaleza de las lipasas y por ende

caracterizarlas desde el punto de vista cinético, y establecer su mecanismo catalitico.

Realizar comparaciones entre la transesterificacion del residuo graso animal por via
enzimatica con la metilacion de &cidos grasos via alcalina, con la finalidad de verificar la

obtencion de esteres metilicos de acidos grasos.

Optimizar las condiciones para la obtencidn de ésteres metilicos via catélisis enzimatica,
tomando en cuenta variables como: tasa de reaccion, porcentaje de conversion y relacion

molar 6ptima, dando pie a un estudio con soporte estadistico.

Identificar los maximos de absorcion detectados por la cromatografia de gases.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién para método de cuantificacion de proteinas segin Bradford (1976)

utilizando suero albumina bovina (100 pg/mL).
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