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1. Resumen

Los lipidos son un grupo de compuestos que contienen en su mayoria triglicéridos
formados por tres cadenas hidrocarbonadas unidas a un glicerol mediante un
grupo éster. Cuando los triglicéridos son hidrolizados se producen diferentes
acidos grasos, la identificacion y determinacion de la proporcién entre ellos es
caracteristica de la fuente lipidica. De forma general, este analisis se le conoce
como perfil de acidos grasos y es fundamental en diversas areas del conocimiento.

Segun la ISO 12966 el perfil de acidos grasos se realiza por cromatografia de
gases, sin embargo, es necesario realizar una derivatizacién, mediante una
reaccion de transesterificacion, para formar ésteres metilicos de acidos grasos
empleando BF3 en metanol como catalizador. La reaccion presenta la desventaja
de que el catalizador se emplea unicamente en una ocasidon y puede alterar la
estructura de los compuestos, por lo que se propone el uso de un catalizador
heterogéneo para evitar estas desventajas.

Como alternativa, se propone al CaO como catalizador heterogéneo, ya que es
posible obtenerlo de materiales como la piedra caliza o el cascarén de huevo, sin
embargo, su actividad no es competitiva con catalizadores homogéneos, por lo
que se requiere adicionar iones Sr y K. La evaluacion de la composicién del
soporte y la adicién de iones permite proponer un catalizador formado a partir de
piedra caliza y cascarén de huevo como fuentes de CaO que contiene Sry K al
9% p/p de cada uno como la mejor alternativa. Dicho catalizador se caracterizd
mediante microscopia electronica de barrido (SEM), indices de Hammett, analisis
termogravimétrico (TGA), espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier
(FT-IR) y difraccion de rayos X de polvos (DRX). Mediante estos analisis se pudo
observar la relacion entre la basicidad del material y su actividad catalitica,
quimicamente esta constituido por Ca(OH)2, CaO, SrCO3z y K>Sr(COz3)2, sin
embargo, solamente el CaO presento actividad catalitica.

Una vez obtenido y caracterizado el catalizador, éste se evalud en la obtencion de
ésteres metilicos de acidos grasos contenidos en aceite de oliva. Las condiciones
de reaccion: las variables relacién molar MeOH/aceite, temperatura (°C) y tiempo
(h) fueron evaluadas empleando un disefio de Box-Behnken encontrando que la
variable con mayor contribucién fue el tiempo, y que independientemente del
rendimiento de la reaccion, la proporcion de acidos grasos encontrado empleado
sumatoria de area era equivalente en todos los experimentos. El perfil de acidos
grasos de la muestra fue similar al encontrado empleando la metodologia oficial
de analisis. Sin embargo, los rendimientos de reaccién y tiempo de analisis son
mejores empleando catalisis heterogénea.




2. Antecedentes

2.1. Lipidos
Los lipidos pueden clasificarse dependiendo sus propiedades fisioldgicas,
fisicoquimicas o su estructura, siendo esta ultima la mas general. A partir de estas
propiedades se han divido en lipidos derivados, simples y complejos. Dentro de
los derivados se encuentran los acidos grasos libres y los esteroides, por otro lado,
los lipidos simples incluyen a las ceras y acilgliceroles (tri, di y monogliceroles),
mientras que los complejos comprenden los fosfolipidos y los glicolipidos [1].

Los aceites vegetales se componen principalmente por acidos grasos libres y
acilgliceroles. Los acidos grasos libres pueden clasificarse como saturados cuando
s6lo estan presentes enlaces sencillos carbono-carbono (C-C), monoinsaturados
cuando hay un enlace doble carbono-carbono (C=C), y poliinsaturados cuando
presentan mas de un enlace doble [2]. Los acidos grasos insaturados que se
encuentran comunmente en la naturaleza son en su mayoria de configuracién “cis”
ya que los acidos grasos trans se producen como resultado de actividades
agricolas y procesamiento industrial [3]. También se clasifican en cuatro grupos:
acidos grasos de cadena corta (<C6), acidos grasos de cadena media (C7 a C12),
acidos grasos de cadena larga (C13 a C21) y acidos grasos de cadena muy larga
(>C22) [2]. A partir del numero de carbonos presentes en la cadena, se puede
diferenciar al acido graso mediante la posicidén de los enlaces dobles respecto al
metilo terminal, donde w cuenta como la posicion uno. De esta forma, existen tres
familias principales de acidos grasos segun la posicion del enlace doble: w-3, w-
6, w-9 [3].

Por otra parte, los acilgliceroles que componen a un aceite, suelen ser triglicéridos,
los cuales estan compuestos por una molécula de glicerol unida a tres acidos
grasos mediante un enlace éster. Se estructuran por cadenas de carbono que
poseen en los extremos un grupo metilo (designado w) y un grupo carboxilo. El
atomo de carbono siguiente al grupo carboxilo se denomina carbono a y el
siguiente a este se denomina carbono B y asi sucesivamente hasta w [4].

2.2. Importancia de los acidos grasos
2.2.1. Alimentos
Los lipidos son biomoléculas fundamentales en los procesos fisiolégicos del
cuerpo humano y éstos son obtenidos mediante la alimentacion de grasas
animales y aceites vegetales. Los acidos grasos provenientes de la alimentacion
pueden ser usados como fuente de energia y agua, sefalizacién de nutrientes,
transportadores de vitaminas y componentes de membranas celulares. Su ingesta




adecuada es necesaria para mantener procesos metabdlicos que derivan en la
nutricion y salud del ser vivo [4].

2.2.2. Salud

Los lipidos son importantes como nutrientes y como indicadores para defensa de
diversas enfermedades [5]. Un desbalance de acidos grasos puede provocar una
considerable variedad de enfermedades, como: inflamacién, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, formacion de tumores y Alzheimer [2]. En los ultimos
afios se han afadido acidos grasos en alimentos para aumentar su valor
nutricional, sin embargo, ha resultado en un mayor consumo éstos, el exceso de
lipidos en el cuerpo humano afecta la calidad de vida y la salud con enfermedades
cardiovasculares o propension a diabetes. Algunos tipos de acidos grasos
presentan efectos nocivos para la salud del consumidor, como los acidos grasos
insaturados con enlaces dobles de configuracién trans o los acidos grasos
saturados [6]. Por lo que es necesario conocer y controlar dichos compuestos, una
herramienta importante en la produccién, calidad y etiquetado nutricional es el
perfil de los acidos grasos ya que informa adecuadamente al consumidor la
proporcion lipidica en los productos alimenticios [7].

2.2.3. Energia

En los ultimos anos, los biocombustibles han tomado importancia debido a que
son una fuente alternativa menos contaminante en comparacion con los
combustibles fésiles ya que disminuyen la emisién de 6xidos de azufre, material
particulado y compuestos nitrogenados como los Oxidos de nitrogeno [8].
Particularmente, el biodiesel se puede obtener a partir de los triglicéridos y acidos
grasos libres presentes aceites vegetales frescos, usados o no comestibles,
grasas animales o algas. Estos compuestos se transforman en ésteres metilicos
de acidos grasos mediante las reacciones de esterificacion y transesterificacion en
presencia de un catalizador [9].

2.3. Perfil de acidos grasos

A partir del perfil de acidos grasos y la metodologia usada, se puede conocer de
manera exacta o aproximada la cantidad de los analitos en las muestras,
bioldgicas, industriales o alimenticias. Conocer sus composiciones brinda
informacion sobre las caracteristicas quimicas y fisicas unicas. Por ejemplo, en la
Tabla 1, se comparan los perfiles de acidos grasos en aceite de canola y girasol.

Tabla 1. Comparacion del perfil de acidos grasos del aceite de canola y el aceite de girasol [10].
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Proporcion en
aceite de canola (%)

Proporcion en
aceite de girasol (%)

C14:0 0.06 0.06
C16:0 3.75 5.70
C16:1 0.21 -
C17:0 0.04 0.04
C17:1 - 0.06
Cc18:0 1.87 4.79
C18:1 62.41 15.26
C18:2 20.12 711
C18:3 8.37 0.45
C20:0 0.64 0.30
C20:1 1.54 0.22
C20:2 0.11 0.09
C22:0 0.35 1.16
C24:0 0.27 0.31
C24:1 0.26 0.39

Se puede observar que, al ser aceites provenientes de distintas fuentes, su perfil
de acidos grasos también cambia, por ejemplo, el acido graso que se encuentra
en mayor proporcion en el aceite de canola es el acido oleico (C18:1) mientras que
el acido linoleico estd mayoritariamente presente en el aceite de girasol,
igualmente, este ultimo contiene una menor proporcion de acidos grasos
insaturados (87.57%) en comparacion con el aceite de canola (93.02%). Por lo que
las diferencias de la presencia y las proporciones de los acidos proveen de
distintas caracteristicas del aceite de canola al aceite de girasol (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas fisicas del aceite de canola y el aceite de girasol [11, 12, 13 ,14, 15].

Parametros Canola Girasol
Densidad (g/cmd) 0.914-0.917 0.918-0.923
Indice de refraccion 1.465-1.467 1.474-1.476
Indice de saponificacion 188-192 188-192.79




(mg KOH/g aceite)

Acidos grasos libres (%) 0.87 2.0

Viscosidad (mPa/s, 35 °C) 42.49 41.55

Los dos aceites proveen de caracteristicas fisicas y quimicas diferentes, por
ejemplo, el aceite de canola contiene menor cantidad de acidos grasos libres,
mientras que el aceite de girasol presenta una mayor densidad. Estas
caracteristicas permiten emplear a los aceites en distintas areas. El aceite de
girasol es utilizado en la industria alimentaria para la fabricacion de margarina, de
igual forma se emplea en la sintesis de lubricantes y tintas oleosas [16]. Por otro
lado, el aceite de canola se usa ampliamente en la industria alimentaria como en
la produccién de mayonesas y margarinas, en procesos de fritura debido a su
capacidad antioxidante [17].

El perfil de acidos grasos es una herramienta en el andlisis de alimentos, ya que
resulta util en la quimiotaxonomia. Se han descrito casos donde las diferencias
significativas de acidos grasos o su composicién detectadas mediante el perfil,
ayuda a identificar distintas especies, e incluso cepas de microorganismos utiles
en la industria alimentaria como la S. cerevisiae utilizada en la fermentacién de
cerveza, pan, vino y kumis o la Kluyveromyces thermotolerans que solo se emplea
en la produccion de vino y cerveza [18]. Por otra parte, el perfil de acidos grasos
se aplica en la deteccion de los acidos grasos volatiles libres que se encuentran
presentes en pequefas cantidades en los productos lacteos, ya que su nivel
aumenta durante la maduracion y afecta las propiedades organolépticas de los
productos y propicia la rancidez [19].

A partir del perfil de acidos grasos se ha demostrado que un aumento en la
cantidad de acido adrénico (C22:4 n-6) en la materia gris de la region cerebral y
acido docosahexaenoico (C22:6 n-3) en la region parietal puede ser un indicador
para el diagndstico de Alzheimer [20]. De igual forma, se ha descrito que el
aumento de los acidos palmitico, estearico, oleico y linoleico en plasma puede
conducir a diabetes tipo Il. Por otro lado, el decremento de los acidos araquidico
(C20:0), behenico (C22:0) y lignocérico (C24:0) pueden derivar en fallas cardiacas
[21].

El perfil de acidos grasos contribuye en la identificacion y analisis de la
composiciéon del biocombustible [22]. De esta manera se puede tomar decisiones
para la eleccion del catalizador y condiciones del proceso. Asimismo, aporta
informacion para el control de calidad de biodiesel y correlacionar sus propiedades
fisicoquimicas con su composicién [23].




2.4. Técnicas instrumentales para determinacién del perfil de acidos
grasos

El perfil de acidos grasos se puede analizar mediante técnicas instrumentales
Opticas como la resonancia magnética nuclear, la espectroscopia ultravioleta-
visible, la espectroscopia de infrarrojo y la espectroscopia Raman, de igual forma
pueden ser analizadas mediante técnicas de separacion como electroforesis
capilar, cromatografia de gases o cromatografia de liquidos. Las técnicas
espectroscopicas presentan la ventaja de tiempos de analisis cortos y menor
complejidad de operaciéon que las metodologias de separacion. No obstante,
debido a que las técnicas espectroscopicas no poseen la sensibilidad de las
técnicas de separacion, y de que estas ultimas son capaces de detectar y
cuantificar muestras lipidicas complejas, se prefiere el uso de técnicas de
separacion instrumental [24].

La electroforesis capilar es capaz de analizar acidos grasos mediante distintas
modalidades como la electroforesis capilar de zona y la cromatografia
electrocinética micelar a partir de ciclodextrinas. Esta técnica presenta algunas
ventajas en comparacion con las técnicas cromatograficas, ya que no requiere el
uso de columnas especificas y presenta tiempos de analisis cortos (20 min). Sin
embargo, requiere altos voltajes de operacion (>20 kV) y el uso de ciclodextrinas,
que incrementan el costo del analisis [25].

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una técnica apta para
la determinacion de acidos grasos, siendo la modalidad de fase inversa la mas
aplicada actualmente, donde la retencion de los acidos grasos depende de la
polaridad de la fase estacionaria, la fase movil y la estructura quimica de los
analitos [26, 27]. Esta técnica presenta una sensibilidad adecuada para el analisis
del perfil de acidos grasos y permite analizarlos sin la necesidad de altas
temperaturas que puedan cambiar la composicion de los analitos. Sin embargo,
los acidos grasos poliinsaturados con enlaces dobles conjugados solo pueden ser
identificados mediante la combinacion de derivatizacion, separacion y la deteccion
por espectrometria de masas [28].

El perfil de acidos grasos de ftriglicéridos y acidos grasos libres se realiza
principalmente por cromatografia de gases (GC) ya que la norma ISO 12966-4
describe esta técnica para el analisis de acidos grasos desde C8 hasta C24,
incluyendo acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en
configuracion cisy trans. Este método se puede aplicar a grasas y aceites animales
o vegetales. La cromatografia de gases brinda alta sensibilidad y reproducibilidad,
asi como la caracterizacion de muestras complejas mediante la separacién por la




columna [29, 30]. La separaciéon de los acidos grasos se lleva a cabo en la
columna, la seleccion de sus caracteristicas como la longitud, platos tedricos o
polaridad conllevara a una mejor separacion.

Las columnas empaquetadas fueron ampliamente usadas en analisis alimenticios
y siguen siendo aptas para algunos analisis. Cabe senalar que muestras mas
complejas requieren una mayor resolucion que la que puede ofrecer la columna
empaquetada [19]. Actualmente las columnas capilares son mas utilizadas en este
tipo de analisis ya que presentan mayores longitudes y un menor diametro, lo que
permite una mejor separacion y el aumento de platos tedricos mejora la resolucion,
siendo superior que las columnas empaquetadas, como se muestra en la Tabla 3
[31, 32].

Tabla 3. Diferencias entre las columnas capilares y las empaquetadas [33].

Columnas Capilares Empaquetadas
Longitud (m) 10-100 1-6
Diametro interno (mm) 0.1-0.75 2-4
Platos teéricos 10-400x10° 1-10x103

Las columnas capilares se han empleado en diversos estudios como en la
determinacién de acidos grasos en arbustos de la familia Echium donde se
utilizaron las columnas SP-2330 acoplada a un detector de ionizacién en llama y
HP-1 de metil silicona acoplada a espectrometria de masas [34], por otro lado, las
columnas DB-WAX y CP WAX 52 CB se emplearon para el andlisis de acidos
grasos en grosella y semillas de pino respectivamente [35, 36]. Adicionalmente,
las columnas polares, como la CP-Sill 88, HP-88 y SP-2560 se han empleado en
la determinacion de ésteres metilicos de acidos grasos provenientes de alimentos,
obteniendo mejores resultados de la columna CP-Sill 88, ya que no presenta
problematicas en la determinacién de isbmeros geométricos [37, 38].

Los compuestos analizados por cromatografia de gases pueden ser detectados
por espectrometria de masas (MS), este es utilizado debido a su alta selectividad
y sensibilidad para la deteccion y cuantificacion de muestras complejas que
incluyen trazas, especialmente cuando no se cuenta con estandares, ya que
permite la identificacion de compuestos mediante la relacion masa-carga (m/z) y
las abundancias relativas de iones moleculares y fragmentados, que son formados
a partir de la ionizacion electrénica [39]. La combinacion de ambas técnicas provee
al analisis de la alta resolucion de la cromatografia de gases y la alta sensibilidad
de la espectrometria de masas, sin embargo, el uso de este detector aumenta
considerablemente el costo de adquisicidn, mantenimiento y operacién del equipo,




por lo que no todos los laboratorios de analisis pueden costearlo [5]. La
espectrometria de masas se ha empleado en la determinacion de acidos grasos
de la Sedum sediforme, obteniendo una composicidn mayoritaria de acido
palmitico (28.8%), igualmente se obtuvieron las composiciones de las semillas de
granada (76.57% de acido punicico, 6.47% de acido catalpico y 1.45% de acido
elotearico), aceites de bayas (acido palmitico de 23-40%, el acido oleico de 20—
53% y el acido palmitoleico de11-27%) y bayas de goji (47.5% de acido
hexadecanoico, 9.1% de acido linoleico y 4.2% de acido miristico) [40, 41, 42]. Por
otro lado, el detector de ionizacion de llama (FID) es el método tradicional y oficial
empleado para la deteccidn de acidos grasos, ya que presenta buena sensibilidad
(103 g/s), precision y linealidad en un amplio rango de concentraciones, ya que,
el detector responde al numero de atomos de carbono que pasa por el detector en
un tiempo determinado, lo que le brinda mayor sensibilidad a la masa que a la
concentracion [33]. La cuantificacion de los analitos se determina mediante las
areas de pico y el costo de adquisicibn y operacidn son menores a la
espectrometria de masas [5, 32]. Se ha descrito el uso del FID para diversas
muestras lipidicas como extracto de semillas de chabacano, obteniendo una
composiciéon principal de acido 9,12-octadecadienocico (51,6%), acido
hexadecanoico (23,0%) y acido octadecanoico (10,6%), espino amarillo
encontrando predominancia de acidos grasos monoinsaturados y semillas de
papaya que presentaron entre 70-78% de acidos grasos insaturados [5].

Debido a la naturaleza compleja del analito no es conveniente inyectarlos de forma
directa al equipo y es necesario realizar una derivatizacion, es decir, adecuar los
compuestos previamente a su analisis mediante la modificacion de sus
estructuras, transformando a los acidos grasos en ésteres metilicos, ya que estos
son adecuados para el analisis [5]. La derivatizacién que se emplee modificara los
parametros de sensibilidad y selectividad de la técnica y el detector que se deseen
emplear [28, 43].

2.5. Derivatizacion de triglicéridos y acidos grasos

Una forma de derivatizar acidos grasos libres es mediante la reaccion de
esterificacion de Fischer, que consiste en la reaccion entre un acido carboxilico y un
alcohol para generar un éster metilico de acido graso y agua. Esta reaccion se
desarrolla rapidamente en presencia de un catalizador acido como el acido sulfurico,
acido clorhidrico, o el acido p-toluensulfonico [44]. Esta técnica logra rendimientos
competentes en periodos cortos (1-4 h) y puede realizarse con distintos
catalizadores homogéneos acidos y basicos, heterogéneos acidos y basicos y
enzimaticos [45].

Por otro lado, la reaccion de transesterificacion de triglicéridos es el proceso de
derivatizacion comunmente empleado en el analisis de aceites con menor cantidad




de acidos grasos libres. Dicha reaccidén se lleva a cabo al hacer reaccionar un
triglicérido con tres moléculas alcohol de cadena corta para formar tres ésteres
metilicos de acidos grasos y glicerol. Al igual que las reacciones de esterificacion,
esta reaccion se lleva a cabo en presencia de un catalizador ya sea homogéneo,
heterogéneo o enzimatico [29].

2.5.1. Catalisis enzimatica
La aplicacion de enzimas como agentes derivatizantes presenta ventajas en
comparacion con los catalizadores homogéneos, ya que implica el uso de
condiciones de temperatura suaves, pH neutros, medios acuosos y son reutilizables.
Sin embargo, suelen ser sensibles a la polaridad del medio, su costo es alto y son
sensibles a cambios de temperatura [46].

Las enzimas como las lipasas son utilizadas en las reacciones de esterificacion para
acidos grasos en condiciones de reaccion variables. Algunas de ellas son
Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum, Penicillium cyclopium,
Candida antarctica y Candida rugosa [45]. Sin embargo, en reacciones de
transesterificacion suelen requerir tiempos de reaccién prolongados, uso de
solventes 0 mas de una enzima como catalizador, todas estas técnicas se han
desarrollado con el objetivo de mejorar su actividad catalitica. Se ha descrito la
reaccion de aceite de soya empleando Lipozyme TL IM, obteniendo rendimientos
de 35% en 12 h, mientras que, el uso de hexano en la transesterificacién de aceite
de castor empleando la misma enzima durante 6 h resulté en un rendimiento de
98%. Por otro lado, la combinaciéon de Lipozyme TL IM (3.9%), Lipozyme RM IM
(1.7%) y Novozym 435 (8%) en reaccién con aceite de oliva durante 18 h dio lugar
a rendimientos de 95% [47]. Adicionalmente, esta técnica también presenta el
inconveniente de la inhibicion de las enzimas por los alcoholes de cadena corta
como lo es el metanol y por el glicerol que es un producto secundario. La inhibicién
a partir de estos dos compuestos se ha estudiado anteriormente empleando lipasas
Candida sp.99-125 y Novozym 435 en aceite de soya. Los resultados mostraron
qgue el metanol inhibe a la enzima aproximadamente a los 10 minutos, mientras que
el glicerol la inhibe a partir de 120 minutos, los rendimientos de reaccion no
superaron el 5% bajo estas condiciones [48, 49].

2.5.2. Catalisis homogénea
Los catalizadores homogéneos para esterificacion y transesterificacion suelen ser
acidos y bases inorganicas como BF3, H2SO4, HCI, NaOH o KOH. Son muy
eficientes ya que no presentan limitantes de transferencia de materia y son
accesibles comercialmente [2]. Los catalizadores acidos son capaces de llevar a
cabo reacciones de esterificacion y transesterificacion simultaneamente en medos
acuosos obteniendo altos rendimientos en cortos periodos de tiempo, como es el




caso del HoSO4, que se empled en la produccion de ésteres metilicos a partir de
aceite de alga Chlorella pyrenoidosa que contenia 90% de agua en el medio,
obteniendo rendimientos de 93.2% a 120 °C durante 180 minutos sin presentar
dificultades por la presencia de agua. Por otro lado, el HCI| se ha empleado en la
transesterificacion de aceite de soya obteniendo rendimientos de 94% a 100 °C
durante 1 h, siendo estos los catalizadores homogéneos mas empleados ya que
se pueden obtener buenos resultados y son mas econdémicos que el HxSOs,
Fe2(S04)3 [50].

Particularmente, el uso de BFs; para la derivatizacion por medio acido es
considerada la metodologia oficial segun la ISO 12966-2. de forma comercial se
puede obtener BFs/metanol como reactivo y los tiempos de reaccion que van
desde los 2 minutos para las reacciones de esterificacion hasta los 90 minutos
para las reacciones de transesterificacion a 100 °C. Se han descrito modificaciones
a la metodologia oficial, logrando conversiones de hasta 65 % en acidos grasos
con enlaces dobles. Sin embargo, existe la probabilidad de que el catalizador
reacciones con dichos enlaces, formando acidos grasos saturados, dando como
resultado un analisis erréneo. El BF3 reacciona particularmente con los enlaces
dobles de los acidos monoinsaturados y principalmente poliinsaturados,
aumentando las pérdidas en funcion del tiempo y la concentracion [51, 52]. En la
Figura 1 se muestra el mecanismo de reaccion del reactivo BFa/metanol.
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Figura 1. Mecanismo de reaccién propuesto para la derivatizacién con BFs como catalizador
(donde R1 es el grupo glicerol y Rz la cadena hidrocarbonada).

En esta reaccién de transesterificacion el BF3 actua como un acido de Lewis, el
par de electrones del oxigeno del carbonilo ataca al boro para formar un enlace,
posteriormente el oxigeno del metanol ataca al carbono que se encuentra con
carga positiva para realizar una reaccién de sustitucion, formando un éster metilico
y como subproducto glicerol.

Por su parte, los catalizadores basicos no presentan problemas de isomerizacion
del enlace doble, ademas de proporcionar buenos rendimientos y pureza en cortos
periodos de tiempo. Los hidréxidos metalicos como NaOH y KOH son los mas
empleados, al igual que el CH3ONa, CH3OK y NaOC:2Hs. Se ha descrito el uso de
NaOH en condiciones suaves de reaccion (65 °C, 7.5 relacion MeOH/aceite y
0.13g de catalizador por 1 h) obteniendo 70% de rendimiento [53]. Por otro lado,
el KOH alcanzé rendimientos de 94% empleando cebo de res a 70 °C durante 35
minutos con una relacion molar 1/6 con 0.5% de catalizador [54].

No obstante, estos catalizadores no son adecuados para derivatizar acidos grasos
libres ya que pueden llevar a cabo la saponificaciéon en presencia de agua [2]. A
pesar de presentar rendimientos altos, el uso de catalizadores homogéneos
supone un problema para su reutilizacién ya que son dificiles de recuperar para
ser usados en mas de un proceso ademas de ser toxicos y corrosivos [55].

2.5.3. Catalisis heterogénea

Con el objetivo de reutilizar el catalizador en reacciones posteriores, se ha
propuesto el uso de catalizadores sélidos para el proceso de derivatizacion. De
igual manera, existen catalizadores acidos y basicos, a pesar de que son menos
activos que los homogéneos debido a las limitantes de transferencia de materia,
no son toxicos ni corrosivos y pueden recuperarse facilmente y reutilizarse en mas
de un ciclo [55]. Se ha planteado la combinacion de diversos materiales con
distintas propiedades fisicas y quimicas para mejorar los rendimientos de reaccion,
como es el caso de los catalizadores acidos SO4/Mg-Al-FeO3 que se empled en la
transesterificacion de aceite de cocina usado, obteniendo rendimientos de 98.5%
a 95 °C por 5 h con una relacion molar 9/1 y el SO4%/ZrO- que reacciond con aceite
de soya obteniendo rendimientos superiores al 90% con una relacién molar 20/1
en una temperatura de 100 °C por 4 h [56, 57].

Por otro lado, los catalizadores basicos constan de 6xidos metalicos, sales, resinas
de intercambio y zeolitas. Dentro de los mas estudiados estan los 6xidos de
metales alcalinotérreos, como MgO, CaO, SrO o BaO ya que pueden ser obtenidos
facilmente de fuentes naturales lo que los vuelve econdmicos y accesibles [58, 59],
por ejemplo, el catalizador MgO/UREA-800 que mostré un buen desempefio en la
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formacion de ésteres metilicos a partir de aceite de castor obteniendo rendimientos
de 96% en condiciones suaves de reaccion (relaciéon molar de 12/1, 75 °C durante
1 h)y el B-Sr2SiO4 que catalizo la reaccion de aceite de microalga con una relacién
molar de MeOH/aceite de 12/1 durante 104 minutos a 65 °C con rendimientos de
97% [60, 61].

En general, los sitios activos superficiales de los catalizadores basicos son grupos
terminales M* y O™ que se encuentran en los bordes de los cristales que actuan
como acidos y bases de Lewis, respectivamente [62]. De esta forma se puede llevar
a cabo la reaccion superficial por el mecanismo tipo Langmuir-Hishelwood-Hougen-
Watson (LHHW) o Eley-Rideal que se esquematizan en las Figuras 2 y 3,
respectivamente [63].
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Figura 2. Esquema del mecanismo de reaccion superficial de la transesterificacion de triglicéridos
en tipo LHHW.

En este mecanismo, la metandlisis se lleva a cabo por el caracter basico del grupo
O, que al ser un nucledfilo forma al grupo metéxido que se adsorbe en M*. Luego,
el triglicérido se adsorbe en otro sitio acido M* por medio del oxigeno del carbonilo.
El metéxido formado ataca al carbono de carbonilo para formar un éster metilico
[63].
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Figura 3. Esquema del mecanismo de reaccién superficial de la transesterificacion de triglicéridos
en tipo Eley-Rideal.

El mecanismo Eley-Rideal no involucra a la adsorcion del triglicérido en el sitio
metalico [64]. El metanol lleva a cabo la metandlisis y posteriormente ataca al
triglicérido para formar eventualmente los ésteres metilicos de acidos grasos y el
glicerol. Estos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente durante la reaccién de
transesterificacion y dependen de la disponibilidad y fuerza de los sitios acidos y
basicos superficiales.

2.5.3.1. Catalizadores de Oxido de Calcio

El 6xido de calcio (CaO) es un buen candidato como catalizador sélido ya que es
abundante en la naturaleza, su produccion es sencilla, econémica, y se ha utilizado
previamente en reacciones de formacion de biodiesel [65]. En comparacién al BF s,
el CaO presenta alta actividad catalitica optimizando los tiempos de reaccion vy
disminuye la temperatura de operacion evitando el uso de grandes cantidades de
catalizador [66]. EI CaO puede obtenerse de piedra caliza y de materiales
formados por Ca(OH), o CaCOs como cascardén de huevo, huesos, conchas
marinas y residuos de construccion [67, 68]. catalizadores de CaO se sintetizan a
partir de CaCOg, que al calcinarse a 800-1000 °C se forma CaO. La formacion de
CaO a partir de CaCOs libera CO2, este compuesto es eliminado ya que el aumento
de la temperatura descompone los carbonatos desde el exterior hacia el interior
del solido, de esta forma se genera una superficie porosa de CaO [69].
Particularmente, el cascardon de huevo es un desecho de las industrias alimenticias
y restaurantera lo que lo vuelve econdmico y abundante y tiene una composicion
del 71.80% de CaCOs. Adicionalmente, contiene magnesio, azufre, fdsforo,
potasio y sodio en su composicion, lo cual podria contribuir a la basicidad de los
sitios activos [70].

De manera general, se ha descrito que los catalizadores de CaO presentan una
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reactividad aceptable en la reaccion de transesterificacion de triglicéridos. No
obstante, el CaO no se considera un catalizador competitivo con los catalizadores
homogéneos como el BF3 o el NaOH, que alcanzan rendimientos del 65% y 94%
respectivamente [52, 71]. Por otro lado, el CaO alcanza rendimientos de 40% en 5
horas usando aceites vegetales como material de partida [72]. Por esta razén se
ha planteado el aumento del caracter basico al mezclarse con otros Oxidos
alcalinos o alcalinotérreos [55, 73].

El uso de metales alcalinos adicionados al CaO también resulta en una opcién
viable, como el caso del 6xido de potasio (K20), ya que al adicionarse al CaO la
mezcla presenta un aumento en la basicidad [74] y, por lo tanto, un catalizador
competitivo en la transesterificacion ya que el K2O funciona como un éxido basico.
El potasio se ha impregnado en CaO a partir de KNOg3, el catalizador fue calcinado
a 600 °C para reaccionar con aceite de canola, obteniendo rendimientos superiores
al 90% en condiciones de 60 °C por 3 horas [75]. Por otra parte, la adicion de KF en
catalizadores a base de CaO forma estructuras de KCaF3z que presentan mayor
actividad que el CaO en la reaccién de transesterificacién de aceite de puerro chino,
ya que el flior es mas electronegativo, aumenta la acidez del Ca?*, que atrae con
mayor fuerza al CH3O [74]. A pesar de poseer una buena actividad catalitica, los
catalizadores de CaO adicionados con potasio carecen de estabilidad y se lixivian
facilmente, por lo que su actividad se ve reducida y el potasio estaria disuelto en el
medio, actuando como catalizador homogéneo [76, 77].

Por su parte, el 6xido de estroncio (SrO) presenta mayor basicidad que el CaO,
ademas de ser completamente insoluble en medios acuosos, sin embargo, posee
una superficie relativamente baja, por lo que afecta su actividad [78, 79]. Se ha
propuesto la combinacion de CaO y SrO para aumentar la basicidad. Por otro lado,
el CaO y el SrO presentan una alta basicidad y sus propiedades pueden presentar
una mayor actividad si se combinan, ya que el SrO posee mayor resistencia basica
y densidad de sitios activos que Mg y CaO, lo que lo hace selectivo para reacciones
de transesterificacion, ademas de proveer estabilidad al catalizador y reducir la
lixiviacion [9, 80]. El SrO anteriormente ha sido adicionado a soportes de CaO en
reacciones de transesterificacion de aceites vegetales como el aceite de palma y
aceite de jatrofa, alcanzando rendimientos de 98% [80].

En anos recientes la adicion de estos iones metalicos en soportes de CaO formados
principalmente por desechos ha presentado buenos resultados como es el caso del
K20 formado a partir de KOH, se ha adicionado a un soporte de CaO proveniente
de cascardn de huevo, siendo utilizado para reacciones de transesterificacion de
aceite de soya usado, alcanzando rendimientos superiores al 90% [81]. Por otro
lado, la adicion de Sr a dicho soporte para reacciones de transesterificacion de
aceite de jatrofa, obtuvo rendimientos entre 88% y 99% [82]. Adicionalmente, ambos
iones, Sry K, provenientes de SrCO3 y KoCO3 se impregnaron en un soporte de
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CaO proveniente de conchas de mar calcinadas. Este catalizador presento
rendimientos de 80.67% en la reaccidén de transesterificacion de aceite de canola
[83].
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar el perfil de acidos grasos a través del analisis de ésteres metilicos
obtenidos por transesterificacion empleando catalisis heterogénea para su
aplicacion en muestras de aceites.

3.2. Objetivos especificos
e Sintetizar, caracterizar y evaluar catalizadores basados en CaO para su
aplicaciéon en la obtencién de ésteres metilicos a partir de aceites.
e Disefar una metodologia de analisis cromatografico para la determinacion
del perfil de acidos grasos en aceites.
e Validar la metodologia propuesta para su aplicacion en el analisis de
muestras reales.
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4. Metodologia

4.1. Sintesis de catalizadores

El soporte de CaO se sintetiz6 a partir de cascaras de huevo obtenidas de forma
casera. Se limpiaron con agua y se calcinaron a 800 °C por 4 h para transformar el
CaCOsz en CaO. Luego, la cascara de huevo calcinada se combino con piedra caliza
calcinada obtenida de una tienda de construccion en concentraciones de 0, 25, 50,
75y 100 % p/p. Por cada gramo de mezcla se adicioné un mililitro de metanol (J.T.
Baker) y se mezclaron vigorosamente a 60 °C durante media hora. Después se
dejaron macerar por 12 h a 60 °C para secarlos y transcurrido este tiempo se realizd
una segunda calcinacion a 800 °C por 4 h.

Se sintetizaron catalizadores de K/CaO, Sr/CaO y Sr/K/CaO. Como sales
precursoras se utilizé nitrato de estroncio (Sr(NOs3)2, Meyer) y nitrato de potasio
(KNO3, CTR Scientific). La concentracion de Sr y K fue de 9 %p/p en todos los
catalizadores [9]. En el catalizador bimetélico se impregnaron simultaneamente.
Para sintetizar los catalizadores, la cantidad necesaria de sal se diluyé en 10 ml de
metanol a 60°C y se agreg6 CaO (cascara de huevo y piedra caliza calcinada). Las
sales y el soporte se mezclaron con agitacion constante por 30 min y se dejaron
macerar por 12 h. Luego se calcinaron a 800 °C por 4 h [9].

4.2. Caracterizacion de catalizadores

Los catalizadores sin calcinar se caracterizaron por analisis termogravimétrico
(TGA-DTA) usando un TA Instruments SDT Q600 en N2 de temperatura ambiente a
900 °C con una rampa de calentamiento de 5 °C/min. Por otra parte, los
catalizadores calcinados se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX) usando
un difractdmetro Philips X’pert Pro con fuente de radiacion Cu Ka (40 kV, 30 mA)
con una longitud de onda de 0.154 nm. Los analisis de espectroscopia de infrarrojo
con transformada de Fourier (FT-IR) se llevaron a cabo en un espectrometro Perkin-
Elmer GX 59750 en pastilla de KBr en un intervalo de 4000 a 400 cm™.

Los sitios basicos totales de los catalizadores se determinaron mediante valoracion
por retroceso. Se pesaron alrededor de 0.0125 g de cada catalizador y se secaron
a 120 °C por 12 h antes del analisis. Una vez secos, se afadieron 25 mL de una
solucion de acido benzoico al 0.05 N en benceno. La mezcla se agité por 30 min y
se dejo reposar. Luego, la fase liquida se separo y el sélido se limpié con 5 mL de
benceno. Posteriormente, la fase liquida y el benceno de enjuague se combinaron
y se valoraron con una solucién de NaOH 0.2 N en metanol usando azul de
bromotimol al 0.04 % como indicador. La cantidad de sitios basicos se calculé de
acuerdo con la Ecuacién 1.

V 4.Benzoico[A-Benzoico]-Vnqoy[NaOH] (EC 1 )

meq g NaOH =

Mcatalizador
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Donde Vagenzoico €S €l volumen de acido benzoico en mililitros, [A.Benzoico] es su
concentracion normal, Vnaon el volumen de la solucion valorante en mililitros,
[NaOH] su concentracion normal y Mecataizador COMO la masa del catalizador
expresada en gramos. La fuerza basica de los sélidos calcinados se llevo a cabo
con Indicadores de Hammett siendo amarillo de alizarina (pKa=10.7), fenolftaleina
(pKa=9.1) y azul de bromotimol (pKa=7.1). Anterior al analisis, los sdlidos se
secaron a 120 °C por al menos 12 h. Se pesaron 10 mg de so6lido y se mezclaron
con 2 mL de una solucién de indicador al 1 % en benceno. El recipiente permanecié
tapado por 2 h y se registré el cambio de color del sélido. La microscopia electrénica
de barrido de los catalizadores se realizé en un equipo JEOL’s HR* modelo JSM-
IT710HR, con un voltaje de 30.0 kV. Las muestras se recubrieron con pelicula de
oro para su analisis. Posteriormente, se realizaron observaciones superficiales de
las muestras en acercamientos de x2000 y x5000.

4.3. Evaluacion catalitica

La evaluacion catalitica se realizé con aceite de canola comercial. El sistema de
reaccion consistio en un matraz balén de fondo plano de una boca acoplado a un
refrigerante, el sistema fue agitado magnéticamente y calentado por resistencia.
Anterior a la reaccion, el catalizador se secd a 120 °C por 12 h. Después, 0.49 g de
catalizador seco se combiné con 4.1 mL de metanol en reactor a 60 °C por 10 min
y posteriormente se adicionan 7 g de aceite y se dejaron reaccionar por 1.5 h. Estas
cantidades de metanol y aceite corresponden a wuna relacion molar
metanol/aceite=12.5 considerando el peso molecular del aceite de 876.6 g/mol, ya
que es el promedio de las proporciones de acidos grasos presentes en el aceite de
canola [84] y una carga de catalizador del 7 %p/p respecto al aceite. Después del
tiempo de reaccion la mezcla se coloca en un tubo de centrifuga de 50 mL y se
centrifugé a mas de 2500 rpm por 10 min para separar las fases liquidas de la sdlida.
Posteriormente, las fases liquidas se pasaron a un embudo de separacién y se
dejaron reposar para su separacion por gravedad. La fase superior correspondié a
la fase polar del glicerol formado y el metanol no reaccionante, mientras que la fase
inferior, la fase oleosa, formada por los ésteres metilicos y al aceite sin reaccionar,
las fases se separaron haciendo lavados con hexano y agua. Por ultimo, el
rendimiento de la reaccion se determiné a partir del indice de refraccién de los
ésteres metilicos contenidos en la fase oleosa mediante interpolacién en una curva
de calibrado construida a partir de estandares de ésteres metilicos en aceite (0, 20,
40, 60, 80 y 100 %p/p), el indice de refraccién se midié en un refractometro Abbe
modelo WYA-2WAJ con rango de 0-95° brix [85].
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4.4. Diseino de una metodologia analitica para la determinacion de
acidos grasos

La reaccién de transesterificacion depende de diferentes variables experimentales
asociadas a las condiciones experimentales, la relacion molar MeOH/aceite, la
temperatura y el tiempo de reaccién son las que tienen una mayor contribucion [67].
Con la finalidad de seleccionar las condiciones éptimas, se realizé un disefio de
experimentos de superficie de respuesta tipo Box-Behnken para optimizar las
variables mencionadas. La Tabla 4 muestra los niveles seleccionados de cada una
de las variables. Considerando que el 4cido oleico (C18:1) es el acido graso que se
encuentra en mayor proporcion en el aceite de oliva [86], se seleccion6 como
variable de respuesta la relacion de areas senal C18:1/estandar interno.

Tabla 4. Factores y niveles elegidos para la optimizacion del disefo tipo Box-Behnken.

Factor -1 0 1
Relacion molar
MeOH/aceite 10.0 12.5 15.0
Temperatura (°C) 50.0 50.0 70.0
Tiempo (h) 0.5 1.0 1.5

Las reacciones de derivatizacion de aceite de oliva comercial se realizaron en una
ampolleta de vidrio de 5 mL a la que se le adicioné el catalizador, metanol y aceite.
Previo a la reaccion, el catalizador se secé por 12 h a 120 °C para eliminar humedad
adsorbida. La ampolleta se sellé y se introdujo a un horno precalentado a la
temperatura seleccionada previamente. Una vez terminadas las reacciones de
derivatizacion se pudieron observar tres fases, una superior (polar), intermedia
(oleosa) e inferior (sdlida), los ésteres metilicos estan contenidos en la fase
intermedia. Posteriormente se prepararon las soluciones a inyectar en el
cromatografo mezclando 40 uL del extracto de ésteres metilicos y 400 uL de la
solucion de estandar interno (naftaleno 100 mg/L en hexano).

Las soluciones fueron inyectadas en un cromatografo de gases acoplado a FID con
una columna SGE-BPX70 que contiene una fase estacionaria del 70% de
cianopropilpolisilfenilenosiloxano. La rampa de temperatura fue de 5°C/min desde
50 °C hasta 220 °C con un tiempo de analisis cromatografico total de 44 min.

4.5. Validacion de la metodologia
Considerando que la cuantificacion se realiza mediante sumatoria de area, la
validacién se centra en la determinacion de la precision y la exactitud. En el caso de
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la precisidn, se analizé una muestra de aceite de oliva tres veces en dias diferentes.
Mientras que la exactitud, se realizé mediante comparacion de los resultados
obtenidos mediante el catalizador a base de CaO con la metodologia oficial descrita
en la ISO 12966-2, se realizd la derivatizacion del aceite de oliva empleando el
catalizador BF3/Metanol.

De acuerdo con la norma ISO 12966-2, se pes6 0.5 g de aceite de oliva y se adiciono
a un matraz balon junto con 6 mL de NaOCHs, se dejo reaccionar por 5 minutos a
reflujo con agitacion contante, este paso se realizd6 para eliminar la materia
saponificable. Al finalizar el tiempo se agregaron 7 mL del reactivo BFs/metanol y se
dejé a reflujo por 10 minutos mas, al terminar la reaccién se realiz6é un lavado con 6
mL de hexano y 10 mL de una solucién saturada de NaCl y el contenido se traspaso
a una probeta y se dejé reposar con el objetivo de separar los productos de reaccion.
Posteriormente, se tomaron 40 pyL y se mezclaron con 400 pL de la solucion de
estandar interno y se inyectd en el cromatégrafo de gases a las condiciones
mencionadas anteriormente. Adicionalmente, la muestra fue analizada por un
laboratorio externo certificado donde se emplea la metodologia ISO 12966-2.

Adicionalmente se evalud la actividad del catalizador en la derivatizacion de aceites
de oliva y girasol usados. Estas reacciones se llevaron a cabo a las condiciones
Optimas de la metodologia propuesta. Posteriormente, los compuestos
derivatizados fueron inyectados en el cromatégrafo de gases a las condiciones de
analisis descritas anteriormente. Los cromatogramas obtenidos se compararon con
sus aceites nuevos respectivamente.
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5. Resultados y discusion

5.1. Evaluacion de la composicion del catalizador

En la Figura 4, se presenta la curva de calibracién obtenida a partir de mezclas de
ésteres metilicos/aceite de canola. Los ésteres metilicos se sintetizaron a partir de
la metodologia que emplea NaOH como catalizador a 60 °C por 1 hora [71]. Los
puntos de la curva de calibrado se prepararon adicionando un contenido de 0%,
20%, 40%, 60%, 80% y 100% de ésteres metilicos y las mediciones se realizaron
por triplicado. La curva presentd una R?=0.9907 y la ecuacién de la curva de
calibrado se ajusta a la siguiente ecuacién: indice de Refaccién= -0.0229[Esteres
metilicos] + 1.471.

1.48 — ) - :
Indice de Refraccién=-0.0229[Esteres metilicos] + 1.471
R2 =0.9907
S
5 LAT 7o
U .
E .....................
8 1.46 - R
o T o.
=R
o | .
sl4s54 .
\E ‘0
1.44 I I I I
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Concentracion de ésteres metilicos

Figura 4. Curva de calibrado de concentracion de ésteres metilicos (%v/v) contra indice de refaccion.

En la Figura 5 se muestra el rendimiento de reaccion alcanzado en las reacciones
de transesterificacion empleando los soportes de piedra caliza calcinada con
cascardn de huevo. Se puede observar que en el soporte con una cantidad de 25%
de cascaron de huevo (soporte 1), el rendimiento fue menor al 10%, debido a que
posee una mayor cantidad de piedra caliza calcinada, que se ha descrito como un
buen catalizador para la transesterificacion de aceite, sin embargo, requiere de
tiempos de reaccion prolongados (3-7 h) y temperaturas de reaccién superiores a
60 °C, por lo que no es posible considerar este catalizador como una alternativa
eficiente y rapida [87]. Al aumentar la cantidad de cascardn de huevo a 50% (soporte
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2) el rendimiento aumento significativamente hasta 33% siendo este el soporte con
mayor actividad. Los soportes con contenidos del 75% y 100 % de cascaron de
huevo (soporte 3 y soporte 4, respectivamente) presentan una disminucion del a
25% y 19%, respectivamente, esta disminucion de la actividad se puede atribuir a
la composicion del cascarén de huevo que se encuentra en mayor proporcidén en
estos catalizadores, ya que, si bien consta en su mayoria de CaCO3 (71.8%)
también posee en su composiciéon 26.53% de MgCO3 que forma MgO a 500 °C [68].
Este compuesto si posee actividad catalitica, sin embargo, requiere de grandes
cantidades de metanol para reaccionar y temperaturas de reaccion muy elevadas
(200 °C), ya que a 60 °C puede inhibirse [88]. El cascaron de huevo también
contiene Na2CO3 en su composicién (1.06%). sin embargo, es activo a temperaturas
elevadas (450 °C) y con grandes cantidades de catalizador (5-20 %p/p). Por otro
lado, no es posible obtener Na>O ya que este compuesto se obtiene a temperaturas
de calcinacién superiores a 800 °C [89], por lo que los catalizadores 3 y 4, al tener
mayor proporcidon de magnesio y sodio, se consideran menos activos que el
catalizador 2. Por lo que la combinacién de piedra caliza calcinada y cascardn de
huevo en cantidades equivalentes (soporte 2) se eligioé para la adicion de iones K,
Sry Sr/K y su posterior evaluacion catalitica en la reaccion de derivatizacion del
aceite de canola.
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Figura 5. Rendimiento de los soportes sintetizados con distintas relaciones cascaron de
huevo/piedra caliza calcinada (25%, 50%, 75% y 100%) con una relacion molar metanol/aceite de
12.5, con 7 %p/p de catalizador a 60 °C por 1.5 h en aceite de canola.

En la Figura 6 se muestra el efecto de la adicion de Sr, Ky Sr/K al soporte de piedra
caliza calcinada con cascaron de huevo (50%) en el rendimiento de la reaccion. Los
resultados muestran que el catalizador Sr/CaO presentd un rendimiento de solo el
10%, siendo inferior al soporte (33%), esta baja actividad puede deberse a la alta
afinidad del SrO por el CO2 que se encuentra en el medio ambiente, formando
SrCOs3 que, resulta en un compuesto con baja actividad catalitica en esta reaccion,
ya que sus rendimientos son cercanos a 0% [78, 90]. Por otro lado, la adicién de K
al CaO presentd un rendimiento de 35%, el catalizador K/CaO presentd mayor
actividad catalitica ya que la adicion de potasio al CaO aumenta la superficie del
catalizador y la fuerza basica, obteniendo rendimientos competentes en diversas
matrices [91]. La combinacion de ambos iones en el catalizador Sr/K/CaO
alcanzaron un rendimiento de 52%, el rendimiento de reaccién resultd superior a los
dos catalizadores monometalicos, ya que a pesar de que el Sr se encuentre en
forma de SrCO3aun aporta la estabilidad al catalizador y disminuye la lixiviacion del
potasio, que es el ion que posee mayor actividad catalitica [74, 78]. Por lo que el
catalizador Sr/K/CaO fue seleccionado para optimizar las condiciones de reaccion
en la derivatizacién de triglicéridos provenientes de aceite de oliva y su posterior
analisis del perfil de acidos grasos.
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Figura 6. Rendimiento de reaccion de los catalizadores adicionados con iones metalicos a 60 °C,
relacion molar metanol/aceite de 12.5, con 7 %p/p de catalizador por 1.5 h en la reaccién de
derivatizacion para el aceite de canola.

5.2. Caracterizacion de catalizadores
5.2.1. Analisis termogravimétrico
El analisis termogravimétrico del soporte de cascarén de huevo-piedra caliza
calcinada (CaO) y los catalizadores dopados con Sry K se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. TGA-DTA del soporte a base de cascardn de huevo (a) y los catalizadores Sr/CaO(b),
K/CaO(c).

Se emplearon distintos pesos para realizar el analisis de los catalizadores, por lo
que las pérdidas de masa pueden ser distintas para cada uno. El soporte de CaO
(Fig. 7a) mostré una ligera pérdida de peso (3.96%) desde temperatura ambiente
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hasta 300 °C debido a la humedad adsorbida. Posteriormente, se observd una
pérdida de peso del 43.46% alrededor de los 750 °C debido a la transformacion de
CaCO3; en CaO y CO2 [92]. El catalizador de Sr/CaO (Fig. 7b) mostré la
descomposicion del Ca(OH)2 en 300 °C y la de Ca(OCHs)2 a 400 °C [93, 94]
representando una pérdida del 17.03% y posteriormente, la reaccién del Sr(NO3)
con CO2 que forma SrCO3 en 410 °C y su posterior descomposicion a SrO en una
temperatura de 590 °C (10.02%) [80, 95, 96]. El proceso de descomposicion del
catalizador de K/CaO se llevé a cabo en cuatro etapas (Fig. 7 ¢). Primero un evento
endotérmico a 300 °C que correspondié a la descomposicion de Ca(OH)2 y el
segundo centrado en 400 °C (17.03%) que se atribuye a la transformacién de
Ca(OCHzs)2 en CaCOs [94] ambas transformaciones representan una pérdida de
peso de 17.03%. La tercera etapa ocurrio a 450 °C donde se llevd a cabo la
descomposicion de KNO3 a KNO2 y posteriormente, el KNO2 se descompuso a K20
a 550 °C, representando una pérdida de 15.17%. Aproximadamente a 750 °C se
observa una pérdida de 1.4% correspondiente a la transformacion de CaCO3 a CaO
[97, 98]. Por otro lado, el catalizador de Sr/K/CaO (Figura 8), de forma similar a los
catalizadores K/CaO y Sr/CaO, mostré las senales en 300 °C y 400 °C (16.42%)
correspondientes a la formacion de CaO y CaCOg3 respectivamente. Posteriormente,
se observan diversas sefales entre 410 °C y 590 °C representando 15.09% del peso
inicial. En este intervalo se observan las formaciones de SrCO3, KNO2, K:O y SrO
descritas anteriormente, ya que, los nitratos de potasio y estroncio se descomponen
a temperatura muy cercanas, la sefial de descomposicion aparece en temperaturas
similares que las figuras anteriores, pero en un tiempo mas prolongado.
Adicionalmente se puede observar a 500 °C la reaccién entre el Sr(NO3)2 y KNO3
dando lugar a la especie mixta K2Sr(CO3)2[99].
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Figura 8. TGA-DTA del catalizador Sr/K/CaO.

5.2.2. Difraccion de rayos X
Los perfiles de difraccién de rayos X de los catalizadores calcinados se presentan
en las Figura 9 y Figura 10.
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Figura 9. Patrones de DRX del cascarén de huevo calcinado a 800 °C (a) y del soporte a base de
cascaron de huevo (b).
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Figura 10. Patrones de DRX de los catalizadores Sr/Ca0O, K/CaO y Sr/K/CaO.

Las cinco muestras mostraron picos de difraccion caracteristicos de Ca(OH)2 en
estructura hexagonal debido a la higroscopicidad del CaO que se hidrata
parcialmente [100]. La fase Ca(OH). presenté sefiales de difraccion en 26 de 18.11°,
28.59°, 34.06°, 47.18°, 50.97° y 62.72° [101, 102]. El cascarén de huevo calcinado
mostro senales a 29.54°, 54.36° y 64.4°, que corresponden al CaO [103, 104]. Por
otro lado, el soporte de CaO constituido a partir de cascardn de huevo y piedra caliza
calcinada, solo presentd las fases cristalinas en 54.36° y 64.4° del CaO ya que, en
su mayoria se puede observar la presencia de sefales caracteristicas de Ca(OH)2.
La adicién de K al CaO, permitié observar la fase cristalina del CaO en 29.54°. Sin
embargo, no fue posible observar KO por esta técnica ya que se adicion6é una
pequeia cantidad de K y sus particulas se encuentran dispersas en el catalizador.
En el catalizador Sr/CaO se observaron sefiales caracteristicas de SrCOs3
localizadas en 25.02°, 26.02°, 29.48°, 36.17°, 43.09°, 44.21°,45.77°, y 48.34° [105,
106]. El catalizador Sr/K/CaO mostré la presencia de fases cristalinas de Ca(OH)3,
Ca0, CaCO3z y SrCOs, estas ultimas posiblemente formadas debido a la
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impregnacion de los iones con metanol, ademas de las sefiales caracteristicas del

compuesto K2Sr(COs)2 en 12.88°, 19.24°, 39.43°, 41.21° [83,99].

Posteriormente, se comparo el patrén de rayos X del catalizador de Sr/K/CaO nuevo
y el mismo catalizador después un ciclo de uso (Figura 11). Se puede observar que
las sefiales pertenecientes al CaO disminuyeron significativamente tras usarse, lo
que puede indicar que este compuesto posee actividad catalitica y es capaz de
llevar a cabo la reaccion de transesterificacion. Por otro lado, el Ca(OH)2y SrCOs

no presentan modificaciones en sus sefiales ya que no son fases activas.

A ¢ SrCo,
® K,Sr(CO,),

Conteos (U.A)

A Ca(OH),

H CaO
® CaCoO,

10 20 30 40 50 60
Angulo (20)

70

Figura 11. Patrones de DRX del catalizador Sr/K/CaO nuevo (a) y el catalizador tras un ciclo de uso

(b).

5.2.3. Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) del soporte y los

catalizadores se muestran en la Figura 12.

28

——
| —



e) Ca0
O C=0+ ﬂ
d) —— OH- C=0 =
C
B!
\ E
n
C
E
\ |—
T T T T T \\
4000 3400 2800 2200 1600 1000 400

Nimero de onda (cm-1)

Figura 12. Espectros de infrarrojo del cascarén de huevo calcinado a 800 °C (a), soporte b),
catalizadores Sr/CaO (c), K/CaO (d) y Sr/K/CaO (e) en un numero de onda de 4000-400 cm™'.

Las bandas predominantes en 3637 cm™' son caracteristicas del grupo funcional OH-
que se encuentra enlazado a un metal, en este caso el Ca?*, el compuesto Ca(OH):
se forma a partir de la humedad del aire y se debe al caracter higroscopico del CaO
[107]. Adicionalmente, las bandas mostradas a partir de 523 cm™ se atribuyen a
oxidos metalicos, confirmando la presencia de CaO [87].

Por otro lado, las bandas ubicadas en 1427 cm™ y 874 cm son caracteristicas de
los enlaces C=0 pertenecientes a grupos carbonatos (CO3?) formados durante la
calcinacion al realizarse esta en una atmoésfera de aire que contenia CO2 y que
reacciono con los 6xidos metalicos [108].

5.2.4. indices de Hammett
El analisis de fuerza y la cantidad de sitios basicos se llevaron a cabo mediante la
evaluacion colorimétrica de los indices de Hammett y valoraciones por retroceso
respectivamente. La fuerza basica de los catalizadores y la cantidad de sitios
basicos se muestran en la Tabla 5.

Se puede observar que el soporte presentd una fuerza de 8.2-9.8, la incorporacion
de iones K al soporte de CaO aumenta su fuerza basica en un intervalo de 9.8-10.1.
Sin embargo, la adicién de Sr al soporte disminuy¢ la fuerza basica a 7.6-8.2. Por
otro lado, la incorporacién de ambos iones al soporte provee de una fuerza similar
a la del catalizador K/CaO. De esta forma se puede relacionar la fuerza basica con
la actividad catalitica, siendo el catalizador Sr/K/CaO el de mayor actividad, seguido
del K/CaO, el soporte de CaO y finalmente el Sr/CaO.
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Tabla 5. Sitios basicos totales y fuerza basica de los catalizadores y soporte sintetizados.

Sitios basicos totales

Catalizador (Meq NaOH/gex) Fuerza basica
CaO 23.39+0.25 8.2<Ho<9.8
Sr/Ca0 16.93+0.66 7.6<H<8.2
K/CaO 28.3410.51 9.8<Ho<10.1
Sr/K/Ca0O 32.53+0.92 9.8<H0<10.1

A partir del calculo de sitios basicos totales se puede observar la misma tendencia
que relaciona la basicidad con la actividad, ya que la adicion de estroncio al soporte
de CaO disminuye los sitios basicos en comparacién con el soporte de CaO sin
adicion de iones. Por otro lado, el potasio si aumenta los sitios basicos totales, pero
sigue manteniéndose inferior al catalizador Sr/K/CaO, que igualmente presenta
mayor actividad que el catalizador monometalico de potasio.

5.2.5. Microscopia electrénica de barrido
En la Figura 13 se presentan las micrografias electronicas de barrido de cascarén
de huevo calcinado a 800 °C, soporte de CaO y los catalizadores monometalicos
K/CaO y Sr/CaO.
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Figura 13. Imagenes SEM (aumento x5000) de cascarén de huevo y soporte de CaO (arriba),
catalizadores Sr/CaQ y K/CaO calcinados a 800 °C (abajo).

Se puede observar que los cascarones de huevo calcinados estan conformados por
aglomerados de particulas de 10 - 15 ym de largo conformadas por monolitos de
2.5 um, los resultados son congruentes con lo descrito en la calcinacion parcial del
cascaron de huevo a 800°C [109, 110]. Por otro lado, el soporte de CaO, que esta
compuesto por cascarén de huevo calcinado y piedra caliza calcinada, dio lugar a
monolitos de menor tamafio de 0.65 — 1.25 ym. La incorporacién del K provocé que
los monolitos incrementaran su tamano entre 5-8 ym. Sin embargo, en Sr/CaO, el
tamafo de particula se mantuvo similar a la del soporte de CaO con monolitos entre
0.8-1.5 um [74, 111]. Posiblemente se deba a la formacion de SrCOs. Al combinarse
el Sry el K (Figura 14), el tamafo de particula incrementd respecto al soporte con
monolitos de 4.94 um, se puede atribuir el aumento de tamano a la formacién de la
fase mixta K2Sr(CO3)2[99].
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Figura 14. Imagen SEM (aumento x5000) del catalizador Sr/K/CaO.

5.3. Optimizacion de las condiciones de reaccion
La Tabla 6 muestra la matriz de disefio de experimentos de superficie Box-Behnken
de 3 factores y 2 niveles, se evaluaron las siguientes variables: relacion molar
MeOH/aceite (A), temperatura (B) y tiempo (C), como variable de salida se eligi6 la
relacion senal C18:1/estandar interno. Posteriormente, se analizaron los resultados
de los 15 experimentos obtenidos.

Tabla 6. Valores de relacion sefial C18:1/estandar interno obtenidos en los distintos experimentos
realizados.

Exp A B C C18:1
1 10.0 (-1) 70.0 (1) 1.0 (0) 0.39
2 12.5(0) 70.0 (1) 0.5 (-1) 0.10
3 12.5(0) 70.0 (1) 1.5(1) 0.25
4 15.0 (1) 70.0 (1) 1.0 (0) 0.65
5 10.0 (-1) 60.0 (0) 0.5 (-1) 0.10
6 10.0 (-1) 60.0 (0) 1.5(1) 0.03
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7 15.0 (1) 60.0 (0) 0.5(-1) 0.12

15.0 (1) 60.0 (0) 1.5(1) 0.36

10.0 (-1) 50.0 (-1) 1.0 () 0.44
10 12.5(0) 50.0 (-1) 0.5(-1) 0.35
11 12.5 (0) 50.0 (-1) 1.5(1) 0.70
12 15.0 (1) 50.0 (-1) 1.0 (0) 0.22
13 12.5(0) 60.0 (0) 1.0 (0) 0.46
14 12.5(0) 60.0 (0) 1.0 (0) 0.59
15 12.5(0) 60.0 (0) 1.0 (0) 0.44

A partir de los resultados obtenidos se realiz6 el analisis de varianza de los modelos
lineal, cuadratico y de interacciones para describir el comportamiento que sigue el
sistema planteado. En la Tabla 7 se puede observar que los valores generales de
probabilidad (p) pertenecientes a los modelos lineal, cuadratico y de interacciones
superan 0.05, por lo que los tres modelos y sus factores son criticos. El valor de R?
fue de 0.7923. A partir del valor de R? y de los valores de p se puede describir el
modelo como un sistema cuadratico completo, siendo el modelo cuadratico de la
relacién molar MeOH/aceite la de mayor contribucién (21.85%). Posteriormente,
empleando el software Minitab 17, se obtuvo la ecuacion del modelo, a partir de ésta
se realizd el calculo de contribuciones, donde se observa que el modelo de
interacciones es el de mayor contribucion al sistema, este resultado se
complementa con la obtencién de R? y los valores de p.

Tabla 7. Analisis de varianza de los modelos, obtenido a partir del disefio de experimentos.

Modelo g.l SS MS p Contribucion (%)
Lineal 3 0.09443 0.03148 0.385 15.55
Cuadratico 3 0.16299 0.05433 0.212 27.09
Interacciones 3 0.22363 0.07454 0.137 36.83
Total 14 0.60713

Mediante la ecuacion del modelo se obtuvieron los graficos de superficie para la
optimizacion de factores, los valores Optimos se mantuvieron constantes para
identificar los puntos maximos de las tres variables. En la Figura 15 se puede
observar el grafico de superficie de temperatura y tiempo contra la variable de
salida, el comportamiento del grafico se puede describir mediante un modelo
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cuadratico, ya que presenta las curvaturas caracteristicas del mismo. El grafico
muestra que a valores maximos de tiempo (1.5 h) y temperatura (70 °C) se pueden
obtener los resultados 6ptimos para la variable de salida. Ya que, anteriormente se
ha descrito que las temperaturas donde se pueden obtener mayor cantidad de
ésteres metilicos se encuentran entre 60 °C y 70 °C dependiendo del material de
partida, por otro lado, las reacciones de transesterificacion se llevan a cabo entre 2
y 3 horas [54], sin embargo, se busca reducir el tiempo de reaccion para obtener
una metodologia mas rapida que las descritas con anterioridad [69].

Grafico de superficie a relacién molar MeOH/aceite constante (10.7/1.0 )

—

Relacion C18:1/estandar

Temperatura (°C)

Tiempo (h)

Figura 15. Grafico de superficie de temperatura y tiempo contra relaciéon sefal C18:1/estandar
interno.

La Figura 16 muestra el grafico de superficie de relacion molar MeOH/aceite y
temperatura contra la variable de salida. Al igual que la Figura 8, el grafico se ajusta
a un modelo cuadratico completo y se observan los puntos de optimizacién a una
temperatura de 70 °C y una relacion molar MeOH/aceite de 10.7. Contrario al tiempo
y temperatura, el factor A presenta su punto 6ptimo a una baja relaciéon molar
MeOH/aceite, ya que la adiciobn de un exceso de metanol puede inhibir al
catalizador, reduciendo su actividad y los rendimientos de reaccion [59].
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Grafico de superficie a tiempo constante (1.5 h)

Relacién sefial C18:1 estandar

o

ai -
un

wd
-

Relacién molar MeOH/aceite tn Temperatura (°C)

Figura 16. Grafico de superficie de relacion molar MeOH/aceite y temperatura contra relacion sefal
C18:1/estandar interno.

La Figura 17 muestra el grafico de superficie de la relacion molar MeOH/aceite y
tiempo contra la variable de salida. Los valores 6ptimos obtenidos fueron: relacion
molar MeOH/aceite de 10.7, tiempo 1.5h y temperatura de 70 °C.

Grifico de superficie a temperatura constante {70 “C)

Relacion C18:1/estandar

Relacidgn molar MeOH/faceite

14.4

Tiempo (h)




Figura 17. Grafico de superficie de relacion molar MeOH y tiempo contra relacion sefial
C18:1/estandar interno.

Se realizaron dos experimentos a las condiciones éptimas de reaccidn, la Figura 18
muestra los cromatogramas obtenidos a dichas condiciones, se puede observar la
presencia de los cinco acidos grasos principales del aceite de oliva a los tiempos de
retencion registrados por el estandar. Se calcularon las relaciones de sefial
C18:1/estandar interno y se obtuvo una media de 0.97+0.01, siendo un valor
superior al predicho por el modelo estadistico (0.85).

Estandar ci8:1
interno T
Estandar
interno C18:1
C16:0 750 pA
C18:2

el c18:2 )
e e ——Optimo 1
L C16:1 Clif] h Pt Optimo 2

1 N PPle
18 20 22 24 26 28 30

Tiempo de retencién (min)

Figura 18. Cromatogramas obtenidos a partir de los valores 6ptimos encontrados con los graficos
de superficie.

5.4. Validacion de la metodologia
Debido a que el perfil de acidos grasos se determina mediante sumatoria de area,
se determinaron unicamente la precision y exactitud del método. Respecto a la
precision, se analizé una muestra de aceite por ftriplicado en dias diferentes
encontrando los siguientes resultados. Se puede observar que las proporciones de
acidos grasos (Tabla 8) presentan una desviacién estandar relativa menor al 3%, lo
que representan una metodologia reproducible.
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Tabla 8. Proporcién de los acidos grasos principales presentes en el aceite de oliva analizado por

triplicado en dias diferentes.

] Experimento %DER
Acido graso (n=3)
1 2 3
C16:0 25.86 25.68 25.27 1.18
C16:1 2.20 2.20 2.26 1.56
C18:0 2.19 2.22 2.19 0.79
.C18:1 60.00 60.06 60.13 0.11
C18:2 9.75 9.84 10.15 2.12

La exactitud del método se evalud por comparacion con los resultados obtenidos
empleando la metodologia oficial. La Figura 19 muestra los cromatogramas
obtenidos del analisis empleando ambas metodologias. En ambos casos se
presentan las sefiales de los cinco acidos grasos, sin embargo, se puede observar
que las alturas de pico de la metodologia por BF 3 son significativamente menores.

18 25 32
Tiempo de retencion (min)

—Optimo —BF3

C18:2

6.5 pA

2 6
Tiempo de retencién (min)

28 30 32

Figura 19. Comparacion del cromatograma obtenido mediante la metodologia oficial utilizando BF3
como catalizador contra cromatograma obtenido con el catalizador de CaO a condiciones 6ptimas.

Los resultados de las proporciones de acidos grasos se presentan en la Tabla 9, Se
puede observar que las proporciones de los acidos grasos presentan algunas

37

——
| —



variaciones en su composicion, se realizé una prueba t de comparacion de pares de
valores (p>0.05), el cual mostr6 que no existe diferencia significativa entre las
proporciones de los acidos grasos de ambas metodologias. Respecto a los valores
obtenidos, el acido palmitico presenta una concentracion superior a los descritos
por la norma, que puede atribuir a la fabricacién del aceite. La metodologia
propuesta es mas econdémica y rapida, evita el uso de solventes, ademas los
cromatogramas obtenidos muestran picos de mayor intensidad y una proporcién de
acidos grasos similar a la metodologia oficial.

Tabla 9. Proporcion de acidos grasos obtenidos por la metodologia oficial y la metodologia
propuesta.

Valores obtenidos (%)

Acdograso IS, BRIMeOH O e
16:0 25.85 25.42 7.5-20.0%
16:1 2.20 1.35 0.3-3.5%
18:0 2.19 2.71 0.5-5.0%
18:1 60.00 61.03 55.0-83.0%
18:2 9.75 9.48 3.5-21.0%

Adicionalmente la metodologia propuesta se aplicé en el analisis de aceites de oliva
y girasol usados. Las Figuras 20 y 21 muestran los cromatogramas comparando los
aceites usados con los aceites nuevos. El aceite de oliva usado muestra las cinco
sefales descritas en la normativa, sin embargo, el aceite de girasol muestra
diversas sefales.
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cis:1

Estandar
Interno C18:1
C16:0
C18:2
Ci6:1 C18:0
) i
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interno. / c16:0 s
7/ 7/
7/ 7/
7/ 7/
7/ 7/
7/ c18:2 7/
7/ P 7/
7/
Ve Cil6:1 ClSU /
’ A . /
18 25 32

Tiempo de retencién (min)

——Nuevo ——Usado

300 pA

Figura 20. Cromatogramas de aceite de oliva nuevo y usado a condiciones de andlisis 6ptimas.

C18:2
C18:2
Estandar
Interno
C18:1]
C16:0
A_AA J C18:0
Estandar _ 7
Interno _
i c18:1
7 - 7 -
e C16:0 c18:0 /
7 \ J l C22:0 7
A
18 25 32

Tiempo de retencion (min)

——Nuevo ——Usado

500 pA

Figura 21. Cromatogramas de aceite de girasol nuevo y usado a condiciones de analisis 6ptimas.
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Las proporciones de los acidos grasos para el aceite de oliva y de girasol se
muestran en las Tablas 10 y 11, para el aceite de oliva se puede observar que cuatro
de los cinco acidos grasos se mantienen dentro de lo descrito por la norma, sin
embargo, el acido graso que se encuentra fuera del intervalo es el acido palmitico,
por lo que este aumento se puede deber a la fabricacion del aceite.

Por otro lado, se identificaron los acidos grasos principales del aceite de girasol
usado, sin embargo, tres de los cinco acidos grasos se encuentran en proporciones
mayores a la normativa, de igual forma, el cromatograma del aceite usado muestra
acidos grasos que no pertenecen a su composicion, por lo que los acidos grasos
pertenecientes a los alimentos pudieron mezclarse con el aceite de girasol.

Tabla 10. Proporcion de acidos grasos del aceite de oliva nuevo y usado.

Valores obtenidos (%)

Proporciones aceite

C Nuevo Usado de oliva
16:0 26.10 27.66 7.5-20.0%
16:1 2.17 2.33 0.3-3.5%
18:0 1.96 2.07 0.5-5.0%
18:1 62.28 61.39 55.0-83.0%
18:2 7.48 6.55 3.5-21.0%

Tabla 11. Proporcién de acidos grasos del aceite de girasol nuevo y usado.

Valores obtenidos (%)

Proporciones aceite

C Nuevo Usado de girasol
16:0 5.81 13.15 5.0-7.6%
18:0 4.48 8.06 2.7-6.5%
18:1 15.36 24.25 14.0-39.4%
18:2 71.55 50.56 48.3-74.0%
22:0 1.10 3.98 0.3-1.5%
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6. Conclusiones

Se sintetizé un catalizador heterogéneo para la derivatizacion de triglicéridos vy
acidos grasos, se opto por el uso de CaO ya que es un material de facil acceso,
econdmico y no toxico. Se eligio como fuente de calcio a la piedra caliza calcinada
debido a que es un material abundante en la industria de la construccion y los
cascarones de huevo ya que son un desecho comun en la industria alimenticia. Se
evaluaron cuatro composiciones de soporte, donde la composicion equivalente
entre ambos materiales resultd la mas activa. Sin embargo, su actividad se ve
limitada por problemas de transferencia de materia y lixiviacién, por lo que el
catalizador fue adicionado con iones estroncio (9 %p/p) y potasio (9 %p/p) para
aumentar su actividad y mejorar su estructura, ya que el estroncio provee al CaO
de estabilidad estructural y disminuye la lixiviacion de calcio y otros iones
adicionados, mientras que el potasio brinda de mayor actividad catalitica con el
objetivo de mejorar los rendimientos de reaccion. La evaluacion catalitica mostro
que una cantidad equivalente de CaO proveniente de piedra caliza calcinaday CaO
proveniente de cascarén de huevo, adicionada con ambos iones, estroncio y
potasio, es mas activa que otras combinaciones de compuestos realizadas.

La caracterizacion del catalizador por distintas técnicas como lo son SEM, indices
de acidez, TGA, FT-IR y DRX, arroj6 que la estructura del catalizador esta
compuesta en su totalidad por microcristales de aproximadamente 5 ym de ancho
y 10 um de altura. Por otro lado, el catalizador mostré una fuerza basica de entre
9.8 y 101, lo que le proporciona mayor actividad que los catalizadores
monometalicos y que el soporte. Las temperaturas de descomposicién indicaron
que a 800 °C la constitucion mayoritaria del catalizador son 6xidos, ya que los
hidroxidos y nitratos se descomponen a temperaturas inferiores. Por otro lado, la
espectroscopia IR exhibié la presencia de enlaces OH- y COs* pertenecientes a
sales inorganicas. La caracterizacion por DRX mostré que el catalizador esta
formado principalmente de Ca(OH)., seguido del CaO, al que se le atribuye la fase
activa del catalizador, ya que, tras un ciclo de uso, la presencia de éste se ve
reducida, igualmente es posible visualizar la presencia de SrCO3, formado a partir
de la calcinacion del catalizador en una atmdsfera de aire y en el caso del catalizador
bimetalico se observé una fase mixta de estroncio y potasio, que posiblemente
tenga participacion en las reacciones de derivatizacion.

Se disefié una metodologia para la determinacion del perfil de acidos grasos a partir
del catalizador a base de CaO y adicionado con estroncio y potasio evaluado
anteriormente. El catalizador no mostr6é dificultad en la transformacion de
triglicéridos a ésteres metilicos a las condiciones de reaccién establecidas,
obteniendo una metodologia rapida y econdmica. A partir del disefio de
experimentos se obtuvieron las condiciones 6ptimas de reaccion, los resultados de
estos experimentos se compararon con la metodologia descrita por la ISO 12966,
mostrando que la metodologia propuesta es competitiva en comparacion con
metodologias oficiales emitidas por entidades reguladoras internacionales, ya que
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la metodologia propuesta obtuvo alturas de pico superiores a la metodologia oficial
sin alterar la composicion de los acidos grasos. Adicionalmente, se realizd la
evaluacion de otras matrices, como lo son aceites usados, a condiciones optimas,
obteniendo resultados favorables en la reaccion de derivatizacion, sin embargo, los
acidos grasos no se encuentran dentro de las proporciones descritas por la
normativa, esto se puede atribuir a la permanencia de acidos grasos provenientes
de diversos alimentos y que son ajenos a la composicion del aceite.
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