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RESUMEN 
 
 
Se transesterificó aceite de ricino con etanol anhídrido e hidróxido de sodio para producir biodiesel, 
se planteó un diseño de experimentos tipo superficie de respuesta con tres factores y dos niveles 
para encontrar las condiciones óptimas de reacción respecto a la temperatura (25-35ºC), 
concentración de catalizador (1-1.5 % p/p) y relación molar alcohol/aceite (3-10). Posteriormente se 
llevó a cabo el estudio cinético en la condición de reacción óptima encontrada con el diseño de 
experimentos. 
El estudio cinético se realizó a diferentes temperaturas (20, 30, 40 y 50 ºC), para estimar energías de 
activación, cambios de entalpía, entropía y energía libre de Gibbs de cada reacción. 
Se encontró que las condiciones óptimas de reacción según el diseño de experimentos 
corresponden a temperatura de 30ºC, concentración de catalizador de 1.2% p/p respecto a la masa 
de aceite, relación molar alcohol/aceite de 9.58/1. Se confirmó que la transesterificación de aceite de 
ricino es un proceso que se da en  tres etapas reversibles, cada etapa es un proceso espontáneo, en 
términos generales se estimó que la segunda etapa es la más lenta, por tanto es la que controla la 
formación de biodiesel. La reacción de transesterficación globalmente es una reacción endotérmica. 
Finalmente se realizó la simulación de la cinética de tranesterificación con ayuda del software Matlab 
2007 con el fin de predecir comportamientos de reacción en condiciones diferentes a las planteadas 
en el estudio cinético pero dentro del mismo intervalo de trabajo. 
 
 
Palabras clave: Biodiesel; Diseño de experimentos; Cinética, Transesterificación.  
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ABSTRACT 
 
 
Castor oil with anhydrous ethanol and sodium hydroxide was transesterified for biodiesel production. 
An experimental design of the surface response type with three factors at two levels was applied to 
find the optimum reaction conditions with respect to temperature (25-35ºC), catalyst concentration (1-
1.5 % p/p) and alcohol/oil molar ratio (3-10). Subsequently, a kinetic study at the optimum reaction 
conditions determined by the experimental design was carried out. This kinetic study was performed 
at different temperatures (20, 30, 40, 50 º C) to estimate activation energies, enthalpy changes, and 
entropy and Gibbs free energy of each reaction.  According to the experimental design, the optimum 
reaction conditions found correspond to a temperature of 30 º C, catalyst concentration in relation to 
oil mass of 1.2% w/w and alcohol/oil molar ratio of 9.58/1. It was confirmed that the transesterification 
of castor oil is a reversible process occurring in three stages, each one being also a spontaneous 
process. It was estimated that the second stage is the lowest, so it controls biodiesel formation. The 
transesterification reaction is globally an endothermic reaction. Finally, a simulation of the 
transesterification kinetics was performed using  Matlab 2007 software in order to predict the reaction 
behavior at reaction conditions different from those taken into account in the kinetic study but within 
the same work interval. 
 
 
Key words: Biodiesel; Design of experiments; Kinetics, Transesterification. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Gran parte de la demanda energética de los países industrializados es satisfecha por medio de 
combustibles fósiles derivados del petróleo, carbón y gas natural. El creciente consumo de energía, 
los problemas ambientales causados por el uso de combustibles fósiles, así como la acelerada 
disminución de sus reservas han creado la necesidad de investigar formas alternas de energía que 
sean técnicamente factibles, económicamente competitivas y ambientalmente amigables. 
 
Una posible alternativa es el uso de  aceites de origen vegetal ó grasa animal, materias primas que 
mediante tratamientos químicos se pueden convertir en biocombustibles, con propiedades 
energéticas similares a las del diesel derivado del petróleo. En Colombia ya se ha iniciado el estudio 
de producción a gran escala de biodiesel a partir de aceites vegetales y grasas animales, en 
especial con aceites de palma e higuerilla; gracias a medidas gubernamentales tendientes a 
promover su desarrollo. Para la producción de biodiesel a partir de aceites vegetales es posible usar 
más de 300 especies diferentes, aunque los cultivos arbóreos (palma, olivo, jatropha, entre otros), 
tienen mayores rendimientos, presentan  dificultades de recolección. 
 
El aceite de ricino, también llamado aceite de higuerilla ó aceite castor es un aceite con gran 
importancia y aplicación en la industria y promisorio para la producción de biodiesel, se distingue 
entre los otros aceites por su relativa alta densidad y viscosidad y que se disuelve completamente en 
alcohol, esto último da lugar a altas conversiones de ésteres etílicos a temperatura ambiente, 
disminuyendo los gastos de producción, además al tratarse de un aceite no comestible, su uso en la 
producción de biocombustibles no constituye una amenaza para la seguridad alimentaría. 
 
El alcohol etílico escogido como reactivo para el presente proyecto permite una producción limpia a 
partir de fuentes renovables, lo que es un beneficio para la posible utilización de biocombustibles en 
zonas no interconectadas, además de fortalecer el sector azucarero nacional, adicionalmente existe 
un movimiento nacional que promueve el uso del bioalcohol (bioetanol) como combustible y este ha 
sido una base para iniciar la producción masiva del mismo.  
 
Existen diversos procesos para la obtención de biodiesel como son la pirolisis de aceites, 
esterificación, transesterificación de aceites. El proceso de transesterificación es el más ampliamente 
usado mundialmente debido a los altos rendimientos del proceso, bajos consumos energéticos, 
disminución en el gasto de materias primas y cortos tiempos de producción.  
 
Es menester conocer a fondo los fenómenos físico-químicos y cinéticos involucrados en cada etapa 
de procesamiento, ya que es importante para el diseño, escalado, optimización de plantas de 
refinamiento, procesamiento y purificación de materias primas y productos. La principal etapa de 
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procesamiento de los biocombustibles es el reactor de transesterificación. Para  diseñar estos 
reactores y desarrollar las operaciones optimización y escalado que garanticen producción masiva 
es importante conocer su cinética. 
 
Aunque el biodiesel es un tema que se ha venido trabajando desde hace muchos años, es muy poco 
lo que se sabe de este biocombustible obtenido a partir de aceite de ricino. La reacción de 
transesterificación de aceite de ricino ha sido poco estudiada; Brasil es el país que más aportes tiene 
respecto al tema, sin embargo no existe un reporte contundente sobre la cinética a partir este aceite. 
 
En Colombia se han realizado trabajos donde se ha mostrado la viabilidad técnica y económica de 
producción de biodiesel a partir de aceite de palma fundamentalmente; existe registro de dos 
trabajos de grado que dan información sobre producción de biodiesel a partir de la metanólisis de 
aceite de ricino, en estos trabajos se plantean diseños de experimentos para encontrar las mejores 
condiciones de reacción, en esas condiciones se produce biodiesel y se realizan pruebas de 
rendimiento y eficiencia sobre un banco de motores. 
 
Por lo tanto, el objetivo central de este trabajo es determinar la cinética de la reacción de 
transesterificación del aceite de ricino con alcohol etílico catalizada con NaOH, en las  mejores 
condiciones de reacción respecto a la formación de ésteres etílicos. 
 
Su importancia radica en generar información valiosa, como lo es la representación matemática de la 
cinética de transesterificación, que permita realizar los diseños de reactores y escalado de procesos, 
además de mostrar el potencial que presenta el aceite de ricino como alternativa prometedora en el 
campo de las energías alternativas y renovables en Colombia.  
 
Este trabajo pretende dar continuidad a las investigaciones realizadas en el país en el área de los 
biocombustibles, además llenar el vació existente con la cinética de transesterificación de aceite de 
ricino, y ser un punto de partida para el desarrollo de nuevos trabajos que fortalezcan el sector óleo 
químico nacional. 
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1 
 
 
 
 
 
MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

 
 
El interés por el uso de combustibles obtenidos de fuentes renovables crece en todo el planeta, 
debido principalmente a la  inestabilidad en el mercado del petróleo y la creciente contaminación 
ocasionada por los gases de efecto invernadero producto de la combustión de combustibles fósiles. 
En este orden de ideas los biocombustibles surgen como alternativas de alta proyección en el área 
de sustitución parcial de combustibles derivados del petróleo, además de brindar otras ventajas 
como el desarrollo rural sostenible, introducción de nuevas tecnologías, sustitución de cultivos 
ilícitos, mitigación  del cambio climático, entre otros. 
 
A continuación  se describen los trabajos más significativos relacionados con la transesterificación 
de aceites vegetales para la producción de biodiesel. 
 
 
1.1. Antecedentes 
 
En 1895 Rudolph Diesel desarrollo un motor de combustión de alto rendimiento, el motor Diésel, el 
cual fue presentado en la feria internacional de París como el primer motor que empleaba aceite de 
tipo mineral como combustible, mas tarde él llego a afirmar que ‘’el motor diésel puede ser 
alimentado con aceites vegetales, y que esto ayudaría considerablemente al desarrollo de la 
agricultura en los países donde se opere’’ (UNB agencia 2005). A comienzos del siglo XX, se 
realizaron pruebas empleando aceites vegetales en motores diésel, para determinar su desempeño, 
sin embargo a comienzos de los años 70 con los bajos precios del petróleo se perdió el interés por 
este tipo de pruebas, sin embargo, en esa misma década debido a dos grandes fenómenos, el 
primero relacionado con el aumento del precio del petróleo provocado por la negativa de los países  
árabes pertenecientes a la OPEP de abastecer a los Estados Unidos y sus aliados Europeos, y el 
segundo relacionado con la revolución iraní, se impulsaron nuevamente los ensayos con el fin de 
encontrar sustitutos para combustibles derivados  petróleo. En la década de los 90 debido a 
presiones de los ambientalistas y con la introducción del concepto de desarrollo sostenible, se fue 
retomando el interés cada vez más por el uso de aceites vegetales para la producción de 
biocombustibles. La preocupación por los efectos de los gases de invernadero, los conflictos en 
medio oriente que afectaron países productores y exportadores de petróleo, la crisis ocasionada por 
la disminución de las reservas de crudo a nivel mundial, fueron los principales factores que 
imprimieron avances sin precedentes en el uso y producción de biocombustibles. 
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1.2. Biodiesel 
 
Existe cierta ambigüedad a la hora de definir el término biodiesel porque inicialmente abarcaba 
diversidad de productos: 
 

• Aceites vegetales 
• Aceites vegetales mezclados con diésel convencional 
• Micro emulsiones de aceites en disolventes 
• Productos de la pirólisis de aceites vegetales 
• Ésteres metílicos ó etílicos preparados por transesterificación de aceites vegetales ó grasas 

de origen animal 
• Mezclas de ésteres metílicos ó etílicos con Diésel mineral 
• Productos de la esterificación de aceites vegetales 
 

La ASTM define el biodiesel como “ésteres monoalquílicos de ácidos grasos de cadena larga 
derivados de lípidos renovables tales como aceites vegetales o grasas animales y que se 
emplean en motores diésel o en calderas de calefacción”. Esta definición incluye además de los 
ésteres metílicos o etílicos, otros ésteres de monoalcoholes como isopropílicos, butílicos, entre otros. 
 
Mas recientemente la definición de biodiesel hace referencia a los ésteres metílicos o etílicos de 
origen natural obtenidos a partir de la transesterificación de cualquier tipo de aceite o grasa vegetal o 
animal pero también a partir de los ácidos grasos y que se emplean como combustibles.  
 
El biodiesel puro es completamente biodegradable, no tóxico a las plantas, a los animales y a los 
seres humanos. Además para la utilización de este biocombustible no se requiere prácticamente 
realizar conversiones en los vehículos ni tampoco cambiar las instalaciones de distribución de 
combustibles, con los consiguientes y muy significativos ahorros de inversiones. 
 
Su punto de inflamación es superior al del diésel corriente (130°C y 52°C respectimavente), la 
manipulación y el almacenamiento son más seguros que en el caso del combustible diésel 
convencional. Posee además un alto punto de ignición y por ello es más seguro en el transporte de 
pasajeros. No produce vapores explosivos y es biodegradable, es ligeramente más pesado que el 
diésel (peso específico 0,88 comparado con 0,85 del diésel) siendo el procedimiento para hacer las 
mezclas aquel de agregar el biodiesel al diésel. A partir de esto se concluye que el biodiesel no es 
más peligroso en su manipulación y almacenaje que el diésel. 
 
 
1.3. Transesterificación 
 
La transesterificación es el proceso de intercambiar el grupo alcoxi de un éster por otro alcohol. 
Cuando el éster original reacciona con un alcohol, el proceso de transesterificación es llamado 
alcohólisis (figura. 1.1). La transesterificación es una reacción de equilibrio que requiere un exceso 
de alcohol para favorecer la producción de alquilésteres. 
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Figura 1.1. Esquema general de la reacción de transesterificación 

 
La reacción supone la transformación de las moléculas de triglicéridos, que son grandes y 
ramificadas en moléculas de ésteres de ácidos grasos, que son lineales no ramificadas mas 
pequeñas y muy similares en tamaño a los componentes del diésel mineral.  

 
La reacción de transesterificación se da en presencia de un catalizador que puede ser de carácter 
ácido, básico, ó bien catalizadores heterogéneos como resinas u óxidos metálicos. Estas reacciones 
se llevan a cabo  generalmente con calentamiento y agitación vigorosa para asegurar contacto 
intimo entre reactivos y así disminuir efectos de transferencia de masa. 
 
1.4. Variables que afectan la reacción de transesterificación 
 
Las principales variables que afectan la reacción de transesterificación son: 
 

• Calidad de las Materias primas 
• Temperatura 
• Concentración del catalizador 
• Relación molar alcohol/aceite 
• Grado de agitación 
• Humedad y ácidos grasos libres 
 

1.4.1. Calidad de las materias prima 
 
La calidad y pureza de los reactivos afecta notablemente la conversión del biodiesel. Según reportes 
de artículos, se han encontrado conversiones entre 65-84 % en transesterificaciones con aceites sin 
refinar, comparadas con 94-97% con aceites refinados bajo las mismas condiciones de reacción, 
(Freedman, et al., 1984; Zapata, 2004).La presencia de ciertas sustancias coloidales ó sólidos 
suspendidos generan reacciones competitivas con el catalizador o los solventes, además de 
dificultar el proceso de separación y purificación; dentro de estas sustancias se pueden destacar las 
pectinas, resinas, gomas, fosfátidos, proteínas, sustancias mucilaginosas, entre otros. Además de la 
calidad del aceite, el alcohol empleado debe ser preferiblemente anhídrido para evitar reacciones 
competitivas de saponificación en transesterificación básica. 
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1.4.2. Temperatura y tiempo de reacción 
 
La velocidad de reacción incrementa con el tiempo y la conversión de biodiesel se ve afectada de 
manera directa por aumentos de temperatura (Meher, et al, 2004). Freedman, et al (1986), 
transesterificaron aceites de maní, algodón, girasol y aceite de soya, trabajando con relación molar 
metanol/aceite de 6:1, 0.5% de concentración de metóxido de sodio y temperatura de 60º C; 
encontraron que después de 1 minuto la conversión para el aceite de soya y girasol era de 80%, y 
que después de 1 hora la conversión fue la misma para los cuatro aceites (94-97%). El efecto del 
tiempo de reacción en la transesterficación de grasa animal con metanol fue estudiado por Hanna, et 
al., (1999), encontraron que la reacción en los  primeros minutos fue lenta debido al poco contacto 
entre el metanol y la grasa, 1-5 min. después de iniciado el montaje, la reacción fue rápida, la 
máxima producción de metilésteres apareció a los 15 minutos. 
 
La transesterificación puede ser desarrollada a diferentes temperaturas dependiendo del aceite 
usado. Darnoko, et al., (2000), estudiaron la cinética de la transesterificación del aceite de palma con 
metanol en una relación molar 6:1 en presencia de KOH al 1%, variando la temperatura de reacción 
entre 50 y 65º C, para evaluar su efecto sobre la velocidad de reacción. Observaron que para una 
temperatura de  50 º C la conversión fue de 73% mientras que para de 65º C fue del 82%. Para otros 
aceites como el aceite de castor se ha encontrado que se obtienen conversiones muy elevadas del 
orden del 95 % a temperatura cercana a la del ambiente (Simoni P, et al., 2004).  La 
transesterificación de aceite de algodón  con  metanol, con concentraciones de KOH entre 0.5-15.5% 
respecto al peso del aceite, y temperatura entre 323-338° K, fue estudiada por Nezihe, (2007),  
manteniendo la relación molar alcohol/aceite en 6:1; encontró que a los 7min a 333°K y  1.5% de 
catalizador la producción de biodiesel fue máxima con un valor de 92.7 %. 
 
Cuando se emplean catalizadores heterogéneos, los tiempos de reacción son altos si se comparan 
con los catalizadores homogéneos, esto se debe primordialmente a efectos de difusión de reactivos 
en el interior del catalizador (Cardeño, 2007). El tiempo de reacción está muy ligado a la naturaleza 
misma de catalizador, se ha descubierto que para catálisis básica la reacción es aproximadamente 
400 veces más rápida que con catálisis ácida, y para reacciones catalizadas con enzimas se ha 
demostrado que los tiempos en los que se alcanza el equilibrio son superiores a 7 horas (Carina F, 
et al., 2003). 
 
1.4.3. Naturaleza y concentración del catalizador 
 
La transesterificación básica es normalmente adoptada para la producción de alquíl-ésteres, debido 
a que los hidróxidos y metal alcoxidos, son catalizadores más efectivos comparado con los 
catalizadores ácidos, además, por razones económicas, al ser los catalizadores básicos más baratos 
(Encinar, et al., 2002).Alcoxidos de sodio, NaOH, KOH, son los catalizadores más eficientes cuando 
se usan en la reacción de transesterificación (Knothe, 2006). 
 
Simoni P, et al. (2004), estudiaron la producción de biodiesel de aceite de ricino empleando etanol y 
metanol con diferentes catalizadores alcalinos tales como NaOH, KOH, Na2CO3; las condiciones de 
reacción fueron relación molar alcohol/aceite/catalizador de 1/6.35/0.16, a temperatura ambiente y 
comprobaron que la conversión en la  metanólisis es mayor que en  la etanólisis y que los 
catalizadores mas efectivos respecto a la conversión de alquilésteres en su orden son NaOH, 
Na2CO3, KOH. Las reacciones álcali catalizadas, poseen la desventaja de formar jabones que 
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disminuyen el rendimiento de la reacción y dificultan el proceso de separación de la glicerina. Turk, 
et al. (2006), han investigado la influencia negativa de la transesterficación álcali-catalizada para 
aceites con alto contenido de ácidos grasos libres, comprobaron que los ácidos grasos libres 
reaccionan con parte del catalizador formando agua y jabón, como resultado se disminuye 
considerablemente la producción de alquilésteres. La alcoholisis puede también ser catalizada por 
ácidos fuertes como el acido sulfúrico, clorhídrico, fosfórico y sulfónico, sin embargo, los tiempos de 
reacción son mayores que la catálisis homogénea básica (Freedman, et al. 1984.).  
 
La principal ventaja en el empleo de los catalizadores homogéneos ácidos es que los ácidos grasos 
libres se esterifican y no se presenta el problema de la formación de jabones.  Simoni P,  et al., 2006 
compararon el efecto del tipo de catalizador para la etanólisis y la metanólisis del aceite de ricino 
empleando catalizadores ácidos HCl, H2SO4 y catalizadores básicos NaOH, KOH, 
CH3ONa+,CH3OK+; trabajando con una relación molar alcohol/aceite/catalizador de 60:10:2, 
temperaturas de 60 ºC para catálisis básica y 80 º C para catálisis acida. Descubrieron que en 10 
horas de reacción para catálisis básica los catalizadores que en su orden aumentan la conversión de 
alquilésteres son para la metanólisis   CH3OK+, CH3ONa+,KOH, NaOH, logrando conversiones entre 
el 80 y 60 % respectivamente; para la etanólisis los catalizadores que en su orden aumentan la 
conversión de etilésteres son CH3OK+,KOH, NaOH, CH3ONa+, lográndose conversiones entre el 65-
45 %.  
 
Para catálisis acida encontraron que para la metanólisis es mas eficiente hacer la reacción con 
H2SO4 que con HCl para un tiempo de reacción de 10 horas, lográndose conversiones de 80 y 65 % 
respectivamente; para la etanólisis acida del aceite de ricino, se observo todo lo contrario, es decir el 
HCl resulto ser mejor catalizador que el H2SO4, y se obtuvo conversiones de 55 y 50 % 
respectivamente. La cinética de la metanólisis del aceite de castor utilizando acido clorhídrico como 
catalizador ha sido propuesta (Condes, et al., 1974). Los autores proponen un modelo reversible de 
segundo orden. Los valores encontrados para las constantes de equilibrio demostraron que la 
reacción que produce la glicerina es más rápida que la que produce el monoglicérido y esta a su vez 
es más favorable que la que produce el di glicérido.  
 
Es poco usual el empleo de catalizadores enzimáticos como las lipasa en el proceso de producción 
de biodiesel, los motivos de esto son los elevados costos de las enzimas, además de los largos 
tiempos de reacción, lo cual haría que el proceso no fuese rentable desde el punto de vista 
económico, sin embargo están reportados algunos trabajos relacionados con la transesterificación 
enzimático, como el reportado por Carina, et al.(2003) , quienes estudiaron la etanólisis de aceite de 
ricino por vía enzimática utilizando n-hexano como solvente y dos lipasas comerciales (Lipozym IM y 
Novozym 435). Plantearon un diseño de experimentos variando la temperatura (35-65 ºC), 
concentración de agua (0-10% p/p) y concentración de enzima (5-20% p/p), con razón molar de 
alcohol/aceite entre 3:1-10:1, los resultados mostraron que la conversión de etilésteres depende de 
la enzima empleada, y los efectos cruzados de las variables es despreciable; para el caso de 
etanólisis con Lipozym IM se obtuvo una conversión del 98%, mientras que la misma reacción 
empleando Novozym 435 se logro una máxima conversión de 73 % bajo las mismas condiciones de 
reacción.  
 
En la tabla 1.1 se resumen los principales catalizadores y condiciones de reacción para 
transesterificación enzimática. 
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Tabla 1. 1 Catalizadores enzimáticos en la reacción  transesterificación 
 

Aceite Alcohol Lipasa Conversión % Solvente Ref. 
colza 2Etil-1-

Hexanol 
C. Rugosa 97 Ninguno (74) 

Girasol Etanol Lypozyme 86 Ninguno (75) 
Pescado Etanol C.Antarctica 100 Ninguno (76) 
Grasa de 

restaurante 
Etanol P.Cepacia 85.4 Ninguno (77) 

Sebo, soya Alcoholesa Lypozyme 94.8-98.5 Hexano (78) 
Colza Alcoholesb C.Antarctica 61.2-83.8 Hexano (78) 

Girasol Metanol 
Etanol 

P.Juorescens 79 
82 

Éter de 
petróleo 

(79) 

Palma Kernel Metanol 
Etanol 

C.Cepuciu 15 
72 

Ninguno 
Ninguno 

(80) 

                    a Metanol, etanol, butanol, propanol, isobutanol. 
                    b Isobutanol, 2-Butanol. 
 
1.4.4 Relación molar alcohol/aceite 
 
Una de las variables que más afecta la conversión de biodiesel es la relación molar alcohol/aceite. 
Estequiométricamente, en la transesterificación se necesitan tres moles de alcohol y una de 
triglicérido para producir tres moles de ésteres alquílicos y una de glicerina, sin embargo, la 
alcoholisis es una reacción reversible y requiere un exceso de alcohol para desplazar el equilibrio 
hacia los productos, lo que ha llevado a concluir que hasta cierto límite, las relaciones molares altas 
conllevan mayores conversiones en cortos tiempos.  
 
Para transesterificar aceites o grasa, se puede emplear cualquier alcohol, sin embargo se ha 
demostrado que los alcoholes de cadena corta no ramificados como el metanol y el etanol, son los 
que producen mayores rendimientos. Según la naturaleza del catalizador y del aceite, se requerirá 
trabajar con relaciones molares altas, por ejemplo Freedman, et al. (1984), comprobaron que la 
butanólisis ácida del aceite de soya requiere de una relación molar de 30:1,mientras una reacción 
con catalizador alcalino requiere solo una relación de 6:1 para alcanzar el mismo rendimiento del 
éster para un tiempo de reacción dado.  
 
Enciner, et al.( 2002), estudiaron la transesterificación de aceite de cynara cardunculus con etanol 
con relaciones molares de 3:1 hasta 15:1.Comprobaron que la producción de etilésteres aumenta 
con incrementos de la relación molar alcohol/aceite hasta valores de 12:1,los mejores resultados se 
obtuvieron con relaciones de 9:1 y 12:1,para relaciones menores a 6:1 la reacción fue incompleta y 
para relaciones mayores a 12:1 la separación de glicerina se dificulta y la producción de etilésteres 
se reduce por que se favorece la reacción inversa a la formación de biodiesel. 
 
Para transesterificación con aceite de ricino, los investigadores han llegado a resultados muy 
diversos, se ha planteado diseños de experimentos en los que se encuentran las mejores 
condiciones de reacción, teniendo como factores la temperatura, relación molar alcohol/aceite, tipo y 
concentración de catalizador, en la tabla 1.2 se resumen algunos datos encontrados de condiciones 
óptimas de reacción encontradas para el aceite de ricino. 
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Tabla 1. 2. Condiciones óptimas de reacción para aceite de ricino 
 

Relación molar Catalizador Temperatura Conversión Ref. 
Etanol/aceite 19:1 Etóxido de sodio 1% 30 ºC 85 % 81 

Etanol/aceite 10.4:1 KOH 1.4 % 30 ºC 87.44 % 82 
Etanol/aceite 5:1 NaOH 0.4 % 25 ºC 98 % 83 
Etanol/aceite 9:1 NaOH 1.5 % 70 ºC 95 % 84 

Metanol/aceite 9:1 NaOH 0.8 % 26 ºC 90 % 85 
Metanol/aceite NaOH 0.7 % 35 ºC 98 % 86 

 
Una relación molar alta, interfiere negativamente en el proceso de separación de la glicerina, debido 
al aumento en la solubilidad de ésta en el alcohol. Cuando la glicerina permanece en solución, ayuda 
al desplazamiento del equilibrio hacia la izquierda disminuyendo por ende la producción de ésteres.  
Se ha observado que los mejores resultados se presentan para las relaciones molares entre 9:1 y 
12:1. Para relaciones molares menores a 6:1, la reacción no es completa, mientras para una relación 
15:1, la separación de la glicerina es difícil y la producción de ésteres disminuye porque una porción 
de glicerina permanece en la fase biodiesel (Montoya, 2006).  
 
1.4.5. Grado de agitación 
 
El mezclado es muy importante en la reacción de transesterificación porque los aceites y grasas son 
inmiscibles con la solución de alcohol – catalizador. Cuando las dos fases son mezcladas y la 
reacción es iniciada, la agitación ya no es tan importante.  El efecto del mezclado ha sido estudiado 
en Hanna, et al. (1999), para la transesterificación de cebo de carne y en Noureddini H, et al. (1997), 
quienes comprobaron que la intensidad de mezclado en la transesterificación de aceite de soya 
afecta inversamente la viscosidad del fluido disminuyendo los tiempos de reacción. 
 
Olivera, et al. (2004), realizaron un estudio muy completo sobre el efecto de la agitación en la 
metanólisis básica del aceite de girasol. Las reacciones se llevaron a cabo a 20°C, con relación 
molar alcohol/aceite  6:1 y una concentración de catalizador de 1% en peso respecto a la cantidad 
de aceite, la intensidad de agitación se varia entre 60-200rpm. Comprobaron que las curvas de 
producción de metilésteres tienen forma sigmoidal, que dependiendo del nivel de agitación la fase 
lag (fase inicial de la reacción) es más ó menos duradera. Con niveles de agitación altos la fase lag 
es imperceptible y el control de la reacción es solamente cinético, mientras que con niveles de 
agitación bajos la fase lag es más duradera y se comprobó que en los primeros minutos de la 
reacción el control es difusional hasta que se supera la fase lag, luego el control pasa a ser cinético. 
 
1.4.6. Humedad y ácidos grasos libres 
 
El contenido de ácidos graso libres (FFA) y la humedad son factores preponderantes en el proceso 
productivo de ésteres alquílicos que determinan la viabilidad de la transesterificación de aceites 
vegetales. Se requiere un valor inferior al 3% de FFA para llevar acabo el proceso de forma 
adecuada. Los materiales usados para transesterificación con catalizador alcalino deben tener 
ciertas especificaciones: El glicérido debe tener un índice de acidez menor que 1 mg KOH/gr. 
muestra y todos los materiales deben ser anhídridos; si el índice de acidez es mayor que 1, se 
requiere más NaOH para neutralizar los ácidos grasos libres; el agua causa formación de jabón, el 
cual consume el catalizador y reduce su eficiencia. El jabón resultante causa un incremento en la 
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viscosidad, formación de gel y dificultad en la separación del glicerol. Además se debe hacer énfasis 
en la importancia de que los aceites sean secos y libres de ácidos grasos libres (<0,5%). Se ha 
establecido que los rendimientos del éster son significativamente reducidos si los reactantes no 
cumplen estos requerimientos. El hidróxido de sodio o metóxido de sodio reacciona con la humedad 
y dióxido de carbono en el aire, lo cual disminuye su efectividad. Ma,  et al. (1999), estudiaron la 
transesterificación de grasa animal catalizada por NaOH en presencia de ácidos grasos libres y 
agua. Observaron que sin la presencia de ácidos grasos libres y agua la producción de metil ésteres 
es alta cercana al 50 %, cuando se agrega 0.6% de ácidos grasos libres la producción de 
metilésteres cae hasta en un 5%, cuando se adiciona un 0.9% de agua sin adicionar ácidos grasos, 
la conversión de metilésteres es cercana de 17 %. 
 
1.5. Cinética química 

La cinética química es el campo de la química que se ocupa de la rapidez o velocidad con la que 
ocurren las reacciones químicas, es decir, la transformación de reactivos en productos; así como de 
los mecanismos de las mismas. Es muy importante resaltar que la cinética química es hoy por hoy 
un estudio puramente empírico y experimental, pues a pesar de la gran cantidad de conocimientos 
sobre química cuántica, siguen siendo insuficientes para predecir ni siquiera por aproximación la 
velocidad de una reacción química.  

1.5.1. Velocidad de reacción 

La velocidad de reacción se define como la cantidad de reactivos que se transforma o producto que 
se forma por unidad de tiempo. La unidad es molaridad/segundos (M / s). 

En una reacción química pueden intervenir diversos factores que se encargan de modificar (ya sea 
aumentando ó disminuyendo) la velocidad de la misma. Estos factores son: 

• Temperatura: A mayor temperatura, mayor velocidad de reacción. La temperatura 
representa uno de los tipos de energía presente en la reacción. El sentido del flujo de 
energía entre los miembros de la reacción, determina si esta es exotérmica o endotérmica.  

• Superficie de contacto: A mayor superficie de contacto, mayor velocidad de reacción. La 
superficie de contacto determina el número de átomos y moléculas disponibles para la 
reacción. A mayor tamaño de partícula, menor superficie de contacto para la misma cantidad 
de materia.  

• Estado de agregación: El estado de agregación es el estado en el que se encuentra la 
materia y depende de sus características físicas y químicas. El estado de agregación que 
presenta mayor velocidad de reacción es el gaseoso, seguido de las disoluciones y por 
último los sólidos.  

• Concentración: A mayor concentración, (mayor presencia de moléculas por unidad de 
volumen), mayor velocidad de reacción de uno de los reactivos. La concentración se refiere 
a la cantidad de átomos y moléculas presentes en un compuesto o mezcla.  

• Catalizadores: Aunque no participan directamente en la reacción, si poseen un efecto 
marcado al disminuir la energía de activación de la reacción, lo cual aumenta la velocidad de 
consumo de los reactivos. 



 11 

Para que una reacción se lleve a cabo espontáneamente el cambio de la energía libre de la reacción 
debe ser negativo 0<∆G  (Gargallo, 2000). Este diferencia de energía libre tiene asociado dos 
componentes, uno entálpico ( H∆ ), y otro ( S∆ ), que se relacionan mediante la definición 
termodinámica de cambio de energía libre de Gibbs ST-H  ∆∆=∆G .El cambio entálpico se debe 
fundamentalmente a la diferencia de las energías de enlace entre los productos y los reactivos, es 
un indicativo para determinar si la reacción libera ó absorbe energía en forma de calor.  
 
El cambio de entropía hace referencia al grado de desorden ó aleatoriedad generado en la reacción. 
El cambio de energía libre esta relacionada con la barrera energética que deben superar los 
reactivos para convertirse en productos. 
 
 
 

 

Figura. 1.2. Grafico energía libre vs. Coordenada de reacción 

 
1.5.2. Mecanismos de Reacción 
 
La mayoría de las reacciones químicas ocurren en múltiples etapas, en procesos serie, paralelo ó 
combinación de ambos. La forma de combinar estos pasos se denomina mecanismo de reacción, y 
determina como puede ser la desaparición de los reactivos y la formación de los productos. El 
planteamiento de un mecanismo de reacción se inicia con la postulación de una serie de reacciones 
elementales, que se verifican ó descartan dependiendo de su coincidencia con los datos 
experimentales. Pueden existir múltiples mecanismos de reacción que se ajusten de manera 
acertada a un mismo juego de datos experimentales, determinar cual de todos estos posibles 
mecanismos es el más acertado es una tarea difícil que incluso hoy en día es motivo de estudio, 
existen aproximaciones teóricas gracias a los avances de la química computacional y herramientas 
de dinámica molecular, en las que se puede dilucidar el estado de transición más probable de una 
reacción química, y en base a ello plantear una secuencia de reacciones. 
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Para el caso de la reacción de transesterificación se han reportado estudios sobre catálisis ácida, 
básica y enzimática con diversos aceites, en los que se propone un esquema general de la reacción, 
que consiste de un mecanismo en tres etapas consecutivas reversibles.  

 
Químicamente la transesterificación es una secuencia de tres etapas consecutivas y reversibles, en 
las que se forman diglicéridos y monoglicéridos como productos intermedios. En la figura 1.3 se 
muestra el mecanismo de la reacción de transesterificación. 
 

catalizador

Triglicéridos + Alcohol       Diglicéridos + Alquilesteres

catalizador

Diglicéridos + Alcohol        Monoglicéridos + Alquilesteres

catalizador

Monoglicéridos + Alcohol 

→←

→←

→←   Glicerina + Alquilesteres

 

 
Figura 1.3 Mecanismo de la reacción de transesterificación 

 
La manera en como se van formando los productos intermedios, depende del tipo de la naturaleza 
del catalizador, sin embargo en catálisis ácida y básica las rutas de formación de los enlaces es 
análoga  al mecanismo de hidrólisis de ésteres. En la figura 1.4 se muestra la representación de la 
secuencia de formación y rompimiento de enlaces para transformar triglicéridos en biodiesel. 
 

 
Figura 1.4.Mecanismo de la transesterificación ácida 
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Siendo R, R’,R’’, cadenas hidrocarbonadas y HX el grupo ácido. En la etapa 1 se representa la 
protonación del grupo carbonilo del éster graso generando una especie con estructura resonante 
(etapa 2), este carbocatión formado sufre un ataque nucleofílico del alcohol generando un 
intermediario tetraédrico (etapa 3); un rearreglo del intermediario tetraédrico permite la formación  
de la primera molécula de alquìl éster y la regeneración del catalizador (etapa 4) que puede ahora 
reaccionar con una segunda molécula de mono ó diglicérido, que cuando son generados empiezan 
el ciclo como sustratos, quedando al final una mezcla de glicerina y biodiesel. De acuerdo con el 
mecanismo anterior se verifica la necesidad de tener materias prima libres de humedad, puesto que 
la presencia de agua puede provocar la hidrólisis de los triglicéridos formando reacciones 
competitivas que desde luego disminuyen el rendimiento en la producción de biodiesel. En la 
catálisis básica se necesita un medio mucho mas anhídrido que en catálisis ácida para evitar la 
formación de emulsiones. La secuencia de etapas para formación de biodiesel empleando 
catalizadores básicos se muestra en la figura 1.5 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 1.5. Mecanismo de la transesterificación básica 
 
Siendo R, R’, R’’, cadenas hidrocarbonadas y B el grupo básico del catalizador. 
 
En la primera etapa (etapa 5) consiste en la reacción de la base con el alcohol, formando un anión 
del tipo CH3CH2O- , seguido de un ataque nucleofílico del grupo alcóxido al carbono carboxílico del 
grupo éster del triglicérido, formando un intermediario tetraédrico (etapa 6), posteriormente ocurre un 
rearreglo del intermediario para formar la primera molécula del éster y un anión correspondiente a 
una molécula de diglicérido (etapa 7); el catalizador es regenerado en la etapa 8, pudiendo entrara a 
reaccionar nuevamente con una segunda molécula de alcohol iniciando nuevamente un ciclo de 
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reacción, en este nuevo ciclo el sustrato pasa a ser el diglicérido, en el otro ciclo el sustrato es el 
monoglicérido y al final solo se obtiene una mezcla de glicerina y biodiesel. 
 
El mecanismo de catálisis enzimática es mucho más complejo, dado principalmente a las 
propiedades de químicas y físicas de la enzima. En la figura 1.6 se muestra una representación 
gráfica del mecanismo de tranesterificación enzimática. 
 
 

 
 

Figura 1.6. Mecanismo de transesterificación enzimática 
 

TAG= Triacylglycerol ó triglicéridos; DAG=Diacylglicerol ó diglicéridos; MAG = Monoacylglycerol ó monoglicéridos; FFA= 
Ácidos grasos libres. 
 

En la primera etapa de reacción (A) ocurren tres reacciones de sustitución nucleofílica consecutivas, 
en las que se forman 1,2(2,3)-DA, 2-MAG, glicerina. En la etapa siguiente de reacción (B), el 
complejo enzima-alcohol atacan los triglicéridos formando 1,2-Dirricinoleina (Diglicéridos) y formando 
un complejo enzimático enzima-éster que finalmente reacciona por dos rutas diferentes, la primera 
con el complejo enzima-alcohol en presencia de agua para formar ácidos grasos, y la segunda 
reacciona con el complejo enzima-alcohol en presencia de alcohol para formar el respectivo alquíl 
éster.  
 
El mecanismo mostrado en la figura 1.3 es el adoptado en la gran mayoría de trabajos relacionados 
con el tema, sin embargo no esta demostrado que este sea la verdadera forma en que se lleva la 
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reacción, simplemente es un modelo que ha dado buenos resultados para explicar el las tendencias 
de los datos experimentales. Komers et al. (2003),  propone un modelo para la reacción de 
transesterificación en la que se incluyen las etapas de formación de alcóxidos y saponificación, sin 
embargo la inclusión de estas etapas no introduce un cambio significativo en los comportamientos 
de cada especie comparadas con el modelo planteado en la figura 1.3. 
 
1.5.3 Ecuación de Arrhenius 
 
La velocidad de reacción en la práctica se ve afectada por muchos factores, entre ellos la 
temperatura. La ecuación que relaciona la temperatura con la velocidad de reacción se denomina 
ecuación de Arrhenius y se puede expresar como: 
 

RT

Ea

ekk *0=  1. 1 

 
 La representación gráfica de Ln (k) vs. 1/T genera un comportamiento lineal, la pendiente de la línea 
recta corresponde al –Ea/RT, y el intercepto con el eje y proporcional a k0  el cual es el factor de 
frecuencia, Ea es la energía de activación, R es la constante de los gases y T es la temperatura. De 
acuerdo con la teoría de Arrhenius, la ecuación anterior indica que las moléculas deben adquirir una 
cierta energía Ea antes de que puedan reaccionar, siendo el factor de Boltzmann, exp(-Ea/RT), la fracción 
de moléculas que están en condiciones de alcanzar la energía necesaria. 
 
1.5.4 Teoría del estado de transición  
 
Es un desarrollo teórico en la que se supone la existencia  de un estado intermedio entre los 
productos y los reactivos. A este estado intermedio transitorio se le denomina estado de transición, y 
a la especie hipotética complejo activado. El complejo activado formado por colisiones, o bien se 
disocia de nuevo en los reactivos iniciales ó forma moléculas de producto. Se supone también que, 
en todo momento, están en equilibrio las concentraciones de los reactantes con las del complejo 
activado y que la velocidad de descomposición del complejo es la misma para todas las reacciones. 
Esta velocidad viene dada por kT/h, siendo k la constante de Boltzmann y h = 6,63. IO-” erg-seg, la 
constante de Planck. Así, para la reacción elemental directa de la reacción reversible: 
 

→←
catalizador

A + B  AB  
 

1.2 

 
Se obtiene el siguiente esquema básico:  
 

→ →←
k1 k3*

k2
A + B  AB   AB  1.3 

 
Con  K*c como la constante de equilibrio del complejo activado la cual viene dada por: 
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*

*

C

1
K

2 *

ABk

k A B

  = =  1.4 

 
Y k3 como el coeficiente cinético para la reacción de descomposición del complejo activado que 
expresa matemáticamente como: 
 

3

KT
k

h
=  1.5 

 
por lo tanto la velocidad de reacción observada esta dada por: rAB =(concentración complejo 
activado)*(Velocidad de desaparición  complejo activado). 
 

*

AB
r

C A B

KT
K C C

h
=  1.6 

 
Expresando la constante de equilibrio del complejo activado  en función de la energía libre tenemos 
que: 

*

C∆G = H - T S = -RTLn(K )∆ ∆  1.7 

 
* *

*

CK
H S

R T R Te

∆ ∆
− +

=  
1.8 

 
* *

A Br
H S

RT RT

A B

KT
e C C

h

∆ ∆
− +

=  
1.9 

 
Teóricamente tanto ∆S* como ∆H* varían muy poco con la temperatura. Entonces, de los tres 
factores que corresponden al coeficiente cinético en la ecuación anterior el factor exponencial e∆s*/R, 
está mucho menos afectado por la temperatura que los otros dos y podemos considerarlo constante. 
 
1.6. Caracterización del biodiesel 
 
La calidad del biodiesel fabricado depende en gran medida de las materias primas utilizadas y otra 
gran parte del proceso de fabricación, purificación, neutralización, lavado y secado.  
 
Para que el biodiesel pueda ser empleado como combustible en motores diésel, debe cumplir con 
ciertas propiedades que garantizan un buen desempeño en la combustión. Los límites de tolerancia 
de algunas de estas  propiedades se adjudican según el país donde se vaya emplear el 
biocombustible, por ejemplo el contenido de azufre en USA según norma ASTM D 6751 se requieren  
cantidades ≤ 15 ppm, en Europa según norma EN 14214 se requieren cantidades  ≤ 10 ppm, en 
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Argentina según resolución SE se requieren ≤ 100 ppm. Las principales propiedades que se evalúan 
para determinar la calidad del biodiesel son: 
 

• Punto de inflamación 
• Viscosidad 
• Densidad 
• Cenizas sulfatadas 
• Contenido de azufre 
• Corrosión a una lámina de cobre 
• Número de cetano 
• Punto de nube 
• Agua y sedimentos 
• Residuos carbonosos 
• Destilación 
• Lubricidad 
• Glicerina libre 
• Glicerina total 
• Estabilidad a la oxidación 
 

 
Punto de inflamación 
 
Este parámetro generalmente se determina para satisfacer temas legales y de seguridad, también es 
útil para estimar si existe un contenido alto de alcohol no reaccionado en el proceso de obtención del 
biodiesel. 
 
Viscosidad 
 
El biodiesel debe poseer una viscosidad mínima para evitar perdidas de potencia por fugas en la 
bomba de inyección y en el inyector. Además sirve para garantizar características lubricantes del 
combustible. 
 
Densidad 
 
Esta relacionado con el contenido de energía del combustible, Mayores densidades indican mayor 
energía térmica y una mejor economía en el consumo de combustible. 
 
Cenizas sulfatadas 
 
Los materiales que pueden formar cenizas sulfatadas en el biodiesel son: presencia de  jabones, 
sólidos abrasivos, catalizadores no removidos en el proceso. 
Estas cenizas contribuyen al desgaste del inyector, pistones, anillos, bombas de inyección, además 
de contribuir a la formación de depósitos en el motor. 
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Contenido de azufre 
 
Contribuye al desgaste del motor y a la aparición de depósitos que varian considerablemente de 
importancia según las condiciones de funcionamiento del motor, también puede  aumentar la 
cantidad de emisiones azufradas al medio ambiente, violando reglamentaciones ambientales. 
 
Corrosión a una lámina de cobre 
 
Mediante la comprobación del desgaste de una lámina de cobre se puede determinar si existen 
compuestos corrosivos y/o presencia de ácidos que puedan atacar el cobre ó aleaciones de cobre 
como el bronce que hacen parte del motor. 
 
Número de cetano 

El número o índice de cetano guarda relación con el tiempo que transcurre entre la inyección del 
carburante y el comienzo de su combustión. Una combustión de calidad ocurre cuando se produce 
una ignición rápida seguida de un quemado total y uniforme del carburante. Cuanto más elevado es 
el número de cetano, menor es el retraso de la ignición y mejor es la calidad de combustión. Por el 
contrario, aquellos carburantes con un bajo número de cetano requieren mayor tiempo para que 
ocurra la ignición y después queman muy rápidamente, produciendo altos índices de elevación de 
presión. 

Punto de nube 

Indica la temperatura a la cual empieza a precipitar ciertos compuestos del combustible (parafinas, 
material insaponificable,..). Es un parámetro muy importante a tener en cuenta sobre todo cuando se 
opera en climas fríos.  

Agua y sedimentos 

La presencia de agua y sedimentos normalmente colmatan los filtros y darle al combustible 
propiedades de lubricidad bajas. El biodiesel puede absorber hasta 40 veces más agua que el diésel 
mineral. El agua puede provocar serios problemas en el motor como el herrumbre, puede contribuir 
al crecimiento de microorganismos (Fungi, bacterias,..), los cuales pueden aglomerarse y formar 
limos que pueden colmatar los filtros, además algunos de estos microorganismos puede transformar 
el azufre en ácido sulfúrico que corroe las piezas metálicas del motor.  

Residuos carbonosos 

Da una idea de la tendencia del combustible a formar depósitos carbonosos cuando se quema en la 
cámara de combustión. 

Destilación 

Indica la máxima temperatura a la que se debe evaporar el biodiesel. El biodiesel según la norma 
ASTM D 1160, debe estar 90 % evaporado a 360 ºC, en contraste el diésel mineral a esa misma 
temperatura debe estar evaporado en un 95 % según la norma ASTM D 86. 
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Lubricidad 

Es una cualidad del biocombustible para disminuir fricciones entre superficies en contacto del motor 
y así evitar el desgaste. Los combustibles con contenido bajo de azufre y viscosidad tienden a tener 
menor capacidad lubricante. 

Glicerina libre 

Su presencia se debe a una mala purificación del biodiesel. Niveles altos pueden ocasionar 
problemas de depósitos en el inyector, así como colmatación de filtros. 

Glicerina total 

Determina el contenido neto de glicerina enlazada y glicerina no enlazada (libre) presente en el 
combustible. Niveles bajos significan que la conversión del biodiesel fue alta. Niveles altos indican 
baja conversión del aceite, y esto puede ocasionar problemas de colmatación de filtros, inyectores, 
además de aumentar dramáticamente la viscosidad del combustible. 

Estabilidad a la oxidación  

Determina la vida de almacenamiento y el potencial de degradación. La oxidación del biodiesel viene 
acompañada generalmente por la formación de gomas solubles e insolubles. La formación de gomas 
insolubles puede generar problemas de colmatación, mientras que las gomas solubles pueden 
ocasionar problemas de depositación en las puntas del inyector y boquillas. 

Hay que tener presente que el biodiesel se puede emplear puro (B100), ó mezclado con diésel 
mineral en diferentes proporciones, según lo cual las propiedades cambian y se tendrán que hacer 
algunas modificaciones al motor para un correcto funcionamiento según la proporción utilizada. 
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2 
 
 
 
 
 
METODOLOGÍA 
 
En este trabajo se plantea un diseño de experimentos, en el que se evaluó el efecto de la 
temperatura, concentración de catalizador, relación molar alcohol/aceite sobre la conversión de 
biodiesel, y se estimó estadísticamente  las condiciones óptimas de reacción en el intervalo de 
experimentación, para finalmente estudiar la cinética de transesterificación del aceite de ricino en 
dicho punto óptimo. 
 
Para lograr esto se realizaron las siguientes actividades: 
 

• Caracterizar la materia prima 
• Plantear diseño de experimentos tipo superficie de respuesta 23 
• Realizar montaje de los equipos para la reacción de transesterificación 
• Montar los métodos cromatográficos de análisis 
• Analizar las muestras recopiladas por cromatografía de gases 
• Estudiar la cinética de transesterificación en el punto óptimo encontrado con el diseño de 

experimentos 
• Realizar la optimización de los datos experimentales al modelo de la reacción de 

transesterificación 
• Validar el modelo cinético 
• Realizar la simulación del modelo cinético 
• Caracterizar el biodiesel 

 
2.1. Materias prima 
 
En esta etapa del trabajo se determinan las propiedades fisicoquímicas más importantes de las 
materias primas involucradas en el proceso de producción y análisis. Las materias primas 
empleadas en este proceso son: 
 

• Aceite de ricino 
• Alcohol etílico  
• Hidróxido de sodio. 
• Estándares y solventes 
 
Aceite de ricino 
 

El aceite de ricino empleado en este estudio, fue suministrado por la empresa ANDERCOL de la 
ciudad de Medellín. Las características fisicoquímicas del aceite influyen notablemente en la 
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dosificación de reactivos y suministros energéticos para garantizar un grado de conversión a 
productos alto. Se determinan el índice de Yodo, Índice de saponificación, material insaponificable, 
peso molecular, composición de triglicéridos, porcentaje de acidez. 
 

• Índice de Yodo 
 

Determina el grado de instauración de un aceite. Este índice puede ser correlacionado para estimar 
el PFF (punto fluidez en frío) de aceites y biodiesel. Se determinó según la norma ASTM D-5554 
(Anexo A). 
 

• Índice de Saponificación 
 

Los aceites y grasas reaccionan en presencia de una base para formar jabones, esta propiedad es 
un indicativo de la cantidad de grupos ésteres que posee la muestra. Se determinó según la norma 
ASTM D-1387. (Anexo B), este índice puede ayudar a determinar que tan fácil será el proceso de 
separación de fases y lavado del producto, además de una medida indirecta de disminución en 
conversión de alquiles-ésteres, dado la formación de reacciones competitivas.  
 

• Índice de Acidez 
 

Es una medida de la cantidad de ácidos grasos libres (acidez mineral) presente en la muestra. Se 
determina según la norma NTC 218 (Anexo C), es un parámetro que establece la cantidad de 
catalizador que se debe emplear en cada experimento. 
 

• Peso Molecular 
 

El peso molecular es una medida del tamaño de la molécula, se determinó por crioscopia (Anexo D), 
es un parámetro útil a la hora de cuantificar y dosificar cantidad de catalizador y alcohol, además 
para realizar conversiones en los balances energéticos y másicos. 
 

• Contenido de Material Insaponificable 
 

Estos materiales (esteroles, tocoferoles, pigmentos, etc.) no participan en la reacción de 
transesterificación y pueden llegar a ser parte del biodiesel. Una cantidad considerable de dicho 
material en el aceite puede afectar las PFF del biodiesel producido. Se determinó según la norma 
NTC 235-1 (Anexo E). 
 

• Composición Química de Ácidos Grasos 
 

Este dato es indispensable en la estimación de propiedades del aceite crudo y del nivel de 
conversión de la reacción de transesterificación. Se determinó por cromatografía gaseosa según la 
norma ASTM D-6584 (Anexo F). 
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Alcohol Etílico 
 
Se empleó alcohol etílico anhídrido grado analítico con pureza ≥ 99.9 %, contenido de agua ≤ 0.1%, 
densidad 0.79 Kg/L, referencia Merck, comprado a la empresa Filtración y Análisis S.A. de Medellín. 
 

Hidróxido de sodio 
 
Se empleó como catalizador NaOH grado analítico en granallas, pureza ≥ 99%, concentración de 
Na2CO3 ≤ 1%, referencia Merck, comprado a la empresa Filtración y Análisis S.A. de Medellín. 
 

Estándares y solventes 
 

Los estándares se destinan a la identificación y cuantificación de las sustancias de interés, para este 
estudio se requirieron estándares para identificar y cuantificar los etíl ésteres, la glicerina, mono y 
diglicéridos, además de un estándar de referencia ó estándar interno. Los reactivos que se  
emplearon como estándares para el presente estudio son: 
 

• Etíl ricinoleato grado analítico con una pureza del 98 % p/p  
• Glicerina grado analítico con pureza del 99 % p/p 
• Monoricinoleina grado analítico con pureza > 95 % p/p 
• Dioleína y Dipalmitina grado analítico con purezas del 95 % p/p 
• Metil – n enanatato 

 
Se emplea como solvente para la preparación de los viales de cromatografía la piridina grado 
analítico. Para ayudar a la identificación de los picos de cada especie en los cromatogramas, es 
necesario emplear un agente derivatizante que para este estudio será el MSTFA (N-metil-
Ntrimetilsilil-trifluoroacetamida). 

 
2.2. Diseño de experimentos 
 
Para el diseño de experimentos, la selección de los principales factores y sus intervalos de variación 
se basa en los reportes bibliográficos, y experiencias realizadas por los grupos de investigación: 
Combustibles y Energía Alternativas de la Universidad Nacional, y el grupo de Procesos 
Fisicoquímicos Aplicados (PFA) de la Universidad de Antioquia. Las principales variables a tener en 
cuenta en el diseño de experimentos fueron: Temperatura de reacción, relación molar 
alcohol/aceite, concentración de catalizador. La intensidad del mezclado tiene como fundamento 
poner en contacto íntimo las fases oleosas y el alcohol, además de garantizar la no formación de 
gradientes térmicos y volúmenes muertos. En el proceso de transesterificación generalmente existen 
problemas de solubilidad en los primeros minutos de la reacción debido a que la fase oleosa es 
insoluble con el alcohol, motivo por el cual se considera importante una agitación vigorosa durante el 
inicio de la experiencia, sin embargo, a medida que transcurre el tiempo, se van formando los alquíl 
ésteres que disminuyen la viscosidad de la mezcla reaccionante y aumentan la solubilidad, con lo 
que se disminuyen las resistencias a la transferencia de masa. (Hanna, et al, 1999; Noureddini H, et 
al,1997; Oliveira, et al, 2004). El aceite de ricino posee un grupo hidroxilo en el carbono 12 de su 
cadena, hecho que le confiere características diferentes a las del resto de los aceites como su 
solubilización 100 % con alcoholes a temperatura ambiente, razón por la cual la resistencia a la 
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transferencia de masa en todo momento es despreciable y sólo es necesario la agitación para 
garantizar homogeneidad completa de la mezcla. El grado de agitación empleado en las pruebas es 
de 350 rpm, valor recomendado por Olivera, et al., 2004, en el cual con valores superiores a 200 rpm 
eliminaban las restricciones a la transferencia de masa.  
 
A continuación se muestran los factores elegidos para el diseño de experimentos y sus respectivos 
niveles. 
 
Tabla 2.1. Factores principales para el diseño de experimentos 
 

Factor Nivel 
Temperatura 25-35 ºC 

Relación molar alcohol/aceite 3-10 mol alcohol/mol aceite 
Concentración de catalizador 1-1.5 % peso respecto a la masa de aceite 

 
En este trabajo se planteó el diseño de experimentos tipo 23 central compuesto y rotáble, 
aleatorizado con 9 réplicas en el punto central. Este tipo de diseño permitió abarcar información 
de los factores con menos experimentos comparados al diseño 33 y sin perder eficiencia, además 
por ser ortogonal y rotáble permite medir los efectos de los factores de manera independiente y se 
puede estimar la respuesta con igual varianza independiente de la dirección del centro del diseño. 
Las réplicas en el punto central permiten determinar el error experimental. La aleatorización es 
fundamental en el diseño de experimentos, indica el orden en el que se deben ejecutar las pruebas y 
es importante para eliminar el error causado por variables que no se pueden ni medir, ni controlar. 
Se empleó para el diseño de experimentos el software Stat-Graphics 5.0, se tomó como variable de 
respuesta el porcentaje en masa de etíl-ésteres %(p/p). En la tabla 2.2. Se muestra la 
programación de las pruebas experimentales realizadas por el software Stat-Graphics 5.0 para el 
diseño de experimentos. 
 
Tabla 2.2. Programación de experimentos realizados en Stat-Graphycs 5.0. 

Temperatura ºC 
Catalizador % 

(p/p) 
Relación molar 
alcohol/aceite 

 Porcentaje peso 
etilésteres % (p/p) 

30.0 1.67045 6.5  
30.0 1.25 6.5  

38.409 1.25 6.5  
35.0 1.0 10.0  
30.0 1.25 6.5  
35.0 1.5 3.0  
30.0 1.25 6.5  
30.0 1.25 6.5  
30.0 1.25 6.5  
30.0 0.829552 6.5  
30.0 1.25 12.3863  
30.0 1.25 6.5  
25.0 1.5 10.0  
35.0 1.5 10.0  
30.0 1.25 0.613725  
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30.0 1.25 6.5  
35.0 1.0 3.0  
25.0 1.0 10.0  
25.0 1.0 3.0  
30.0 1.25 6.5  
25.0 1.5 3.0  
30.0 1.67045 6.5  
30.0 1.25 6.5  

 
Para este diseño de experimentos se obtuvo un total de 23 experimentos y la programación de 
experimentos esta completamente aleatorizada. 
 
La metodología empleada para obtener la conversión de etilésteres incluye las siguientes etapas: 
 

• Disolución de NaOH en etanol y dosificación de reactivos 
• Montaje de dispositivos para la reacción 
• Lavado del biodiesel 
• Secado del Biodiesel 
• Preparación de viales de cromatografía 
• Inyección y cuantificación de etilésteres. 

 
2.2.1 Disolución de NaOH en etanol y dosificación de reactivos 
 
Se cuantificó en esta etapa la cantidad de NaOH, etanol y aceite que son necesarios para cumplir 
con las especificaciones de cada prueba. Se tomó la masa de aceite de ricino para todas las 
pruebas en 100 gr. La cantidad de etanol para que satisfaga la relación molar se calculó según la 
expresión: 
 

( ) oleMasa
mol

molarrelacion
Aceitegr

Aceitemol
Aceitegr tan 

etanol 1

etanolgr  46
* *

 32.933

 1
 100 =  

 
De la misma forma se calculó la cantidad de NaOH  necesaria para que satisfaga con 
especificaciones del diseño de experimentos. 
 

100  Aceite*%Catalizador Masa de NaOHgr =
 

Posteriormente se disolvió la masa de NaOH y etanol calculada para cada experiencia en un 
beacker de 100 ml, que se disponen en una plancha de calentamiento con agitación magnética para 
garantizar completa solubilidad del NaOH en el etanol. 
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2.1.  Proceso de disolución de NaOH en etanol 
 

Todos los reactivos se pesaron en una balanza analítica digital de 4 cifras decimales con una 
desviación de lectura de 0.1 mg. 
 
2.2.2. Montaje de dispositivos para la reacción 
 
El montaje experimental para realizar todas las pruebas programadas en el diseño de experimentos 
se realizaron en el Laboratorio de Procesos Físico-Químicos Aplicados (PFA) del la Sede de 
Investigaciones Universitarias de la Universidad de Antioquia (SIU). 
Se dispone de un balón de tres bocas de 250 ml para llevar a cabo la reacción. La temperatura de 
reacción se mantuvo constante con la ayuda de una plancha de calentamiento con control de 
temperatura y agitador mecánico para garantizar homogeneidad de la mezcla y evitar gradientes 
térmicos. Se contó con aceite térmico como fluido de calentamiento del sistema. Para evitar que 
durante la reacción el etanol se evapore y cambien las condiciones de la reacción, se dispuso de un 
sistema de condensación adaptado al balón de tres bocas. En la figura 2.2  se muestra un esquema 
de dicho montaje. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura. 2.2. Montaje experimental para la reacción de transesterificación 
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Se realizó por duplicado las pruebas programadas en el diseño de experimentos con el fin de 
asegurar reproducibilidad de la metodología empleada. 
 
 Inicialmente se pesó en el balón de tres bocas la masa de aceite, se aclimató el balón con el aceite 
en el baño de aceite térmico del montaje experimental hasta que se alcance la temperatura de 
reacción deseada, en otro recipiente se hizo lo mismo con la solución de NaOH en etanol, esto con 
el fin de garantizar que al inicio de la reacción ambos reactivos se encuentren a la misma 
temperatura. Posteriormente se vertió la solución alcohólica de NaOH en el balón que contiene el 
aceite y se da inicio a la reacción. Se dejó el sistema reaccionando por un tiempo de 2 horas, tiempo 
en el cual según reportes bibliográficos se alcanza el equilibrio químico.  
 
2.2.3. Lavado del biodiesel 
 
Una vez terminada la reacción se inició la etapa de lavado. El lavado del biodiesel es indispensable 
para eliminar los residuos de los reactivos no transformados y también productos secundarios como 
glicerina y jabones. La etapa de lavado es realizada en un embudo de extracción con capacidad de 1 
litro, se suministró agua  a temperatura de 65 º C para mejorar la extracción. El lavado se realizó con 
agitación para asegurar remoción completa de todos los residuos. En la figura 2.3 se muestra un 
esquema del proceso de lavado. 
 

 
 

Figura 2.3. Etapa de lavado del biodiesel de aceite de ricino 
 

Se tuvo en cuenta dos indicadores para garantizar que el biodiesel esté completamente lavado, el 
primero es verificar que al final el agua que sale del embudo de extracción este completamente 
clarificada, el segundo es constatar que el pH del agua clarificada sea neutro. 
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2.2.4. Secado del biodiesel 
 
En esta etapa se eliminó el agua residual proveniente de la etapa de lavado, para este propósito se 
pusó a calentar la muestra de biodiesel en la plancha con calentamiento a una temperatura de 70ºC 
en los primeros 10 min. , luego a 100º C, hasta que no se observaron gotas de agua en la muestra. 
En la figura 2.4 se muestra un esquema del montaje empleado para el secado. 
 

 

 
 

Figura 2.4. Etapa del secado del biodiesel 
 

El secado es importante, para evitar deterioros en la columna  en el momento de inyectar al 
cromatógrafo. 

 
2.2.5. Preparación de viales de cromatografía 
 
Una vez, lavadas y secadas las muestras, se procedió a la dilución y preparación de viales para 
inyectar al cromatógrafo. En esta etapa del trabajo, sólo se pretende cuantificar los etilésteres, por lo 
que no fue necesario derivatizar la muestra. Se preparó los viales según los lineamientos de la 
norma ASTM D-6584.  A continuación se describen los pasos empleados para la preparación de los 
viales. 
 

• Se pesan en una balanza analítica, los viales de cromatografía marca AGILENT de 2 ml 
• Se adicionan aproximadamente 50 mg de muestra de biodiesel a cada vial 
• Se adicionan aproximadamente 0.8-1 gr. de Isopropanol a cada vial. El isopropanol se 

emplea como diluyente de la muestra 
• Se adicionan entre 10-20 mg de estándar interno 
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Cada vial se preparó por duplicado, para garantizar la reproducibilidad de la preparación. En el 
anexo G, se muestran los resultados de la preparación de todos los viales. La manipulación de las 
muestras que se adicionan a los viales, se realizó con ayuda de una micro-pipeta con capacidad de 
5-500 uL. Una vez preparados los viales se almacenaron en el refrigerador para conservarlas hasta 
el momento de inyección. 
 
2.2.6. Inyección y cuantificación de etilésteres 
 
La cuantificación de los etilésteres se determinó de acuerdo a la norma ASTM D-6584, empleando 
un cromatógrafo de gases Varian 3800, con un inyector FID y dos detectores. La columna empleada 
para los análisis fue Varian CP 9076 10m*0.32mm*0.1mm, selectiva a biodiesel y los glicéridos. El 
cromatógrafo se programó para que trabajara con dos rampas de temperatura, partiendo d 50 º C, 
calentado hasta 150 ºC a una tasa de 5 ºC /min., y otra desde 150 ºC hasta 250 ºC a una tasa de 
calentamiento de 7 ºC /min. El tiempo total de análisis es de 37 min. Se empleó como gases de 
arrastre aire sintético sin humedad a una presión de alimentación de 60 Psi, Helio e Hidrogeno con 
40 y 80 Psi de presión en la alimentación. 
Se inyecto 1 ul de muestra de cada vial con la ayuda de una jeringa de inyección marca agilent con 
capacidad de 0-10ul. 
 
Antes de inyectar se realizó el procedimiento de purgado de la jeringa, para evitar la contaminación 
de la muestra. Para este procedimiento de preparan 2 viales que contengan solamente el solvente, 
es decir isopropranol, se purga la jeringa 20 veces en cualquiera de los dos  viales, luego se purga la 
jeringa 10 veces con la muestra que se va a analizar en el cromatógrafo, finalmente se inyecta la 
muestra al cromatógrafo, y se esperan los 37 minutos que tarda la corrida del método 
cromatográfico.  
 
Se realizó la inyección por duplicado para asegurar reproducibilidad en los reportes del 
cromatógrafo. 
 
En la inyección de la segunda muestra, se repitió el mismo procedimiento de purga, cada vial usado 
se vacía y se vuelve a cargar con solvente para ser reutilizado posteriormente. Para determinar el 
tiempo de retención de los etíl-ésteres, y del estándar interno, se prepararon 4 Viales, dos de ellos 
son soluciones de isopropanol y etíl-ricinoleato como patrón de referencia con 99 % de pureza, 
referencia Merck, los otros dos, son soluciones de isopropanol y n-enantato. Al inyectar estas 
muestras, dado que solamente posee la matriz dos compuestos, es fácil saber, por simple 
inspección cuales son los tiempos de retención del etíl-ester y del estándar interno.  

 
2.3. Reacción de transesterificación 
 
La cinética de transesterificación se desarrolló en las condiciones óptimas de reacción encontradas 
en el diseño de experimentos anteriormente mencionado. Se realizaron cinéticas manteniendo 
constante la relación molar alcohol/aceite y la concentración de catalizador en el punto óptimo y 
variando la temperatura, esto para determinar experimentalmente la energía de activación y el factor 
de frecuencia de la reacción. Las condiciones de reacción se muestran en la tabla 2.3.  El punto 
óptimo de reacción corresponde a temperatura de 30º C, concentración de catalizador 1.2% (p/p) 
respecto a la masa de aceite, relación molar alcohol/aceite de 9.58/1. 
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Tabla 2.3. Condiciones experimentales para el estudio de la reacción de tranesterificación 
 

 Reacción 1 Reacción 2 Reacción 3 Reacción 4 
Temperatura 20 ºC 30 ºC 40 ºC 50 ºC 

Relación molar 9.58/1 9.58/1 9.58/1 9.58/1 
Catalizador 1.2% (p/p) 1.2% (p/p) 1.2% (p/p) 1.2% (p/p) 

 
Es importante resaltar que se cuantifican etilésteres, diglicéridos, monoglicéridos, triglicéridos  
totales, esto debido a que es muy complicado, costoso y tedioso, seguir cada especie por separado  
principalmente porque existen mezclas de estos compuestos con diferentes tamaños (provenientes 
del ácido oléico, linoléico, linolénico, esteárico, ricinoleico, palmítico…) , diferentes orientaciones 
espaciales (orientaciones R,S, isómeros ópticos, entre otros). 
 
2.3.1. Montaje de dispositivos para la reacción 
 
Estas pruebas se realizaron  en el laboratorio de proceso fisicoquímicos aplicados (PFA) de la 
Universidad de Antioquia, se usaron los mismos reactivos y equipos empleados en  las pruebas del 
diseño de experimentos. Se dispuso de un balón de tres bocas de 250 ml para llevar a cabo la 
reacción, la temperatura de reacción se mantuvo constante con la ayuda de una plancha de 
calentamiento con control de temperatura y agitador mecánico. 
 
El tiempo de reacción fue de 20 minutos para cada experimento, este tiempo se determino con base 
en estudios reportados en bibliografía (Freedman, et al., 1986; Oliveira et al., 2004),  y con pruebas 
preliminares realizadas en las condiciones de reacción. El procedimiento para dar inicio a la reacción 
es el mismo descrito en la etapa del diseño de experimentos. Se pesan 100 gr. de aceite de ricino, 
1.2 gr. de catalizador NaOH, que se disuelven en 60 ml de alcohol etílico. Se vertió los reactivos a la 
temperatura de reacción y posteriormente se mezclaron en el balón de tres bocas, donde se dio 
inicio a la reacción. 
 
A diferentes tiempos se tomó una muestra de 1 ml de muestra, que posteriormente se vierten en un 
vial de cromatografía de 2 ml, en cuyo interior se ha depositado una alícuota de 12 mg H2SO4 al 98 
% (v/v) con el fin de neutralizar el catalizador y parar la reacción. Esta cantidad de ácido sulfúrico es 
la necesaria según la estequiometría para  neutralizar el NaOH que contiene 1 ml de la muestra. 
 

1 mol H SO0.93 gr muestra 1gr NaOH 1mol NaOH 2 4 ml muestra*
1 ml muestra 100gr muestra 1gr NaOH 2 mol NaOH

 gr H2
1 mol H2

* * * *
98 4

4
1

SO

SO  

 
 
Los intervalos de tiempo empleados para la recolección de muestras se muestran a continuación: 
 

Tiempo transcurrido en segundos 

10 20 30 40 50 60 120 150 180 240 300 400 500 600 1200 

 
Una vez tomada cada muestra se almacenaron en un congelador para preservarla hasta el momento 
del análisis. La cantidad de muestra que se tomó para pesar debe ser pequeña, esto es más que 
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suficiente para los análisis de cromatografía. Estas muestras a diferencia de las obtenidas en el 
diseño de experimentos, deben ser excluidas de la etapa de lavado y secado, dado que puede haber 
alteración de la cantidad de muestra, ya que se eliminarían otros compuestos como la glicerina, 
monoglicéridos y diglicéridos que son indispensables para poder seguir la cinética completa.  
 
2.3.2. Análisis de la muestras  por cromatografía de gases 
 
A diferencia de los análisis por cromatografía realizados en la etapa del diseño de experimentos, 
para la reacción de transesterificación es indispensable silanizar la muestra, esto con el fin de lograr 
una buena separación e identificación de cada una de las especies presentes en la muestra. La 
silanización de las muestras es fundamental no solo por la identificación de picos, además lo es para 
alargar la vida útil de las columnas y los detectores del cromatógrafo. La derivatización se realiza 
para aumentar la volatilidad de ciertos compuestos, es especial aquellos que posean grupos 
funcionales polares. El reactivo empleado para la derivatización es el MSTFA (N-metíl-N-Trimetílsisli-
Trifluoroacetamida), este reactivo se eligió con base en reportes de la literatura en los que se 
aconseja usarlo para análisis de biodiesel (Evershed, 1993), además esta recomendado en la norma 
ASTM D 6584 para análisis de glicerina libre y ligada en muestras de biodiesel. 
 
El procedimiento para la preparación de las muestras para el análisis en el cromatógrafo fue el 
siguiente: 
 

• Se pesan aproximadamente 40 mg. De la muestra en una balanza analítica calibrada de 4 
cifras decimales con error de lectura  de 0.1 mg con ayuda de una micro pipeta de 100 µl 

• Se adicionan 200 mg de agente derivatizante MSTFA con ayuda de una micro pipeta de 250 
µl 

• Se adicionan 40 mg de solución de estándar interno ( n-metíl enantato disuelto en piridina ) 
con ayuda de una micro pipeta de 250 µl 

• Se adiciona 1 ml de piridina 
 
La piridina se adiciona como solvente, para garantizar que todos los componentes de la muestra 
estén completamente solubilizados, es decir para evitar la presencia de algún precipitado en la 
muestra, además la piridina actúa como catalizador en la reacción de derivatización. 
 
 

 
 
Para asegurar que la reacción de silanización sea completa, es necesario poner los viales en un 
baño maría a 70 ºC por 30 minutos. 
 
Una vez realizada la derivatización de las muestras, se procedió a ubicar las muestras en el 
cromatógrafo de gases para su respectivo análisis. Los análisis se realizaron en el Laboratorio de 
Procesos Fisicoquímicos Aplicados (PFA) de la Universidad de Antioquia, se usó un cromatógrafo de 
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gases AGILENT 7890 GC, con inyector automático. Las características del método de análisis están 
basadas en la Norma ASTM D 6584, a continuación se muestra un resumen de las condiciones del 
método. 
 
Horno 
 

• Tiempo de equilibrio 1 min 
• Programa del horno (rampas) on 
• Temperatura inicial 80 º C por 1 min 
• Rampa 1 15ºC/min hasta 380ºC por 4 min 
• Tiempo total 25 min 
 

Inyector 
 

• Tamaño de la jeringa: 10 µL 
• Volumen de Inyección: 1 µL 
• Gas de arrastre: He 
• Modo: Split 
• Temperatura: 250 °C 
• Presión: 8.5024 psi 
• Flujo Total: 186 mL/min 
• Flujo de Purga: 3 mL/min 
• Flujo de gas: 20 mL/min Luego 2 min 
• Relación de Split: 60:1 
• Flujo Split: 180 mL/min  

Columna 

• Tipo de columna DB-5ht 
• Temperatura max : 400 °C:  
• Dimensiones: 15 m x 250 µm x 0.1 µm 
• Presión:  18.19 psi 
• Flujo: 3 mL/min  

  

Detector 

• Tipo de Detector: FID 
• Temperatura: 390 °C 
• Flujo de H2: 30 mL/min 
• Flujo de aire:400 mL/min 
• Flujo de N2 (Makeup): 25 mL/min 
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La identificación de cada compuesto de interés que hizo parte de la cinética de transesterificación se 
realizó con ayuda de sus respectivos estándares de referencia mencionados en la sección 2.1. 

2.4. Tratamiento de los datos 
 
Cada prueba del diseño de experimentos se realizó por duplicado para poder chequear la 
reproducibilidad en los resultados. Debido a los altos costos de las materias primas y de análisis en 
el cromatógrafo, no fue posible realizar un triplicado de las pruebas, sin embargo se compararon los 
resultados de la prueba y su duplicado, se estimó la varianza, la media y la desviación estándar, si la 
varianza es muy alta, se programa una nueva prueba para ese punto experimental en particular, 
hasta que se logre reproducibilidad del resultado. Todas las mediciones en la balanza analítica se 
hicieron una vez se este completamente asegurada su calibración. Los resultados del diseño de 
experimentos se sometieron a un análisis de varianza para determinar si existen sesgos en los 
datos, determinar el  error en la experimentación, estimar el error ocasionado por las variables de 
ruido, estimar efectos de cada variable sobre la variable de respuesta, estimar efectos principales, 
efectos cruzados, entre otros. La información suministrada en los cromatogramas  son áreas 
relativas de los picos, cuando se hace la cuantificación según la norma ASTM D6584, se obtiene el 
porcentaje en peso de cada sustancia en la muestra, para interpretar de manera más fácil y rápida 
los resultados, se hizo las conversiones a concentración molar, las cuales son las unidades 
adecuadas de concentración para hacer el ajuste de datos al modelo descrito en la figura 1.3.  
 
Las concentraciones de las otras especies involucradas en la transesterificación, el etanol y los 
Triglicéridos, se calcularon por balance de masas, utilizando las ecuaciones 2.1 y 2.2 
respectivamente, en donde el subíndice o indica “inicial”.  
 

[ ] [ ] [ ]OH  - EE
0

OH=  

 
2.1 

 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]TG  = TG  - G  - DG  - MG
0  2.2. 

 
Donde EE es la concentración molar de etíl ésteres, TG, G, MG, DG son las concentraciones de 
triglicéridos, glicerina, monoglicéridos y diglicéridos respectivamente. 
 
A cada juego de datos de la cinética de transesterificación, se les realizó pruebas de normalidad, 
para poder aplicar métodos de eliminación de datos atípicos si es que existen, como por ejemplo los 
test de Grubbs y la prueba Q, esto con el fin de ingresar al modelo información lo menos 
contaminada por señales de  ruido, y así lograr que el ajuste sea el más adecuado. Se encontraran 
los parámetros cinéticos con las temperaturas de 20,30, 50 ºC, los datos de 40 ºC serán destinados 
a la validación del modelo. Se realizaron los ajustes tanto del juego de datos original como el de su 
réplica, se reportó como resultado la media entre los datos ± su desviación estándar. 
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2.5. Caracterización del biodiesel 
 
Para garantizar que el biodiesel obtenido cumple con requisitos ambientales y de operación cuando 
es inyectado en motores de compresión, fue necesario estimar ciertas propiedades, como su 
densidad, gravedad especifica API a 60º  F, punto de inflamación, entre otros. 
 
En la tabla 2.4. , se presentan un listado con las propiedades más importantes para evaluar la 
calidad del biodiesel. 
 
Tabla 2.4. Algunas propiedades para evaluar calidad del biodiesel 
 

Especificaciones 
Análisis Unidad Norma 

Máximo Mínimo 
Cenizas % p/p ASTM D 482   

Contenido de Azufre % p/p ASTM D 129  0.0015 
Corrosión lámina de cobre 

20h a 100ºC 
 ASTM D 130  3 

Destilación  ASTM D 86   
Punto inicial de ebullición º C    

10 % recobrado º C    
20 % recobrado º C    
30 % recobrado º C    
40 % recobrado º C    
50 % recobrado º C    
60 % recobrado º C    
70 % recobrado º C    
80 % recobrado º C    
90 % recobrado º C   360 

Punto final de ebullición º C    
Recobrado % v/v    

Resíduo % v/v    
Pérdida % v/v    

Gravedad API a 60 ºF  ASTM D 287   
Índice de cetano  ASTM D 976 47  

Punto de inflamación º C ASTM D 93 93  
Punto de fluidez º C ASTM D 97   

Resíduos carbonos % p/p ASTM D 189  0.050 
Viscosidad cinemática 40 ºC cST ASTM D 445 1.9 6.0 

 
Estas pruebas se realizaron en el laboratorio de crudos y derivados de la Universidad Nacional. 
 
2.6. Simulación de la reacción de tranesterificación 
 

El cálculo de las constantes de velocidad requiere que se represente numéricamente el sistema de 
ecuaciones diferenciales de la figura 1.3., y luego realizar una optimización de los datos en el 
modelo. Debido a la complejidad de la metodología, su ejecución requirió el uso de procedimientos 



 34 

numéricos y para ello se utilizó el programa MATLAB-Simulink de The Math Works Inc. En general, 
el método de resolución se basó en optimización numérica por el método Non Linear Least 
Squares,  teniendo como función costo la minimización de la suma de los cuadrados del error.  La 
selección inicial de constantes se basó en valores reportados para cinéticas de transesterificación 
con otros aceites (Montoya, 2006).  
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3 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
Los resultados del presente trabajo permitieron identificar las mejores condiciones para la 
transesterificación básica  del aceite de ricino con alcohol etílico, mediante la planeación de un 
diseño de experimentos tipo superficie de respuesta, y dilucidar las etapas de reacción de la 
etanólisis básica del aceite de ricino, cuyo estudio no ha sido reportado hasta el momento en ningún 
tipo de publicación. Se cuantificó los etilésteres, diglicéridos, monoglicéridos totales dada la dificultad 
de seguir por separado cada especie de la mezcla reaccionante. 
 
3.1. Caracterización del aceite de ricino 
 
El aceite de ricino empleado para este trabajo fue suministrado por la empresa ANDERCOL S.A., es 
un aceite de color amarillo pálido, viscoso, casi inoloro, soluble en etanol, sin presencia de 
sedimentos. En la tabla 3.1.se presentan las principales propiedades fisicoquímicas del aceite de 
ricino analizadas en el Laboratorio de Procesos Fisicoquímicos Aplicados (PFA) de la Universidad de 
Antioquia. 
  
Tabla 3.1. Propiedades fisicoquímicas del aceite de ricino para la transesterificación 
 

Propiedad Magnitud Valor Típico 
Densidad (15 ºC) 0.95 ± 0.8 gr/ml. 0.96  

Viscosidad (40 ºC) 297 ± 1.5 mm2/s 297 
Índice de Iodo 81.8  ± 1.1 gr. Iodo/100 gr.  81-91 

Índice de Saponificación 178 ± 2.3 mg KOH/ gr. 180 

Índice de acidez 0.8 ± 0.015 mg KOH/gr.  1-3 

Peso Molecular 933.32 ± 5.48  gr./mol 933 
Contenido material 

insaponificable 
0.6 ± 0.007 % (p/p) -- 

Acido palmitito 1.30 %(p/p) -- 
Acido esteárico 1.55 % (p/p) -- 

Acido oleico 3.97 % (p/p) -- 

Acido linoléico 5.10 % (p/p) -- 

Acido linolénico 0.53 %(p/p) -- 

Composición de ácidos grasos 
 
 
 
 

Acido ricinoleico 87.55 % (p/p) 84-92 
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La prueba se realizó por triplicado para asegurar reproducibilidad de los análisis. Los valores 
numéricos de estas propiedades fisicoquímicas son semejantes a las reportadas en la literatura 
(Benavides, 2006; Costa 2006). La viscosidad de este aceite es muy superior a la mayoría de 
aceites comestibles empleados para la producción de biodiesel (aceite de palma, colza, girasol, 
soya, algodón, entre otros) las cuales  oscila entre 37.8 – 50 cP, esta propiedad dificulta el uso 
directo del aceite de ricino en motores de compresión; esta diferencia de viscosidad se debe 
primordialmente a la estructura molecular de  la trirricinoleina. 
 
 La viscosidad de los aceites y grasas es directamente proporcional a su peso molecular, el cual 
para la trirricinoleina es aproximadamente 933 gr. /mol, comparado con 807 y 885 gr. /mol para la 
tripalmitina y trioleína respectivamente, además la presencia de grupos funcionales de carácter polar 
aumentan las fuerzas intermoleculares (interacciones dipolo-dipolo), por tanto las moléculas tienden 
a estar muy ligadas entre si, ofreciendo resistencia a la fluidez.  
 
La trirricinoleina a diferencia de trioleina y la tripalmitina, posee en su estructura 3 grupos funcionales 
OH- que favorecen las interacciones dipolo-dipolo entre sus moléculas vecinas, además de facilitar la 
formación de enlaces tipo puentes de hidrogeno. El índice de acidez de este aceite es muy bajo, por 
lo cual se interpreta que el aceite esta bastante refinado, y se garantiza que el NaOH suministrado 
no se destinará a neutralizar dicha ácidez, por lo que se esta evitando el efecto  la una reacción 
competitiva (neutralización) sobre la transesterificación del aceite. 
 
Tabla 3.2. Estructura química de trioleína, tripalmitina, triricinoleína 
 

 

Triricinoleína 

Peso molecular 933 gr/mol 

 

Trioleína 

Peso molecular 885 gr/mol 
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Tripalmitina 

Peso molecular 807 gr/mol 

 
El índice de Yodo del aceite de ricino es mas bajo que los reportados para aceite de soya,  colza, 
girasol, algodón, entre otros y mayor que el del aceite de palma (Knothe, 2002). Este índice esta 
directamente relacionado con el contenido de dobles enlaces e inversamente con el peso molecular 
del aceite. Se ha encontrado que a mayores índices de yodo el biodiesel obtenido por 
transesterificación tiende a descomponerse con relativa facilidad en el interior del motor en el que las 
temperaturas de combustión son relativamente altas ( ≈ 2300 º C),por lo que se generan depósitos 
que taponan los filtros y boquillas de inyección del combustible. Con lo anteriormente discutido, el 
biodiesel de aceite de ricino posee una  ventaja sobre la mayoría de aceites convencionales, al ser 
este más estable a altas temperaturas, y no requerir de pretratamientos ó suministro de aditivos para 
mejorar sus propiedades de degradación térmica.  
 
El índice de saponificación de la mayoría de aceites tradicionales incluyendo  el aceite de ricino, es 
aproximadamente semejante y oscila entre 169-200 mg KOH/gr de muestra, por lo cual este índice 
sería poco efectivo a la hora de identificar un aceite en particular. La cantidad de NaOH presente en 
las reacciones programadas en el diseño de experimentos oscila entre 0.82 y 1.67 gr. NaOH por 
cada 100 gr. de aceite, es decir entre 8.2 y 16.7 mg de NaOH/gr. de muestra, como podemos 
observar este valor es muy inferior al índice de saponificación por lo que se puede decir que la 
cantidad de jabón formada en la transesterificación es muy baja, lo cual indica que no hay efectos 
considerables sobre el rendimiento en la reacción de transesterificación por presencia de reacciones 
competitivas.  
 
La composición del aceite empleado para la transesterificación influye directamente en las 
propiedades del combustible. El aceite de ricino esta constituido mayoritariamente por triricinoleina, 
debido a la elevada composición de este compuesto el biodiesel posee características como bajo 
punto de nube, alta viscosidad, punto de inflamación, entre otros. Las propiedades analizadas 
experimentalmente están dentro de los límites típicos para ser usado como materia prima para la 
transesterificación, lo cual evita el uso de aditivos ó pretratamientos para reacondicionar el aceite. 
 
 3.2. Condiciones óptimas de reacción 
 
A continuación se muestran los resultados arrojados por el programa Statgraphycs 5.0, del diseño de 
experimentos programado (Tabla 3.3). 
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Tabla 3.3. Resultados del diseño de experimentos  (concentración de etilésteres % p/p) 
 

Temperatura ºC Catalizador % p/p Relación molar Etilésteres % p/p 
30.0 1.25 6.5 89.74 ±0.98 

21.591 1.25 6.5 83.5 ±1.36 
30.0 1.67045 6.5 59.9 ± 2.58 
30.0 1.25 6.5 88.95 ±2.23 

38.409 1.25 6.5 91.8 ± 2.14 
35.0 1.0 10.0 92.2 ± 1.02 
30.0 1.25 6.5 90.1 ± 0.84 
35.0 1.5 3.0 57.7 ± 0.69 
30.0 1.25 6.5 90.9 ± 0.14 
30.0 1.25 6.5 90.7 ± 0.78 
30.0 1.25 6.5 90.3 ± 0.012 
30.0 0.829552 6.5 69.5 ± 4.89 
30.0 1.25 12.3863 91.3 ± 0.97 
30.0 1.25 6.5 90.1 ± 0.19 
25.0 1.5 10.0 84.5 ± 3.21 
35.0 1.5 10.0 84.8 ± 2.75 
30.0 1.25 0.613725 45.2 ± 1.98 
30.0 1.25 6.5 90.6 ± 3.54 
35.0 1.0 3.0 60.8 ±4.02 
25.0 1.0 10.0 89.02 ± 2.78 
25.0 1.0 3.0 58.92 ± 0.17 
30.0 1.25 6.5 90.2 ± 0.69 
25.0 1.5 3.0 55.5 ± 4.32 

 
La concentración de etilésteres esta estimada con base al biodiesel lavado y seco. La conversión de 
etilésteres esta directamente ligada al porcentaje en peso de los etilésteres formados, por lo tanto, la 
conversión en el punto óptimo corresponderá al estado donde el porcentaje en peso de etilésteres 
sea máximo en el intervalo de experimentación. 
 
Análisis de Varianza 
 
Con el análisis de varianza se determinó, el efecto de los factores y sus interacciones sobre la 
variable de respuesta. En la tabla 3.4. se presenta el resumen del análisis ANOVA arrojado por 
Statgraphycs. 
 
Tabla 3.4. Resultados tabla ANOVA (Análisis de Varianza) 

Variable 
Suma de 

cuadrados 
Grados de 

libertad 
Cuadrado 

medio 
Relación F Valor p 

T 27.7743 1 27.7743 20.84 0.0005 
C 95.2322 1 95.2322 71.47 0.0000 
R 2811.13 1 2811.13 2109.78 0.0000 
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TT 15.694 1 15.694 11.78 0.0045 
TC 0.781875 1 0.781875 0.59 0.4573 
TR 0.0457531 1 0.0457531 0.03 0.8558 
CC 1284.47 1 1284.47 964.01 0.0000 
CR 4.6711 1 4.6711 3.51 0.0838 
RR 899.84 1 899.84 675.34 0.0000 

Error total 17.3216 13 1.33243   
Total corr 5138.81 22    

T: temperatura, C: concentración de catalizador, R: Relación molar alcohol/aceite 
 
 

La tabla ANOVA divide la variabilidad de la respuesta (% p/p de etilésteres) en distintos segmentos 
separados para cada uno de los efectos. El valor p ó la relación F son los estadísticos que permiten 
determinar la magnitud y existencia de efectos sobre la variable de respuesta. En este caso, 6 de los 
efectos tienen los p-valores inferiores a 0,05, indicando que son significativos para  un intervalo de 
confianza del  95,0%. La razón F proporciona la misma información que el valor  p; se encontró en 
Montgomery ,2002 que para un a distribución tipo F, el valor de un F crítico es igual a 4.67 con α = 
0.05 (intervalo de confianza del 95%), v1=1, v2=13, (v1 y v2 corresponden a los grados de libertad), 
por lo tanto, todos los valores F que sean mayores que F critico tienen efecto significativo sobre la 
variable de respuesta; se observa que tanto con la razón F como con el valor p, los factores que 
poseen efecto sobre la variable de respuesta son los mismos (T,C,R,TT,CC,RR).En la figura 3.1. se 
muestra el gráfico de pareto en el que se puede observar y clasificar de  manera más detallada la 
magnitud de cada uno de los efectos. 
 

 
T: temperatura, C: concentración de catalizador, R: Relación molar alcohol/aceite 

 
Figura 3.1. Diagrama de pareto para efectos estandarizados 

 
La longitud de cada barra es proporcional al efecto estandarizado que es el efecto estimado dividido 
por su error estándar. La línea vertical puede usarse para juzgar qué efectos son estadísticamente 
significativos. Cualquier barra que se extienda más allá de la línea corresponde a efectos que son 
estadísticamente significativos en el 95,0% de nivel de confianza. Se puede notar que las tres 
variable de estudio afectan la producción de etilésteres, la relación molar alcohol aceite es la variable 
que más incide en dicha producción, seguido por la concentración de catalizador y finalmente la 
temperatura. Los factores cruzados como TT, CC, RR no poseen significado físico, simplemente son  
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parámetros para ayudar al ajuste matemático del modelo estadístico, además ayudan a explicar las 
curvaturas del modelo con base a los datos experimentales.  
 
En el diagrama anterior las barras coloreadas en verde representan factores que poseen efecto 
negativo sobre la producción de biodiesel, las barras de color rojo poseen efecto positivo; vemos que 
estos resultados están acordes con reportes de la literatura  (Knothe, 2002; Freedman, et al, 1986). 
El diagrama de pareto es una buena herramienta para visualizar la magnitud de los efectos 
principales sobre la producción de etilésteres, en el se representan las magnitudes globales de cada 
efecto, no describe la magnitud de cada efecto al pasar de un nivel bajo a un nivel alto, esto quiere 
decir que, es posible que un factor en un nivel bajo tenga efecto negativo sobre la variable de 
respuesta y a un nivel alto tenga efecto positivo. En la figura 3.2. se muestra el efecto de la variación 
de los factores principales al pasar de nivel bajo a nivel alto. 
 

 
Figura 3.2. Gráfico de efectos principales sobre la concentración de etilésteres 

 
Este gráfico presenta la concentración de  etilésteres estimada como una función de cada factor 
experimental.  En cada gráfico, el factor de interés varía desde su nivel más bajo a su nivel más alto, 
mientras que todos los demás factores se mantienen constantes a sus valores bajos. La relación 
molar, no muestra una tendencia clara, por esto se programó 2 experimentos adicionales con 
relaciones molares de 15:1 y 20:1, para determinar el comportamiento de este factor; se obtuvo % 
peso de etilésteres es 91.12 91.98 % respectivamente, por lo que se infiere que la tendencia de la 
curva es plana para valores mayores a 10 en relación molar.  
 
La concentración de catalizador sigue un comportamiento parabólico, su punto máximo corresponde 
al valor idóneo para obtener mayor conversión, resultado coherente con los datos experimentales y 
con publicaciones sobre el tema. Se ha demostrado que existe una concentración de catalizador, por 
encima de la cual la conversión disminuye debido a problemas de gelificación del biodiesel y 
aumento en la formación de jabones. La temperatura de reacción muestra un efecto sutilmente 
positivo, con una clara tendencia a permanecer constante en el intervalo de temperatura 
comprendido entre 30-35 ºC, resultado que es consistente  con estudios realizados para el aceite de 
ricino, para el cual se ha demostrado que la reacción de transesterificación se lleva a cabo a 
temperatura ambiente (entre 25-32 ºC), principalmente debido a la alta solubilidad del aceite con el 
alcohol (Francia , 2003; Cheila , et al., 2005; Benavides, 2006; Lima N, et al.,2006 ).  
 
En la figura 3.3. se muestra el comportamiento de los factores cruzados sobre la producción de 
etilésteres que al igual que en la figura 3.2., muestran el cambio de los factores al pasar de un nivel 
bajo a un nivel alto. 
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Figura 3.3.Gráfico de efectos cruzados sobre la concentración de etilésteres 
Cada factor varía desde su nivel más bajo a su nivel más alto. El signo de las líneas indican si el 
segundo factor de la interacción se encuentra en un nivel alto ó bajo, mientras muestra la tendencia 
del primer factor en dichos niveles. 
 
 El tercer factor se mantiene siempre en el nivel más bajo. Se observa de la figura anterior que para 
el primer factor cruzado TC, se obtienen rendimientos mayores cuando se emplea una concentración 
baja de catalizador, esto se debe primordialmente a la formación de geles y jabones que disminuyen 
la conversión del biodiesel cuando se emplean concentraciones altas del catalizador; ahora se 
observa también para este mismo factor que para concentración de catalizador alta (+) tanto para 
baja temperatura (25ºC) como a alta temperatura (35 ºC), la concentración de etilésteres es muy 
similar (oscila entre 77-79 % p/p); esto mismo ocurre cuando la concentración de catalizador es baja 
(-),para baja temperatura (25ºC) como a alta temperatura (35 ºC), la concentración de etilésteres es 
también (oscila entre 83-85 % p/p); esto quiere decir que el efecto cruzado TC no afecta 
significativamente el rendimiento de la reacción, este resultado es coherente con la información 
mostrada en el diagrama de pareto.  
 
Un análisis similar al anterior se hace para los otros dos factores cruzados TR y CR, Para TR se 
observa que tanto para relaciones molares bajas (-) y altas (+), a medida que aumenta la 
temperatura de su nivel bajo al nivel alto (25 ºC- 35 ºC), la concentración de etilésteres cambia muy 
poco ( 65-67 % p/p para nivel bajo de relación molar; 95-97 % p/p para relación molar alta); para el 
factor CR se observa que para relaciones molares bajas la concentración de etilésteres aumenta 
hasta un valor máximo y luego decrece, este comportamiento también se manifiesta cuando la 
relación molar es alta (+), sin embargo hay que destacar que cuando la relación molar es baja y la 
concertación de catalizador es alta se forman jabones pero al quedar concentrados la mezcla 
reaccionante se gélifica (se precipitan los jabones), mientras que con relación molar alta se forman 
jabones pero quedan disueltos en la mezcla reaccionante y no se observa la formación de 
precipitados, es por esta razón que para la misma concentración de catalizador se obtienen mayores 
rendimientos con concentraciones molares altas. 
 
 En la tabla ANOVA los términos correspondientes a la suma de cuadrados y cuadrados medios de 
los factores están directamente relacionados con la magnitud de cada efecto. En el modelo 
estadístico generado por el software StatGraphycs se muestran los coeficientes de regresión de 
cada efecto, obtenidos por regresión de los datos experimentales.  
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Este modelo es indispensable para pronosticar concentraciones de etilésteres en otras condiciones 
que estén dentro del intervalo experimental. En la tabla 3.5. Se presenta la magnitud de los 
coeficientes del modelo estadístico ajustado a los datos experimentales. 
 
Tabla 3.5. Coeficientes de regresión de los factores estimado por regresión de los datos experimentales 
 

Factor Coeficiente 
T 3.01112 
C 362.257 
R 13.3065 

TC -0.2501 
TR -0.00432143 
TT -0.0397531 
CR -0.873286 
CC -143.856 
RR -0.614316 

Constante -235.602 
 
El modelo estadístico que representa la variable de respuesta para el intervalo experimenta de 
estudio es el siguiente: 
 

2 2 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9y = B  + B T + B C + B R + B T + B C + B R + B TC + B TR + B CR  3.1 

 
El estadístico R-cuadrado para este modelo es de 99.6629, esto indica que el modelo así ajustado 
explica el 99,6629% de la variabilidad en la variable de respuesta.  El error estándar de la estimación 
muestra es de 1,15431, el error absoluto de la media (MAE) de 0,655278, este nos da una medida 
de la desviación entre los valores pronosticados y los datos experimentales, estos errores son 
bastante bajos por lo cual se garantiza un buen ajuste. Se puede visualizar la bondad del ajuste 
realizando un gráfico entre valores pronosticados contra datos experimentales observados, en la 
figura 3.4. se muestra el ajuste de el modelo a los datos experimentales. 
 

 
Figura 3.4. Ajuste de los datos experimentales y datos predichos por el modelo estadístico 
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Cuanto más cerca estén los puntos a la línea diagonal, mejor será el modelo para predecir los datos 
observados. En este caso, podemos ver que el comportamiento entre los datos predichos por el 
modelo contra los observados experimentalmente, se ajustan a una línea recta Y=0.9993*X+0.1085, 
con un coeficiente de correlación R2= 0.9982, con esto vemos que los resultados experimentales son 
aproximadamente iguales a los estimados estadísticamente, por lo cual se corrobora la confiabilidad 
del ajuste. 
 
El modelo estadístico nos sirve para graficar la superficie de respuesta, con la cual se visualiza de 
una manera global el efecto de todos los factores sobre la concentración de etilésteres, La superficie 
de respuesta es útil además  para encontrar la región en la que se encuentra el punto óptimo dentro 
del intervalo experimental.  
 

 
 

Figura 3.5. Superficie de respuesta para el modelo estadístico 
 

Con ayuda de los gráficos de contorno de la superficie de respuesta se localiza de una manera más 
aproximada el valor del punto óptimo de reacción. Cada curva coloreada representa una isóstera 
(curva de concentración constante); en este gráfico el valor del punto amarillo corresponde al punto 
óptimo experimental. 
 

 
Figura 3.6. Isócontornos de la superficie de respuesta 
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Las coordenadas del punto óptimo localizado en el diagrama de Isócontornos se muestran a 
continuación: 
 
Tabla 3.6. Condiciones óptimas de reacción según diseño de experimentos 
 

Factor Inferior Mayor Óptimo 
Temperatura ºC       21.9822           38.0178           30 

Catalizador % p/p     0.829552     1.67045          1.2 
Relación molar        0.613725          12.3863           9.85959 

Valor Óptimo = 97.123 % 
 
De la tabla anterior se observa que el valor de concentración en el punto óptimo corresponde a 
condiciones experimentales que no aparecen en la serie de pruebas realizadas, estas condiciones 
están dentro del intervalo experimental. Se validó el modelo estadístico y el diseño experimental 
realizando pruebas experimentales por triplicado en las condiciones óptimas de reacción predichas 
por el modelo y comparando los resultados, a continuación se muestra el resultado de la validación 
del modelo estadístico.  
  
Tabla 3.7. Validación del modelo estadístico hallado con el diseño de experimentos 
 

% Experimental % Predicho Desviación Standard Error relativo % 
95.32 97.123 1.2749 1.8564 
92.23 97.123 3.4598 5.0379 
93.98 97.123 2.6467 3.8538 
Media Media   
93.64 97.123 2.4628 3.5861 

D. Standard D. Standard   
1.5617 0   

 
Tanto el error relativo como la desviación estándar de la media son valores muy bajos con lo cual se 
garantiza que la dispersión de los datos experimentales obtenidos es despreciable y que los 
resultados experimentales y predichos por el modelo son similares, con lo cual el modelo estadístico 
predicho en el diseño de experimentos queda validado. 
 
Todo diseño de experimentos está basado en tres hipótesis fundamentales que es necesario 
corroborarlas para garantizar la validez de toda la metodología, estas hipótesis son: 
 

• Varianza constante de los residuales 
• Media cero de los residuales 
• Distribución normal de los residuales 

 
Para chequear estas tres hipótesis se analizaron los datos numéricos de los residuales 
proporcionados por el software StatGraphycs. Mediante un  gráfico de probabilidad normal contra los 
residuales se corroboró la hipótesis de normalidad como se muestra en la figura 3.7. 
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Figura 3.7. Gráfico de probabilidad normal 
 

Este gráfico ayuda a determinar si los residuos siguen o no la distribución normal supuesta.  Está en 
una escala tal que si los residuos siguen una distribución normal, los puntos se encontrarán 
aproximadamente a lo largo de una línea recta. Cualquier desviación uniforme de una línea recta 
sería una señal de conducta no normal; en este caso vemos que los residuos se ubican alrededor de 
la recta normal, por lo que se concluye que no se viola la suposición de normalidad. El valor medio 
de estos residuales es de -0.0000000792, por lo que se puede infererir que se cumple la hipótesis de 
media cero para los residuales. Para determinar si la varianza de los residuales permanece 
constante se realizó el gráfico de residuales contra número del experimento.  
 

 
 

Figura 3.8. Gráfico de residuales vs. número de ejecuciones 
 

En este gráfico se puede observar que los residuales se distribuyen de manera aleatoria, lo cual 
garantiza que no existe correlación entre los errores en función del orden en que se ejecutan las 
pruebas, por lo que se infiere que no hay presencia de sesgos en los datos experimentales. Otro 
criterio estadístico para determinar la no presencia de sesgos en el diseño es el  estadístico Durbin-
Watson (DW), el examina los residuos para determinar si hay cualquier correlación significativa 
basada en el orden en el que se ejecutan las pruebas.  Puesto que el p-valor encontrado en 
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StatGraphycs para el estadístico DW es 0.4499 por tanto superior a  0.05, no hay indicios de 
correlación de serie en los residuos.   
 
Es necesario resaltar que se pudo llegar a un resultado similar empleando otras técnicas 
experimentales como los diseños factoriales 3k el número de ejecuciones para lograr este propósito 
es elevado, como mínimos se requiere de 27 pruebas, esto hace costoso el procedimiento e 
impráctico. Estos diseños suelen elegirse por el argumento de que al hacer combinaciones de los 
factores con tres niveles se pueden predecir comportamientos no lineales de la variable de 
respuesta, cosa que no sucede con los experimentos completos 2k en los que se predicen 
comportamientos lineales; sin embargo, existen varias clases de diseños cuyos resultados predicen 
satisfactoriamente comportamientos no lineales sin necesidad de aumentar el número de 
ejecuciones dramáticamente, entre estos están los diseños centrales compuestos empleado en 
este trabajo. Los diseños centrales compuestos son diseños tipo 2k aumentados con 2k puntos 
axiales y n réplicas en el punto central, estas características le brindan al diseño las propiedades de 
rotabilidad y ortogonalidad, las cuales son propiedades deseadas para explorar curvaturas o 
comportamientos no lineales de la variable de respuesta. Para mayor compresión de estas 
propiedades se puede consultar Montgomery 2002; Kuhel 2002. 
 
 
3.3. Cinética de la transesterificación 
 
3.3.1. Métodos cromatográficos 
 
Los análisis de las concentraciones de etilésteres, glicerina libre y ligada se realizó con base al 
biodiesel sin lavar y secar, esto con el fín de no eliminar compuestos de interés en la cinética. Desde 
un punto de vista comparativo el porcentaje % p/p de los etilésteres cuantificados es menor al 
analizado en el diseño de experimentos, sin embargo esto no indica que la reacción haya tenido 
menor conversión, esto se puede explicar con base a la presencia del etanol, en el diseño de 
experimentos, el porcentaje de etilésteres se estimó en una solución libre de etanol (componente 
mayoritario), mientras que para el estudio cinético la concentración se estimó en un medio con 
presencia de etanol.  
 
Es importante recalcar que se cuantificó etilésteres, mono, di, triglicéridos totales, por lo dispendioso, 
y costoso que resultaría seguir cada especie por separado, además de presentarse un problema 
desde el punto de vista de la reactividad, por que es posible que no se determine con certeza cuales 
reacciones se den primero, cuales compiten por consumir en mayor proporción el etanol,  Por 
consiguiente, se concluyó que es más adecuado considerar globalmente al aceite, que es la forma 
habitual de trabajar la información cinética en otros estudios de este tipo (Darnoko, et al., 2000). Una  
alternativa para superar esta dificultad puede ser preparar artificialmente una materia prima 
compuesta de un único triglicérido, o por lo menos en un alto porcentaje, transesterifcarlo y seguir su 
cinética. No obstante, un experimento de este tipo no tendría sentido, pues son pocos los aceites 
vegetales compuestos por un triglicérido exclusivamente, y su estudio sería de interés plenamente 
académico.  
 
Para los análisis de las muestras no fue necesario realizar duplicado, ya que se contó con un 
sistema de auto muestreó e inyección automática que suministra siempre la misma cantidad de 
muestra y modo de inyección al  cromatógrafo. La cuantificación de cada especie se realizó con la 
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metodología del estándar interno, este método esta basado en que cuando las señales del analito y 
del estándar interno responden ante fluctuaciones de los instrumentos ó del método de análisis, lo 
hace de manera proporcional, entonces la razón de sus señales son independientes de tales 
fluctuaciones, de esta manera el método compensa errores provenientes de la manipulación de la 
muestra a analizar, con lo cual se elimina la incertidumbre en los resultados. A continuación se 
presenta un cromatógrama típico  de una muestra de biodiesel de aceite de ricino (Figura 3.9.). 
 
 

 
 

Figura 3.9. Cromatógrama del biodiesel de aceite de ricino en 2 minutos de reacción  y 20 °C 
 
En la figura anterior se puede observar que la columna del cromatógrafo hace la separación según el 
punto de ebullición de los compuestos los cuales están directamente relacionados con sus  pesos 
moleculares, por esto fue indispensable derivatizar las muestras con el fin de disminuir la volatilidad 
de los compuestos especialmente los más pesados y logar una buena separación, en el 
cromatógrama se identificaron las zonas en las que aparecen los monoglicéridos, etilésteres y la 
glicerina, esto se pudo lograr inyectando los patrones de cada sustancia a analizar, sin embargo 
para los di y triglicéridos no se consiguen en el mercado los patrones para cromatografía, para 
identificar estos picos se prepararon di glicéridos de aceite de ricino (Millqvist, et al., 1997)  y se 
identificaron las zonas en la que aparecían los picos más pronunciados, este resultado se corroboró 
inyectando di glicéridos de otros ácidos grasos como la di oleína y di palmitina; para los triglicéridos 
se preparó una muestra del aceite, pues este contiene cerca del 90 % p/p de este compuesto, sin 
embargo no se pudo identificar con mucha claridad estos picos, el factor de respuesta de este 
compuesto es muy bajo, esto dificulta poderlo cuantificar, por tal motivo se decidió calcular esta 
especie a partir de los balances de masa. 
 
En el anexo H se presentan los cromatógramas de los estándares internos y de algunas muestras de 
biodiesel analizadas. 
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La concentración molar de cada especie se obtiene realizando cálculos sencillos al porcentaje peso 
de cada sustancia. 
 

[ ] [ ] Densidad de la mezcla
molar  = % p/p analito * *1000

Peso molecular analito
 3.2 

 
3.3.2. Reacción de transesterificación 
 
Según el mecanismo de reacción para la transesterificación descrito en la figura 1.3., a medida que 
transcurre el tiempo, se forman compuestos intermedios como los mono y di glicéridos, la formación 
de estos compuestos se evidencio de manera visual, al iniciar la reacción la viscosidad de la mezcla 
empieza a aumentar debido a la formación de una emulsión entre los mono y di glicéridos con el 
etanol, a medida que aumenta el tiempo de reacción la emulsión va desapareciendo como 
consecuencia de la disminución en la concentración de los mono y di glicéridos, y la viscosidad 
disminuye dramáticamente. Estos resultados concuerdan con reportes de otros estudios cinéticos 
(Freedman, et al., 1986; Montoya, P., 2006; Manolito, et al., 2007) 
 

 
Figura 3.10. Producción de biodiesel durante  los primeros 10 minutos de reacción. 
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En las figuras 3.11, 3.12, y 3.13 se presenta la evolución de cada especie durante la reacción de 
transesterificación 
 

 
 

Figura 3.11. Evolución de la concentración de mono y di glicéridos en la transesterificación de aceite de ricino a 
20 °C 

 
 

 
 

Figura 3.12. Evolución de la concentración de Etilésteres, glicerina y triglicéridos en la transesterificación de 
aceite de ricino a 20 °C 
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Figura 3.13. Evolución de la concentración de etanol en la transesterificación de aceite de ricino a 20 °C 
 
Alrededor de los 100 segundos ( ≈ 2 min), la producción de mono y di glicéridos es máxima, siendo 
la velocidad de formación y consumo de los diglicéridos mayor que la de los monoglicéridos, cerca 
de los 600 segundos (10 min) se alcanza el estado estacionario, la concentración de los glicéridos 
disminuye hasta llegar a un valor cercano a cero, indicando una alta conversión total de estos 
compuestos.  
 
La curva de  formación de glicerina presenta un comportamiento sigmoidal durante los primeros 50 
segundos de reacción, este comportamiento puede presentarse debido a que en 20°C la viscosidad 
del aceite es alta comparada con la viscosidad a temperatura ambiente, lo cual aumenta la 
resistencia a la difusión de los reactivos; puede ser también posible  que a esa temperatura no se 
haya iniciado la tercera etapa de la reacción por lo cual la concentración de glicerina durante ese 
tiempo sea siempre cero. 
 
 Se observa un comportamiento interesante en el consumo del etanol, se observa de la figura 3.13 
que la concentración en el estado estacionario es aproximadamente 4.63 molar, solamente se 
consumieron 1.97 moles/litro, esta concentración equivale a haber trabajado con una relación molar 
teórica de 2.9; es decir, se consume la cantidad estequiométrica de etanol; durante la reacción no se 
presento perdida de etanol por evaporación, garantizándose a si que el volumen de la reacción 
permaneciera constante todo el tiempo. A pesar de que solo se consume 1.97 mol/litro de  etanol, es 
necesario resaltar que el etanol remanente es indispensable para mantener homogeneidad de la 
mezcla reaccionante, eso garantiza cortos tiempos de reacción, evita la formación de zonas muertas, 
resistencias a la difusión de reactivos y gradientes de temperatura.  
 
El efecto de la temperatura en la conversión de los triglicéridos y  etilésteres se presenta en las 
figuras 3.14. y  3.15. En ellas se puede observar que con el aumento de la temperatura se hace más 
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pronunciada la caída de la concentración de los triglicéridos y el  incremento de los ésteres etílicos, 
lo que trae como consecuencia adelantar los puntos de máximas concentraciones para los di y 
monoglicéridos. Este hecho está en concordancia con la observación generalizada que una reacción 
se acelera por acción de la temperatura. 
 

 
 
Figura 3.14. Efecto de la temperatura en la conversión de triglicéridos en la transesterificación de aceite de ricino 
 
 

 
 

Figura 3.15. Efecto de la temperatura en la conversión de etilésteres en la transesterificación de aceite de ricino 
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Es muy importante observar que en el estado estacionario, la concentración de etilésteres obtenidos 
a cada temperatura es parecida (2.1, 2.06, 2.05 molar a 50, 30, 20 °C respectivamente), estos 
resultados están acordes con la información obtenida con el diseño de experimentos en el que se 
comprobó que la temperatura es un factor que influye de manera muy leve en la producción de 
biodiesel; además concuerda con resultados obtenidos por otos investigadores que han reportado 
que para transesterficación de aceite de ricino la reacción procede de manera satisfactoria entre 20-
35 °C y  con relaciones molares alcohol/aceite entre 6:1-10:1 (Smith,M.K,1949).  
 
Las conversiones de biodiesel obtenidas a estas temperaturas observadas con  base en la 
concentración molar de triglicéridos es muy alta, muy cercano a conversión completa, sin embargo 
hay que tener en cuenta que como el triglicérido se obtuvo por balances de masa, es posible que 
exista cierto error, ya que en el balance no se tiene en cuenta la fracción de triglicéridos que se 
transformo en jabones por saponificación, ó así mismo la fracción de triglicéridos que se pudo 
quedar sin reaccionar ó que participó en reacciones de esterificación, sin embargo el porcentaje en 
peso de etilésteres calculado en una base libre de etanol y glicerina , es una aproximación bastante 
razonable a la conversión de etilésteres, inclusive muchos autores emplean ambos términos 
indistintamente (Manolito, et al., 2007) ; los porcentajes en peso de etilésteres son 97.4, 97.56, 97.62 
% p/p respectivamente.   
 
Es importante observar que los porcentajes en peso de etilésteres obtenidos en el diseño de 
experimentos estuvieron alrededor de los 83-92 % p/p y 93.64 % en el punto óptimo de reacción, con 
base a un biodiesel completamente lavado y seco; sin embargo comparando con los resultados 
obtenidos con el análisis de la cinética de transesterificación, podemos ver que la concentración de 
etilésteres calculada con base a un porcentaje libre de glicerina y etanol son un poco mayor, esta 
diferencia se debe a la incertidumbre generada por las inyecciones realizadas con el cromatógrafo 
de gases Varian 3800 destinado al análisis de la muestras para el diseño de experimentos, en este 
equipo las inyecciones se hacen manualmente, esto genera incertidumbre que en la mayoría de losa 
casos es difícil de cuantificar, generalmente problemas en la velocidad de inyección, purgado de las 
jeringas, desgaste de septum, el volumen  inyectado puede variar de inyección a inyección, mientras 
que para los análisis realizados para la cinética química se empleó un cromatógrafo Agilent con 
automuestreador e inyección automática, que garantiza siempre las mismas condiciones de 
inyección disminuyendo considerablemente los factores de error en los análisis; sin embargo es de 
rescatar que a pesar de los inconvenientes presentados, las tendencias de los datos se ajustan a 
resultados obtenidos por otros autores, y además el porcentaje de desviación entre estos análisis no 
supera el 5 % (3.86 % con una desviación estándar de 0.02729), por lo cual se asume que los 
resultados obtenidos en el diseño de experimentos y en el análisis cinético  son consistentes. 
 
3.3.3. Parámetros cinéticos 
 
En la tabla 3.8.  Se presentan los resultados de los coeficientes cinéticos de la reacción de 
transesterificación del aceite de ricino encontrados por optimización  de los datos experimentales al 
modelo cinético presentado en la figura 1.3. 
 
Según los datos obtenidos la primera y tercera etapa de la reacción puede considerarse como 
irreversibles, el valor de la constante directa son aproximadamente 10 y 40 veces mayores que las 
constantes de la reacción inversa para las diferentes temperaturas de estudio, en general se observa 
que las velocidades de reacción de las etapas directas son siempre mayores que las velocidades de 
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reacción de las etapas inversas, además de esto se observa que entre una etapa y la otra los 
coeficientes cinéticos van siendo cada vez mayores, es decir que la primera etapa de la reacción es 
la más lenta y por tanto la etapa controlante de la reacción, mientras que la ultima etapa de reacción 
es la más rápida de todas. Este hecho se puede explicar desde el punto de vista del impedimento 
estérico que se tiene en la conversión triglicérido a diglicérido, donde las tres sustituciones de 
cadenas de ácidos grasos del primero dificultan la aproximación de las moléculas del alcohol al 
centro reactivo. Este fenómeno, para el caso de los monoglicéridos, en la última etapa, ya no tiene 
tanto efecto; pues únicamente se tiene una sustitución y por consiguiente se facilita el ataque 
nucleofílico del etanol sobre el grupo carbonilo. 
 
Tabla 3.8. Coeficientes cinéticos para la transesterificación de aceite de ricino con etanol y NaOH a diferentes 
temperaturas 
 

T (°C) k1 (L/mol-s) k2 (L/mol-s) k3 (L/mol-s) k4 (L/mol-s) k5 (L/mol-s) k6 (L/mol-s) 
20 0.00298 0.0002349 0.00696 0.002998 0.012099 0.000366 
30 0.004172 0.00029765 0.009106 0.003488 0.022212 0.0005267 
50 0.0077826 0.0004872 0.03024 0.0112 0.04239 0.0008304 

 
Estos coeficientes cinéticos no se pueden comparar con los obtenidos para otras cinéticas de 
reacción con aceite de ricino debido a la carencia de estudios con este tipo de aceite; sin embargo  
se puede comparar los ordenes de magnitud de estos coeficientes con los reportados  para otros 
tipos de aceite como los que se muestran en la tabla 3.9. 
 
Tabla 3.9. Coeficientes cinéticos reportados por algunos investigadores para la reacción de transesterificación 
 

Ref. T k1 k2 k3 k4 k5 k6 
Montoya, 

2006 
50 3.05E-03 8.81E-03 1.18E-02 1.54E-02 1.84E-02 2.17E-05 

Noureddini, 
et al,1997 50 8.33E-04 1.83E-03 3.58E-03 0.02046 4.03E-03 1.16E-04 

Darnoko, et 
al,2000 50 3.00E-04 0 6 E-04 0 1.86E-03 0 

Manolito, et 
al 2007 25 1.23E-04 2.33E-05 3.38E-04 1.81E-04 2.29E-03 9E-05 

Manolito, et 
al 2007 

40 3.63E-04 4.83E-05 1.08E-03 5.31E-04 3.8E-03 2.13E-04 

 
El valor numérico  de los coeficientes cinéticos para la transesterificación del aceite de ricino, son 
aproximadamente del mismo orden de magnitud que los obtenidos con otros aceites en condiciones 
similares de reacción, eso da  una idea de que las secuencias de reacciones para la 
transesterificación transcurren de manera similar, para cualquier tipo de aceite.  
 
En la tabla 3.10 se presentan las constantes de equilibrio para cada etapa de reacción, además de 
sus respectivos cambios en energía libre. Se observa que tanto por etapas como de manera global, 
la reacción de transesterificación es un proceso espontáneo. 
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Tabla 3.10. Constantes de equilibrio y energías libres de reacción de la transesterificación de aceite de ricino con 
etanol e hidróxido de sodio y sus etapas a diferentes temperaturas 
 

T 
° C 

K1 K2 K3 K global ∆∆∆∆G1 
J/mol 

∆∆∆∆G2 
J/mol 

∆∆∆∆G3 
J/mol 

∆∆∆∆G global 
J/mol 

20 12.6862 2.3215 33.0573 973.5970 -2689.2 -891.53 -3703.0 -2373012.7 
30 14.0164 2.6106 42.1720 1543.170 -2794.79 -1015.77 -3960.77 -3889577.38 
50 15.9741 2.7 51.0476 1785.560 -2850.99 -1043.03 -4031.73 -4648981.7 

  
Se realizó el cálculo de el cambio de entropía y entalpía de la reacción haciendo el ajuste del 
logaritmo de la constante de equilibrio versus el inverso de la temperatura (Figura 3.16.), los 
resultados muestran que la transesterificación es un proceso exotérmico (∆H=0.008314 J/mol), y el 
cambio de entropía es negativo (∆S=0.05487 J/molºK), esto se debe a que las moléculas de 
glicerina y etilésteres poseen un estructura química y geometría molecular más ordenada que la de 
los triglicéridos.  
 

 
 

Figura 3.16. Gráfico de Log (K) vs 1/T para la reacción de transesterificación del aceite de ricino 
 

A pesar de que la reacción de transesterificación es endotérmica, el calor absorbido es bastante 
bajo, esto cantidad es insignificante, ni siquiera es lo suficiente como para aumentar en 1 ºC la 
temperatura de la reacción (Cp. biodiesel ≈ 680 J/mol ºK), por lo que se puede afirmar que la 
reacción es siempre isotérmica. 
 
A partir de las constantes de velocidad de la Tabla 3.8. y la ecuación 1.1. se pueden determinar los 
parámetros de Arrhenius de cada una de las reacciones, tanto directas como inversas, de las etapas 
de la transesterificación, cuyos resultados se resumen en la Tabla 3.11.Estos valores de energía de 
activación se encuentran dentro del orden de magnitud comparados con los valores reportados  para 
otro tipo de aceites (Montoya, 2006; Noureddini, et al.,1997;Darnoko, et al,. 2000;Manolito, et al., 
2007). 
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Tabla 3.11. Parámetros de Arrhenius para las reacciones de la transesterificación de aceite de ricino con etanol y 
NaOH 
 

 Ea (J/mol) k0 (L/mol-seg) Coeficiente de regresión 
Reacción 1 11266,7079 125,68979 0.9907 
Reacción 2 8716,71212 0,88491183 0.9795 
Reacción 3 17838,3307 132099,143 0.9596 
Reacción 4 16176,3021 11513,3047 0.9358 
Reacción 5 14384,5704 10437,5844 0.9704 
Reacción 6 9672,85662 3,5505857 0.9617 

 
Estos resultados muestran que en algunas etapas de la reacción, las energías de activación son 
mayores en la etapa directa que en la etapa inversa, no se puede interpretar de esta información que 
la etapa directa es más lenta que la etapa inversa, es necesario tener en cuenta el factor de 
colisiones k0, es decir es posible que la energía de activación de una reacción sea baja pero al 
mismo tiempo lo sea su factor de colisiones, lo que indicaría que muy pocas moléculas estarían 
chocando para formar los productos y por tanto el efecto neto será una tasa de reacción baja. 
 
El mejor criterio para estimar cual reacción procede más rápido  que la otras, es comparando los 
respectivos coeficientes cinéticos, los cuales llevan asociados tanto el efecto de la energía de 
activación, como la frecuencia efectiva de las colisiones. 
 
Como se ya se ha dicho con anterioridad, la teoría del estado de transición permite estimar los 
parámetros de activación de una reacción a partir de información cinética. 
 
Para el caso de las reacciones planteadas en la figura 1.3, se determinó la energía libre, la entalpía y 
la entropía de activación, que aparecen en las tablas 3.12 a 3.14. La energía libre de activación es el 
criterio que realmente se considera como indicador de la velocidad de una reacción; y para el caso, 
este parámetro refuerza las observaciones que se hicieron  de las etapas más rápida y lenta del 
proceso. 
 
Tabla 3.12. Energías libres de activación de las reacciones de la transesterificación de aceite de ricino con etanol 
y NaOH 
 

T 
° C 

∆∆∆∆G≠1 
(J/mol) 

∆∆∆∆G≠2 
(J/mol) 

∆∆∆∆G≠3 
(J/mol) 

∆∆∆∆G≠4 
(J/mol) 

∆∆∆∆G≠5 
(J/mol) 

∆∆∆∆G≠6 
(J/mol) 

20 37320,20 40009,43 36422,29 37313,82 35836,98 39539,99 
30 38261,67 41151,79 37407,26 38457,69 36431,175 40527,06 
50 40132,970 43366,31 38549,21 39708,20 38155,11 42744,10 

 
La energía libre da idea de la cantidad de energía que se necesita para romper enlaces que 
mantienen ligadas ciertas regiones de la estructura de los reactantes, por tanto a mayor energía libre 
del complejo activado, más lenta será la reacción. Con esta información se puede plantear de 
manera aproximada el grafico de energía libres versus coordenada de reacción, como se muestra en 
la figura 3.17 
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Figura 3.17. Diagrama de energía libre vs. Coordenada de reacción para la transesterificación de aceite de ricino 

con alcohol etílico, catalizada con NaOH 
 
En este diagrama se evidencia con mayor claridad que tantos los diglicéridos como los 
monoglicéridos son intermediarios, pues estos están ubicados sobre valles de la curva, haciéndolos 
moléculas de baja energía libre; y por tanto, estables y con un tiempo de vida finito en términos 
cinéticos y no de duración efímera como un estado de transición. 
 
Las entalpias de activación dan idea de la estabilidad química del estado de transición. La energía 
requerida para la reorganización de enlaces es reflejada en la magnitud de esta propiedad. 
 
Tabla 3.13. Entalpias de activación de las reacciones de la transesterificación de aceite de ricino con etanol y 
NaOH 
 

T 
° C 

∆∆∆∆H≠1 
(J/mol) 

∆∆∆∆H≠2 
(J/mol) 

∆∆∆∆H≠3 
(J/mol) 

∆∆∆∆H≠4 
(J/mol) 

∆∆∆∆H≠5 
(J/mol) 

∆∆∆∆H≠*6 
(J/mol) 

20 8830,5887 6280,59292 15402,2115 13740,1829 11948,4512 7236,7374 
30 8746,19754 6196,20176 15317,8203 13655,7917 11864,06 7152,34624 
50 8579,90954 6029,91376 15151,5323 13489,5037 11697,772 6986,05824 

 
Los valores de entalpia del complejo activado son positivos, indicando el estado de transición se ha 
generado por la formación parcial de  nuevos enlaces. Es muy importante resaltar que para cada 
etapa de la reacción existe un único estado de transición, en la  ecuación 1.3.se presenta el 
mecanismo general para una reacción desde el punto de vista de la formación del estado de 
transición, como se puede apreciar existe un equilibrio termodinámico entre reactantes y complejo 
activado, luego aunque existe información para los cálculos, no tiene ningún tipo de significado los 
valores de ∆H≠,∆S≠, ∆G≠, en los estados 2,4,6 respectivamente (etapas inversas). 
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La entropía de activación está relacionada directamente con el grado de organización, configuración espacial, 
modos de vibración y rotación del complejo activado. 
 
Tabla 3.14. Entropías de activación de las reacciones de la transesterificación de aceite de ricino con etanol y 
NaOH 
 

T 
° C 

∆∆∆∆S≠1 
(J/mol ºK) 

∆∆∆∆S≠2 
(J/mol ºK) 

∆∆∆∆S≠3 
(J/mol ºK) 

∆∆∆∆S≠4 
(J/mol ºK) 

∆∆∆∆S≠5 
(J/mol ºK) 

∆∆∆∆S≠*6 
(J/mol ºK) 

20 -97,1848 -115,055 -71,7049 -80,4144 -81,4893 -110,195 
30 -97,3622 -115,306 -72,8666 -81,8193 -81,0397 -110,099 
50 -97,6422 -115,533 -72,4059 -81,1347 -81,8732 -110,658 

 
Los cambios de entropía del estado de transición son negativos, indicando que el complejo activado 
posee una estructura química más ordenada que la de los reactivos, por lo general esto sucede 
cuando el complejo de transición ha perdido 2 grados de libertad en rotación, vibración ó traslación 
de la molécula, comúnmente esto se manifiesta cuando el complejo activado se forma por la 
asociación de dos moléculas (formación de estructuras de transición  cíclicas).   
 
En la figura 3.18. se muestra una representación del estado de transición más probable para la 
reacción de transesterificación 
 

 
 

Figura 3.18. Mecanismo concertado para la transesterificación de aceite de ricino con etanol y NaOH 
 

Son muy pocos los trabajos que se han desarrollado en comprender desde un punto de vista mas 
microscópico, el mecanismo de la transesterificación, esto se debe principalmente a la complejidad a 
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la hora de simular moléculas de gran tamaño como los triglicéridos y a la complejidad matemática de 
las teorías involucradas en este campo. Asakuma , et al, (2008) presentó un trabajo muy completo 
sobre la identificación de los estados de transición mas probables para la reacción de 
transesterificación empleando simulación computacional basada en principios de química quántica 
computacional, empleando metodologías ESP (Electrostatic potencial) para la estimación de las 
energías de activación y modelos HF/STO-3G (Hartree Fock / Slater type orbitals theory ). En la 
figura 3.19. se presenta la geometría molecular del intermediario obtenido por simulación 
computacional de un triglicérido genérico con etanol. Los autores comprobaron que tanto el efecto 
del largo de la cadena de los triglicéridos, así como el contenido de dobles enlaces afectan muy 
poco la energía y configuración del complejo activado (Asakuma, et al., 2008), por lo cual esta 
geometría es válida para la gran mayoría triglicéridos empleados en la producción de biodiesel. 

 
 
 

 
Figura 3.19. Estructura del complejo activado Etanol-Triglicéridos obtenidos por simulación computacional 
 
El grupo alcóxido se siente atraído por  las zonas donde se encuentra más concentrada la nube 
electrónica para formar un complejo con alta  estabilidad (Atracción por fuerzas electrostáticas 
fuertes tipo dipolo-dipolo), en la figura 3.20. se muestra con más detalle el perfil de las  nubes 
electrónicas en las moléculas de tri, di y monoglicéridos. Se observa que las zonas con mayor 
densidad electrónica son las que están cercanas a los grupos COOR- (Grupos carboxílicos), es 
natural que sean estas zonas las más densamente cargadas debido a la alta electronegatividad de 
los oxígenos que conforman los grupos funcionales carboxilos.  
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Figura 3.20. Distribución electrónica de tri, di y monoglicéridos 
 

Para el caso particular del triglicérido de aceite de ricino el cual posee grupos OH- en el intermedio 
de la cadena hidrocarbonada, es muy posiblemente que hayan cambios en la geometría molecular 
(existe mayor  repulsión electrostática  entre la cadena hidrocarbonada y los grupos funcionales 
carboxílicos), sin embargo los sitios donde se concentra la mayor densidad de carga electrónica 
sigue siendo la misma, es decir donde se encuentran ubicados los grupos COOR-, es muy probable 
que la estructura general del complejo activado no varié debido a este hecho, sin embargo eso es un 
resultado que habría que confirmarlo para ese caso en particular, confirmar si en realidad cambia o 
no la geometría de este complejo para los triglicéridos del aceite de ricino es una tarea que esta 
fuera de los alcances de este trabajo. 
 
3.3.4. Validación del modelo para la reacción de transesterificación 
 
La validación del modelo se realizó con los datos experimentales obtenidos a 40 ºC. Se encontró los 
parámetros cinéticos  a 40 ° C a partir de la ecuación de Arrhenius y los datos presentados en la 
tabla 3.11. Estos parámetros se presentan a continuación: 

Alcohol 
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Tabla 3.15. Coeficientes cinéticos de la transesterificación de aceite de ricino con etanol y NaOH a 40 °C 
 

k1 (L/mol-s) k2 (L/mol-s) k3 (L/mol-s) k4 (L/mol-s) k5 (L/mol-s) k6 (L/mol-s) 
0.006276 0.0004246 0.0206565 0.0077112 0.033867 0.000751 

 
Con estos coeficientes se simulo la cinética de transeseterificación, los resultados se comparan con 
los datos experimentales. En la figura 3.21. se muestra el resultado del ajuste de los datos 
experimentales con los datos simulados de la cinética de transesterificación del aceite de ricino. 
 
 

 
 
Figura 3.21. Validación del modelo para la  cinética de transesterificación de aceite de ricino con etanol y NaOH, 

con datos experimentales tomados a 40 °C 
 

Con el  ajuste tan bueno (Tabla 3.16.) de los datos experimentales y simulados se válido el modelo 



 61 

Tabla 3.16. Coeficientes de correlación obtenidos del ajuste de los datos experimentales a 40 °C con el modelo 
cinético 
 

 Triglicéridos  Diglicéridos  Monoglicéridos  Glicerina  Etilésteres  Etanol 
R2 0.9907 0.9971 0.9986 0.9980 0.9923 0.9929 

 
Los coeficientes de correlación son cercanos a 1, lo que indica que los datos experimentales se 
acoplan muy bien al modelo cinético, es decir aproximadamente el 99 % de la varianza de los datos 
es explicada por el modelo cinético.  
 
3.4. Simulación de la reacción de transesterificación 
 
La simulación de la cinética de transesterificación del aceite de ricino se realizó empleando el 
software Matlab-Simulink de Mathworks, esta es una herramienta que permite simular sistemas 
complejos de ecuaciones diferenciales por medio de diagramas de bloques, lo que facilita la 
compresión del sistema de ecuaciones y evita tiempo y posibles errores de programación. 
 
El sistema de ecuaciones diferenciales que se programan de acuerdo al mecanismo planteado en la 
figura 1.3 son las siguientes: 

 
[ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ] [ ]
dt

EEd

dt

OHd

EEGkOHMGk
dt

Gd

EEGkOHMGkEEMGkOHDGkEEDGkOHTGk
dt

EEd

EEGkOHMGkEEMGkOHDGk
dt

MGd

EEMGkOHDGkEEDGkOHTGk
dt

DGd

EEDGkOHTGk
dt

TGd

−=

−=

−+−+−=

+−−=

+−−=

+−=

65

654321

6543

4321

21

 
3.3 

 
Una de las dificultades en resolver este modelo cinético es la no-linealidad, por lo cual las soluciones 
pueden no ser únicas y separadas. Sin embargo, se tienen algunas estrategias efectivas para salvar 
este inconveniente como por ejemplo una adecuada selección de una solución inicial para iterar, que 
podría ser la de los valores reportados en estudios similares con otros tipos de aceites. Se empleó la 
subrutina ODE 45 (Ordinary Differential Equation- Métodos Runge Kutta con paso variable), las 
condiciones iniciales corresponden al valor de las concentraciones en tiempo cero de cada especie.  
Hay que resaltar que el modelo simulado tiene validez únicamente en el intervalo experimental, 
debido a que solo se conoce la sensibilidad de la cinética con la temperatura en dicho intervalo 
experimental. En las figuras 3.22. – 3.27 se presentan los perfiles de concentración de cada especie 
involucrada en la cinética de transesterificación, obtenidos por simulación en las temperaras de 
20,25,30,35,40,45 y 50 °C. 
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Figura 3.22. Concentración molar de triglicéridos simuladas  a diferentes temperaturas 
 
 

 
 

Figura 3.23. Concentración molar de diglicéridos simuladas  a diferentes temperaturas 
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Figura 3.24. Concentración molar de monoglicéridos simulada a diferentes temperaturas 
 

 
 

Figura 3.25. Concentración molar de glicerina simulada a diferentes temperaturas 
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Figura 3.26. Concentración molar de etilésteres simuladas  a diferentes temperaturas 
 

 
 

Figura 3.27. Concentración molar de etanol simulada a diferentes temperaturas 
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Los perfiles de concentración de los triglicéridos, glicerina, etilésteres, y etanol son curvas 
monótonas, la tendencia de los compuestos es la misma a las diferentes temperaturas, sin embargo 
se nota que en 40 y 45 °C no existe diferencia significativa en los perfiles de etilésteres glicerina, y 
etanol, esto es posible debido a cambios en la etapa controlante de las reacciones ocasionados por 
diferencias en la sensibilidad de los coeficientes cinéticos con la temperatura.  
 
Se puede observar que en la figura 3.22. la concentración de triglicéridos en 40 y 45 °C poseen 
perfiles diferenciados (no se superponen), además se nota que en 45°C la concentración de 
triglicéridos decrece más rápidamente que en 40 °C, lo cual indica que la velocidad de formación de 
biodiesel a esa temperatura (45 °C) debe ser mayor que en 40 °C, sin embargo al analizar las 
figuras 3.23 y 3.24. se observa un comportamiento opuesto, en 45 °C la concentración de mono y 
diglicéridos se consume mas lentamente que en 40 °C, lo cual indica que la velocidad de formación 
de biodiesel en la segunda y tercera etapa de la reacción en 45 °C es mas lenta que en 40°C, por lo 
tanto se notan dos efectos opuestos entre la primera etapa que favorece la formación de biodiesel y 
la segunda y tercera etapa que la desfavorecen.  
 
El perfil de concentraciones para el etanol coincide en 40 y 45 °C, debido a que por balance la 
concentración de etanol depende directamente de la concentración de etilésteres; así mismo el 
comportamiento de perfiles de la glicerina  en 40 y 45 °C coinciden debido a la disminución en la 
velocidad de reacción de los monoglicéridos en la etapa 3.  
 
Hay que resaltar que desde un punto de vista teórico este comportamiento es posible, sin embargo 
estos resultados solo se pueden confirmar comparándolos con datos experimentales de la cinética 
en 45 °C, que para este trabajo no fue posible reproducir.  
 
3.5. Caracterización del biodiesel obtenido 
 
Para garantizar que el biodiesel obtenido cumple con requisitos ambientales y de operación cuando 
es inyectado en motores de compresión, es necesario estimar ciertas propiedades, como su 
densidad, gravedad especifica API a 60º  F, punto de inflamación, entre otros. 
 
En la tabla 3.17. se presentan los resultados de las pruebas realizadas en el laboratorio de crudos y 
derivados de la Facultad de Minas de la Universidad Nacional, para la muestra de biodiesel 
correspondiente al punto óptimo obtenidos en el diseño de experimentos. 
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Tabla 3.17. Calidad biodiesel obtenido en el punto optimo de la reacción de transesterificación 
 

 
 
De esta tabla se puede visualizar que el índice de cetanos, residuos carbonosos, y viscosidad son 
los únicos parámetros que no cumplen con las especificaciones, para ser empleados como 
combustibles. 

El índice de cetanos se puede afectar por la presencia de gomas en el aceite, compuestos 
aromáticos, grupos bencil, sólidos suspendidos, catalizador no eliminado durante el proceso de 
lavado, presencia de glicerina, no removida en el proceso de extracción. Para saber que compuestos 
inciden sobre  el índice de cetano, se realizó un análisis por cromatografía gaseosa acoplada a 
masas, esto con el fin de identificar posibles compuestos aromáticos, gomas, entre otros 
compuestos. Las pruebas se realizaron en el Laboratorio de Análisis Instrumental de la Universidad 
Nacional de Colombia, se empleó la norma ASTM D-6584, para la identificación y cuantificación de 
los etilésteres, glicerol, mono, di y triglicéridos del aceite de ricino.  En la figura 3.28., se muestran 
algunos compuestos aromáticos detectados por el espectrómetro de masas a una muestra de aceite 
de ricino empleada como materia prima en este trabajo. 
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Figura 3.28.  Espectrogramas de compuestos aromáticos presentes en el aceite de ricino 

 
Los porcentajes de estos compuestos en la muestra de aceite de ricino, se muestra en la tabla 3.18. 
 
Tabla 3.18. Concentración de impurezas en la muestra de aceite de ricino 
 

Tiempo de retención (min) Área % p/p 
34.310 57049058 4.436 

34.833 36434722 2.833 

35.389 200633211 15.600 

 
Hay que aclarar que el cálculo de concentración de impurezas es realizado con base a la muestra  
libre de triglicéridos, no tendría sentido mencionar el porcentaje de impurezas del orden  del 15 % 
sabiendo que el % de triglicéridos es alrededor del 90 % p/p de toda la muestra de aceite.  En el 
anexo I, se muestra en detalle todo el reporte del análisis realizado. Se puede ver de estos 
resultados la presencia de compuestos aromáticos, de diferentes pesos moleculares, según el 
reporte de resultados, la  concentración de estos compuestos es significativa, esto es el motivo por 
el cual el índice de cetano del biodiesel obtenido es bajo, además se espera que cuando ocurra la 
ignición del biocombustible, esta produzca residuos sólidos, dado a que estos aromáticos no se 
queman por completo debido a su peso y propiedades físicas, por lo tanto el porcentaje de residuos 
carbonosos es alto, esto se corrobora con el reporte de resultados mostrado en la tabla 3.18. 
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El punto de inflamación del biodiesel, (124.4ºC) cumple con las especificaciones técnicas, como lo 
muestra el reporte de resultados de la tabla 3.17, y que es mucho mayor a la del diésel convencional 
(52ºC), con lo cual se puede inferir, que el etanol fue removido en su gran mayoría en el proceso de 
secado. La viscosidad del biodiesel de aceite de ricino es muy alta (226 cSt), comparada con la de 
otro tipo de aceites como el de palma (40 cSt), esto muestra la gran diferencia en el comportamiento 
reológico de estos dos aceites, es debido a la elevada viscosidad del aceite de ricino, que el 
biodiesel obtenido de el no cumple con los requisitos para ser mezclado y probado directamente en 
motores de compresión.  
 
Una manera de solucionar este problema es el uso de aditivos que disminuyan la viscosidad. A 
pesar de esta limitante, el biodiesel de aceite de ricino, posee una peculiaridad que lo hace 
sobresalir por encima de cualquier otro obtenido de otro tipo de aceites, el punto de fluidez del 
biodiesel de aceite de ricino es muy bajo (-24ºC), comparado con los 18ºC correspondiente al 
derivado de aceite de palma, esto quiere decir que en climas fríos, no hay posibilidad de que se 
formen cristales de aceite, y que por consiguiente dificulten la combustión, o sencillamente se 
apague el motor del carro. Esta es quizás la propiedad más llamativa del biodiesel del aceite de 
ricino, y es por esto que se están desarrollando investigaciones, para obtener mezclas de biodiesel 
de aceite de palma, con biodiesel de aceite de ricino, y encontrar un producto con mejores 
propiedades de fluidez y viscosidad que se pueda emplear sin inconvenientes en motores diésel. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 
Conclusiones 
 

 
El proceso de producción esta afectado principalmente de la presencia de hidróxido de sodio y la 
relación molar alcohol/aceite. La temperatura y el nivel de agitación, no poseen un efecto marcado 
sobre la conversión de etilésteres, esto debido a la afinidad del aceite con el alcohol, lo cual facilita la 
solubilidad de las fases y elimina resistencia a la transferencia de masa por difusión. 
 
Las mejores condiciones para la reacción de transesterificación, encontradas en el diseño de 
experimentos y corroboradas experimentalmente fueron obtenidos a 30ºC, 1.2 % w/w de NaOH, y 
relación molar alcohol/aceite de 9.58. Concentraciones de catalizador superiores a 1% produce 
formación de geles, lo cual disminuye la conversión de los etilésteres. 
 
Con la realización de este trabajo se logró obtener información cinética y termodinámica de la 
reacción de transesterificación del aceite de ricino con alcohol etílico catalizada con NaOH, logrando 
así el aporte de conocimiento que no se tenía reportado hasta el momento, fortaleciendo a la 
comunidad académica involucrada en esta área del conocimiento.  
 
En los primeros segundos  de la transesterificación se forman compuestos intermediarios como los 
mono y diglicéridos, estos intermediarios se manifiestan por la formación de una emulsión que 
aumenta la viscosidad de la mezcla reaccionante; a medida que transcurre la reacción, la conversión 
de ésteres etílicos aumenta y la emulsión desparece. 
 
La cinética de transesterificación del aceite de ricino fue seguida por cromatografía de gases 
analizando el contenido total de cada especie involucrada en la reacción; esto fue debido a que es 
muy tedioso y costoso analizar cada especie por separado, pues por un lado se carece de 
estándares para diglicéridos y triglicéridos, por otra parte se puede presentar inconsistencia en los 
balances de masa, puesto que existen compuestos que son comunes a todos los triglicéridos. 
 
La reacción de transesterificación es un proceso que se da en tres etapas espontaneas, reversibles, 
donde las etapas directas de la reacción son más rápidas que las etapas inversas; En términos 
comparativos la primera etapa de la reacción es la más lenta, por tanto es la etapa controlante de la 
reacción, la tercera etapa de la reacción es la más rápida; este comportamiento se puede explicar  
debido al impedimento estérico del triglicérido, el cual se va haciendo cada vez menos importante a 
medida que disminuya el tamaño de la molécula de los reactivos para cada etapa. 
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Los valores de entalpia de activación son positivos, indicando que el estado de transición se ha 
generado por la formación parcial de  nuevos ‘enlaces’, confiriendo mayor estabilidad al complejo 
activado comparado con la estructura de los reactivos. 
 
Las entropías de activación son negativas, lo cual indica que la estructura química del complejo 
activado es más ordenado que la de los reactivos. Desde el punto de vista de la teoría del estado de 
transición, esto implica la formación de estructuras cíclicas en el estado de transición, además de 
garantizar que el mecanismo por el cual transcurre la transesterificación es concertado. Estos 
resultados confirman el hecho de formación de ‘enlaces’ para el estado de transición descrito por los 
resultados de cambio de entropía del complejo activado. 
 
La validación del modelo cinético se realizó con el ajuste matemático de una serie de datos 
experimentales tomados a 40 °C, concentración de catalizador de 1.2 %, relación molar 
alcohol/aceite de 9.58/1, se obtuvo ajustes con altos coeficientes de regresión (cercanos al 99%), 
indicando que el modelo ajustado explica alrededor del 99 % de la varianza total de los datos. 
 
La simulación del modelo cinético para la reacción de transesterificación se realizó en un intervalo de 
temperaturas de 20 -50°C con incrementos de 5 °C, la tendencia de los perfiles de concentración fue 
la misma para las diferentes temperaturas, sin embargo para las temperaturas de 40 y 45 °C se 
encontraron comportamientos iguales de los perfiles de etanol, glicerina y etilésteres, esto se debe a 
la diferencia de sensibilidad con la temperatura de los parámetros cinéticos correspondientes a la 
segunda y tercera etapa de la reacción. 
  
El biodiesel obtenido presenta propiedades físico-químicas muy buenas como su curva de 
destilación, punto de fluidez, pero presenta otras como la viscosidad, índice de cetano que no lo 
hacen apto para utilizarlo directamente en el motor, por lo que se recomienda adicionar aditivos para 
disminuir la viscosidad, o en el momento de hacer las mezclas con el diésel, hacerlo de tal manera 
que la viscosidad de la mezcla sea lo más cercana a las especificaciones técnicas. 
 
 
Recomendaciones 
 
Para dar continuidad y mejorar  la investigación propuesta en esta tesis de maestría se recomienda 
lo siguiente: 
 
Realizar el estudio cinético de transesterificación del aceite de ricino empleando catalizadores 
heterogéneos como resinas (DOWEX), carbonato de potasio, óxidos metálicos entre otros. 
 
Proponer el estudio de diseño y escalado de los reactores y equipos de purificación para la 
transesterificación de aceite de ricino con alcohol etílico. 
Considerar en el estudio cinético, otras etapas de la reacción que no se tuvieron en cuenta en este 
trabajo como por ejemplo la reacción de saponificación y la formación del etóxido, además de 
considerar el efecto de la fuerza iónica del solvente sobre la actividad química de cada especie. 
 
Realizar estudio desde el punto de vista exergoeconómico, para evaluar la viabilidad desde el punto 
de vista energético y económico de la producción de biodiesel. 
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Estudiar el efecto de las mezclas biodiesel obtenido por etanólsis básica de aceite de ricino,  diésel 
mineral sobre la emisión de contaminantes a la atmósfera. 
 
Realizar simulación computacional empelando herramientas de la química cuántica y teorías de 
densidades funcionales (DFT), para la construcción del mecanismo de la reacción de 
transesterificación de aceite de ricino. 
 
Estudiar el efecto de la calidad del aceite sobre la cinética de transesterificación, para así obtener un 
modelo global que sea útil para  todas las variedades de aceite de ricino disponibles en el mercado. 
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PRÓLOGO 
 
 
El Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación, ICONTEC, es el organismo 
nacional de normalización, según el Decreto 2269 de 1993. 
 
ICONTEC es una entidad de carácter privado, sin ánimo de lucro, cuya Misión es fundamental 
para brindar soporte y desarrollo al productor y protección al consumidor. Colabora con el 
sector gubernamental y apoya al sector privado del país, para lograr ventajas competitivas en 
los mercados interno y externo. 
 
La representación de todos los sectores involucrados en el proceso de Normalización Técnica 
está garantizada por los Comités Técnicos y el período de Consulta Pública, este último 
caracterizado por la participación del público en general. 
 
La NTC 218 (Segunda actualización) fue ratificada por el Consejo Directivo de 1999-06-16. 
 
Esta norma está sujeta a ser actualizada permanentemente con el objeto de que responda en 
todo momento a las necesidades y exigencias actuales. 
 
A continuación se relacionan las empresas que colaboraron en el estudio de esta norma a 
través de su participación en el Comité Técnico 311501 Aceites y grasas vegetales y animales 
comestibles. 
 
ACEGRASAS 
CENIPALMA 
GRASAS S.A. 
IBLAB 

LLOREDA S.A. 
SANTANDEREANA DE ACEITES 
SIGRA S.A. 

 
Además de las anteriores, en Consulta Pública el Proyecto se puso a consideración de las 
siguientes empresas: 
 
ANDI 
CARULLA 
COMPAÑÍA NACIONAL DE CHOCOLATES 
COMPAÑÍA NACIONAL DE LEVADURAS 
CORPORACIÓN COLOMBIANA 
INTERNACIONAL 
FÁBRICA DE ACEITES Y MARGARINAS 
DEL MAGDALENA 
FÁBRICA DE GRASAS Y PRODUCTOS 
QUÍMICOS S.A. 

FÁBRICAS UNIDAS DE ACEITES Y 
GRASAS VEGETALES 
FEDERACIÓN NACIONAL DE 
CULTIVADORES DE PALMA 
GRASAS VEGETALES S.A. 
INDUSTRIAS ALIMENTICIAS NOEL - 
ZENÚ S.A. 
INDUSTRIAS DEL MAÍZ 
MINISTERIO DE SALUD 
NESTLÉ DE COLOMBIA 
UNILEVER ANDINA 
 

ICONTEC cuenta con un Centro de Información que pone a disposición de los interesados 
normas internacionales, regionales y nacionales. 
 
 DIRECCIÓN DE NORMALIZACIÓN 
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GRASAS Y ACEITES VEGETALES Y ANIMALES. 
DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE ACIDEZ Y DE LA ACIDEZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. OBJETO 
 
La presente norma especifica tres métodos (dos por titulación y uno potenciométrico) para la 
determinación de la acidez en las grasas y aceites animales y vegetales, referidas de aquí en 
adelante como grasas. La acidez se expresa preferiblemente como índice de acidez o 
alternativamente como acidez calculada convencionalmente. 
 
El método descrito en el numeral 4 es el método de referencia. El método descrito en el 
numeral 5 se aplica a grasas y aceites que no tienen coloración demasiado fuerte. 
 
Los métodos no son aplicables a ceras. 
 
 
2. REFERENCIA NORMATIVA 
 
La siguiente norma contiene disposiciones que, mediante su referencia en este texto 
constituyen disposiciones del mismo. En el momento de su publicación era válida la edición 
indicada. Todas las normas están sujetas a actualización y se estimula a las partes que 
realizan acuerdos con base en esta norma, a investigar la posibilidad de aplicar la edición más 
reciente de la norma que se indica a continuación. 
 
NTC 217: 1996, Grasas y aceites animales y vegetales. Muestreo. 
 
ISO 3696: 1987, Water for Analytical Laboratory use- Specification and test Methods. 
 
 
3. DEFINICIONES 
 
Para los propósitos de la presente norma se aplican las siguientes definiciones: 
 
3.1 Acidez: contenido de ácidos grasos libres determinados de acuerdo con el 
procedimiento especificado en la presente norma. 
 
La acidez se expresa como porcentaje en masa. 
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Notas: 
 
1) Si el resultado de la determinación se reporta como acidez, sin explicación adicional, ésta es, por 

convención, la acidez expresada con base en ácido oleico. 
 
2) Si la muestra contiene ácidos minerales, por convención, se determinan ácidos grasos. 
 
 
3.2 Índice de acidez: número de miligramos de hidróxido de potasio requeridos para 
neutralizar los ácidos grasos libres presentes en 1 g de grasa, cuando se determina de acuerdo 
con el procedimiento especificado en esta norma. El Índice de acidez se expresa en miligramos 
por gramo. 
 
 
4. MÉTODO CON ETANOL CALIENTE USANDO INDICADOR 
 
4.1 GENERAL 
 
Este método es el método de referencia para grasas (Véase numeral 1). 
 
 
Nota 3. Bajo las condiciones especificadas en este método, si hay presentes ácidos grasos de cadena corta, estos 
se volatilizan. 
 
 
4.2 PRINCIPIO 
 
Se disuelve en etanol caliente una porción de ensayo y se titula con una solución acuosa de 
hidróxido de sodio o de potasio. 
 
4.3. REACTIVOS 
 
Todos los reactivos deben ser de grado analítico reconocido. El agua usada debe ser agua 
grado tres según la norma ISO 3696. 
 
4.3.1 Etanol del 95 % (V/V) 
 
4.3.2 Hidróxido de sodio o potasio, solución volumétrica normalizada, c(NaOH) o (KOH) = 
0,05 mol/l. 
 
4.3.3 Hidróxido de sodio o potasio, solución volumétrica normalizada, c(nao) o (KOH) = 
0,1 mol/l. 
 
4.3.4 Hidróxido de sodio o potasio, solución volumétrica normalizada, c(nao) o (KOH) = 
0,25 mol. 
 
4.3.5 Hidróxido de sodio o potasio, solución volumétrica normalizada, c(NaOH) o (KOH) = 
0,5 mol/l. 
 
4.3.6 Fenoftaleína, 10 g/l en solución etanólica 95 % (V/V). 
 
 
Nota 4. En determinaciones para soluciones de color fuerte, se puede facilitar la observación del punto final de 
titulación agregando 1 ml a la solución de azul de metileno al 0,1 % (m/m) por cada 100 ml de solución indicadora de 
fenoftaleína. 
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4.3.7  Azul álcali 6B, o (en el caso de grasas oscuras), timolftaleína, solución etanólica de 
20 g/l al 95 %(V/V). 
 
4.4 APARATOS 
 
El usual de laboratorio y en particular el siguiente: 
 
4.4.1 Microbureta de 10 ml de capacidad, con subdivisiones de 0,02 ml. 
 
4.4.2 Balanza analítica, con capacidad de pesar con la aproximación requerida (véase la 
Tabla 1). 
 
4.5 MUESTREO 
 
Es importante que el laboratorio reciba una muestra verdaderamente representativa que no 
haya sufrido daños o experimentado cambios durante el transporte o almacenamiento. 
 
El muestreo no es parte del método especificado en la presente norma. Un método de 
muestreo recomendado se presenta en la NTC 217. 
 
4.6 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 
 
4.6.1 Muestra sólida 
 
La muestra se calienta 10 °C por encima de su punto de fusión. Si la muestra es clara se 
continúa con el procedimiento descrito en 4.7. Si la muestra esta turbia o contiene algún 
sedimento, se filtra en caliente. El filtrado debe ser claro. 
 
4.6.2 Muestra líquida 
 
La muestra se filtra si presenta alguna impureza o turbidez 
 
4.7 PROCEDIMIENTO 
 
4.7.1 Porción de ensayo 
 
Se pesa en el matraz una masa de muestra (véase numeral 4.6) como se indica en la Tabla 1, 
de acuerdo al porcentaje de acidez esperado y al color. 
 
 
Nota 5. Es conveniente que la masa de la porción de ensayo y la concentración del titulante sean tales, que el 
volumen gastado en la titulación no sea superior a 10 ml. 
 
 

Tabla 1. Masa de la porción de ensayo 
 

Porcentaje de acidez 
esperado,  

Masa de la porción 
de ensayo 

g 

Concentración de 
la solución de 

álcali 

Precisión 
en el pesaje  

<1 28,0 0,05 0,02 

1 a 4 7,0 0,10 0,02 

4 a 15 2,5 0,25 0,01 

15 a 75 0,5 0,5 0,001 

>75 0,1 0,5 0,000 2 
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4.7.2 Determinación 
 
En un segundo matraz, se calientan a ebullición 50 ml del etanol (véase el numeral 4.3.1) que 
contiene 0,5 ml del indicador de fenoftaleína (véase el numeral 4.3.6). Mientras la temperatura 
del etanol está aún sobre 70 °C, se neutraliza cuidadosamente con una solución de hidróxido 
de sodio o potasio de 0,1 mol/l (véase el numeral 4.3.3). 
 
El punto final de la titulación se alcanza cuando la adición de una gota de álcali produce un 
cambio de color, ligero pero definitivo, que permanece por lo menos 15 s. 
 
 
Nota 6. Para grasas oscuras pueden ser necesarios volúmenes mayores de etanol e indicador. 
 
 
Se agrega etanol neutralizado a la porción de ensayo en el primer matraz y se mezcla muy 
bien. Se lleva el contenido a ebullición y se titula con la solución de hidróxido de sodio o de 
potasio adecuada, dependiendo de la acidez esperada en la muestra, agitando el contenido del 
matraz vigorosamente durante la titulación.  
 
 
5. MÉTODO DEL SOLVENTE FRÍO USANDO INDICADOR 
 
5.1 GENERALIDADES 
 
Este método es más adecuado para grasas que no tienen un color muy fuerte. 
 
5.2 PRINCIPIO 
 
Se disuelve una porción de ensayo en etanol caliente y se titula con una solución etanólica de 
hidróxido de potasio. 
 
5.3 REACTIVOS 
 
Todos los reactivos deben ser de grado analítico reconocido. El agua usada debe ser agua 
grado tres según la norma ISO 3696. 
 
5.3.1 Éter dietílico y etanol 95 % (V/V), mezcla 1 + 1 en volumen 
 
 
ADVERTENCIA. El éter dietílico es muy inflamable y puede formar peróxidos explosivos. Se 

debe usar con mucha precaución. 
 
 
Se neutraliza, justo antes de su uso, adicionando solución de hidróxido de potasio (véase el 
numeral 5.3.2) en la presencia de 0,3 ml de solución de fenolftaleína (véase el numeral 5.3.3) 
por 100 ml del solvente (véase la Nota 6 del numeral 4.7.2). 
 
Si no es posible usar éter dietílico, se puede usar un solvente mezclado, como sigue: 
 
tolueno y etanol al 95 % (V/V), mezcla 1 + 1 en volumen. 
 
tolueno y 2-propanol 99 % (V/V), mezcla 1 + 1 en volumen. 
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El solvente mezclado se puede reemplazar por 2-propanol al 99 % (V/V) para grasas vegetales, 
tanto crudas como refinadas. 
 
5.3.2 Hidróxido de potasio, solución volumétrica normalizada, en etanol: 
 
c(KOH) = 0,1 mol/L (solución A), o si es necesario 
 
c(KOH) = 0,5 mol/L (solución B). 
 
La solución etanólica de hidróxido de potasio se puede reemplazar por una solución acuosa de 
hidróxido de sodio o de potasio, pero solamente si el volumen del agua introducida no conduce 
a separación de fases. 
 
5.3.2.1  Se disuelven 7 g (para la solución A) ó 35 g (para la solución B) en forma de lentejas 
de hidróxido de potasio en etanol (véase numeral 4.3.1) y se diluye hasta 1 000 ml con etanol. 
 
 
Nota 7. En lugar de etanol se puede usar 2-propanol. 
 
 
Se determina la concentración de la solución inmediatamente antes de su uso, como sigue: 
 
Se pesan con aproximación a 0,000 2 g, 0,15 g (para la solución A), ó 0,75 g (para la solución 
B) de ácido benzóico con una pureza mínima de 99,9 % (m/m) u otro patrón primario, en un 
vaso de precipitado de 150 ml y se disuelven en 50 ml en 4-metil-2-pentanona (véase numeral 
6.2.1). 
 
Se introducen los electrodos de un medidor de pH (véase el numeral 6.3.1), se acciona el 
agitador (numeral 6.3.2) y se titula con la solución de hidróxidio de potasio (A o B, dependiendo 
de la acidez esperada de la muestra) hasta el punto de equivalencia (véase el numeral 6.6.2.2). 
 
La concentración de la solución de hidróxido de potasio, expresada en moles por litro, está 
dada por: 
 

0

0

x1122
x0001

V

m

,
 

 
 
Donde: 
 

m0  es la masa, en gramos, del ácido benzóico usado. 
 
V0 es el volumen, en mililitros, de la solución de hidróxido de potasio usada. 

 
 
Se usa la solución preparada al menos 5 d antes y decantada previamente en una botella de 
vidrio de color ámbar, equipada con un tapón de caucho provisto de un termómetro, necesario 
para la corrección de temperatura (véase el numeral 7.1). La solución debe ser incolora o de un 
color amarillo claro. Si la botella esta conectada a la bureta, se debe impedir la entrada de 
dióxido de carbono, por ejemplo, usando un tubo lleno con cal sodada granular. 
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5.3.2.2  Una solución incolora, estable de hidróxido de potasio también se puede preparar de la 
siguiente manera: Se hierven, bajo reflujo, 1 000 ml de etanol con 8 g de hidróxido de potasio y 
0,5 g de aluminio granular, durante 1 h y luego se destila inmediatamente. Se disuelve la 
cantidad requerida de hidróxido de potasio en el destilado. Se deja reposar todo durante varios 
días y se decanta el líquido sobrenadante del carbonato de potasio depositado. 
 
5.3.2.3  La solución también se puede preparar sin destilación de la siguiente manera. Se 
agregan 4 ml de tri-sec-butóxido de aluminio en 1 000 ml de etanol y se deja reposar la mezcla 
durante varios días. Se decanta el líquido sobrenadante y se disuelve en la cantidad requerida 
de hidróxido de potasio. Esta solución queda lista para el uso. 
 
5.3.3 Fenolftaleína, véase el numeral 4.3.6. 
 
5.3.4 Azul de álcali 6B o timolftaleína, véase el numeral 4.3.7. 
 
5.4 APARATO 
 
El usual de laboratorio, y en particular la microbureta descrita en el numeral 4.4.1. 
 
5.5. MUESTREO 
 
Véase el numeral 4.5. 
 
5.6 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE ENSAYO 
 
Véase el numeral 4.6. 
 
5.7 PROCEDIMIENTO 
 
5.7.1 Porción de ensayo 
 
Se toma una masa suficiente de la muestra de ensayo (véase el numeral 5.6) de acuerdo con 
el porcentaje de acidez esperado, de acuerdo con la Tabla 1. 
 
Se pesa la porción de ensayo en un matraz cónico de 250 ml. 
 
5.7.2 Determinación 
 
5.7.2.1  Se disuelve la porción de ensayo (véase numeral 5.7.1) en 50 ml a 150 ml de la mezcla 
de solvente previamente neutralizado (véase numeral 5.3.1). 
 
Al tiempo que se agita la solución, se titula con la solución de hidróxido de potasio (véase el 
numeral 5.3.2) hasta el punto final, como se describe en el numeral 4.7.2. 
 
5.7.2.2  En el caso de porcentajes ácidos muy bajos (< 1), es preferible hacer pasar un flujo 
suave de nitrógeno a través de la solución de ensayo. 
 
5.7.2.3  Si la cantidad de solución A de hidróxido de potasio (0,1 mol/l) requerida supera los 
10 ml se utiliza solución B (0,5 mol/l) 
 
5.7.2.4  Si la solución se enturbia durante la titulación, se agrega una cantidad suficiente del 
solvente mezclado (véase numeral 5.3.1) para obtener una solución transparente. 
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6. MÉTODO POTENCIOMÉTRICO 
 
6.1 PRINCIPIO 
 
La titulación potenciométrica de los ácidos grasos libres en una porción de ensayo con una 
solución de hidróxido de potasio y 2-propanol en un medio no acuoso. 
 
6.2 REACTIVOS 
 
Todos los reactivos deben ser de grado analítico reconocido. El agua usada debe ser agua 
grado tres según la ISO 3696. 
 
6.2.1 4-metil-2-pentanona (metil isobutil cetona) neutralizada precisamente antes de su uso, 
agregando solución de hidróxido de potasio (véase numeral 6.2.2), usando el medidor de pH 
(véase numeral 6.3.1). 
 
6.2.2 Hidróxido de potasio, solución volumétrica normalizada C, c(KOH) = 0,1 mol/l, en 2-propanol, 
preparada y normalizada como se describe en el numeral 5.3.2 para la solución A. 
 
6.2.3 Hidróxido de potasio, solución volumétrica normalizada D, c(KOH) = 0,5 mol/l, en 2- 
propanol, preparada y normalizada como se describe en el numeral 5.3.2 para la solución B. 
 
6.3 EQUIPO 
 
Se usa el equipo normal de laboratorio y en particular el siguiente: 
 
6.3.1 Medidor de pH, equipado con electrodos de vidrio y de calomel 
 
El contacto entre la solución saturada de cloruro de potasio y la solución de ensayo se debe 
hacer a través de un vidrio sinterizado o plato de porcelana, de al menos 3 mm de espesor. 
 
 
Notas: 
 
8) Se recomienda almacenar el electrodo de vidrio durante 12 h antes de la titulación, en la 4-metil-2-

pentanona (véase numeral 6.2.1). Se seca muy suavemente con un papel de filtro antes de hacer la 
medición. Se enjuaga inmediatamente después de la determinación con 4-metil-2-pentanona y luego con 2- 
propanol y finalmente con agua destilada. 

 
9) Si el electrodo no funciona satisfactoriamente, se intenta regenerarlo manteniéndolo 14 h en una solución 

de 1 mol/l de ácido clorhídrico isopropanólico. Después de este tratamiento, se lava el electrodo con agua 
destilada, luego con 2-propanol y 4-metil-2-pentanona. 

 
10) El uso de porcelana o placas de vidrio gruesas para asegurar el contacto entre la solución de cloruro de 

potasio saturada y la solución de ensayo evita corrientes de difusión y diferencias accidentales de potencia. 
 
 
6.3.2 Agitador, preferiblemente uno magnético. 
 
6.3.3 Balanza analítica, como en el numeral 4.4.2. 
 
6.4 MUESTREO 
 
Véase el numeral 4.5. 
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6.5 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 
 
Véase el numeral 4.6. 
 
6.6 PROCEDIMIENTO 
 
6.6.1 Porción de ensayo 
 
Se pesan, con aproximación a 0,01 g, de 5 a 10 g de la muestra de ensayo (véase numeral 
6.5), en un vaso de precipitado de cuello alto, de 150 ml 
 
6.6.2 Determinación 
 
6.6.2.1  Se disuelve la porción de ensayo (numeral 6.6.1) en 50 ml de 4-metil-2-pentanona 
(véase el numeral 6.2.1). 
 
Se introducen los electrodos del medidor de pH (Véase numeral 6.3.1), se acciona el agitador 
(véase el numeral 6.3.2) y se titula con la solución de hidróxido de potasio (véanse los 
numerales 6.2.2 ó 6.2.3), dependiendo de la acidez esperada de la muestra). Hasta el punto de 
equivalencia. 
 
 
Nota 11. El punto de equivalencia generalmente se encuentra cerca del valor en la escala de pH, y se puede 
determinar gráficamente mediante la observación del punto de inflexión en la curva de neutralización. También se 
puede calcular tomando el valor para el cual la primera diferencia en la variación del pH (en función del volumen de 
la solución de hidróxido de potasio agregada) alcanza el máximo, o el valor para el cual la segunda diferencia es 
cero. 
 
 
6.6.2.2  No es posible determinar el punto de inflexión en el caso de aceite de semillas de 
algodón crudo, rico en gosipol. En este caso, se usa una determinación convencional del punto 
de inflexión, fijado arbitrariamente en el pH del punto de equivalencia de la neutralización del 
ácido oleico por el hidróxido de potasio en el solvente usado para la titulación, como sigue. 
 
Se disuelven aproximadamente 0,282 g de ácido oleico en 50 ml de 4-metil-2-pentanona 
(Véase numeral 6.2.1). Se traza la curva de neutralización del ácido oleico, por la solución de 
hidróxido de potasio (véanse numerales 6.2.2 ó 6.2.3) que se va a usar. De la curva del pH se 
lee el punto de inflexión (que corresponde, en principio, a la adición de 10 ml de solución de 
hidróxido de potasio 0,1 mol/l). Usando este valor, de la curva de neutralización del aceite de 
semillas de algodón se lee la cantidad de solución de hidróxido de potasio usada para 
“neutralizar” el aceite de semillas de algodón. 
 
 
7. CÁLCULOS 
 
7.1 ÍNDICE DE ACIDEZ 
 
El índice de ácido es igual a: 
 
 

m

cV xx156,  
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Donde: 
 

V  es el volumen, en mililitros, de la solución volumétrica normalizada de hidróxido 
de potasio o sodio usada. 

 
c  es la concentración exacta, en moles por litro, de la solución volumétrica 

normalizada de hidróxido de sodio o de potasio. 
 
m  es la masa, en gramos, de la porción de ensayo. 

 
 
Nota 12. La concentración de la solución etanólica de hidróxido de sodio o potasio varía con la temperatura y puede 
ser útil en la siguiente corrección: 
 
 

( )[ ]0100101 ttVV
t

−−+ ,'  
 

Donde: 
 

V’  es el volumen corregido, en mililitros, de la solución normalizada de hidróxido de potasio o 
de sodio. 

 
Vt  es el volumen, en mililitros, de la solución normalizada de hidróxido de potasio o sodio 

medida a la temperatura t: 
 
t  es la temperatura, en grados Celsius, a la cual se determinó 
 
t0  es la temperatura, en grados Celsius, a la cual se determinó la concentración de la 

solución normalizada de hidróxido de sodio o potasio. 
 
 
7.2 ACIDEZ 
 
La acidez, expresada en porcentaje por masa, y de acuerdo con el tipo de grasa (véase la 
Tabla 2), es igual a: 
 
 

m

McV

m

M
cV

x10
xx100

x
0001

xx =  

 
 
Donde: 
 

V es el volumen, en mililitros, de la solución volumétrica normalizada de hidróxido 
de sodio o de potasio, (Véase nota 12 en el numeral 7.1) 

 
c  es la concentración exacta, en moles por litro, de la solución normalizada de 

hidróxido de sodio o de potasio usada. 
 
M  es la masa molar, en gramos por mol, del ácido escogido para la expresión de 

los resultados (véase la Tabla 2). 
 
m  es la masa, en gramos, de la porción de ensayo. 
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Tabla 2. Selección de la acidez grasa para la expresión de la acidez 
 

Tipo de grasa Expresada como Masa molar 
g/mol 

Aceite de coco, aceite de palmiste y similares Ácido láurico 200 

Aceite de palma Ácido palmítico 256 

Aceites de algunas crucíferas1 Ácido erúcico 338 

Todas las otras grasas Ácido oleíco 282 

1)  En el caso de semillas de colza con un contenido máximo de ácido erúcico de 5 % (m/m), la 
acidez se debe expresar como ácido oleico. 

 
 
 
Notas: 
 
13) Si el resultado se reporta simplemente como acidez, sin definición adicional, por convención se expresa 

como ácido oleico. 
 
14) Si la muestra contiene ácidos minerales, por convención, se determinan como ácidos grasos. 
 
 
8. PRECISIÓN 
 
En el Anexo A se presentan detalles de los ensayos interlaboratorio. Es posible que los valores 
derivados de estos ensayos no sean aplicables a intervalos y matrices de concentración 
diferentes de los presentados. 
 
8.1 REPETIBILIDAD 
 
La diferencia absoluta entre dos resultados de ensayo individuales independientes, obtenida 
usando el mismo método en material de ensayo idéntico en el mismo laboratorio, por el mismo 
operador usando el mismo equipo, dentro de un intervalo de tiempo corto, no es conveniente 
que sea mayor que el 3 % de la media de los dos resultados cuando la acidez es del 3 % o 
menos 1 % de la media de los dos resultados cuando la acidez es mayor del 3 %. 
 
8.2 REPRODUCIBILIDAD 
 
La diferencia absoluta entre los dos resultados de ensayo individuales, obtenida usando el 
mismo método sobre material de ensayo idéntico en diferentes laboratorios con diferentes 
operadores, usando equipo diferente, no es conveniente que sea mayor de: 
 
15 % de la media de los dos resultados cuando la acidez es del 3 % o menor. 
 
5 % de la media de los dos resultados cuando la acidez es mayor del 3 %. 
 
 
9. INFORME DE ENSAYO 
 
El informe de ensayo debe especificar: 
 
 

- El método de acuerdo con el cual se llevó a cabo el muestreo, si se conoce 
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- El método usado 
 
- El resultado obtenido, en el que se indiquen claramente el método de expresión 

usado 
 
- Si se ha verificado la repetibilidad, el resultado citado final obtenido. 

 
 
También debe mencionar cualquier condición operativa no especificada en esta norma o 
considerada como opcional, al igual que cualquier incidente que pueda haber influenciado en el 
resultado. 
 
El informe de ensayo debe incluir toda la información necesaria para la identificación completa 
de la muestra. 
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Anexo A (Informativo) 
 

Resultados de los ensayos interlaboratorio 
 
 
 

Una serie de ensayos interlaboratorio realizados a nivel internacional usando el método de 
referencia descrito en el numeral 4, con cada laboratorio que realiza dos determinaciones de 
cada muestra de laboratorio, dio los resultados estadísticos (evaluado de acuerdo con la norma 
ISO 5725) presentados en seguida. Para los límites de repetibilidad y reproducibilidad 
obtenidos, se mantiene una probabilidad del 95 % 
 
 

Aceite palmiste girasol coco aceite de 
palma 

aceite de 
palma 

palmiste palmiste 

Número de laboratorios 23 23 25 12 27 41 41 

Número de resultados 
aceptables 

22 22 25 10/11 27 39 40 

Índices de acidez, media % 7,26 0,83 1,49 3,11 4,09 6,46 1,72 

Repetibilidad, r 0,07 0,025 0,025 0,03 0,06 0,07 0,06 

Reproducibilidad, R 0,24 0,075 0,075 0,45 0,18 0,23 0,20 

 
 
 

DOCUMENTO DE REFERENCIA 
 
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Animal and Vegetable Fats and 
Oils. Determination of Acid Value and Acidity. Geneve: ISO, 1996. 8p. (ISO 660).  
 
 
 

 



Designation: D 1387 – 89 (Reapproved 2002)

Standard Test Method for
Saponification Number (Empirical) of Synthetic and Natural
Waxes1

This standard is issued under the fixed designation D 1387; the number immediately following the designation indicates the year of
original adoption or, in the case of revision, the year of last revision. A number in parentheses indicates the year of last reapproval. A
superscript epsilon (e) indicates an editorial change since the last revision or reapproval.

1. Scope

1.1 This test method covers the determination of the saponi-
fication number of synthetic waxes and natural waxes.

1.2 This test method is applicable to Fischer Tropsche,
microcrystalline, polyethylene, and Montan Ester waxes.

1.3 Certain synthetic waxes, notably copolymers of ethyl-
ene, exhibit poor reproducibility when running saponification
values. Reproducibility can be improved if cooking time in 7.2
is extended from 3 h to18–20 h.

1.4 Some oxidized polyethylene and other waxes with a
melt temperature above 100°C may give poor reproducibility.

1.5 Some dark-colored (Gardner Color 14) waxes may
obscure the color change of the indicator, resulting in poor
reproducibility.

1.6 This standard does not purport to address all of the
safety concerns, if any, associated with its use. It is the
responsibility of the user of this standard to establish appro-
priate safety and health practices and determine the applica-
bility of regulatory limitations prior to use.

2. Referenced Documents

2.1 ASTM Standards:
E 200 Practice for Preparation, Standardization, and Stor-

age of Standard and Reagent Solutions for Chemical
Analysis2

3. Terminology

3.1 Definition:
3.1.1 saponification number—the number of milligrams of

potassium hydroxide required to hydrolyze 1 g of thesample
and is a measure of the amount of saponifiable matter present.

4. Significance and Use

4.1 This test method is used to determine the property of
ester functionality. Ester functionality determines the utility of
the wax as well as being a significant quality control test.

5. Apparatus

5.1 Analytical Balance.
5.2 Boiling Chips, chemically resistant glass.
5.3 Burets, two 50-mL capacity with 0.1-mL graduations.
5.4 Erlenmeyer Flasks, 250-mL, alkali-resistant.
5.5 Hot Plate.
5.6 Reflux Condenser.

6. Reagents and Materials

6.1 Purity of Reagents—Reagent-grade chemicals or
equivalent as specified in Practice E 200 shall be used in all
tests.

6.2 Hydrochloric Acid Standard(0.5 N).
6.3 Phenolphthalein Indicator Solution(10 g/litre)—

Dissolve 1 g of phenolphthalein in 100 mL of USSD3A
denatured ethanol or 95 % ethanol.

6.4 Potassium Hydroxide, Alcoholic Solution(6.6 g/litre)—
Dissolve 6.6 g of potassium hydroxide (KOH) in USSD3A
denatured ethanol or 95 % ethanol. Dilute to 1 L with the
ethanol.

6.5 Xylene.

7. Procedure

7.1 Transfer approximately 1 g of thesample, weighed to
the nearest 0.001 g to a 250-mL Erlenmeyer flask.

7.2 Add 40 mL of xylene and a few boiling chips to the
flask. Dissolve by heating on the hot plate to the boiling point
of xylene. As soon as the wax dissolves, remove from the hot
plate and add 50.0 mL of 0.1N ethanolic KOH solution from
the buret. Fit the flask with a reflux condenser and reflux for 3
h using the hot plate.

7.3 Remove the condenser from the flask, add 5 drops of the
phenolphthalein solution and titrate the sample with 0.5N HCl
until the pink color disappears. Reheat the sample to the
boiling point, and if it turns pink, resume titration until the
color once again disappears. Repeat this procedure until the
pink color does not reappear on heating. Saponified waxes
usually require two repetitions of heating and additional
titration until the pink color does not reappear.

1 This test method is under the jurisdiction of ASTM Committee D21 on Polishes
and is the direct responsibility of Subcommittee D21.02 on Raw Materials.

Current edition approved May 26, 1989. Published July 1989. Originally
published as D 1387–55T. Last previous edition D 1387–84.

2 Annual Book of ASTM Standards,Vol 15.05.

1

Copyright © ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959, United States.
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8. Calculation

8.1 Calculate the saponification number as follows:

Saponification number5
~B 2 A!N 3 56.1

C (1)

where:
A = millilitres of HCl solution required for titration of the

sample,
B = millilitres of HCl solution required for titration of the

blank,
C = grams of sample used, and
N = normality of the HCl solution.

9. Precision and Bias

9.1 Precision and bias have been established only for
light-colored waxes melting below 100°C.

9.1.1 Duplicate results by the same operator shall not be
considered suspect unless they differ by more than61.3
saponification numbers (95 % confidence limits for average).

9.1.2 Results reported by two laboratories shall not be
considered suspect unless they differ by more than63.2
saponification numbers (95 % confidence limits for average).

9.2 Dark-colored waxes or wax melting above 100°C, or
polyethylene copolymer waxes may exhibit poorer reproduc-
ibility when running saponification values. See Section 1.

9.3 Bias—This test has no bias because the values produced
are defined only in terms of this test method.

10. Keywords

10.1 natural wax; polish; polyethylene wax; saponification
number; synthetic wax; titration; wax

ASTM International takes no position respecting the validity of any patent rights asserted in connection with any item mentioned
in this standard. Users of this standard are expressly advised that determination of the validity of any such patent rights, and the risk
of infringement of such rights, are entirely their own responsibility.

This standard is subject to revision at any time by the responsible technical committee and must be reviewed every five years and
if not revised, either reapproved or withdrawn. Your comments are invited either for revision of this standard or for additional standards
and should be addressed to ASTM International Headquarters. Your comments will receive careful consideration at a meeting of the
responsible technical committee, which you may attend. If you feel that your comments have not received a fair hearing you should
make your views known to the ASTM Committee on Standards, at the address shown below.

This standard is copyrighted by ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959,
United States. Individual reprints (single or multiple copies) of this standard may be obtained by contacting ASTM at the above
address or at 610-832-9585 (phone), 610-832-9555 (fax), or service@astm.org (e-mail); or through the ASTM website
(www.astm.org).
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PRÓLOGO 
 
 
El Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación, ICONTEC, es el organismo 
nacional de normalización, según el Decreto 2269 de 1993. 
 
ICONTEC es una entidad de carácter privado, sin ánimo de lucro, cuya Misión es fundamental 
para brindar soporte y desarrollo al productor y protección al consumidor. Colabora con el 
sector gubernamental y apoya al sector privado del país, para lograr ventajas competitivas en 
los mercados interno y externo. 
 
La representación de todos los sectores involucrados en el proceso de Normalización Técnica 
está garantizada por los Comités Técnicos y el período de Consulta Pública, este último 
caracterizado por la participación del público en general. 
 
La NTC 235-1 fue ratificada por el Consejo Directivo del 2002-04-30. 
 
Esta norma está sujeta a ser actualizada permanentemente con el objeto de que responda en 
todo momento a las necesidades y exigencias actuales. 
 
A continuación se relacionan las empresas que colaboraron en el estudio de esta norma a 
través de su participación en el Comité Técnico 311501 Aceites y grasas vegetales y animales 
comestibles. 
 
ACEGRASAS S.A.  
CARULLA VIVERO S.A.  
CENIPALMA  
COMESTIBLES RICOS S.A. 
COMPAÑÍA NACIONAL DE LEVADURAS  

FÁBRICA DE GRASAS Y PRODUCTOS 
QUÍMICOS S.A. 
SOCIEDAD INDUSTRIAL DE GRASAS Y 
ACEITES  
UNILEVER ANDINA S.A. 

 
Además de las anteriores, en Consulta Pública el Proyecto se puso a consideración de las 
siguientes empresas: 
 
ASOCIACIÓN NACIONAL DE INDUSTRIALES 
ANDI 
COLOMBINA S.A. 
COMPAÑÍA NACIONAL DE CHOCOLATES 
S.A. 
COMPAÑÍA NACIONAL DE LEVADURAS S.A. 
CORPORACIÓN COLOMBIA INTERNACIONAL 
DISA S.A. 
FABRICA DE ACEITES Y MARGARINAS DEL 
MAGDALENA 
FABRICAS UNIDAS DE ACEITES Y GRASAS 
VEGETALES  
FEDERACIÓN NACIONAL DE CULTIVADORES 
DE PALMA 

FIRMENICH S.A. 
GRASAS S.A. 

INDUSTRIAS ALIMENTICIAS NOEL - ZENÚ 
S.A..  
INDUSTRIAS DEL MAÍZ S.A. 
INSTITUTO NACIONAL DE VIGILANCIA DE 
MEDICAMENTOS Y ALIMENTOS INVIMA 
IVONNE BERNIER LABORATORIO LTDA. 
IBLAB 
LLOREDA GRASAS S.A  
MERCADEO DE ALIMENTOS DE 
COLOMBIA S.A. 
MINISTERIO DE AGRICULTURA 
MINISTERIO DE DESARROLLO ECONÓMICO 
MINISTERIO DE SALUD 
NESTLÉ DE COLOMBIA  
NULAB LTDA 
PRODUCTOS ALIMENTICIOS CRONCH 
S.A. 



 

 

 
 
 
 
 
SANTANDEREANA DE ACEITES 
SGS COLOMBIA S.A. 
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y 
COMERCIO 

UNIVERSIDAD DEL VALLE 
UNIVERSIDAD INCCA DE COLOMBIA 
UNIVERSIDAD JORGE TADEO LOZANO 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

 
 
 
ICONTEC cuenta con un Centro de Información que pone a disposición de los interesados 
normas internacionales, regionales y nacionales. 
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GRASAS Y ACEITES ANIMALES Y VEGETALES. 
DETERMINACIÓN DE LA MATERIA INSAPONIFICABLE. 
MÉTODO CON ÉTER ETÍLICO PARA LA EXTRACCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. OBJETO 
 
La presente norma especifica un método que usa la extracción con éter etílico para la 
determinación del contenido de materia insaponificable en las grasas y aceites animales y 
vegetales. 
 
Este método se aplica a todas las grasas y aceites pero no a las ceras, y además, da 
resultados aproximados en algunas grasas y aceites que tienen un contenido alto de materia 
insaponificable, por ejemplo grasas derivadas de animales marinos.  
 
El método indicado en la NTC 235-2 puede ser utilizado cuando las condiciones climáticas o 
regulaciones no permiten el uso del éter etílico. 
 
 
2. REFERENCIAS NORMATIVAS 
 
La siguiente norma contiene disposiciones que, mediante la referencia dentro de este texto, 
constituyen la integridad del mismo. En el momento de la publicación eran válidas las ediciones 
indicadas. Todas las normas están sujetas a actualización; los participantes, mediante 
acuerdos basados en esta norma, deben investigar la posibilidad de aplicar la última versión de 
la norma mencionada a continuación: 
 
NTC 5033: 2002, Grasas y aceites animales y vegetales. Preparación de la muestra para 
ensayo. 
 
 
3. DEFINICIONES 
 
Para los propósitos de la presente norma se aplica la siguiente definición: 
 
3.1 Materia insaponificable: todas las sustancias presentes en el producto, que, después de 
saponificación de éste por hidróxido de potasio y extracción por éter etílico, no son volátiles 
bajo las condiciones especificadas. 
 
 
Nota. El material insaponificable  incluye lípidos de origen natural, como esteroles, hidrocarburos y alcoholes 
superiores, alcoholes alifáticos y terpénicos, al igual que cualquier material extraño extraído por el solvente y no volátil a 
103 °C (por ejemplo: aceites minerales) que pueden estar presentes. 
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4. PRINCIPIO 
 
Saponificación de la grasa o aceite por ebullición bajo reflujo con una solución de hidróxido de 
potasio etanólica. Extracción de la materia insaponificable de la solución de jabón con éter 
etílico. Evaporación del solvente y pesaje del residuo después de secado. 
 
 
5. REACTIVOS 
 
Todos los reactivos deben ser de grado analítico reconocido. El agua usada debe ser agua 
destilada o desionizada o agua de pureza al menos equivalente. 
 
5.1 Éter etílico, recién destilado libre de peróxidos y residuos. 
 
5.2 Acetona. 
 
5.3 Hidróxido de potasio, solución etanólica, c(KOH) ≈ 1 mol/l. Se disuelven 60 g de 
hidróxido de potasio en 50 ml de agua y se diluye hasta 1 000 ml con etanol al 95 % (v/v). La 
solución debe ser incolora o de un amarillo pajizo. 
 
5.4 Hidróxido de potasio, solución acuosa, c(KOH) ≈ 0,5 mol/l. 
 
5.5 Fenolftaleína, solución de 10 g/l en 95 % de etanol (v/v). 
 
 
6. EQUIPO 
 
El usual de laboratorio y en particular el siguiente: 
 
6.1 Balón de 250 ml, con boca esmerilada. 
 
6.2 Condensador de reflujo con junta esmerilada para unión a los balones (véase el numeral 6.1). 
 
6.3 Embudos de separación con capacidad de 500 ml, con llaves y tapones de 
politetrafluoroetileno (PTF). 
 
6.4 Baño de agua hirviendo. 
 
6.5 Horno con capacidad para mantenerse a 103 °C ± 2 °C. 
 
 
7. MUESTREO 
 
El muestreo no es parte del método especificado en la presente norma. En la NTC 217 se 
presenta un método de muestreo recomendado. 
 
Es importante que el laboratorio reciba una muestra representativa y que no haya sido dañada 
o alterada durante el almacenamiento o transporte. 
 
 
8. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE ENSAYO 
 
La muestra de ensayo se prepara de acuerdo con la NTC 5033. 
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9. PROCEDIMIENTO 
 
9.1 PORCIÓN DE ENSAYO 
 
Se pesan aproximadamente 5 g de la muestra de ensayo (véase el numeral 8), con 
aproximación a 0,01 g, en un balón de 250 ml (véase el numeral 6.1). 
 
9.2 SAPONIFICACIÓN 
 
Se agregan 50 ml de solución de hidróxido de potasio (véase el numeral 5.3) y algunas perlas de 
vidrio. Se conecta el condensador de reflujo (véase el numeral 6.2) al balón y se deja el contenido 
en ebullición lenta durante 1 h. Al terminar este período, se suspende el calentamiento, se agregan 
100 ml de agua destilada por la parte superior del condensador y se agita. 
 
Si la extracción de la materia insaponificable se lleva a cabo para determinar los tocoferoles, es 
necesario adicionar pirogalol y la extracción debe realizarse rápidamente (Es decir menos de 30 min). 
 
9.3 EXTRACCIÓN DE LA MATERIA INSAPONIFICABLE 
 
Después del enfriamiento, se transfiere la solución a un embudo de separación de 500 ml 
(véase el numeral 6.3). Se enjuagan el balón y las perlas varias veces con éter etílico (véase el 
numeral 5.1) usando 100 ml en total, y se vierten estos enjuagues en el embudo de separación. 
Se coloca el tapón, se agita vigorosamente durante 1 min y se libera presión periódicamente 
invirtiendo el embudo y abriendo la llave con cuidado. 
 
Se deja reposar hasta que haya separación completa de las dos fases, y luego se separa la 
capa inferior (capa acuosa) en un segundo embudo de separación. 
 
Si se forma una emulsión, ésta se destruye agregando pequeñas cantidades de etanol o 
hidróxido de potasio concentrado, o solución de cloruro de sodio. 
 
Se extrae la solución jabonosa etanólica acuosa dos veces más, cada una de ellas en la misma 
forma con 100 ml de éter etílico. Se recogen los tres extractos de éter etílico en el embudo de 
separación, que contiene 40 ml de agua. 
 
9.4 LAVADO DEL EXTRACTO ETÉREO 
 
Suavemente se rota el embudo de separación que contiene los extractos combinados y los 
40 ml de agua. 
 
PRECAUCIÓN. Una mezcla muy fuerte en este estado puede provocar emulsiones. 
 
Se deja que las capas se separen completamente y se decanta la capa menos acuosa. Se 
lavan la solución etérea dos veces más con porciones de 40 ml de agua, se agita 
vigorosamente después de cada lavada y se descarta la capa acuosa después de la 
separación. Se decanta cada solución de lavado, dejando 2 ml, luego se gira el embudo 
alrededor de su eje. Se espera algunos minutos para recolectar la capa acuosa restante. Al 
decantar, se cierra la llave cuando la solución etérea alcanza el diámetro interior de la misma. 
 
Sucesivamente, se lava la solución etérea con 40 ml de solución de hidróxido de potasio 
(véase el numeral 5.4), 40 ml de agua, otra vez con la solución de hidróxido de potasio y luego 
dos veces más con 40 ml de agua. 
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Se continúa lavando con agua hasta que los enjuagues no presenta color rosado al agregar 
una gota de solución de fenolftaleína (véase el numeral 5.5). 
 
9.5 EVAPORACIÓN DEL SOLVENTE 
 
Se transfiere cuantitativamente la solución de éter etílico, poco a poco si es necesario, a 
través del embudo de separación, hacia un balón de 250 ml secado previamente a 103 °C ± 2 °C 
en el horno (véase el numeral 6.5), enfriado y pesado con aproximación a 0,1 mg. Se evapora 
el solvente en un baño de agua hirviendo (véase el numeral 6.4). 
 
Se adicionan 5 ml de acetona (véase el numeral 5.2) y se evapora completamente el solvente 
con una corriente de aire colocada en la parte superior del balón, oblicuamente, mientras se 
gira el balón en un baño con agua. 
 
9.6 SECADO DEL RESIDUO Y DETERMINACIÓN 
 
9.6.1 Se seca el residuo durante 15 min en el horno (véase el numeral 6.5) a 103 °C ± 2 °C, 
con el balón en posición casi horizontal. Se deja enfriar en un desecador y se pesa con 
aproximación a 0,1 mg 
 
Se repite el secado por períodos sucesivos de 15 min hasta que la pérdida de masa entre dos 
pesajes sucesivos sea menor de 1,5 mg. Si no se obtiene masa constante después de tres 
períodos de secado, la materia insaponificable probablemente está contaminada y entonces, se 
debe repetir la determinación. 
 
 
Nota. Si hay disponibilidad se puede usar un evaporador rotatorio, particularmente si la materia insaponificable va a 
ser examinada más tarde. 
 
 
9.6.2 Si se considera necesaria una corrección para ácidos grasos libres, después del pesaje 
del residuo, se disuelve éste en 4 ml de éter etílico (véase el numeral 5.1) y luego se agregan 
20 ml de etanol, previamente neutralizado, hasta obtener un color rosado suave en presencia 
de fenolftaleína (véase el numeral 5.4) como indicador. Se titula con solución etanólica 
volumétrica estándar de hidróxido de potasio, c(KOH)=0,1 mol/l hasta obtener el mismo color 
final. La masa de los ácidos grasos libres se calcula como ácido oléico y la masa del residuo se 
corrige de acuerdo con esto (véase el numeral 10). 
 
9.7 NÚMERO DE DETERMINACIONES 
 
Se llevan a cabo dos determinaciones en la misma muestra de ensayo. 
 
9.8 ENSAYO EN BLANCO  
 
Se lleva a cabo un ensayo en blanco usando el mismo procedimiento y las mismas cantidades 
de todos los reactivos, pero omitiendo la porción de ensayo. Si el residuo excede 1,5 mg, se 
investigan la técnica y los reactivos. 
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10. EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS 
 
El contenido de materia insaponificable, expresado como un porcentaje en masa de la muestra, 
es igual a: 
 
 

%
)(

0

321100

m

mmm −−
 

 
 
Donde: 
 

mo = es la masa, en gramos, de la porción de ensayo; 
 
m1 = es la masa, en gramos, del residuo; 
 
m2 = es la masa, en gramos, del residuo obtenido con el blanco; 
 
m3 = es la masa, en gramos, de los ácidos grasos libres, si los hay (véase el 

numeral 9.6.2) y es igual a 0,28 Vc. 
 
 
Donde: 
 

V = es el volumen, en mililitros, de la solución etanólica volumétrica estándar 
de hidróxido de potasio usada para la titulación; 

 
c = es la concentración exacta, en moles por litro, de la solución etanólica 

volumétrica estándar de hidróxido de potasio. 
 
 
El resultado se considera como la media aritmética de las dos determinaciones. 
 
 
11. PRECISIÓN 
 
El Anexo A contiene los detalles de un ensayo interlaboratorio sobre la precisión del método. 
Los valores derivados de este ensayo pueden no ser aplicables a rangos y matrices diferentes 
a las que se dan. 
 
 
12. INFORME DE ENSAYO 
 
En el informe se debe especificar: 
 
 

- toda la información necesaria para completar la identificación de la muestra; 
 
- el método de acuerdo con el cual se llevó a cabo el muestreo, si es conocido; 
 
- el método utilizado; 
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- también se deben mencionar todos los detalles operativos no especificados en la 
presente norma, o considerados como opcionales, junto con los detalles de 
cualquier evento que pueda haber influido en los resultados del ensayo. 

 
- el(los) resultado(s) de ensayo obtenidos, o, si la repetibilidad ha sido verificada, el 

resultado final obtenido. 
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Anexo A (Informativo) 
 

Resultados del ensayo interlaboratorio 
 
 
A1. Un ensayo internacional colaborativo incluyó 51 laboratorios y 16 países. 
 
 

- Muestra A. Aceite de soya refinado, blanqueado, desodorizado  
 
- Muestra B. Aceite de soya seco, crudo y desgomado, 

 
 
Se usa el método con éter etílico. 
 
Los ensayos fueron organizados por la FOSFA International Federation of Oils, Seeds and Fats 
Associations Ltd, en junio de 1995, y los resultados obtenidos fueron analizados 
estadísticamente de acuerdo con la norma ISO 57251. En la Tabla A1 se registran los datos de 
los resultados de la precisión. 
 
 

Tabla A1. Precisión de los datos 
 

Aceite de soya  

A B 
Número de laboratorios participantes después de 
retirar los anómalos 49 50 

Promedio, % (en masa) 0,58 0,69 
Desviación estándar de repetibilidad, sr,% 0,025 0,027 
Límite de repetibilidad, r (2,8 sr),% 0,07 0,08 
Coeficiente de variación de repetibilidad,% 4,3 3,9 
Desviación estándar de reproducibilidad (SR ) 0,22 0,24 
Límite de reproducibilidad, R (2,8 x SR ) 0,62 0,67 
Coeficiente de variación de reproducibilidad 37,9 34,7 

 
 
A2. Otro ensayo internacional colaborativo incluyó 43 laboratorios y 17 países, en Julio de 1989, 
en aceite crudo de pescado japonés. 
 
Los ensayos fueron organizados por la FOSFA International Federation of Oils, Seeds and Fats 
Associations Ltd. y los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente de acuerdo 
con la norma ISO 57251). En la Tabla A2 se registran los datos de los resultados de la 
precisión. 
 
 
 

                     
1) ISO 5725:1986 (anulada), fue la norma empleada para la determinación de la precisión de los datos. 
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Tabla A2. Precisión de los datos 

 
 

Aceite de pescado 

Número de laboratorios participantes después de 
retirar los anómalos 37 

Promedio, % (en masa) 0,81 
Desviación estándar de repetibilidad, sr,% 0,02 
Límite de repetibilidad, r (2,8 sr),% 0,06 
Coeficiente de variación de repetibilidad,% 2,46 
Desviación estándar de reproducibilidad (SR ) 0,29 
Límite de reproducibilidad, R (2,8 x SR ) 0,81 
Coeficiente de variación de reproducibilidad 35,8 

 
 
A3. Un tercer ensayo internacional colaborativo incluyó 10m laboratorios. Los ensayos 
fueron organizados por la IUPAC entre 1976 y 1997. Losa resultados obtenidos fueron 
analizados estadísticamente de acuerdo con la norma ISO 57251). En la Tabla A3 se registran 
los datos de los resultados de la precisión. 
 
 

Tabla A3. Precisión de los datos 
 
 

Aceite refinado de 
soya Sebo refinado Aceite crudo de 

colza 

Número de laboratorios participantes después de 
retirar los anómalos 

10 10 10 

Promedio, % (en masa) 0,639 0,253 1,432 
Desviación estándar de repetibilidad, sr,% 0,032 0,024 0,068 
Límite de repetibilidad, r (2,8 sr),% 0,089 0,067 0,19 
Coeficiente de variación de repetibilidad,% 5,0 9,3 24,7 
Desviación estándar de reproducibilidad (SR ) 0,140 0,154 0,137 
Límite de reproducibilidad, R (2,8 x SR ) 0,397 0,435 0,389 
Coeficiente de variación de reproducibilidad 22,3 60,9 9,6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
NORMA TÉCNICA COLOMBIANA NTC 235-1 

 

 9

Bibliografía 
 
 
[1] NTC 217:1996, Grasas y aceites animales y vegetales. Muestreo 
 
[2] ISO 5725:1986, Precision of Test Methods. Determination of Repeatability and 

Reproducibility for a Standard Test Method by Interlaboratory Tests. 
 
[3] ISO 18609, Animal and Vegetable Fats and Oils. Determination of Unsaponifiable 

Matter. Method Using Hexane Extraction. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
NORMA TÉCNICA COLOMBIANA NTC 235-1 

 

 10

 DOCUMENTO DE REFERENCIA 
 
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Animal and Vegetable Fats and 
Oils. Determination of Unsaponiable Matter. Method Using Diethyl Ether Extraction. Geneve: 
ISO, 2000, 8 p. (ISO 3596). 
 
 



Application Note 00735

Determination of Free and Total Glycerine in
B-100 Biodiesel Methyl Esters by Gas Chromatography

John Oostdijk, Research Engineer, Consumable Products,
Varian, Inc.

Introduction
The American Standard, ASTM D 6584, is the standard 
test method commonly used for the quantitative 
determination of free and total glycerine contents in 
Fatty Acid Methyl Esters (FAME), typically intended for 
pure biodiesel or as a blending component for domestic 
and diesel fuels. Total glycerol content is calculated from 
the results obtained. The method is suitable for FAME 
from rapeseed, sunfl ower and soybean oils*. A new high 
performance metal capillary (UltiMetal™) GC column 
was specifi cally developed for this high temperature 
method. This column (Select™ Biodiesel for Glycerides) 
will not break during the extreme oven conditions and 
is produced with a retention gap pre-installed which 
provides both the performance and robustness required 
to run this application for an extended period of time. (A 
typical chromatogram is shown in Figure 1).

Biodiesel is produced by transesterifying the parent oil 
or fat with an alcohol, usually methanol, in the presence 
of a catalyst, usually a strong base such as sodium or 
potassium hydroxide, or preferably and increasingly more 
commonly, alkoxides. The resulting product therefore 
can contain not only the desired alkyl ester product but 
also unreacted starting material (TAG, triacylglycerides), 
residual alcohol, and residual catalysts. Glycerol is formed 
as a by-product and separated from biodiesel in the 
production process, however, traces thereof can be found 
in the fi nal biodiesel product. Since transesterifi cation is 
a stepwise process, MAG (monoacylglycerides) and DAG 
(diacylglycerides) formed as intermediates can also be 
found in biodiesel [Knothe, 2006].

Figure 1.  Example chromatogram of a typical B-100 biodiesel sample made from rapeseed oil (with extra glycerol and triglycerides added) after a derivatizing 

reaction with MSTFA, analysed on the new Select Biodiesel for Glycerides UltiMetal column. Peaks of interest are separated from the complex matrix which consists 

mainly of the C18 and C16 FAMEs and other minor compounds, like sterols.

*Is not suitable for FAME produced from or containing lauric oils, such as 

coconut and palm kernel oils, due to the problem of peak overlapping.
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The free glycerine (G) and residual mono-(M), di- (D), and 
triglyceride (T) contents in FAME is determined. Total and 
bound glycerine content is calculated from the results 
obtained using the expression: Total Glycerine (GT) = Free 
glycerine (G) + Bound Glycerine (BG). The bound glycerine 
is calculated using the expression: 0.2591M + 0.1488D + 
0.1044T.

The detection range for free glycerine is 0.005 to 0.05 
mass %, and total glycerine from 0.05 to 0.5 mass %. 
Requirements stated in ASTM D 6751 for use as a blend 
component with diesel fuel oils are <0.02 mass % for 
glycerine and <0.240 mass % total glycerine.

This method and EN-14105 are two of the most commonly 
used standardized analytical methods used for the analysis 
of biodiesel.

Instrumentation
CP-3800 Gas Chromatograph

Injector: Cold on-column (1093), full EFC control
Detector: FID, full EFC control
Autosampler: Varian Part No: CP-8400 (or CP-8410)

Software
GC control and datahandling: Galaxie™ Software from 
Varian

Materials and Reagents
Column with coupled Retention Gap (RG): Select 
Biodiesel for Glycerides UltiMetal, 10 m x 0.32 mm 
(ID) x 0.1 μm (fi lm thickness), zero dead volume 
connector, RG 2 m x 0.53 mm (ID), 

       Varian Part No: CP-9076
Carrier gas (Helium, 99.999 pure or better)
N-methyl-N-trimethylsilyltrifl uoroacetamide (MSTFA)
N-Heptane 
Pyridine
1,2,4-Butanetriol, Internal Standard Solution 1, 

      1 mg / mL pyridine (IS1)
1,2,3-Tricaproylglycerol (tricaprin), Internal Standard 
Solution 2, 8 mg / mL pyridine (IS2)
Reference materials: glycerol (glycerin), 1-
monooleoylglycerol (monoolein), 1,3-dioleolglycerol 
(diolein), 1,2,3-trioleoylglycerol (triolein) 

       (GLC standard grade)
Monoglyceride mix (monopalmitin, monostearin and 
monoolein) 10 mg / mL pyridine
Microman™ pipet M10 and M100 (Gilson) or a 
comparable positive displacement pipet (or glass 
micro-syringes of 1, 100 and 250 μL)
Pipetman™ 10 mL, Gilson
10 or 20 mL glass vials and caps with PTFE faced 
septa
Volumetric fl asks 10 and 50 mL

Sample Preparation
Samples
Different biodiesel samples were obtained from several 

•
•
•

•

•

•
•
•
•
•

•

•

•

•

•
•

•

sources, including in-house prepared biodiesel. This 
sample was made from rapeseed oil but not at optimized 
conditions to ensure against a biodiesel sample of suspect 
quality.

Standard mixtures and internal standard solutions were 
prepared according to the method. Approximately 100 μL 
of homogenized biodiesel sample was accurately weighed 
(± 0.1 mg) in a 20 mL vial, then using a Microman pipet, 
100 μL of Internal Standard 1, 100 μL of Internal Standard 
2 and 100 μL MSTFA were added to the sample vials. Care 
was exercised to ensure there was no contact with any 
moisture. The vials were hermetically sealed and shaken 
vigorously. After storing the vials at room temperature 
for 15 - 20 minutes, approximately 8 mL of heptane was 
added to each, then 1 μL of the reaction mixture was 
automatically injected into the gas chromatograph (GC) 
according to the instrumental conditions described below.

Conditions
Injection: On-column, 1 μL, reversed liner 
Temperature: 100 °C (1 min) - 15 °C / min --> 370 °C
Detector: FID, 380 °C
Oven:  50 °C (1 min),
  to 180 °C @ 15 °C / min
  to 230 °C @ 7 °C / min
  to 380 °C (10 min) @ 30 °C / min
Carrier gas: Helium, Constant Flow 3 mL / min

Discussion
The method describes the transformation of the glycerol 
and of the mono- and diglycerides into more volatile 
silylated derivatives in the presence of pyridine and of 
N-methyl-N-trimethylsilyltrifl uoroacetamide (MSTFA).

Calibration curves are obtained for glycerine, monoolein, 
diolein and triolein. These calibration curves give an 
indication of the performance of the system. A typical 
calibration curve for triolein is shown in Figure 2 and 
regression coeffi cients obtained are listed in Table 1. 

Figure 2. Calibration curve for Triolein.



Based on these calibration curves, biodiesel samples 
were analysed and quantifi ed: seven regular samples 
and one spiked sample (code 2, 3S) with extra glycerol 
(±0.030 mg) and triglycerides (±0.48 mg rapeseed oil) 
per 100 μL. Tables 2 and 3 show typical results for 
the actual biodiesel samples and Figure 3 depicts the 
repeatability of the analysis of the spiked sample. The 
column performance was constant during the analysis 
of standards and samples (plate number, peak symmetry 
and peak width), and the variation (expressed as standard 
deviation) in retention time was typically 0.022 min.

A challenging aspect of the method is to integrate the 
correct peaks accurately using optimized integration 
parameters, see Figure 4, 5 and 6 for details. In this 
example, peak identifi cation was based on a comparison 
with known standard components. Monoglycerides 
were integrated from 14.8-15.1 and 16.25-16.8 min, 
diglycerides from 20.1-20.9 min and triglycerides from 
22.3-26.5 min. The Galaxie™ Software from Varian is able 
to calculate all the peak areas in a specifi ed retention 
time window and then compare these areas to a 
calibration curve generated for a single component.

 

Conclusion
This application note demonstrates the suitability of 
an on-column injector and the Select Biodiesel for 
Glycerides UltiMetal column used with Varian’s 
CP-3800 GC for the analysis of biodiesel. The calibration 
curves and repeatability data demonstrate excellent 
system integrity which makes the system ideally suited 
for the analysis of free, bound and total glycerol and 
mono-, di- and triglyceride content in biodiesel in 
accordance with the method ASTM D 6584.

All samples analyzed were within standard specifi cations 
as stated in ASTM D 6751 with respect to the maximum 
level of free glycerine and total glycerine, except the in-
house prepared biodiesel of low quality which was as 
expected. However, because of the noted low levels of 
both glycerol and triglycerides, one sample (3S) was 
spiked with glycerol and triglycerides so an assessment 
could be made about the column’s separation peformance 
for those components. As you can see in Figure 6 there 
is not only excellent separation of the triglycerides but 
also very low column bleed at 380 °C. Due to the dictated 
oven ramp step of 30 °C / min a broad background peak 
elutes from the biodiesel matrix at 22 min. This, however, 
has minor effects on the analysis of the di- and 
triglycerides and is also shown in the ASTM method itself.

The new Select Biodiesel for Glycerides column is able to 
achieve a good resolution of the biodiesel sample and is a 
robust solution for this high temperature application. By 
using an already coupled and tested column from Varian, 
problems making a coupling are prevented. Due to the 
UltiMetal solution, no degradation of the outer coating 
and breaking is possible, which makes this column a very 
robust solution with a long lifetime.
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Figure 3. Typical repeatability of 21 successive injections of a spiked biodiesel 

sample (3S spiked). The red lines represent the maximum variation allowed using 

the ASTM D 6584 - 07 

Curve y= a x + b a b r
2

Glycerine 1.15585 0.01729 0.9996

Monoolein 1.38085 -0.01468 0.9994

Diolein 1.13841 -0.00772 0.9994

Triolein 0.86610 -0.00720 0.9998

Table 1. Regression coeffi cients as calculated by the Galaxie™ Software from 

Varian (r2
 must be     0.99).

Name Area1

[μV.min]

Area 2 

[μV.min]

Qty average

% (m / m)

Stdev RSD 

%

Glycerol 401.6 444.4 0.0109 0.0003 3.08

Butanetriol 

(IS1 0.08 mg)

10802.7 11319.7

Monoglycerides 2575.4 2482.0 0.6192 0.0046 0.75

Tricaprin 

(IS2 0.8 mg)

470.3 410.2

Diglycerides 3257.7 3472.2 0.1753 0.0087 4.97

Triglycerides 11743.8 12173.9 0.0463 0.0047 10.2

Bound Glycerin 0.1914 0.0006 0.31

Total Glycerides 0.2023 0.0003 0.12

Table 2. Typical analysis results of a biodiesel sample (Winter Biodiesel, code 1N, 

87.9 mg, duplicate analysis, values are not rounded).
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Figure 4. Details of identifi cation of unknown peaks in a biodiesel sample: A) Biodiesel 3S (spiked), B) CAL-5 mixture, and C) Monoglycerides testmix .

Figure 5. Example chromatogram of B-100 biodiesel (code 3S, with extra glycerol and triglycerides added): details of the glycerol and internal standard peak.
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Figure 6. Example chromatogram of B-100 biodiesel (code 3S, with extra glycerol and triglycerides added): details of the mono-, di- and triglyceride peak identifi cation 

and group integration.

These data represent typical results. 
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Code Description* Sample 

Mass  [mg]

G M D T BG GT Meet SPEC 

D 6751 ?

1 Summer biodiesel 

(2004)

88.8 0.0011
v
 (27 %) 0.474 (2.9 %) 0.315 (10 %) 0.0179 (6.0 %) 0.172 (0.7 %) 0.173 (0.6 %) Passed

2 Winter biodiesel (3S) 88.6 0.0076 (2.4 %) 0.640 (2.1 %) 0.139 (2.7 %) 0.0657 (7.4 %) 0.193 (1.7 %) 0.201 (1.7 %) Passed

3 Winter biodiesel (2S) 88.1 0.0014v (31 %) 0.644 (3.4 %) 0.156 (1.3 %) 0.0641 (6.4 %) 0.197 (2.5 %) 0.198 (2.7 %) Passed

4 Winter biodiesel (1N) 87.9 0.011 (3.1 %) 0.619 (0.8 %) 0.175 (5.0 %) 0.046 (10.2) 0.191 (0.3 %) 0.202 (0.1 %) Passed

5 FAME mix TOFA 89.2 0.0007
v
 (94 %) 0.013 (18.3 %) 0.049 (4.3 %) 0.0075 (0.0 %) 0.012 (8.2 %) 0.012v (13.1 %) Passed

6 Biodiesel ASTM round 

robbin

87.9 0.0005
v
 (76 %) 0.490 (2.3 %) 0.111 (2.5 %) 0.239 (15.5 %) 0.168 (0.8 %) 0.169 (0.6 %) Passed

7 In-house prepared 

biodiesel

89.1 0.0037
v
 (0.6 %) 1.743 (1.6%) 8.90 (0.2%) 25.1 (0.6%) 4.39 (1.6%) Failed

Table 3.  Results of the Free and Total Glycerine analysis of biodiesel samples from different origin (average mass %, RSD, n=2).

G = Glycerol, M = Monoglycerides, D = Diglycerides, T = Triglycerides, BG = Bound Glycerine, GT = Total Glycerides

* Descriptions of the biodiesel (B-100) samples are based on the original lab code, time period (Germany, summer or winter biodiesel as sold on the pump) or origin of 

sample; TOFA: Tall Oil fatty acid methyl ester (mainly C18:1 and C18:2 FAMEs). Sample 2 was analysed with n=4 (see also Table 2)  

v =  below detection range .      = above detection range

4.40^(1.6%)

All trademarks acknowledged

SI-0735/A/02.07

^



Application Note 00736

Determination of Free and Total Glycerol and mono- di-, 
triglyceride content in B-100 Biodiesel Methyl Esters by 

Gas Chromatography

John Oostdijk, Research Engineer, Consumable Products,
Varian, Inc.

Introduction
The European Standard, EN-14105, is used to determine 
the free glycerol and residual mono-, di-, and triglyceride 
contents in Fatty Acid Methyl Esters (FAME) typically 
intended for pure biodiesel or as a blending component 
for domestic and diesel fuels. Total glycerol content 
is calculated from the results obtained. The method is 
suitable for FAME from rapeseed, sunfl ower and soybean 
oils.*

A new high performance metal capillary (UltiMetal™) 
GC column was specifi cally developed for this high 
temperature method. This column (Select™ Biodiesel 
for Glycerides) will not break during the extreme oven 
conditions (as is the problem using fused silica columns) 
and is produced with a retention gap pre-installed which 
provides both the performance and robustness required 
to run this application for an extended period of time. (A 
typical chromatogram is shown in Figure 1).

Biodiesel is produced by transesterifying the parent oil 
or fat with an alcohol, usually methanol, in the presence 
of a catalyst, usually a strong base such as sodium or 
potassium hydroxide, or, preferably and increasingly more 
commonly, alkoxides. The resulting product therefore 
can contain not only the desired alkyl ester product but 
also unreacted starting material (TAG, triacylglycerides), 
residual alcohol, and residual catalyst. Glycerol is formed 
as a by-product and separated from the biodiesel in the 
production process, however, traces thereof can be found 
in the fi nal biodiesel product. Since transesterifi cation is 
a stepwise process, MAG (monoacylglycerides) and DAG 
(diacylglycerides) formed as intermediates can also be 
found in biodiesel [Knothe, 2006].

Figure 1.  Example chromatogram of a typical B-100 biodiesel sample made from rapeseed oil (with extra glycerol and triglycerides added) after a derivatizing 

reaction with MSTFA, analysed on the new Select Biodiesel for Glycerides UltiMetal column. Peaks of interest are separated from the complex matrix which consists 

mainly of the C18 and C16 FAMEs and other minor compounds, like sterols.
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*Is not suitable for FAME produced from or containing coconut and palm kernel 

oils due to the problem of peak overlapping.



The method is applicable for a concentration range from 
0.005 – 0.05 % (m / m) for glycerol (G), 0.25 – 1.25 % 
(m / m) for monoglycerides (M), 0.05 – 0.5 % (m / m) for 
diglycerides (D) and 0.05 – 0.4 % (m / m) for triglycerides 
(T). From these results the total Glycerol (GT) content is 
calculated using the expression: 
GT = G + 0.255M + 0.146D + 0.103T. 
Requirements stated in EN-14214:2003 are 0.02, 0.8, 0.2, 
0.2 and 0.25 % (m / m) respectively.

This method and ASTM D 6584 are two of the most 
commonly used standardized analytical methods used for 
the analysis of biodiesel.

Instrumentation
CP-3800 Gas Chromatograph

Injector: Cold on-column (1093), full EFC control
Detector: FID, full EFC control
Autosampler: Varian Part No: CP-8400 (or CP-8410)

Software
GC control and datahandling: Galaxie™ Software 
from Varian

Materials and Reagents
Column with coupled Retention Gap (RG): Select 
Biodiesel for Glycerides UltiMetal, 10 m x 0.32 mm 
(ID) x 0.1 μm (fi lm thickness), zero dead volume 
connector, RG 2 m x 0.53 mm (ID), Varian Part No: 
CP-9076
Carrier gas (Helium, 99.999 pure or better)
N-methyl-N-trimethylsilyltrifl uoroacetamide (MSTFA)
N-Heptane 
Pyridine
1,2,4-Butanetriol, Internal Standard Solution 1, 

       1 mg / mL pyridine (IS1)
1,2,3-Tricaproylglycerol (tricaprin), Internal Standard 
Solution 2, 8 mg / mL pyridine (IS2)
Reference materials: glycerol (glycerine),                 
1-monooleoylglycerol (monoolein), 1,                      
3-dioleolglycerol (diolein), 1,2,3-trioleoylglycerol 
(triolein) (GLC standard grade)
Monoglyceride mix (monopalmitin, monostearin and 
monoolein) 10 mg / mL pyridine
Microman™ pipet M10 and M100 (Gilson) or a 
comparable positive displacement pipet (or glass 
micro-syringes of 1, 100 and 250 μL)
Pipetman™ 10 mL, Gilson
10 or 20 mL glass vials and caps with PTFE faced 
septa
Volumetric fl asks 10 and 50 mL

Sample Preparation
Standard mixtures and internal standard solutions were 
prepared according to the method. Approximately 100 μL 
of homogenized biodiesel sample was accurately weighed 
(± 0.1 mg) in a 20 mL vial, then, using a Microman pipet, 
80 μL of Internal Standard 1, 100 μL of Internal Standard 
2 and 100 μL MSTFA were added to the sample vials. Care 
was exercised to ensure there was no contact with any 

•
•
•

•

•

•
•
•
•
•

•

•

•

•

•
•

•

moisture. The vials were hermetically sealed and shaken 
vigorously. After storing the vials at room temperature 
for 15-20 minutes, approximately 8 mL of heptane was 
added to each. Then, 1 μL of the reaction mixture was 
automatically injected into the gas chromatograph (GC) 
according to the instrumental conditions described below.

Conditions
Injection: On-column, 1 μL, reversed liner 
Temperature:      100 °C (1 min) - 15 °C / min --> 370°C
Detector: FID, 380 °C
Oven:  50 °C (1 min),
  to 180 °C @ 15 °C / min
  to 230 °C @ 7 °C / min
  to 370 °C (5 min) @ 10 °C / min
Carrier gas: Helium, Constant Flow 4 mL / min

Discussion
The method describes the transformation of the glycerol 
and the mono- and diglycerides into more volatile 
silylated derivatives in the presence of pyridine and of 
N-methyl-N-trimethylsilyltrifl uoroacetamide (MSTFA).

Calibration curves are obtained for glycerine, monoolein, 
diolein and triolein. These calibration curves give an 
indication on the performance of the system. A typical 
calibration curve for Diolein is shown in Figure 2 and 
regression coeffi cients obtained are listed in Table 1. 

Figure 2. Calibration Curve for Diolein.

Curve y= a x + b a b r

Glycerine 1.08243 0.00813 0.9994

Monoolein 1.35878 0.00105 1.0000

Diolein 1.13201 -0.00727 0.9999

Triolein 0.96579 -0.01490 0.9992

Table 1. Regression coeffi cients as calculated by Galaxie Software from Varian 

  (r must be >0.95).



Based on these calibration curves, two biodiesel samples 
were analysed and quantifi ed: a sample with code 3S 
and the same sample spiked with extra glycerol (±0.028 
mg) and triglycerides (±0.48 mg rapeseed oil) per 100 
μL. Table 2 shows typical results for the actual biodiesel 
sample and Figure 3 depicts the repeatability of the 
analysis of the spiked sample. The column performance 
was constant during the analysis of standards and 
samples (plate number, peak symmetry and peak width) 
and the variation (expressed as standard deviation) in 
retention time was typically 0.005 min.

A challenging aspect of the method is to integrate the 
correct peaks accurately using optimized integration 
parameters, see Figure 4, 5 and 6 for details. In this 
example, peak identifi cation was based on a comparison 
with known standard components. Monoglycerides were 
integrated from 13.15 - 13.60 and 14.50 - 15.40 min, 
diglycerides from 22.90 - 25.50 min and triglycerides 
from 29 - 34 min. The Galaxie™ Software from Varian 
is able to calculate all the peak areas in a specifi ed 
retention time window and then compare these areas to 
a calibration curve generated for a single component.

Conclusion
This application note demonstrates the suitability of an
on-column injector and the Select Biodiesel for 
Glycerides UltiMetal column used with Varian’s            
CP-3800 GC for the analysis of biodiesel. The calibration 
curves and repeatability data demonstrate excellent 
system integrity which makes the system ideally suited 
for the analysis of free glycerine and total glycerol as well 
as, mono, di and triglycerides content in biodiesel fully in 
accordance with EN-14105.

The biodiesel sample analyzed was determined to be 
within the EN-14214 specifi cation. However, because of 
the noted low levels of both glycerol and triglycerides, 
the sample was spiked with glycerol and triglycerides 
so an assessment could be made about the column’s 
separation peformance for those components. As you 
can see in Figure 6 there is not only excellent separation 
of the triglycerides but also very low column bleed at      
370 °C. 

The new Select Biodiesel for Glycerides column is able to 
achieve a good resolution of the biodiesel sample and is 
a robust solution for this high temperature application. 
Using an already coupled and tested column from Varian 
will prevent problems making a coupling. Due to the 
UltiMetal solution, no degradation of the outer coating 
and breaking as observed with fused silica columns is 
possible, which makes this column a very robust solution 
with a long lifetime.
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Name Area1 

[μV.min]

Area 2 

[μV.min]

Quantity 

average 

% (m / m)

Stdev RSD 

%

Glycerol 311.5 307.3 0.0072 0.00010 1.46

Butanetriol 

(IS1 0.08 mg)

3255.5 3272.7

Monoglycer-

ides

17514.8 17656.2 0.7844 0.00003 0.003

Tricaprin (IS2 

0.8 mg)

14675.8 14793.6

Diglycerides 2553.6 2573.2 0.1431 0.00003 0.02

Triglycerides 942.8 976.8 0.0741 0.0012 1.58

Total Glycerol 0.2357 0.00002 0.01

 

Diglycerides
Avg 0.155 %(m/m) RSD 1.58%
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Table 2. Typical analysis results of a biodiesel sample (code 3S, 89.5 mg, 

duplicate analysis, values are not rounded).

Figure 3. Typical repeatability of 13 successive injections of a spiked biodiesel 

sample (3S spiked). The red lines represent the maximum variation allowed using 

the EN-14105 method.
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Figure 4. Details of identifi cation of unknown peaks in a biodiesel sample: A) Biodiesel 3S (spiked), B) CAL-4 mixture, and C) Monoglycerides testmix .

Figure 5. Example chromatogram of B-100 biodiesel (code 3S, with extra glycerol and triglycerides added): details of the glycerol and internal standard peak.



Figure 6. Example chromatogram of B-100 biodiesel (code 3S, with extra glycerol and triglycerides added): details of the mono-, di- and triglyceride peak 

identifi cation and group integration.

These data represent typical results. 

For further information, contact your local Varian Sales Offi ce. 

Varian, Inc.

www.varianinc.com

North America: 800.926.3000 – 925.939.2400

Europe The Netherlands: 31.118.67.1000

Asia Pacifi c Australia: 613.9560.7133

Latin America Brazil: 55.11.3845.0444
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CONDICIONES DEL EQUIPO, MÉTODO Y MUESTRAS 

 

 

 

Código: FAR-002 
REPORTE DE RESULTADOS 

Versión: 00 
 LABORATORIO DE ANÀLISIS INSTRUMENTAL Solicitud: 006 

Equipo 
Detector selectivo de masas, Agilent 5973 

Cromatógrafo de gases, Agilent 6890N 

Método C:\MSDCHEM\1\METHODS\ACIDOS.M 

Volumen de inyección 0.2ul 

Inyección 

Modo: Splitless 

Temperatura: 230°C 

Presión: 13.1 psi 

Columna 

Modelo 122-3832, DB - 0.25mm *30m* 

0.25um 

Temperatura máx. 360ºC – Marca Agilent 

Horno 

Inicial 150ºC*1min 

           200°C*2 min (3°C/min) 

           250°C*3 min (5°C/min) 

           300°C*4 min (7°C/min) 

           340°C*5 min (9°C/min) 

Temperatura del auxiliar 300ºC 

Detector de masas Modo Scan 

Tiempo de corrida 53.25 min 

Ruta de archivos D:\MASAS\DATA\EXTENSION\ 

Nombre de archivos C4 - 108/ C4 - 109/ C4 - 110/  C4 - 111.     

Descripción de las muestras 
ACEITE CASTOR/ ETIL RICINOLEATO/ 

MONOGLICERIDOS/DIGLICERIDOS 

Fecha de realización del ensayo Abril 18 de 2008/ 4:30 PM 



ACEITE CASTOR 
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REPORTE PORCENTUAL DE LAS ÁREAS 
  

Nº Pico 
Tiempo de 

retención (min.)
Altura de pico

Área 
corregida 

Porcentaje 
total 

% 

1 15.356   517956 62636545 4.870 

2 20.952   511008 41717750  3.244 

3 25.095   4347836 191509980   14.890 

4 34.310   1504189 57049058 4.436 

5 34.833   875987 36434722 2.833 

6 35.396   5318118 200633211 15.600 

7 36.888   5013535 164046379 12.755 

8 40.119   1422099 66147691 5.143 

9 40.475 4118323 133303141   10.365 

10 41.160   8113134 279809134 21.756 

11 41.657 1646094 52844170 4.109 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Pico Nº1. 
 

Name: Scan 1514 (15.363 min): C4 - 108.D 

 

(mainlib) Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester
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Name: Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 

Formula: C19H40O2Si 

MW: 328 CAS#: 55520-89-3 NIST#: 71638 ID#: 26593 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: G.S. KING, CHEM. PATHOL. DEP., QUEEN CHARLOTTE'S 

HOSP., LONDON, 

10 largest peaks:  

    73 999 |   117 744 |   313 724 |    75 712 |   132 404 | 

    43 324 |   129 312 |   145 292 |    55 244 |    41 212 | 

Synonyms:  

1.Palmitic acid, trimethylsilyl ester 

 

Probabilidad: 37.4 

 



Pico Nº2. 
 

Name: Scan 2378 (20.946 min): C4 - 108.D 

 

(replib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester
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Name: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H40O2Si 

MW: 352 CAS#: 56259-07-5 NIST#: 153642 ID#: 7680 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    75 999 |    73 956 |    81 701 |    67 655 |    95 504 | 

    55 448 |   337 386 |   117 357 |    79 348 |    82 340 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

 

Probabilidad: 6.38



 

Pico Nº3. 
 

Name: Scan 3019 (25.088 min): C4 - 108.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 97.0 



Pico Nº4. 
 

Name: Scan 4446 (34.310 min): C4 - 108.D 

(replib) .psi.,.psi.-Carotene, 7,7',8,8',11,11',12,12',15,15'-decahydro-
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Name: .psi.,.psi.-Carotene, 7,7',8,8',11,11',12,12',15,15'-decahydro- 

Formula: C40H66 

MW: 546 CAS#: 502-62-5 NIST#: 26548 ID#: 6384 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: C.R.ENZELL SWEDISH TOBACCO CO., STOCKHOLM, SWEDEN 

10 largest peaks:  

    69 999 |    81 581 |   137 187 |    95 177 |   121 145 | 

    41 145 |   109 124 |    93 115 |   123 113 |   149 105 | 

Synonyms:  

1.2,6,10,14,18,22,26,30-Dotriacontaoctaene, 2,6,10,14,19,23,27,31-octamethyl- 

2.Lycopersen 

3.Lycopersene 

 

 

Probabilidad: 28.1 

 



Pico Nº5. 
 

Name: Scan 4527 (34.833 min): C4 - 108.D 

 

(mainlib) Pregn-4-en-18-al, 3-(methoxyimino)-20-oxo-11,21-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, 18-(O-methyloxime)
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Name: Pregn-4-en-18-al, 3-(methoxyimino)-20-oxo-11,21-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, 

18-(O-methyloxime), (11á,17à)- 

Formula: C29H50N2O5Si2 

MW: 562 CAS#: 69855-55-6 NIST#: 54974 ID#: 106862 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: H. ALDERCREUTZ, UNIVERSITY OF HELSINKI, HELSINKI, 

FINLAND 

10 largest peaks:  

   474 999 |   103 787 |   471 772 |   489 454 |    73 435 | 

   475 363 |    75 305 |   472 303 |   411 253 |   488 208 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 11.8



Pico Nº6. 
 

Name: Scan 4613 (35.389 min): C4 - 108.D 

(mainlib) Dimethyl tetrabenzo(b,d,H,j)(1,6)-diazacyclododecine-4,5-dicarboxylate
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Name: Dimethyl tetrabenzo(b,d,H,j)(1,6)-diazacyclododecine-4,5-dicarboxylate 

Formula: C30H22N2O4 

MW: 474 CAS#:  N/A NIST#: 149165 ID#: 106868 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: ASES Database, Dalian Institute, P.R. China 

10 largest peaks:  

   474 999 |   399 352 |   165 341 |   475 340 |   355 209 | 

   383 193 |   415 193 |   191 192 |   192 191 |   356 162 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 26.3 

 



Pico Nº7. 
 

Name: Scan 4845 (36.888 min): C4 - 108.D 

 

 

(mainlib) 1'H-Cholest-2-eno[3,2-b]indol-6-one, oxime, (5à)-
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Name: 1'H-Cholest-2-eno[3,2-b]indol-6-one, oxime, (5à)- 

Formula: C33H48N2O 

MW: 488 CAS#: 34535-64-3 NIST#: 18069 ID#: 107012 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: R.I.REED CHEMISTRY DEPT., GLASGOW UNIVERSITY, 

GLASGOW, UK 

10 largest peaks:  

   488 999 |   143 560 |   456 534 |   489 388 |   457 309 | 

   182 304 |   472 269 |   471 256 |    57 204 |    55 168 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 35.2 

 

 



Pico Nº8 
 

Name: Scan 5345 (40.119 min): C4 - 108.D 

 

(mainlib) Rhodoxanthin
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Name: Rhodoxanthin 

Formula: C40H50O2 

MW: 562 CAS#: 116-30-3 NIST#: 26537 ID#: 107488 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: C.R.ENZELL SWEDISH TOBACCO CO., STOCKHOLM, SWEDEN 

10 largest peaks:  

   562 999 |    91 889 |   105 499 |   145 477 |   456 434 | 

   119 434 |   135 391 |   157 390 |   209 347 |   143 317 | 

Synonyms:  

1.4,5'-Retro-á,á-Carotene-3,3'-dione, 4',5'-didehydro- 

2.Retro-á-Carotene-3,3'-dione, 4',5'-didehydro-, all-trans- 

3.Rhodoxanthin, all-trans- 

4.all-trans-Rhodoxanthin 

Probabilidad: 13.9 

 



Pico Nº9 
 

Name: Scan 5401 (40.481 min): C4 - 108.D 

 

 

(mainlib) Stigmasterol trimethylsilyl ether
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Name: Stigmasterol trimethylsilyl ether 

Formula: C32H56OSi 

MW: 484 CAS#: 14030-29-6 NIST#: 160956 ID#: 33376 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    83 999 |   129 511 |   255 378 |    69 377 |    81 370 | 

    73 347 |    55 328 |    57 267 |   159 262 |   133 246 | 

Synonyms:  

1.Silane, trimethyl[[(3á,22E)-stigmasta-5,22-dien-3-yl]oxy]- 

2.Silane, trimethyl(stigmasta-5,22-dien-3á-yloxy)- 

 

 

Probabilidad 58.1



Pico Nº10 
 

Name: Scan 5506 (41.160 min): C4 - 108.D 

 

(replib) á-Sitosterol trimethylsilyl ether
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Name: á-Sitosterol trimethylsilyl ether 

Formula: C32H58OSi 

MW: 486 CAS#: 2625-46-9 NIST#: 35277 ID#: 13989 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: BROOKS/HORNING, INST. LIPID RES., BAYLOR U.C., HOUSTON 

TEXAS 

10 largest peaks:  

   129 999 |   357 930 |   396 800 |   486 370 |   381 300 | 

   358 260 |   397 260 |   356 205 |   121 199 |   255 163 | 

Synonyms:  

1.Silane, trimethyl[[(3á)-stigmast-5-en-3-yl]oxy]- 

2.Silane, trimethyl(stigmast-5-en-3á-yloxy)- 

 

 

Probabilidad : 74.2 



Pico Nº11 
 

Name: Scan 5584 (41.664 min): C4 - 108.D 

 

(mainlib) Pregn-5-en-20-one, 3,16-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, (3á,16à)-
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580

0

50

100

43

55

73

109

129

172

186 213
257 296

330
386

431

461
476

O

O
Si

O
Si

 
 

Name: Pregn-5-en-20-one, 3,16-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, (3á,16à)- 

Formula: C27H48O3Si2 

MW: 476 CAS#: 40822-79-5 NIST#: 43276 ID#: 26633 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: STER PREG TMSI L 00 0000 E M.HORN 

10 largest peaks:  

    73 999 |   129 999 |    75 900 |    43 645 |   172 550 | 

   157 530 |   143 510 |   159 500 |   109 355 |   119 300 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 12.5



ETIL RICINOLEATO 
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ETIL RICINOLEATO 
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REPORTE PORCENTUAL DE LAS ÁREAS 
 

 

  

N Pico 

Tiempo de 
retención 

(min.) 

Altura de 
pico 

Área corregida Porcentaje total%

1 14.930 3890669 195623845 0.221 

2 20.377 12297260 993895021 1.124 

3 20.642 13198442 991709126 1.121 

4 25.553 349943327 75161611128 84.982 

5 26.684 115399853 9326886955 10.546 

6 27.007 11590566 343428626 0.388 

7 28.720 17934802 590729986 0.668 

8 28.920 3959863 54612178 0.062 

9 29.250 4221075 134731466 0.152 

10 29.579 3586905 81760998 0.092 

11 29.696 6021815 156314407 0.177 

12 29.915 4686509 125891974 0.142 

13 30.232 7863356 286924313 0.324 

 
 
 
 
 
 
 



Pico Nº1 
 

 

Name: Scan 1447 (14.930 min): C4-129.D 

(mainlib) Hexadecanoic acid, ethyl ester
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Name: Hexadecanoic acid, ethyl ester 

Formula: C18H36O2 

MW: 284 CAS#: 628-97-7 NIST#: 233204 ID#: 35861 DB: mainlib 

Other DBs: Fine, TSCA, EPA, HODOC, NIH, EINECS, IRDB 

Contributor: Japan AIST/NIMC Database- Spectrum MS-NW-5396 

10 largest peaks:  

    88 999 |   101 559 |    43 362 |    41 268 |    55 233 | 

    29 227 |    57 217 |    73 156 |    89 136 |    69 132 | 

Synonyms:  

1.Palmitic acid, ethyl ester 

2.Ethyl hexadecanoate 

3.Ethyl palmitate 

 

Probabilidad 66.8 



Pico Nº2 
 

Name: Scan 2291 (20.384 min): C4-129.D 

 

(replib) Ethyl Oleate
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Name: Ethyl Oleate 

Formula: C20H38O2 

MW: 310 CAS#: 111-62-6 NIST#: 42468 ID#: 1611 DB: replib 

Other DBs: Fine, TSCA, USP, HODOC, NIH, EINECS, IRDB 

Contributor: R RYHAGE MS-LAB KAROLINSKA INSTITUTET STOCKHOLM 

SWEDEN 

10 largest peaks:  

    43 999 |    55 683 |    69 669 |    97 594 |   264 591 | 

    88 528 |    83 518 |    41 501 |    44 460 |    84 415 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid (Z)-, ethyl ester 

2.Oleic acid, ethyl ester 

3.(Z)-9-Octadecenoic acid ethyl ester 

4.Ethyl cis-9-octadecenoate 

 

 

Probabilidad: 36.9 



Pico Nº3 
 

Name: Scan 2331 (20.642 min): C4-129.D 

 

 

(replib) Linoleic acid ethyl ester
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Name: Linoleic acid ethyl ester 

Formula: C20H36O2 

MW: 308 CAS#: 544-35-4 NIST#: 229299 ID#: 5945 DB: replib 

Other DBs: Fine, TSCA, HODOC, NIH, EINECS 

Contributor: Japan AIST/NIMC Database- Spectrum MS-NW- 498 

10 largest peaks:  

    67 999 |    81 849 |    41 803 |    55 728 |    95 589 | 

    29 507 |    69 422 |    82 421 |    68 406 |    79 383 | 

Synonyms:  

1.Ethyl linoleate 

2.9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, ethyl ester 

3.Ethyl cis,cis-9,12-octadecadienoate 

4.Ethyl linolate 

5.Mandenol 

 

Probabilidad 45.7 



Pico Nº4 
 

 

Name: Scan 3091 (25.553 min): C4-129.D 

 

(replib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester
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Name: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H40O2Si 

MW: 352 CAS#: 56259-07-5 NIST#: 153642 ID#: 7680 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    75 999 |    73 956 |    81 701 |    67 655 |    95 504 | 

    55 448 |   337 386 |   117 357 |    79 348 |    82 340 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

 

Probabilidad 31.7 



Pico Nº5 
 

Name: Scan 3266 (26.684 min): C4-129.D 

 

 

(mainlib) Methyl ricinoleate
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Name: Methyl ricinoleate 

Formula: C19H36O3 

MW: 312 CAS#: 141-24-2 NIST#: 134107 ID#: 13427 DB: mainlib 

Other DBs: Fine, TSCA, NIH, EINECS 

Contributor: NIST Mass Spectrometry Data Center, 1994 

10 largest peaks:  

    55 999 |    41 499 |   166 434 |    43 428 |    97 355 | 

    74 350 |    96 334 |    69 319 |    98 319 |   124 313 | 

Synonyms:  

1.Ricinoleic acid methyl ester 

2.9-Octadecenoic acid, 12-hydroxy-, methyl ester, [R-(Z)]- 

3.Flexricin P-1 

4.Methyl ricinolate 

 

 

Probabilidad 28.4 



Pico Nº6 
 

Name: Scan 3315 (27.001 min): C4-129.D 

(mainlib) Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester
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Name: Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester 

Formula: C25H54O4Si2 

MW: 474 CAS#:  N/A NIST#: 141707 ID#: 79503 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: H. Luftmann, Org. Chem. Inst., Westfalisch Wilhelms Univ., Munster, 

Germany 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 850 |   273 715 |    55 310 |   147 266 | 

   169 250 |   130 244 |    75 210 |   188 177 |   274 166 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 11.4



Pico Nº7 
 

Name: Scan 3581 (28.720 min): C4-129.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 79060 ID#: 17778 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: O A MAMER, MCGILL UNIVERSITY, MONTRE 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 864 |    75 318 |    55 213 |   188 166 | 

   103 159 |    97   98 |   129   91 |    74   79 |    67   60 | 

Synonyms:  

no synonyms. 
 

Probabilidad 26.1 

 

 



Pico Nº8 
 

Name: Scan 3612 (28.920 min): C4-129.D 

 

 

(mainlib) Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester
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Name: Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester 

Formula: C25H54O4Si2 

MW: 474 CAS#:  N/A NIST#: 141707 ID#: 79503 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: H. Luftmann, Org. Chem. Inst., Westfalisch Wilhelms Univ., Munster, 

Germany 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 850 |   273 715 |    55 310 |   147 266 | 

   169 250 |   130 244 |    75 210 |   188 177 |   274 166 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 
Probabilidad 32.0 



Pico Nº9 
 
 

Name: Scan 3663 (29.250 min): C4-129.D 

 

(mainlib) Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester
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Name: Octadecanoic acid, 10,12-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl ester 

Formula: C25H54O4Si2 

MW: 474 CAS#:  N/A NIST#: 141707 ID#: 79503 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: H. Luftmann, Org. Chem. Inst., Westfalisch Wilhelms Univ., Munster, 

Germany 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 850 |   273 715 |    55 310 |   147 266 | 

   169 250 |   130 244 |    75 210 |   188 177 |   274 166 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 15.2 

 



Pico Nº10. 
 

Name: Scan 3714 (29.579 min): C4-129.D 

 

(mainlib) 16-Oxapentacyclo[13.2.2.0(1,13).0(2,10).0(5,9)]nonadec-6-ene, 6-acetyloxy-15-ethoxy-5,14,14
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Name: 16-Oxapentacyclo[13.2.2.0(1,13).0(2,10).0(5,9)]nonadec-6-ene, 6-

acetyloxy-15-ethoxy-5,14,14-trimethyl 

Formula: C25H38O4 

MW: 402 CAS#:  N/A NIST#: 197614 ID#: 10228 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    43 999 |   342 535 |   402 438 |   185 387 |   241 355 | 

    41 352 |    55 336 |    69 321 |   105 305 |   145 300 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 9.75 



Pico Nº11 
 

Name: Scan 3732 (29.696 min): C4-129.D 

 

(mainlib) 1,3-Dioxane, 5-(hexadecyloxy)-2-pentadecyl-, trans-
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580

0

50

100

43

57

71
97

135 169 194
222 269

327

537

O
OO

 
 

Name: 1,3-Dioxane, 5-(hexadecyloxy)-2-pentadecyl-, trans- 

Formula: C35H70O3 

MW: 538 CAS#: 34315-34-9 NIST#: 36414 ID#: 101731 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: R.T.HOLMAN,UNIVERSITY OF MINNESOTA 

10 largest peaks:  

   327 999 |    57 391 |   328 236 |    71 229 |    43 217 | 

    83 192 |    55 180 |    69 173 |    85 173 |    82 161 | 

Synonyms:  

1.m-Dioxane, 5-(hexadecyloxy)-2-pentadecyl-, trans- 

 

Probabilidad: 14.0 

 



Pico Nº12 
 

Name: Scan 3767 (29.922 min): C4-129.D 

 

(mainlib) Lanosta-7,9(11)-dien-18-oic acid, 22,25-epoxy-3,17,20-trihydroxy-, ç-lactone, (3á)-
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Name: Lanosta-7,9(11)-dien-18-oic acid, 22,25-epoxy-3,17,20-trihydroxy-, ç-

lactone, (3á)- 

Formula: C30H44O5 

MW: 484 CAS#: 56143-25-0 NIST#: 49153 ID#: 13728 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: CARL DJERASSI DEPT OF CHEM STANFORD UNIV STANFORD 

CALIF 94305 

10 largest peaks:  

    83 999 |    55 999 |    57 999 |    71 920 |    97 900 | 

   484 900 |    81 860 |   111 830 |    95 830 |    85 820 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 10.8 

 

 

 

 

 



 

Pico Nº13 
 

Name: Scan 3815 (30.232 min): C4-129.D 

 

(mainlib) Androst-5-en-3-one, 17,19-bis(acetyloxy)-4,4-dimethyl-, (17á)-
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Name: Androst-5-en-3-one, 17,19-bis(acetyloxy)-4,4-dimethyl-, (17á)- 

Formula: C25H36O5 

MW: 416 CAS#: 53225-10-8 NIST#: 188961 ID#: 79671 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |   283 620 |    43 484 |    91 167 |    93 161 | 

   105 149 |   301 139 |   133 138 |    55 132 |   145 131 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 18.9



 

MONOGLICERIDOS 
 

20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00

   5e+07

   1e+08

 1.5e+08

   2e+08

 2.5e+08

   3e+08

 3.5e+08

   4e+08

 4.5e+08

Time-->

Abundance

TIC: C4 - 110.D

 20.71 20.99  25.10  28.54  31.90 32.20
 32.68 33.00

 34.38

 35.24

 35.77 36.03
 36.43

 37.22

 37.41
 38.09

 





 

 

REPORTE PORCENTUAL DE LAS ÁREAS 
  

N Pico 
Tiempo de 

retención (min.) 
Altura de pico Área corregida 

Porcentaje 
total% 

1 20.707 8292372 638204419 0.639 

2 20.991 9773974 771033634 0.772 

3 25.101 1189884 5 51279360 0.513 

4 28.545 2136291 0 67828721 0.679 

5 31.899 2770107 3 15925252 4.594 

6 32.203 3263102 7 16281184 1.63 

7 32.681 1312062 9 79155838 0.793 

8 33.004 1258422 3 10570480 1.058 

9 34.381 6040830 1 50435483 5.05 

10 35.234 4861061 54 5539263 55.46 

11 35.770 1002277 13 6283166 6.291 

12 36.029 9263917 7 54979121 5.505 

13 36.429 1039369 77 4568463 4.574 

14 37.218 1404765 38 1187977 11.894 

15 37.412 4718530 4 19476216 1.95 

16 38.097 2839236 2 15961934 1.598 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

Pico Nº1. 
 

Name: Scan 2341 (20.707 min): C4 - 110.D 

 

(mainlib) 11-trans-Octadecenoic acid, trimethylsilyl ester
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Name: 11-trans-Octadecenoic acid, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H42O2Si 

MW: 354 CAS#:  N/A NIST#: 79359 ID#: 25919 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: O A MAMER, MCGILL UNIVERSITY, MONTREAL 

10 largest peaks:  

    73 999 |    75 883 |    55 537 |   117 474 |   339 473 | 

   129 453 |    69 286 |   145 283 |    67 213 |   132 213 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 41.4 

 



Pico Nº2. 
 

Name: Scan 2385 (20.991 min): C4 - 110.D 

 

(replib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester
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Name: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H40O2Si 

MW: 352 CAS#: 56259-07-5 NIST#: 153642 ID#: 7680 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    75 999 |    73 956 |    81 701 |    67 655 |    95 504 | 

    55 448 |   337 386 |   117 357 |    79 348 |    82 340 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 62.7



 

Pico Nº3. 
 

Name: Scan 3021 (25.101 min): C4 - 110.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 97.8 



Pico Nº4. 
 

Name: Scan 3554 (28.545 min): C4 - 110.D 

(replib) Hexadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester
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Name: Hexadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

Formula: C25H54O4Si2 

MW: 474 CAS#: 1188-74-5 NIST#: 153633 ID#: 21037 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   371 999 |    73 407 |   147 307 |   239 280 |   372 275 | 

    57 263 |   203 200 |   129 190 |    43 178 |    71 162 | 

Synonyms:  

1.1-Monopalmitin trimethylsilyl ether 

2.1-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether 

 

Probabilidad: 95.9 



Pico Nº5. 
 

Name: Scan 4073 (31.899 min): C4 - 110.D 

(mainlib) 1-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 1-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 54284-47-8 NIST#: 79363 ID#: 25644 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: O A MAMER, MCGILL UNIVERSITY, MONTRE 

10 largest peaks:  

    73 999 |    55 540 |   129 500 |    41 414 |    43 375 | 

   103 339 |   147 318 |    69 308 |   397 212 |    75 210 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid (Z)-, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

 

 

Probabilidad: 93.4 

 



Pico Nº6. 
 

Name: Scan 4120 (32.203 min): C4 - 110.D 

 

(mainlib) 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H54O4Si2 

MW: 498 CAS#: 54284-45-6 NIST#: 18126 ID#: 27370 DB: mainlib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

    73 999 |   207 550 |   147 470 |   129 350 |    75 320 | 

    67 300 |    55 280 |    34 260 |   221 220 |   103 220 | 

Synonyms:  

1.9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

 

Probabilidad: 45.2



Pico Nº7. 
 

Name: Scan 4194 (32.681 min): C4 - 110.D 

(replib) 2-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 2-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 54284-48-9 NIST#: 18139 ID#: 13956 DB: replib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

   129 999 |   131 490 |   103 480 |   218 330 |   264 330 | 

   203 290 |    98 270 |   147 210 |   410 210 |   265 190 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester. 

 

Probabilidad: 56.1 

 



Pico Nº8. 
 

Name: Scan 4244 (33.004 min): C4 - 110.D 

 

 

(replib) 2-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 2-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 54284-48-9 NIST#: 18139 ID#: 13956 DB: replib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

   129 999 |   131 490 |   103 480 |   218 330 |   264 330 | 

   203 290 |    98 270 |   147 210 |   410 210 |   265 190 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester 

 

Probabilidad: 24.8 

 

 



Pico Nº9 
 

Name: Scan 4457 (34.381 min): C4 - 110.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

Probabilidad: 46.9 

 



Pico Nº10 
 

Name: Scan 4590 (35.240 min): C4 - 110.D 

 

(mainlib) 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H54O4Si2 

MW: 498 CAS#: 54284-45-6 NIST#: 18126 ID#: 27370 DB: mainlib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

    73 999 |   207 550 |   147 470 |   129 350 |    75 320 | 

    67 300 |    55 280 |    34 260 |   221 220 |   103 220 | 

Synonyms:  

1.9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

 

 

Probabilidad 8.00



Pico Nº11 
 

Name: Scan 4672 (35.770 min): C4 - 110.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

 

Probabilidad : 33.3 



Pico Nº12 
 

Name: Scan 4713 (36.035 min): C4 - 110.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 41.8 



Pico Nº13 
 

Name: Scan 4773 (36.423 min): C4 - 110.D 

 

(mainlib) 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester
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Name: 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 56554-42-8 NIST#: 35950 ID#: 26418 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: R.T.HOLMAN,UNIVERSITY OF MINNESOTA 

10 largest peaks:  

    73 999 |   103 870 |   129 720 |    41 610 |    55 570 | 

    67 510 |    81 450 |    75 430 |   147 420 |   131 370 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 18.0



Pico Nº14 
 

Name: Scan 4897 (37.224 min): C4 - 110.D 

 

 

(mainlib) 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester
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Name: 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 56554-42-8 NIST#: 35950 ID#: 26418 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: R.T.HOLMAN,UNIVERSITY OF MINNESOTA 

10 largest peaks:  

    73 999 |   103 870 |   129 720 |    41 610 |    55 570 | 

    67 510 |    81 450 |    75 430 |   147 420 |   131 370 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 28.8 



Pico Nº15 
 

Name: Scan 4926 (37.412 min): C4 - 110.D 

(mainlib) 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester
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Name: 9-Octadecenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-

[[(trimethylsilyl)oxy]methyl]ethyl ester 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 56554-42-8 NIST#: 35950 ID#: 26418 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: R.T.HOLMAN,UNIVERSITY OF MINNESOTA 

10 largest peaks:  

    73 999 |   103 870 |   129 720 |    41 610 |    55 570 | 

    67 510 |    81 450 |    75 430 |   147 420 |   131 370 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 6.73



Pico Nº16 
Name: Scan 5032 (38.097 min): C4 - 110.D 

 

(mainlib) Glyceryl monorichinoleate
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Name: Glyceryl monorichinoleate 

Formula: C21H40O5 

MW: 372 CAS#: 1323-38-2 NIST#: 127705 ID#: 13531 DB: mainlib 

Other DBs: Fine, TSCA, EINECS 

Contributor: Leung Pu, NIH, Bethesda, Maryland, U.S. 

10 largest peaks:  

    55 999 |    43 796 |    61 641 |   166 621 |    44 560 | 

    99 542 |    98 454 |    69 361 |    41 358 |    97 353 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid, 12-hydroxy-, [R-(Z)]-, monoester with 1,2,3-propanetriol 

 

Probabilidad 81.9 



 

DIGLICERIDOS 
 

16.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.0032.0034.0036.0038.0040.00
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REPORTE PORCENTUAL DE LAS ÁREAS 
  

N Pico 
Tiempo de 
retención 

(min.) 
Altura de pico Área corregida

Porcentaje 
total% 

1 15.356 1176916 56397963 0.752 

2 20.565 1140912 50581824 0.675 

3 20.939 2228399 140159907 1.869 

4 25.024 6590663 37079265 49.448 

5 25.153 4234822 14980434 19.977 

6 26.432 2186166 69704762 0.93 

7 31.809 1792923 76836542 1.025 

8 32.087 2548277 102448904 1.366 

9 34.278 5242226 217593974 2.902 

10 34.872 2851954 10136774 13.518 

11 35.395 2328483 91104989 1.215 

12 35.531 4550904 208736728 2.784 

13 40.475 0 291762 8945714 1.193 

14 41.153 5017637 176037487 2.348 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Pico Nº1. 

 

Name: Scan 1515 (15.369 min): C4 - 111.D 

 

(replib) Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester
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Name: Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 

Formula: C19H40O2Si 

MW: 328 CAS#: 55520-89-3 NIST#: 24244 ID#: 20684 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: S. MARKEY UNIV. OF COLO. MED. CTR., DENVER, COLORADO, 

USA 

10 largest peaks:  

   313 999 |    73 997 |    75 706 |   117 646 |   132 575 | 

    43 374 |   129 360 |   145 345 |   314 250 |    55 247 | 

Synonyms:  

1.Palmitic acid, trimethylsilyl ester 

 

Probabilidad: 73.9 

 



Pico Nº2. 
 

Name: Scan 2319 (20.565 min): C4 - 111.D 

 

(replib) Linoleic acid ethyl ester
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Name: Linoleic acid ethyl ester 

Formula: C20H36O2 

MW: 308 CAS#: 544-35-4 NIST#: 229299 ID#: 5945 DB: replib 

Other DBs: Fine, TSCA, HODOC, NIH, EINECS 

Contributor: Japan AIST/NIMC Database- Spectrum MS-NW- 498 

10 largest peaks:  

    67 999 |    81 849 |    41 803 |    55 728 |    95 589 | 

    29 507 |    69 422 |    82 421 |    68 406 |    79 383 | 

Synonyms:  

1.Ethyl linoleate 

2.9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, ethyl ester 

3.Ethyl cis,cis-9,12-octadecadienoate 

4.Ethyl linolate 

5.Mandenol 

 

Probabilidad: 47.6



 

Pico Nº3. 
 

Name: Scan 2378 (20.946 min): C4 - 111.D 

 

(replib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester
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Name: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H40O2Si 

MW: 352 CAS#: 56259-07-5 NIST#: 153642 ID#: 7680 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    75 999 |    73 956 |    81 701 |    67 655 |    95 504 | 

    55 448 |   337 386 |   117 357 |    79 348 |    82 340 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

Probabilidad: 61.1 



Pico Nº4. 
 

Name: Scan 3009 (25.024 min): C4 - 111.D 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 79060 ID#: 17778 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: O A MAMER, MCGILL UNIVERSITY, MONTRE 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 864 |    75 318 |    55 213 |   188 166 | 

   103 159 |    97   98 |   129   91 |    74   79 |    67   60 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 39.7 



Pico Nº5. 
 

Name: Scan 3030 (25.159 min): C4 - 111.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

 

Probabilidad: 95.1 



Pico Nº6. 
 

Name: Scan 3227 (26.432 min): C4 - 111.D 

 

(replib) 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester
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Name: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, trimethylsilyl ester 

Formula: C21H40O2Si 

MW: 352 CAS#: 56259-07-5 NIST#: 153642 ID#: 7680 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    75 999 |    73 956 |    81 701 |    67 655 |    95 504 | 

    55 448 |   337 386 |   117 357 |    79 348 |    82 340 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 20.4



Pico Nº7. 
 

Name: Scan 4059 (31.809 min): C4 - 111.D 

 

(mainlib) 1-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 1-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H56O4Si2 

MW: 500 CAS#: 54284-47-8 NIST#: 79363 ID#: 25644 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: O A MAMER, MCGILL UNIVERSITY, MONTRE 

10 largest peaks:  

    73 999 |    55 540 |   129 500 |    41 414 |    43 375 | 

   103 339 |   147 318 |    69 308 |   397 212 |    75 210 | 

Synonyms:  

1.9-Octadecenoic acid (Z)-, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

 

Probabilidad: 41.2 

 



Pico Nº8. 
 

Name: Scan 4103 (32.093 min): C4 - 111.D 

 

 

(mainlib) 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether
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Name: 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether 

Formula: C27H54O4Si2 

MW: 498 CAS#: 54284-45-6 NIST#: 18126 ID#: 27370 DB: mainlib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

    73 999 |   207 550 |   147 470 |   129 350 |    75 320 | 

    67 300 |    55 280 |    34 260 |   221 220 |   103 220 | 

Synonyms:  

1.9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 

 

Probabilidad: 35.5 

 

 



Pico Nº9 
 

Name: Scan 4440 (34.271 min): C4 - 111.D 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 68.0



Pico Nº10 
 

 

Name: Scan 4533 (34.872 min): C4 - 111.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad: 62.0 

 



Pico Nº11 
 

Name: Scan 4614 (35.395 min): C4 - 111.D 

 

(mainlib) Pregn-5-en-20-one, 3,16-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, O-(phenylmethyl)oxime, (3á,16à)-
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Name: Pregn-5-en-20-one, 3,16-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, O-(phenylmethyl)oxime, 

(3á,16à)- 

Formula: C34H55NO3Si2 

MW: 581 CAS#: 57325-87-8 NIST#: 43345 ID#: 106861 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: STER PREG BOTM L SE30 01 3585 E M.HORN 

10 largest peaks:  

   474 999 |    91 530 |    73 400 |   475 280 |    75 190 | 

   264 165 |   156 160 |   129 145 |   476 135 |   171 110 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 38.7 



Pico Nº12 
 

Name: Scan 4635 (35.531 min): C4 - 111.D 

 

(replib) Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester
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Name: Ricinoleic acid, trimethylsiloxy, trimethylsilyl ester 

Formula: C24H50O3Si2 

MW: 442 CAS#: 150367-80-9 NIST#: 153609 ID#: 17779 DB: replib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

   187 999 |    73 531 |    97 214 |   103 206 |    55 197 | 

   328 190 |    75 189 |   188 148 |   217   74 |    69   61 | 

Synonyms:  

no synonyms. 

 

Probabilidad 56.3



Pico Nº13 
 

Name: Scan 5401 (40.481 min): C4 - 111.D 

 

 

(mainlib) Stigmasterol trimethylsilyl ether
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Name: Stigmasterol trimethylsilyl ether 

Formula: C32H56OSi 

MW: 484 CAS#: 14030-29-6 NIST#: 160956 ID#: 33376 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: Chemical Concepts 

10 largest peaks:  

    83 999 |   129 511 |   255 378 |    69 377 |    81 370 | 

    73 347 |    55 328 |    57 267 |   159 262 |   133 246 | 

Synonyms:  

1.Silane, trimethyl[[(3á,22E)-stigmasta-5,22-dien-3-yl]oxy]- 

2.Silane, trimethyl(stigmasta-5,22-dien-3á-yloxy)- 

3.3á-(Trimethylsiloxy)stigmasta-5,22-diene 

 

Probabilidad 46.9 



Pico Nº14 
 

Name: Scan 5505 (41.153 min): C4 - 111.D 

 

(mainlib) á-Sitosterol trimethylsilyl ether
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Name: á-Sitosterol trimethylsilyl ether 

Formula: C32H58OSi 

MW: 486 CAS#: 2625-46-9 NIST#: 29521 ID#: 58618 DB: mainlib 

Other DBs: None 

10 largest peaks:  

   129 999 |   357 460 |   121 392 |   396 372 |    95 370 | 

    71 336 |    81 316 |    57 264 |    85 248 |   109 246 | 

Synonyms:  

1.Silane, trimethyl[[(3á)-stigmast-5-en-3-yl]oxy]- 

2.Silane, trimethyl(stigmast-5-en-3á-yloxy)- 

 

Probabilidad 57.5 

 

 

 

 

 

 

 



OBSERVACIONES: El Laboratorio de Análisis instrumental reporta los datos 

obtenidos de la muestra entregada para el análisis y en ningún momento 

asegura que ésta sea representativa o no del lote. 
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Designation: D 5768 – 02 (Reapproved 2006)

Standard Test Method for
Determination of Iodine Value of Tall Oil Fatty Acids1

This standard is issued under the fixed designation D 5768; the number immediately following the designation indicates the year of
original adoption or, in the case of revision, the year of last revision. A number in parentheses indicates the year of last reapproval. A
superscript epsilon (e) indicates an editorial change since the last revision or reapproval.

1. Scope

1.1 This test method covers the Wijs procedure for deter-
mination of unsaturation (iodine value) of tall oil fatty acids.

1.2 Iodine value is a measure of the unsaturation of oils and
fatty acids and is expressed in terms of the number of
centigrams of iodine per gram of sample (weight percent of
absorbed iodine).

1.3 When this test method is used to determine the iodine
value of fatty acids having conjugated systems, the result is not
a measure of total unsaturated, but rather is an empirical value
that affords a comparison of unsaturation. Total unsaturation of
conjugated systems may be measured in accordance with Test
Method D 1541.

1.4 The test method described here is not reliable for tall oil
fatty acids containing an appreciable quantity of rosin.

1.5 The values stated in SI units are to be regarded as the
standard. The values given in parentheses are for information
only.

1.6 This standard does not purport to address all of the
safety concerns, if any, associated with its use. It is the
responsibility of the user of this standard to establish appro-
priate safety and health practices and determine the applica-
bility of regulatory limitations prior to use.

2. Referenced Documents

2.1 ASTM Standards: 2

D 1193 Specification for Reagent Water
D 1541 Test Method for Total Iodine Value of Drying Oils

and Their Derivatives3

D 1959 Test Method for Iodine Value of Drying Oils and
Fatty Acids3

E 177 Practice for Use of the Terms Precision and Bias in
ASTM Test Methods

E 691 Practice for Conducting an Interlaboratory Study to
Determine the Precision of a Test Method

3. Significance and Use

3.1 The iodine value of a fatty acid product is a measure of
the unsaturated fatty acid content of that product and conse-
quently a measure of the ease of oxidation or drying capacity
of that fatty acid product.

3.2 This test method measures the unsaturation as iodine
value by addition of an iodine/chlorine reagent. The amount of
reagent absorbed is determined by back titrating the excess
reagent and comparing it to a blank determination.

3.3 In samples containing conjugated double bonds, the
iodine value obtained is empirical since the reagent does not
react stoichiometrically with conjugated unsaturation. Where
no conjugation is present, the iodine value obtained is a
measure of the total unsaturation. By using proper specimen
weights, the empirical values obtained are useful for compara-
tive purposes.

3.4 This test method was developed in order to replace the
hazardous solvent, carbon tetrachloride, used in Test Method
D 1959 with the less hazardous and more available solvents,
iso-octane and cyclohexane. As data on the satisfactory use of
other solvents becomes available, this test method will be
amended to include those solvents.

3.5 This test method should have applicability to fatty acids
and oils other than tall oil fatty acid but that possibility has not
been investigated.

4. Apparatus

4.1 Bottles—Glass-stoppered bottles or Erlenmeyer flasks
of 250-mL capacity.

4.2 Pipets—20 and 25-mL capacity.
4.3 Analytical balance

5. Reagents

5.1 Purity of Reagents—Reagent grade chemicals shall be
used in all tests unless otherwise specified. Unless otherwise
indicated, it is intended that all reagents shall conform to the
Specifications of the Committee on Analytical Reagents of the

1 This test method is under the jurisdiction of ASTM Committee D01 on Paint
and Related Coatings, Materials, and Applications and is the direct responsibility of
Subcommittee D01.34 on Naval Stores.

Current edition approved Nov. 1, 2006. Published November 2006. Originally
approved in 1995. Last previous edition approved in 2002 as D 5768 - 02.

2 For referenced ASTM standards, visit the ASTM website, www.astm.org, or
contact ASTM Customer Service at service@astm.org. For Annual Book of ASTM
Standards volume information, refer to the standard’s Document Summary page on
the ASTM website.

3 Withdrawn.

1

Copyright © ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959, United States.
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American Chemical Society, where such specifications are
available.4 Other grades may be used provided it is first
ascertained that the reagent is of sufficiently high purity to
permit its use without lessening the accuracy of the determi-
nation.

5.2 Purity of Water—Unless otherwise indicated, references
to water shall be understood to mean reagent water conforming
to Type I of Specification D 1193.

5.3 Acetic Acid (Glacial) 17.4 M—Verify the absence of
substances reducing permanganate as follows: Dilute 2 mL of
the acid with 10 mL of water and add 0.1 mL of 0.1 N
potassium permanganate (KMnO4) solution. The pink color
should not be entirely discharged at the end of 2 h.5

5.4 Iso-octane or cyclohexane.
5.5 Chlorine (99.8 % Cl)—(Warning: Extremely hazard-

ous. For specific hazard information and guidance, see suppli-
er’s Material Safety Data sheets.) Commercial grades of
chlorine available in cylinders may be used, provided the gas is
dried by passing through concentrated sulfuric acid (H2SO4, sp
gr 1.84) before passing it into the iodine solution. Alternatively,
the chlorine may be prepared by allowing concentrated hydro-
chloric acid (HCl, sp gr 1.19) to drop onto potassium perman-
ganate (KMnO4) or onto a mixture of KMnO4 and manganese
dioxide (MnO2). Dry the gas thus generated by passing it
through concentrated H2SO4.

5.6 Potassium Iodide Solution (150 g/L)—Dissolve 150 g of
potassium iodide (KI) in water and dilute to 1 L.

5.7 Sodium Thiosulfate, Standard Solution (0.1 N)—
Dissolve 24.8 g of sodium thiosulfate (Na2S2O3·5H2O) in
water and dilute to 1 L. Standardize against potassium dichro-
mate (K2Cr2O7)6 as follows: Weigh to 0.1 mg, by difference
from a weighing bottle, 0.16 to 0.22 g of K2Cr2O7 that has been
finely ground and then dried to constant weight at 105 to 110°C
prior to use. Place the K2Cr2O7 in a 500-mL flask or bottle and
dissolve in 25 mL of water. Add 5 mL of concentrated
hydrochloric acid (11.6 M) and 20 mL of KI solution, and
rotate to mix. Allow to stand for 5 min and then add 100 mL
of water. Titrate with the Na2S2O3 solution, while shaking
constantly, until the yellow color has almost disappeared. Add
1 to 2 mL of starch indicator solution and continue the titration,
adding the Na2S2O3 solution slowly until the blue color has just
disappeared. Calculate the normality, N, of the Na2S2O3 as
follows:

N 5 ~A 3 20.39! / C (1)

where:
A = K2Cr2O7 used, g, and

C = Na2S2O3 solution required for titration of the
K2Cr2O7, mL.

5.8 Starch Indicator Solution:
5.8.1 Use soluble starch that will pass the following test for

sensitivity: Make a paste with 1 g of starch and a small amount
of cold water. Add, while stirring, 200 mL of boiling water.
Dilute 5 mL of this solution with 100 mL of water and add 0.05
mL of 0.1 N iodine solution. The deep blue color produced
must be discharged by 0.05 mL of 0.1 N Na2S2O3 solution.

5.8.2 Make a homogeneous paste of 10 g of soluble starch
in cold water. Add to this 1 L of boiling water. Stir rapidly and
cool. Salicylic acid (1.25 g/L) may be added to preserve the
indicator. If long storage is required, keep the solution in a
refrigerator at 4 to 10°C (40 to 50°F). Prepare fresh indicator
when the end point of the titration from blue to colorless fails
to be sharp.

5.9 Wijs Solution—(Warning: Extremely hazardous. For
specific hazard information and guidance, see supplier’s Ma-
terial Safety Data sheets.) Dissolve 13.0 g of iodine in 1 L of
acetic acid. Gentle heat may be necessary to promote solution.
Cool and remove a small quantity (100 to 200 mL) and set
aside in a cool place for future use. Pass dry chlorine gas into
the iodine solution until the original titration is not quite
doubled. A characteristic color change takes place in the Wijs
solution when the desired amount of chlorine has been added;
this may be used to assist in judging the end point. A
convenient procedure is to add a small excess of chlorine and
bring back to the desired titration by addition of some of the
original iodine solution that was taken out at the beginning.
Determine the strength of the original iodine solution and the
finished Wijs solution by titration against 0.1 N Na2S2O3

solution as directed in 6.4.

NOTE 1—Iodine monochloride (Wijs solution) can be purchased com-
mercially from various laboratory supply houses. The halogen ratio should
be checked prior to use.

The halogen ratio, that is, the ratio of iodine to chlorine, can be

4 Reagent Chemicals, American Chemical Society Specifications, American
Chemical Society, Washington, DC. For suggestions on the testing of reagents not
listed by the American Chemical Society, see Analar Standards for Laboratory
Chemicals, BDH Ltd., Poole, Dorset, U.K., and the United States Pharmacopeia
and National Formulary, U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. (USPC), Rockville,
MD.

5 “Analytical Reagents, ACS Specifications,” American Chemical Society, Wash-
ington, DC, 1960.

6 National Institute of Standards and Technology Standard Reference Material
No. 136 of potassium dichromate is recommended for this purpose and should be
treated as directed in the certificate of analysis accompanying the standard sample.
Available from NIST, Gaithersburg, MD.

TABLE 1 Specimen Weights

Iodine Value
Normal Fatty Acids, 100 to

150 % Excess of Reagent, g
Conjugated Fatty Acids, 115 to
135 % Excess of Reagent, g

Less than 3 10
3 8.46 to 10.57
5 5.08 to 6.35

10 2.54 to 3.17
20 0.85 to 1.59
40 0.64 to 0.79
60 0.42 to 0.53
80 0.32 to 0.40 0.34 to 0.37
90 0.28 to 0.35 0.30 to 0.33

100 0.25 to 0.32 0.27 to 0.30
110 0.23 to 0.29 0.24 to 0.27
120 0.21 to 0.26 0.22 to 0.25
130 0.20 to 0.24 0.21 to 0.23
140 0.18 to 0.23 0.19 to 0.21
150 0.17 to 0.21 0.18 to 0.20
160 0.16 to 0.20 0.17 to 0.18
170 0.15 to 0.19 0.16 to 0.17
180 0.14 to 0.18 0.15 to 0.16
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determined by the Graupner-Aluise method.7

6. Procedure

6.1 Melt the sample if it is not already liquid (do not exceed
10 to 15°C above the melting point of the sample) and filter, if
necessary, to remove foreign materials.

6.1.1 All glassware used in this test must be completely
clean and dry.

6.2 Place into a 250-mL flask or bottle an amount of the
sample such that there will be an excess of Wijs solution of 125
6 10 % for conjugated fatty acids and 125 6 25 % for normal
or nonconjugated fatty acids. Specimen weights meeting this
requirement are shown in Table 1. Add 20 mL of iso-octane
and swirl to dissolve.

6.3 Pipet 25 mL of Wijs solution into the flask containing
the specimen and also into each of at least two additional flasks
to be carried through as blanks. Stopper the flasks and swirl the
flask containing the specimen to ensure an intimate mixture.
Store the flask in a dark place for 1 h at a temperature of 25 6

5°C.
6.4 Remove the flasks from storage and add 20 mL of KI

solution and 100 mL of water. Titrate with Na2S2O3 solution,
adding it gradually and with constant and vigorous shaking
(see Note 2). Continue the titration until the yellow color has
almost disappeared. Add 1 to 2 mL of starch indicator solution
and continue the titration until the blue color has just disap-
peared.

NOTE 2—Mechanical stirring is satisfactory for agitating during the
addition of the Na2S2O3 solution.

7. Calculation

7.1 Calculate the iodine value, I, as follows:

I 5 [~B 2 V!N 3 12.69] / S (2)

where:
V = Na2S2O3 solution required for titration of the speci-

men, mL,
B = Na2S2O3 solution required for titration of the blank,

mL,
N = normality of the Na2S2O3 solution, and
S = sample used, g.

8. Precision and Bias 8

8.1 Interlaboratory Test Program—An interlaboratory study
of the iodine value of two tall oil fatty acids using two different
solvents, was run in 2000. One of these substances had an
iodine value of about 130 and the other an iodine value of
about 82. The two solvents were cyclohexane and iso-octane.
Each of 11 laboratories tested each of those materials in the
two solvents. The design of the experiment, similar to that of
Practice E 691 and a within and between analysis of the data
are given in Research Report D01 - 1127.

8.2 Test Result using cyclohexane—The precision informa-
tion given below for the iodine value is for the comparison of
two test results each of which is the average of three test
determinations as follows:

8.2.1 Repeatability limit, 95 % (within laboratory) = 1.0.
8.2.2 Reproducibility limit, 95 % (between laboratories) =

7.0.
8.2.3 These terms (repeatability limit and reproducibility

limit) are used as specified in Practice E 177. The respective
standard deviations among test results, related to the above
numbers by the factor of 2.8 are as follows:

8.2.4 Repeatability standard deviation = 0.4.
8.2.5 Reproducibility standard deviation = 2.5.
8.3 Test Result using iso-octane—The precision informa-

tion given below for the iodine value is for the comparison of
two test results each of which is the average of three test
determinations as follows:

8.3.1 Repeatability limit, 95 % (within laboratory) = 2.3.
8.3.2 Reproducibility limit, 95 % (between laboratories) =

6.9.
8.3.3 These terms (repeatability limit and reproducibility

limit) are used as specified in Practice E 177. The respective
standard deviations among test results, related to the above
numbers by the factor of 2.8 are as follows:

8.3.4 Repeatability standard deviation = 0.8.
8.3.5 Reproducibility standard deviation = 2.5.
8.4 Bias—This test method has no bias because the iodine

value is defined only in terms of the test method.

9. Keywords

9.1 iodine value; tall oil fatty acids

ASTM International takes no position respecting the validity of any patent rights asserted in connection with any item mentioned
in this standard. Users of this standard are expressly advised that determination of the validity of any such patent rights, and the risk
of infringement of such rights, are entirely their own responsibility.

This standard is subject to revision at any time by the responsible technical committee and must be reviewed every five years and
if not revised, either reapproved or withdrawn. Your comments are invited either for revision of this standard or for additional standards
and should be addressed to ASTM International Headquarters. Your comments will receive careful consideration at a meeting of the
responsible technical committee, which you may attend. If you feel that your comments have not received a fair hearing you should
make your views known to the ASTM Committee on Standards, at the address shown below.

This standard is copyrighted by ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959,
United States. Individual reprints (single or multiple copies) of this standard may be obtained by contacting ASTM at the above
address or at 610-832-9585 (phone), 610-832-9555 (fax), or service@astm.org (e-mail); or through the ASTM website
(www.astm.org).

7 Graupner, A. J., and Aluise, V. A., “A New Rapid Titration Method for
Determining the Halogen Ratio of Wijs Solution and of Iodine Monochloride,”
Journal, American Oil Chemists’ Soc., February 1966, p. 81.

8 Supporting data have been filed at ASTM International Headquarters and may
be obtained by requesting Research Report RR: D01 - 1127.
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Designation: D 6584 – 07 An American National Standard

Standard Test Method for
Determination of Free and Total Glycerin in B-100 Biodiesel
Methyl Esters By Gas Chromatography1

This standard is issued under the fixed designation D 6584; the number immediately following the designation indicates the year of
original adoption or, in the case of revision, the year of last revision. A number in parentheses indicates the year of last reapproval. A
superscript epsilon (e) indicates an editorial change since the last revision or reapproval.

1. Scope*

1.1 This test method covers the quantitative determination
of free and total glycerin in B-100 methyl esters by gas
chromatography. The range of detection for free glycerin is
0.005 to 0.05 mass %, and total glycerin from 0.05 to 0.5 mass
%. This procedure is not applicable to vegetable oil methyl
esters obtained from lauric oils, such as coconut oil and palm
kernel oil.

1.2 The values stated in SI units are to be regarded as
standard. No other units of measurement are included in this
standard.

1.3 This standard does not purport to address all of the
safety concerns, if any, associated with its use. It is the
responsibility of the user of this standard to establish appro-
priate safety and health practices and determine the applica-
bility of regulatory limitations prior to use.

2. Referenced Documents

2.1 ASTM Standards: 2

D 4307 Practice for Preparation of Liquid Blends for Use as
Analytical Standards

E 355 Practice for Gas Chromatography Terms and Rela-
tionships

E 594 Practice for Testing Flame Ionization Detectors Used
in Gas or Supercritical Fluid Chromatography

3. Terminology

3.1 Definitions:
3.1.1 biodiesel (B-100), n—fuel comprised of mono-alkyl

esters of long chain fatty acids derived from vegetable oils or
animal fats.

3.1.2 bonded glycerin, n—is the glycerin portion of the
mono-, di-, and triglyceride molecules.

3.1.3 total glycerin, n—is the sum of free and bonded
glycerin.

3.2 This test method makes reference to many common gas
chromatographic procedures, terms, and relationships. Detailed
definitions can be found in Practices E 355 and E 594.

4. Summary of Test Method

4.1 The sample is analyzed by gas chromatography, after
silyating with N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamide
(MSTFA). Calibration is achieved by the use of two internal
standards and four reference materials. Mono-, di-, and trig-
lycerides are determined by comparing to monoolein, diolein,
and triolein standards respectively. Average conversion factors
are applied to the mono-, di-, and triglycerides to calculate the
bonded glycerin content of the sample.

5. Significance and Use

5.1 Free and bonded glycerin content reflects the quality of
biodiesel. A high content of free glycerin may cause problems
during storage, or in the fuel system, due to separation of the
glycerin. A high total glycerin content can lead to injector
fouling and may also contribute to the formation of deposits at
injection nozzles, pistons, and valves.

6. Apparatus

6.1 Chromatographic System—See Practice E 355 for spe-
cific designations and definitions.

6.1.1 Gas Chromatograph (GC)—The system must be ca-
pable of operating at the conditions given in Table 1.

6.1.2 Column, open tubular column with a 5 % phenylpoly-
dimethylsiloxane bonded and cross linked phase internal coat-
ing. The column should have an upper temperature limit of at
least 400°C. Columns, either 10 m or 15 m in length, with a
0.32 mm internal diameter, and a 0.1 µm film thickness have
been found satisfactory. Any column with better or equivalent
chromatographic efficiency and selectivity can be used. It is
recommended that a 2 to 5 metre 0.53 mm high temperature

1 This test method is under the jurisdiction of ASTM CommitteeD02 on
Petroleum Products and Lubricants and is the direct responsibility of D02.04.0L on
Gas Chromatography Methods.

Current edition approved Jan. 1, 2007. Published February 2007. Originally
approved in 2000. Last previous edition approved in 2000 as D 6584–00e1.

2 For referenced ASTM standards, visit the ASTM website, www.astm.org, or
contact ASTM Customer Service at service@astm.org. For Annual Book of ASTM
Standards volume information, refer to the standard’s Document Summary page on
the ASTM website.

1

*A Summary of Changes section appears at the end of this standard.

Copyright © ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959, United States.



guard column be installed from the injector to the analytical
column. This allows the use of autoinjectors and also increases
column life.

6.2 Electronic Data Acquisition System:
6.2.1 Integrator or Computer, capable of providing real

time graphic and digital presentation of the chromatographic
data is recommended for use. Peak areas and retention times
shall be measured by computer or electronic integration.

6.2.2 This device must be capable of performing multilevel
internal-standard-type calibrations and be able to calculate the
correlation coefficient (r2) and internal standard calculations
for each data set.

7. Reagents and Materials

7.1 Purity of Reagents—Reagent grade chemicals shall be
used in all tests. Unless otherwise indicated, it is intended that
all reagents conform to the specifications of the Committee on
Analytical Reagents of the American Chemical Society where
such specifications are available.3 Other grades may be used
provided it is first ascertained that the reagent is of sufficient
purity to permit its use without lessening the accuracy of the
determination.

7.2 n-Heptane, reagent grade.
7.3 N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA),

reagent grade.
7.4 Pyridine, reagent grade.
7.5 Carrier Gas, hydrogen or helium of high purity. Addi-

tional purification is recommended by the use of molecular
sieves or other suitable agents to remove water, oxygen, and
hydrocarbons. Available pressure must be sufficient to ensure a
constant carrier gas flow rate.

7.6 Microlitre Syringes, 100 µL and 250 µL capacity.
7.7 Screw Cap Vials, with polytetrafluoroethylene (PTFE)-

faced septa, 10 mL capacity.

8. Preparation of Apparatus

8.1 Install and condition the column in accordance with
manufacturer or supplier’s instructions. After conditioning,
attach column outlet to flame ionization detector inlet and

check for leaks throughout the system. If leaks are found,
tighten or replace fittings and recheck for leaks before proceed-
ing.

9. Calibration and Standardization

9.1 Preparation of Calibration Standards—Prepare stan-
dards using fresh compounds listed in Table 2 according to
Practice D 4307. Weigh the components directly into the
volumetric flasks specified and record the mass to the nearest
0.1 mg. Dilute the volumetric flasks to mark with pyridine.
Store the calibration standards in a refrigerator when not in use.

9.2 Standard Solutions—Prepare the five standard solutions
in Table 3 by transferring the specified volumes by means of
microlitre syringes to 10 mL septa vials. Add to each of the five
standard solutions 100 µL of MSTFA. Close the vial and shake.
Allow the vial to stand for 15 to 20 min at room temperature.
Add approximately 8 mL n-Heptane to the vial and shake.

9.3 Chromatographic Analysis—If using an automatic sam-
pler, transfer an aliquot of the solution into a glass GC vial and
seal with a TFE-fluorocarbonlined cap.

9.4 Standardization—Analyze the calibration standards un-
der the same operating conditions as the sample solutions.
Inject 1 µL of the reaction mixture into the cool on-column
injection port and start the analysis. Obtain a chromatogram
and peak integration report. For each reference substance,
determine the response ratio (rspi) and amount ratio (amti) for
each component using Eq 1 and 2.

rspi 5 ~Ai /As! (1)

where:
Ai = area of reference substance, and
As = area of internal standard.

amti 5 ~Wi /Ws! (2)

where:
Wi = mass of reference substance, and
Ws = mass of internal standard.

9.4.1 Prepare a calibration curve for each reference compo-
nent by plotting the response ratios (rspi), as the y-axis, versus
the amount ratios (amti), as the x-axis.

9.5 Calculate the correlation coefficient r2 value for each
reference component in the calibration set using Eq 3. The r2

value should be at least 0.99 or greater. If the above criteria for
r2 are not met, rerun the calibration or check instrument
parameters and hardware.

3 Reagent Chemicals, American Chemical Society Specifications, American
Chemical Society, Washington, DC. For suggestions on the testing of reagents not
listed by the American Chemical Society, see Analar Standards for Laboratory
Chemicals, BDH Ltd., Poole Dorset, U.K., and the United States Pharmacopeia and
National Formulary, U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. (USPC), Rockville, MD.

TABLE 1 Operating Conditions

Injector
Cool on column injection
Sample size 1 µL

Column Temperature Program
Initial temperature 50°C hold 1 min
Rate 1 15°C / min to 180°C
Rate 2 7°C / min to 230°C
Rate 3 30°C / min 380°C hold 10 min

Defector
Type Flame ionization
Temperature 380°C

Carrier Gas
Type Hydrogen or helium measured at 50°C
Flow rate 3 mL/min

TABLE 2 Stock Solutions

Compound CAS No.
Approximate
Mass (mg)

Volumetric
Flask Size

(mL)

Glycerin 56-81-5 25 50
1-Mono [cis-9-octadecenoyl]-rac-
glycerol (monoolein)

111-03-5 50 10

1,3-Di [cis-octadecenoyl]glycerol
(diolein)

2465-32-9 50 10

1,2,3-Tri [cis-octadecenoyl]glycerol
(triolein)

122-32-7 50 10

(S) - (-) -1,2,4-Butanetriol - (Internal
Standard 1)

42890-76-6 25 25

1,2,3-Tridecanolylglycerol (tricaprin) -
(Internal Standard 2)

621-71-6 80 10
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r2 5
@( xy2

#

@( x2
# [( y2

#
(3)

where:

x̄ 5 Xi 2 x̄ (4)

ȳ 5 Yi 2 ȳ (5)

and:
Xi = amti ratio data point,
x̄ = average values for all amti data points
Yi = corresponding rspi data points,
ȳ = average values for all rspi data points.

9.6 Calibration Functions—For each reference calibration
functions are calculated in the form:

Wx/Wis 5 ax 3 ~Ax/Ais! 1 bx (6)

where:
Wx = mass of reference substance, mg,
Wis = mass of internal standard, mg,
Ax = peak area of reference substance,
Ais = peak area of internal standard,
ax = slope of the calibration function, and
bx = intercept of the calibration function.

10. Procedure

10.1 Set the instrument operating variables to the values
specified in Table 1. Weigh to the nearest 0.1 mg approximately
100 mg of sample directly into a 10 mL septa vial. Using
microlitre syringes, add exactly 100 µL of each internal
standard and MSTFA. Shake the vials, and allow to set for 15
to 20 min at room temperature. Add approximately 8 mL of
n-Heptane to the vial and shake.

10.2 Inject 1 µL of the reaction mixture into the cool
on-column injection port and start the analysis. Obtain a
chromatogram and peak integration report.

10.3 Peak Identification—Identify peaks by comparison of
retention times to the standards. For identification of additional
peaks, use the relative retention times given in Table 4 and the
reference chromatograms given in Fig. 1. The mono-, di, and
triglycerides are separated according to carbon numbers (CN).

10.4 Monoglycerides consist of the four overlapping peaks
with relative retention times (RRT) of 0.76 and 0.83 to 0.86
with respect to the internal standard tricaprin. A pair of peaks,
methyl esters with a carbon number of 24, may appear with
RRT of 0.80 to 0.82, and should not be included in the
calculation of monoglycerides.

10.5 Diglycerides are also primarily separated according to
carbon number, but due to varying double bonds in the
molecules, baseline resolution of the peaks does not occur. The
grouping of 3 to 4 peaks with RRT of 1.05 to 1.09 (CN 34, 36,

and 38) shall be attributed to diglycerides. Carbon number also
separates triglycerides. Peaks with RRT of 1.16 to 1.31 (CN 52,
54, 56, and 58) should be included in the calculation.

11. Calculation and Report

11.1 After identifying the peaks, measure the areas of the
peaks identified as glycerin, mono, di-, and triglycerides. Using
the slope and y-intercept of the calibration functions, calculate
the mass of each as follows:

11.1.1 Glycerin:

G 5 ~ag 3 Ag/Ais1 1 bg! 3 Wis1 3 100/W (7)

where:
G = mass percentage of glycerin in sample,
Ag = peak area of glycerin,
Ais1 = peak area of Internal Standard 1,
Wis1 = weight of Internal Standard 1, mg,
W = weight of sample, mg,
ag = slope of the calibration function,
bg = intercept of the calibration function.

11.1.2 Individual Glycerides:

Gli 5 ~ao 3 Agli/Ais2 1 bo1! 3 Wis2 3 100/W (8)

where:
Gli = mass percentage of individual glycerides in sample,
Agli = peak area of individual glyceride,
Ais2 = peak area of Internal Standard 2,
Wis2 = weight of Internal Standard 2 , mg,
W = weight of sample, mg,
aol = slope of the calibration function for mono, di-, or

triolein, and
bol = intercept of the calibration function for mono, di, or

triolein.
11.1.3 Calculation of Total Glycerin:

total glycerin 5 free glycerin 1 bound glycerin (9)

where:
free glycerin = glycerin determined in Eq 7,
bound glycerin = ( (GlM, GlD, GlT)

where:
GlM = 0.2591 3 ( monoglyceride, mass % determined in

Eq 8,
GlD = 0.1488 3 ( diglyceride, mass % determined in Eq

8, and
GlT = 0.1044 3 ( triglyceride, mass % determined in Eq

8.

TABLE 3 Standard Solutions

Standard Solution Number 1 2 3 4 5

µL of glycerin stock solution 10 30 50 70 100
µL of monoolein stock solution 20 50 100 150 200
µL of diolein stock solution 10 20 40 70 100
µL of triolein stock solution 10 20 40 70 100
µL of butanetriol stock solution 100 100 100 100 100
µL of tricaprin stock solution 100 100 100 100 100

TABLE 4 Approximate Relative Retention Times

Component Use Internal
Standard

Relative Retention
Time

Glycerin 1 0.85
1,2,4 Butanetriol 1.00

Internal Standard 1
Monopalmitin 2 0.76
Monoolein, monolinolein 2 0.83-0.86

monolinolenin, and monostearin
Tricaprin 1.00

Internal Standard 2
Diglycerides 2 1.05-1.09
Triglycerides 2 1.16-1.31
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11.2 Report the free and total glycerin to the nearest 0.001
mass %.

12. Precision and Bias

12.1 The precision of this procedure, as determined by
statistical examination of the 2006 interlaboratory test results,4

is as follows:

12.1.1 Repeatability—The difference between successive
results obtained by the same operator with the same apparatus
under constant operating conditions on identical test material,
would in the long run, in the normal and correct operation of
the test method, exceed the following values in on case in
twenty.

12.1.1.1 Total Glycerin Repeatability:

r 5 5.405E202 * ~X 1 0.5164! (10)

X = calculated result in mass %, and
4 Supporting data have been filed at ASTM International Headquarters and may

be obtained by requesting Research Report RR: D02–1603.

FIG. 1 Reference Chromatograms
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r = repeatability.
12.1.1.2 Free Glycerin Repeatability:

r 5 2.339E202 * ~X 11.000E204
!
0.4888 (11)

X = calculated result in mass %, and
r = repeatability.

12.1.2 Reproducibility—The difference between two single
and independent results, obtained by different operators work-
ing in different laboratories on identical material, would in the
long run, in the normal and correct operation of the test
method, exceed the following values only in one case in
twenty.

12.1.2.1 Total Glycerin Reproducibility:

R 5 0.4928 * ~X 1 2.510E202
! (12)

X = calculated result in mass %, and

R = reproducibility.

NOTE 1—The total data (with no common transform) precision in the
D2PP output includes a caveat that the precision is only applicable above
0.13. The other samples are below the limit of quantitation. A reliable
precision cannot be estimated at values below the limit of quantitation.4

12.1.2.2 Free Glycerin Reproducibility:

R 5 0.1082 * ~X 11.000E204
!
0.4888 (13)

X = calculated result in mass %, and
R = reproducibility.

12.2 Bias—Since there is no accepted reference material
suitable for determining bias for the procedure in this test
method, bias can not be determined.

13. Keywords

13.1 biodiesel; free glycerin; gas chromatography; methyl
esters; total glycerin

SUMMARY OF CHANGES

Subcommittee D02.04 has identified the location of selected changes to this standard since the last issue
(D 6584–00e1) that may impact the use of this standard.

(1) Updated precision statement in Section 12 to reflect the
results of a recent interlaboratory study.

ASTM International takes no position respecting the validity of any patent rights asserted in connection with any item mentioned
in this standard. Users of this standard are expressly advised that determination of the validity of any such patent rights, and the risk
of infringement of such rights, are entirely their own responsibility.

This standard is subject to revision at any time by the responsible technical committee and must be reviewed every five years and
if not revised, either reapproved or withdrawn. Your comments are invited either for revision of this standard or for additional standards
and should be addressed to ASTM International Headquarters. Your comments will receive careful consideration at a meeting of the
responsible technical committee, which you may attend. If you feel that your comments have not received a fair hearing you should
make your views known to the ASTM Committee on Standards, at the address shown below.

This standard is copyrighted by ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959,
United States. Individual reprints (single or multiple copies) of this standard may be obtained by contacting ASTM at the above
address or at 610-832-9585 (phone), 610-832-9555 (fax), or service@astm.org (e-mail); or through the ASTM website
(www.astm.org).
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La NTC 235-2 fue ratificada por el Consejo Directivo del 2002-04-30. 
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GRASAS Y ACEITES ANIMALES Y VEGETALES. 
DETERMINACIÓN DE LA MATERIA INSAPONIFICABLE 
MÉTODO UTILIZANDO HEXANO PARA LA EXTRACCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. OBJETO 
 
La presente norma especifica un método que usa una extracción con hexano para la 
determinación del contenido de materia insaponificable en las grasas y aceites animales y 
vegetales. 
 
Este método se aplica a todas las grasas y aceites pero no a las ceras. 
 
 
ADVERTENCIA. Sin embargo, en comparación con el método presentado en la NTC 235-1, da 
resultados que son sistemáticamente bajos. 
 
 
2. REFERENCIAS NORMATIVAS 
 
La siguiente norma contiene disposiciones que, mediante la referencia dentro de este texto, 
constituyen la integridad del mismo. En el momento de la publicación eran válidas las ediciones 
indicadas. Todas las normas están sujetas a actualización; los participantes, mediante 
acuerdos basados en esta norma, deben investigar la posibilidad de aplicar la última versión de 
la norma mencionada a continuación: 
 
NTC 5033: 2002, Grasas y aceites animales y vegetales. Preparación de la muestra para 
ensayo. 
 
 
3. DEFINICIONES 
 
Para los propósitos de la presente norma se aplica la siguiente definición: 
 
3.1 Materia insaponificable: todas las sustancias presentes en el producto, que, después de 
saponificación de éste por hidróxido de potasio y extracción por hexano, no son volátiles bajo 
las condiciones especificadas. 
 
 
Nota. El material insaponificable incluye lípidos de origen natural, como esteroles, hidrocarburos y alcoholes superiores, 
alcoholes alifáticos y terpénicos, al igual que cualquier material extraño extraído por el solvente, y no volátil a 103 °C 
(por ejemplo: aceites minerales) que pueden estar presentes. 
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4. PRINCIPIO 
 
Saponificación de la grasa o aceite por ebullición bajo reflujo con una solución de hidróxido de 
potasio etanólica. Extracción de la materia insaponificable de la solución de jabón con hexano, 
o en ausencia de éste, éter de petróleo liviano. Evaporación del solvente y pesaje del residuo 
después de secado. 
 
 
5. REACTIVOS 
 
Todos los reactivos deben ser de grado analítico reconocido. El agua usada debe ser agua 
destilada o agua de pureza al menos equivalente. 
 
5.1 n-Hexano, o en ausencia de éste, éter de petróleo liviano, destilado entre 40 °C y 60 °C, 
número de bromo menor de 1. Ambos solventes deben estar libres de residuos. 
 
5.2 Etanol, solución 10 % (v/v). 
 
5.3 Fenolftaleína, solución de 10 g/l en 95 % de etanol (v/v). 
 
5.4 Hidróxido de potasio, solución etanólica, c(KOH) ≈ 1 mol/l. Se disuelven 60 g de 
hidróxido de potasio en 50 ml de agua y se diluye hasta 1 000 ml con etanol al 95 % (v/v). La 
solución debe ser incolora o de un amarillo pajizo. 
 
 
6. EQUIPO 
 
El usual de laboratorio y, en particular, el siguiente: 
 
6.1 Balón de 250 ml, con boca esmerilado. 
 
6.2 Condensador de reflujo con junta esmerilada para unión a los balones (véase el numeral 6.1). 
 
6.3 Embudos de separación con capacidad de 250 ml, con llaves y tapones de 
politetrafluoroetileno (PTF). 
 
6.4 Baño de agua hirviendo o manta de calentamiento. 
 
6.5 Horno con capacidad para mantenerse a 103 °C ± 2 °C o un aparato de secado al 
vacío, por ejemplo, un evaporador giratorio o un aparato similar. 
 
 
7. MUESTREO 
 
El muestreo no es parte del método especificado en la presente norma. En la NTC 217 se 
presenta un método de muestreo recomendado. 
 
Es importante que el laboratorio reciba una muestra representativa y que no haya sido dañada 
o alterada durante el almacenamiento o transporte. 
 
 
8. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE ENSAYO 
 
La muestra de ensayo se prepara de acuerdo con la NTC 5033. 
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9. PROCEDIMIENTO 
 
9.1 PORCIÓN DE ENSAYO 
 
Se pesan aproximadamente 5 g de la muestra de ensayo (véase el numeral 8), con 
aproximación a 0,01 g, en un balón de 250 ml (véase el numeral 6.1). 
 
9.2 SAPONIFICACIÓN 
 
Se agregan 50 ml de solución de hidróxido de potasio (véase el numeral 5.4) y algunas perlas 
de vidrio. Se conecta el condensador de reflujo (véase el numeral 6.2) al balón y se deja el 
contenido en ebullición lenta durante 1 h. Al terminar este período, se suspende el 
calentamiento, se agregan 50 ml de agua destilada por la parte superior del condensador y se 
agita. 
 
9.3 EXTRACCIÓN DE LA MATERIA INSAPONIFICABLE 
 
Después del enfriamiento, se transfiere la solución a un embudo de separación de 250 ml 
(véase el numeral 6.3). Se enjuagan el balón y las perlas varias veces con n-hexano (véase el 
numeral 5.1) usando 50 ml en total, y se vierten estos enjuagues en el embudo de separación. 
Se coloca el tapón, se agita vigorosamente durante 1 min y se libera presión periódicamente 
invirtiendo el embudo y abriendo la llave con cuidado. 
 
Se deja reposar hasta que haya separación completa de las dos fases, y luego se separa la 
capa inferior (capa acuosa) en un segundo embudo de separación. 
 
Si se forma una emulsión, ésta se destruye agregando pequeñas cantidades de etanol o 
hidróxido de potasio concentrado, o solución de cloruro de sodio. 
 
Se extrae la solución jabonosa etanólica acuosa dos veces más, cada una de ellas en la misma 
forma con 50 ml de hexano. Se recogen los tres extractos de n-hexano en el embudo de 
separación. 
 
9.4 LAVADO DEL EXTRACTO CON HEXANO 
 
Se lavan los extractos combinados tres veces con porciones de 25 ml de solución de etanol 
(véase el numeral 5.2), agitando vigorosamente y decantando la solución etanólica acuosa 
después de cada lavada. Se decanta cada solución de lavado, dejando 2 ml, luego se gira el 
embudo alrededor de su eje. Se espera algunos minutos para recolectar la capa etanólica 
acuosa restante. Al decantar, se cierra la llave cuando la solución de hexano alcanza el 
diámetro interior de la misma. 
 
Se continúa lavando con la solución de etanol hasta que los enjuagues no presenten color 
rosado al agregar una gota de solución de fenolftaleína (véase el numeral 5.3). 
 
9.5 EVAPORACIÓN DEL SOLVENTE 
 
Se transfiere cuantitativamente la solución de hexano, poco a poco si es necesario, a través del 
embudo de separación, hacia un balón de 250 ml secado previamente a 103 °C ± 2 °C en el 
horno (véase el numeral 6.5), enfriado y pesado con aproximación a 0,1 mg. Se evapora el 
solvente en un baño de agua hirviendo (véase el numeral 6.4). 
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9.6 SECADO DEL RESIDUO Y DETERMINACIÓN 
 
9.6.1 Se seca el residuo durante 15 min en el horno (véase el numeral 6.5) a 103 °C ± 2 °C, 
con el balón en posición casi horizontal. Se deja enfriar en un desecador y se pesa con 
aproximación a 0,1 mg. 
 
Como alternativa, se conecta el balón al aparato para secado en vacío (véase el numeral 6.5) y se 
seca sobre el baño de agua hirviendo con el máximo de vacío de la bomba de agua, 
aproximadamente durante 15 min. Se deja enfriar a temperatura ambiente con el máximo de vacío 
de la bomba de agua, se seca cuidadosamente el balón y se pesa con aproximación a 0,1 mg. 
 
Se repite el secado por períodos sucesivos de 15 min hasta que la pérdida de masa entre dos 
pesajes sucesivos sea menor de 1,5 mg. Si no se obtiene masa constante después de tres 
períodos de secado, la materia insaponificable probablemente está contaminada y, entonces, 
se debe repetir la determinación. 
 
9.6.2 Si se considera necesaria una corrección para ácidos grasos libres, después del pesaje 
del residuo, se disuelve éste en 4 ml de hexano y luego se agregan 20 ml de etanol, 
previamente neutralizado, hasta obtener un color rosado suave en presencia de fenolftaleína 
(véase el numeral 5.3) como indicador. Se titula con solución etanólica volumétrica estándar de 
hidróxido de potasio, c(KOH)=0,1 mol/l hasta obtener el mismo color final. La masa de los 
ácidos grasos libres se calcula como ácido oléico y la masa del residuo se corrige de acuerdo 
con esto (véase el numeral 10). 
 
9.7 NÚMERO DE DETERMINACIONES 
 
Se llevan a cabo dos determinaciones en la misma muestra de ensayo. 
 
9.8 ENSAYO EN BLANCO  
 
Se lleva a cabo un ensayo en blanco usando el mismo procedimiento y las mismas cantidades 
de todos los reactivos, pero omitiendo la porción de ensayo. Si el residuo excede 1,5 mg, se 
investigan la técnica y los reactivos. 
 
 
10. EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS 
 
El contenido de materia insaponificable, expresado como un porcentaje en masa de la muestra, 
es igual a: 
 
 

%
)(100

0

321

m

mmm −−

 
 
Donde: 
 

0m  = es la masa, en gramos, de la porción de ensayo; 
 

1m  = es la masa, en gramos, del residuo; 
 

2m  = es la masa, en gramos, del residuo obtenido con el blanco; 
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3m  = es la masa, en gramos, de los ácidos grasos libres, si los hay (véase el 
numeral 9.6.2) y es igual a 0,28 Vc. 

 
 
Donde: 
 
 V = es el volumen, en mililitros, de la solución etanólica volumétrica estándar 

de hidróxido de potasio usada para la titulación; 
 
 c = es la concentración exacta, en moles por litro, de la solución etanólica 

volumétrica estándar de hidróxido de potasio. 
 
El resultado se considera como la media aritmética de las dos determinaciones. 
 
 
11. PRECISIÓN 
 
El Anexo A contiene los detalles de un ensayo interlaboratorio sobre la precisión del método. 
Los valores derivados de este ensayo pueden no ser aplicables a rangos y matrices diferentes 
a las que se dan. 
 
 
12. INFORME DE ENSAYO 
 
En el informe se debe especificar: 
 
 

- toda la información necesaria para completar la identificación de la muestra; 
 
- el método de acuerdo con el cual se llevó a cabo el muestreo, si es conocido; 
 
- el método utilizado; 
 
- también se deben mencionar todos los detalles operativos no especificados en la 

presente norma, o considerados como opcionales, junto con los detalles de 
cualquier evento que pueda haber influido en los resultados del ensayo; 

 
- el(los) resultado(s) de ensayo obtenidos, o, si la repetibilidad ha sido verificada, el 

resultado final obtenido. 
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Anexo A (Informativo) 
 

Resultados del ensayo interlaboratorio 
 
 
A1. PARTICIPACIÓN 
 
En el estudio colaborativo organizado por “The Institut des Corps Gras Centre Technique 
Industriel" tomaron parte cuarenta laboratorios de seis diferentes países (Francia, Alemania 
Hungría, Malasia, Países Bajos y Gran Bretaña. 
 
A2. MUESTRAS 
 
Se ensayaron tres muestras: 
 
 

- Muestra A. Aceite crudo de girasol 
 
- Muestra B. Aceite crudo de palma 
 
- Muestra C. Sebo crudo 

 
 
A3. RESULTADOS 
 
En la Tabla A1, A2 y A3 se registran los datos de los resultados obtenidos por los laboratorios 
de las muestras A, B y C. En la Tabla A4 se registran los datos de los resultados muestra por 
muestra. 
 
Para la muestra A se eliminaron dos laboratorios sobre la base de los ensayos the Cochran 
(Laboratorio 6) y Dixon (Laboratorio 9), un laboratorio para la muestra C sobre la base del 
ensayo Dixon (Laboratorio 11). Para la muestra B no se eliminó ningún laboratorio. 
 
El promedio del contenido de la materia insaponificable para las tres muestras estuvo entre 
0,15 % y 0,58 % (en masa). 
 
El límite de repetibilidad se aproxima a 0,06 % (en masa) y el coeficiente de variación de 
repetibilidad está entre 3,6 % y 10,5 %. 
 
El límite de reproducibilidad se aproxima a 0,18 % (en masa) y el coeficiente de variación de 
reproducibilidad esta entre 9 % y 36 %. 
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Tabla A1. Muestra A. Aceite crudo de girasol 
 

Laboratorio Resultado 1 
% (en masa) 

Resultado 2 
% (en masa) 

1 0,56 0,58 
2 0,541   0,545 
3 0,51 0,52 
4 0,62 0,58 
5 0,57 0,63 
6 0,78 0,61 
7 0,54 0,51 
8 0,64 0,62 
9 0,89 0,89 

10 0,54 0,57 
11 0,62 0,64 
12 0,6 0,63 
13 0,68 0,68 
14 0,56 0,52 

Nota. El laboratorio 6 fue eliminado con base en el ensayo de Cochran (5 %). 
El laboratorio 9 fue eliminado con base en el ensayo de Dixon (5 %). 

 
 

Tabla A2. Muestra B. Aceite crudo de palma 
 

Laboratorio Resultado 1 
% (en masa) 

Resultado 2 
% (en masa) 

1 0,35 0,33 
2      0,2625      0,2485 
3 0,37 0,32 
4 0,30 0,30 
5 0,35 0,42 
6 0,44 0,45 
7 0,35 0,3  
8 0,35 0,35 
9 0,18 0,18 

10 0,25 0,32 
11 0,51 0,48 
12 0,24 0,26 
13 0,34 0,32 
14 0,38 0,34 

 
 

Tabla A3. Muestra C. Sebo crudo 
 

Laboratorio Resultado 1 
% (en masa) 

Resultado 2 
% (en masa) 

1 0,16 0,18 
2 0,1337 0,106 
3 0,18 0,17. 
4 0,15 0,14 
5 0,22 0,23 
6 0,09 0,12 
7 0,09 0,11 
8 0,2 0,21 
9 0,04 0,03 

10 0,13 0,18 
11 0,40 0,41 
12 0,13 0,14 
13 0,23 0,22 
14 0,16 0,19 

Nota. Laboratorio 11 fue eliminado con base en el ensayo de Dixon (5 %). 
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Tabla A4. Análisis  estadístico de los resultados del estudio colaborativo 

 
 Aceite crudo de girasol 

Muestra A 

Aceite crudo de 
palma 

Muestra B 

Sebo crudo 
Muestra C 

Numero de laboratorios 14 14 14 
Número de laboratorios retenidos luego de 
eliminar estadísticas falsas 

12 14 13 

Promedio, % (en masa) 0,58 0,33 0,15 
Desviación estándar de repetibilidad, sr ,% 0,02 0,03 0,02 
Coeficiente de variación de repetibilidad (%) 3,64 7,81 10,49 
Desviación estándar de reproducibilidad, sR, % 0,05 0,08 0,05 
Coeficiente de variación de reproducibilidad, (%) 8,99 24,63 36,32 
Límite de repetibilidad, r, % 0,06 0,07 0,04 
Límite de reproducibilidad, R, % 0,15 0,23 0,16 
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