UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE
GENOTIPOS DE HIGUERILLA (Ricinus communis L.) PARA LA
PRODUCCION DE BIODIESEL

POR:
Ing. JAIME ARMENDARIZ VELAZQUEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS AGRICOLAS

NOVIEMBRE DE 2012



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIR

/&"M S 5
o e o
A 2 /,§,
< AUTONOMA DE >

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE
GENOTIPOS DE HIGUERILLA (Ricinus communis L.) PARA LA
PRODUCCION DE BIODIESEL

POR:
Ing. JAIME ARMENDARIZ VELAZQUEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS AGRICOLAS

NOVIEMBRE DE 2012



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
HIGUERILLA (Ricinus communis L.) PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS DE PRODUCCION AGRICOLA

PRESENTA:
Ing. JAIME ARMENDARIZ VELAZQUEZ

APROBACION DE TESIS:

Ph. D. Francisco Zavala Garcia

Asesor Principal

M.C. Eduardo Alejandro Garcia Zambrano

co-Asesor

Dr. Ma. Del Carmen Ojeda Zacarias

co-Asesor




DEDICATORIA

A MIS PADRES, MC JAIME ARMENDARIZ MARTINEZ Y SRA. ENRIQUETA
VELAZQUEZ BRAVO, POR ENSENARME EL VALOR DEL TRABAJO HONESTO,
LA RESPONSABILIDAD Y SOBRE TODO LA INTEGRIDAD, GRACIAS POR SU
APOYO, POR SUS CONSEJOS Y SOBRE TODO POR SER QUIENES SIEMPRE
HAN ESTADO A MI LADO CUANDO HE NECESITADO A ALGUIEN EN QUIEN

CONFIAR Y ME DIERA LAS FUERZAS PARA SEGUIR ADELANTE.

A MI HERMANO ENRIQUE, QUIEN SIEMPRE HA TENIDO LA DISPOSICION Y EL
GUSTO DE SER MI AYUDANTE, ASISTENTE Y AMIGO DURANTE LAS LARGAS Y

DE NO SER POR SU COMPANIA EN INTERMINABLES JORNADAS DE TRABAJO.

A CYNTHIA SOTO H. POR SER UN APOYO INCONDICIONAL DURANTE EL
TIEMPO QUE HA ESTADO A MI LADO, POR SU PACIENCIA Y SOBRE TODO EL

AMOR QUE ME HA DEMOSTRADO SIEMPRE.

A LA FAMILIA SANCHEZ-ARMENDARIZ, EN ESPECIAL A MIS AHIJADAS, POR

SER ESA LUZ QUE ILUMINA A TODA LA FAMILIA CON SU PRESENCIA.

A MIS AMIGOS, A TODOS LOS QUE SIEMPRE HAN ESTADO A MiI LADO Y AUN

ESTANDO LEJOS ME HAN DADO SUS MUESTRAS DE CARINO.

GRACIAS A TODOS.




AGRADECIMIENTOS

A DIOS, POR DARME LA PACIENCIA Y LA ENTEREZA PARA LA
REALIZACION DE ESTE TRABAJO.

A LA UNIVERSIDAD AUTONQMA DE NUEVO LEON, EN PARTICULAR A LA
FACULTAD DE AGRONOMIA POR BRINDARME LA OPORTUNIDAD DE
REALIZAR MIS ESTUDIOS DE MAESTRIA.

AL Ph.D. FRANCISCO ZAVALA GARCIA, POR SU APOYO Y LAS
ENSENANZAS QUE ME HA BRINDADO DURANTE MI ESTANCIA EN ESTA
FACULTAD.

AL DR. MAGIN LAPUERTA AMIGO, POR EL TIEMPO DEDICADO A M
TRABAJO, SU APOYO DURANTE MI ESTANCIA EN ESPANA, SOBRE
TODO POR SU GRAN DISPOSICION COMO PROFESOR, ADEMAS DE
DEMOSTRAR SIEMPRE SER UNA GRAN PERSONA.

AL M.C. EDUARDO GARCIA ZAMBRANO Y A LA DRA. MA. DEL CARMEN
OJEDA ZACARIAS POR SU COLABORACION EN LA REALIZACION DE
ESTE TRABAJO.

A TODOS AQUELLOS QUE DE MANERA DIRECTA E INDIRECTA HAN
MARCADO MI FORMACION EN ESTA INSTITUCION Y QUE GRACIAS A
SUS COMENTARIOS, OBSERVACIONES Y CONSEJOS ME HAN AYUDADO
A FORMARME PROFESIONALMENTE.




AGRADECIMIENTOS ESPECIALES

A la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, por el apoyo brindado a través del
Proyecto PAICYT-GCT012-09, “Evaluacion del sorgo (Sorghum bicolor L.) y la
higuerilla (Ricinus communis L.) como cultivos con potencial para la produccién
de biocombustibles en México”

CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por el apoyo tanto para la
realizacion de mis estudios de posgrado como para mi estancia de trabajo en
Espana a través del Programa Nacional de Becas Mixtas en el Extranjero

®UCLM

UNIVERSIDAD DE CASTILLA~LA MANCHA

Al Dr. Magin Lapuerta Amigo, Profesor - Investigador de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Industriales de la Universidad de Castilla la Mancha, por
las facilidades proporcionadas para la realizacibn de los trabajos
experimentales y teoricos en relacion a la Caracterizacion Molecular del
Biodiesel de Higuerilla.




INDICE GENERAL

PAGINA
DEDICATORIA........iircrnr s s s s s smn s ssms s amnnans iii
AGRADECIMIENTOS........cccccorrrmrrsssmrrsssmrsssmsssssmsssssssssssssssanssssnsssssnseas iv
AGRADECIMIENTOS ESPECIALES.........ccccocminsmrnnmnrsannssssssssmsnnnes v
INDICE GENERAL.......cruneureseressesesessessssessesssssesssssssessssesssssssesssssaseas Vi
INDICE DE CUADROS.......ccoeurereesesesessesssssssessssssssasessssssssasssessessans Xi
INDICE DE FIGURAS.......ccereureseresecesesseessessesasessssssessssessessssesseeans Xvii
RESUMEN..........iirierrmeessmrsssmesssss s s s ssnesssss s sssms s sssmssssamssssassssans XViii
SUMMARY. .....otiiimiimrnnssssssesssssss s ssssssssssssssssssssssssss sasass sasssssssansas XX
1. INTRODUGCCION........curemeereurereeseasessasesesessessessasesssssssesssssassssssessssaes 1
1.1 ObjetiVos...cciiirerr i 5
B I 1] 0T (== 5
2. REVISION DE LITERATURA........coeourmrmrmrnsnrnsrsnssssssssssssssassssssssnns 6
2.1 Situacidn actual de la higuerilla en México y el mundo...... 6
2.1.1 Situacion de la higuerilla en México.........cccureumrrriunnn 6
2.1.2 Situacion de la higuerilla a nivel mundial................... 7
2.2 Clasificacion taxondémica de la higuerilla..........c.ccccoerinnneen. 8
2.3 Caracteristicas del cultivo de higuerilla..........ccocvrvinrnnees 9
2.3.1 Generalidades del cultivo de higuerilla....................... 9
2.3.2 Densidad de poblacion...........cccceiceemminccmernnsene e 10
2.3.3 Caracteristicas morfologicas.........ccccvrrramrrssscersssnenns 11
2.3.3.1 Caracteristicas generales..........ccccrrecemrrrrcccennns 11
PR T 02 - 1] o 11
PR T TR (o - T 12
PR TR T 5 - 1 14 - =S 12
PR T TSI o 4 1) (o 13
P T TS 2 - 12 14
2.3.3.7 InflorescencCia.......ccccusrrmmmmmrrnnssssmsnnssnssssnssnsnnnns 14
2.3.3.8 ReproduccCion.........cccccueecrmmrrnssmsrsssmssssssamensnnas 14
P T e TS Y= o ] | - 15
2.4 Caracterizacion genética molecular...........cccceeciricieenrncnnenns 15
2.4.1 Generalidades.........c.coomrrrrmmrrssssmnrssssnsssssms s ssssns s ssmens 15
2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).............. 16
2.4.2.1 NaturalizacCion..........ccceecrrirmernnssnnsssnee e 16
2.4.2.2 Apareamiento o alineamiento..........cccccceeeunneeee 16
AR TS T8 =5 4 (=1 4 E=) [0 o 1 17
2.4.3 ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
(372X ) 17
2.4.4 Estimacion de la distancia genética...........ccceeeerrrueenn. 18

e
vi




2.10 Subproductos en la elaboracion de biodiesel

2.5 Métodos de Clasificacion: Analisis de
Conglomerados

2.5.1 Método de Ward........ccoeemirrmirrmniremsiremsrsnssrnnsssnnssrensssnnes
2.5.2 MEetodo U.P.G.MLA.........oeeeeceemicrmeirrme s s smssssm s nnnnes

2.6 Cultivo y produccion de biodiesel a partir de higuerilla.....

P2 T T U= [ R
2.6.2 Necesidades hidricas.......ccccverrreeememmmmemmnneninnnrsreeereennns
2.6.3 Fertilizacion........uueeeeeeeeeeeriissssssssrreseee s s e sssessssnnssssssssssnnes
P R o -V - T
2.6.5 Enfermedades......cc.ccuemiimmmeiiirccniinrees e re e nnes s
2.6.6 Malezas........cccccceeerrmmmmmnnsrrrrecces s s s snnans s e s s n e a e e e s nnmnnns

2.7 Higuerilla y SUS tOXiN@S......ccceeiirrrmmmmnnnnssssssssssnsssmssnnssssseeeennas

2.7.1 Principales toxinas presentes en la planta.................
PR 0 5 {7 3
P20 (< T 0 ) o7 Lo F- T 1

2.8 Produccion de aceite de FCiN0....ccccueiirecirmiireirreiereerennennes

2.8.1 Cosecha de semilla..........ccceeeeeiviiimmeemeicrr e e
2.8.2 Preparacion de la semilla: secado y descascarado..
2.8.3 Calentamiento de las semillas............ccceevriirreececeeccee..
2.8.4 Prensado de las semillas......ccccccevrmmmierreeisrncennrnecnnnnnes
2.8.5 Extraccion por solvente.........cccoccurrnimmrnnsemnssnssmsssnsnnas
2.8.6 Filtracion.........cccceeriiriimimmemeeececmeennssssssssssesss s s s s s s snsnssnnnns
2.8.7 Almacenamiento de aceite.........cccceerrreeerrrreenrrrneenerneenns
2.8.8 Caracteristicas deseables...........cccceeeeeeeiiiicccccnnccccenees

2.9 Produccion de biodiesel a partir de aceite de ricino...........

2.9.1 TransesterifiCaCiON.....c.cceeeecremiremcrrnmreemnerrmsrrns s enmnennns

P 1 i I o) - T

P 0 T €] | o= g [ - T
2.11 Caracterizacion molecular de biocombustibles................

2.11.1 Propiedades del biodiesel y métodos evaluativos..
2.11.2 Contenido de metil esteres (EN 14103)............cceeneee
2.11.3 Contenido de mono-,di- y triglicéridos (EN 14105)..
2.11.4 Contenido de agua (EN ISO 12937).......ccccceecmrrrrrnnnns
2.11.5 Estabilidad a la oxidacion (EN14112).........cccccceeeeenn.
2.11.6 indice de yodo (UNE 14110)....c.c.ccceeememrcreeernseessssscnns
2.11.7 Densidad (EN ISO 3675, EN ISO 12185)........cccccceuuee.
2.11.8 Viscosidad (EN ISO 3104).....c...ccccceemmmmmrssssnmmmensensssnnes
2.11.9 Punto de inflamacién (EN ISO 3679).........cccccceeeeernn.
2.11.10 Punto de obstruccion de filtro frio (POFF) (EN

18
19
19
19
19
20
20
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
26
26
27
27
28
29
29
30
31
32

34
35
36
36
37
38

39




2.11.11 Destilacion (ASTM D1160)........cccceemmmmmmmmmrmrrrreerenennns
2.11.12 Lubricidad..... ..o eceme e e e e ee e em e ee e emenn s

3 MATERIALES Y METODOS.......cccecneururercensesesesasssesessssssasessssasasens

3.1 Ubicacion el experimento.........ccccuceemnnsemmsmsssmssssssesssssssanesnas
3.2 Obtencion de germoplasma.........cccccememrnssnmrrssssnsssssssnsssssssnes
3.3 Caracterizacion molecular de la higuerilla...........................
3.3.1 Definicion del protocolo para la caracterizacion
molecular de la higuerilla........cccceviiiimmiiinnii e
3.3.2 Caracterizacion molecular de la higuerilla utilizando
la técnica de PCR-RAPD.........cccociirrimrree s e
3.4 Determinacion del periodo de latencia, dinamica de

emergencia y porciento de plantas germinadas.............ccceeeenee
3.4.1 Siembra........ccccoocirirriirirrreeeee e e ennnnnaana
3.4.2 Determinacion del periodo de latencia..........cccceeeueenn.
3.4.3 Determinacion de la dinamica de emergencia............
3.4.4 Determinacion del porciento de plantas germinadas.
3.5 Evaluacién de genotipos a nivel de campo.........ccccrrrriinnnns
3.5.1 GeNOtIPOS.....cccivemmmmrrrrisnne s
3.5.2 Fecha de siembra y tamaino de parcela
exXperimental........ccccuimmnrinnie e ———————
3.5.3 Practicas de CUltiVO.......cccceremreemmcmmeesssssssss s en s
R 570 T80 I 5 11 o o T
3.5.3.2 Control de malezas...........cccceeerrrrrrrmrmmneecceccmnnnnnsnnssnnnns
3.5.4 Tomade datos.......ccccmmmrreiimmmmmrcrr e e e e e
3.5.4.1 Dias a floracion..........cccccerrrriccsmmmnsssssssssmsnssssssssesennns
3.5.4.2 AlUra.......co e e
3.5.4.3 Numero de hojas.........ccceeemmmrmrissssnmmnmnnssssssns s snssnanes
3.5.4.4 Tipo de fruto........cceemmmrriiiinmmmr s
3.5.4.5 Tamano de la semilla.........eeneeerrrrcieerrerrrrr e eeecceeeees
3.5.4.6 Caracteristicas fisicas del fruto..........ccccerrrrrrccnccennnn.
3.5.4.7 Rendimiento de semilla (kg ha-1)......cccccvrrrreeeececenees
3.5.4.8 Variables cualitativas.............ccccrmmmmmmmmneemmmssensn.
3.5.5 Extraccion y produccion de aceite.........ccccervriiinncennns
3.5.6 Analisis estadistiCos..........ccceerrmmmmmmmmmrrrrrrrr e nsssssssssnnas
3.6 Produccion de Biodiesel.........cccccomrricirsmmmrrinsssssennnssssssssennns
3.7 Analisis Molecular de la Calidad del Biodiesel....................
3.7.1 Determinacion del contenido de agua..........ccccvucueerne
3.7.2 Determinacion de la Densidad (Experimental)...........
3.7.3 Determinacion de la Viscosidad...........cceceremmnnniniinnnes
3.7.4 Determinacion del indice de Acidez.........cceceeeereernnnne

3.7.5 Determinacion del Punto de Obstruccion de Filtro
Frio (POFF)....ci i iceeeercrrceeeessesssssmeeesessssssmnesesssssnnmmssssensssnnns

40
41
42
42
42
42

43

45

48
48
50
51
51
51
51

52
53
53
53
53
53
54
54
54
55
55
55
56
56
59
61
63
63
64
65
66

67




3.7.6 Determinacion de la Temperatura Minima de

Estabilidad de la Mezcla......ccccccoiiimmmecccirinre e cr e 68
3.7.7 Determinacion de la composicion de Metil Esteres
de Acidos Grasos del Biodiesel (FAMES).........cccocuceeeennas 70
3.7.8 Determinacion de la Densidad (Teodrica)........cccurrrnnne 71
3.7.9 Determinacion del indice de YOdo........ccoceeeeemeererurnnnes 72
3.7.10 Determinacion del Peso Molécula del aceite, acido
graso y biodiesel........ i 73
3.7.11 Determinacion de la composiciéon atémica del
biodieSel..... e 74
3.7.12 Determinacion del calor especifico a presion
CONStaANte......cieei i 75
3.7.13 Determinacion de la Entalpia de Formacion............. 76
3.7.14 Determinacion de la Entalpia de Vaporizacion......... 77
3.7.15 Determinacion del poder calorifico a presion
Lo 0] 1 E=3 1 | (= 81
3.7.16 Determinacion del poder calorifico a volumen
Lo 0] =3 1 | (N 82
3.7.17 Determinacion del numero de cetano........ccccceeecunnees 84
3.7.18 Dosado Estequiomeétrico.........ccccuuvverriscmnrincseensnsannas 85
4. RESULTADOS Y DISCUSION.......cooeeueerrccrccermsessssssssssssssssssssns 87
4.1 Colecta de Semilla.........cooeeeeeeeemrccrceee e 87
4.2 Diferenciacion Molecular..........ccccirinsssmmmnnmnssssssssssssssssssssssns 89
4.2.1 Determinacion del protocolo para la caracterizacion
molecular por medio de la técnica de RAPD....................... 89
4.2.2 Diferenciacion genética de las colectas..................... 95
4.2.2.1 Iniciador OPA........ e e emenn s 95
4.2.2.2 Iniciador OPG..........cccvriiinnssssssssssssmmnnnssnnss e 103
4.2.2.3 Analisis de cluster y clasificacion en base a
los resultados de la técnica RAPD...........cccccccmenrinnns 110
4.3 Caracterizacion morfoldgica........c.ccceecmrrrrrmrrrsssmrrsssmsnssssanens 113
4.3.1 Variables climatolégicas presentes durante el
(=T =T o 113
4.3.2 Determinacion del Periodo de Latencia, Dinamica de
Germinacion y Porciento de Plantas Germinadas......... 114
4.3.2.1 Periodo de Latencia.......cccccccemmrmmmmmmmmnnssnssssssssssssnnnnnnees 114
4.3.2.2 Dinamica de Emergencia.........cccccevecmrrirnsssncammnnsinnnns 116
4.3.2.3 Porciento de Plantas Germinadas.......ccccccccunrriiinnnne 117
4.3.3 Dias a FIOoracion.........ccccevrerrnmreeesemmememnmssnsssssssmnssssesseennes 118
4.3.4 Numero de Hojas......cccccvrinemmmminnnssssmsssssssssssenssssssssnnnns 120
4.3.5 Altura de Planta........cccccceiiiiiiiininnnnnssssssssssssemsssssnsnneens 122
4.3.6 Relacion entre altura y dias a floracion....................... 124
4.3.7 Relacion entre dias a floracion y numero de hojas.... 125

ix



4.3.8 Tipo de Fruto.........ccoemmmrmniiisnmmmnrrrnssssss s ssssssnnes 125

4.3.9 Largo y ancho de semilla..........cccoceiimmmmmmmmmmmeesnnnnensenens 127
4.3.10 Relacidn entre largo y ancho de semilla................... 130
4.3.11 Tamaio de inflorescencia...........cccccmrrrrisssnmnnnninsssnnes 131
4.3.12 Numero de Frutos por Inflorescencia..........cc.cc..ce..... 133
4.3.13 Relacion entre largo de inflorescencia y numero de
00 o 3 134
4.3.14 Caracteristicas fisicas del fruto..........cccccerrrriiieeennns 136
4.3.15 Produccion de semilla y aceite.........cccocrrrrrmnriscnnnnns 139
4.3.15.1 Produccion de semilla............ccooeeeeriiiiicccccecccceeeees 139
4.3.15.2 Contenido de aceite.......ccccccemrrrmrrrrnniinsnsssssssssnnnnnnenns 142
4.3.16 Color de Tallo, Hoja y Nervadura............ccceemmrrrninnnnes 145
4.3.17 Diferenciacion en base a la morfologia de la
higuerilla........cooiiii e 147
4.4 Produccion de Biodiesel...........ccoccmmmirinssnmemnmnnnnnsssmsnnsssnnnne 150
4.4.1 Determinacion del protocolo de Transesterificacion. 150
4.4.2 Produccion de biodiesel a partir del aceite
[0 0 To 11T o o . 153
4.5 Analisis molecular de Calidad de Biodiesel........c..ccccuuuueen. 157
4.5.1 Contenido de AQUa.........ccccvmmmmrrrminsssmnssrmnsssssmsnsssssnsnnns 157
4.5.2 Densidad..........ccccormmmmiriiirirecerr e s 159
T3 ST BV T o0 X3 Lo F- Vo 1R 160
4.5.4 Viscosidad cinematica de mezclas biodiesel-diesel.. 162
4.5.5 Indice de ACIAEZ......coceeurereurererurereareressereseressseseaseseanens 164
4.5.6 Punto de Obstruccion de Filtro Frio (POFF)............... 166
4.5.7 Definicion de la temperatura minima de estabilidad
de las mezclas de biodiesel...........ccccmmrimmmmmmmnnmm, 169
4.5.8 Determinacion de FAMES..........ccccccmriicimmmnnnnnsssssnnnnnnns 170
4.5.9 Densidad TeOriCa........ccccrrrrrrrmmmrrrrsssssmceeeresssssmmmer s eessnnnns 173
4.5.10 indice de YOdO......c.rurrurereureremeremssessssessasssessssesssssseanes 175
4.5.11 Peso molecular del aceite, acidos grasos y
biodiesel.......couiiiiiiiieeerr s ———————— 176
4.5.12 Composicion atomica del biodiesel..........cccccceeerrneees 177
4.5.13 Calor Especifico a Presion Constante............ccceueeee. 178
4.5.14 Entalpia de FOrmacion..........ccccocecmmrrsmmnnsssssssnssscennns 179
4.5.15 Entalpia de VaporizacCion..........cccceecmrrinsnssnmnnsmnssssannes 180
4.5.16 Poder CalorifiCo.........cccecmmrrrrssssmmmmrssssssnmsnsessssssnnensses 182
4.5.17 Numero de Cetano..........ccevrrnmmmmmmmmmmmmnnnnss s ssssssssssssses 184
4.5.18 Dosado Estequiomeétrico........ccccuececmrrrrcmrrssscenssssannnas 185
5. CONCLUSIONES..........cccocmmrrrrsinnmmnrrrssssssnsnnssssssssmmsssssssssssnsnssesssnnns 187
6. BIBLIOGRAFIA.........cceerererecsaresesesesssesess s ssssse s ssssasessssasasasessases 189
7. ANEXOS......cceericcceccerrres s ssssses s s s sssssmns s s e s s ssmn s e s e e s s s ammn e e e en s smmmnnnes 202




Cuadro

o a A WD

10

11
12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

INDICE DE CUADROS

Titulo
Principales productores de higuerilla a nivel mundial................
Caracteristicas del aceite de ricino.........cccccvviiiiiiiiiiicc e,
Reactivos utilizados en la técnicade PCR...........ccooiiiiviiiinens
Series de iniciadores utilizadas para la diferenciacion
molecular del material genético y sus diferentes secuencias......
Tabla de ANAVA de un diseio de bloques completos al azar......

Contribucion de los distintos grupos para el calculo de Te, Tc y

Colectas realizadas en el estado de Nuevo Ledén y su
posicionamiento geografiCo............ccveviiiiiiiiiiiiiii i

Concentraciones de ADN obtenido utilizando el Kit comercial
MasterPure TM Plant Leaf DNA........c i crecirecreeireer e rms s renmn s sees

Relacion 260/280 de las diferentes muestras de ADN...................

Numero de carril y contenido de los diferentes geles
elaborados para la caracterizacion molecular...........................

Variables climaticas reportadas en Marin N.L. durante el
periodo de abril-diciembre del afio 2011.............ccoiiiiiiiiiiiiine,
Periodo de Latencia de las diferentes colectas de higuerilla.......

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion de la variable
dias a floracion.........ccccmmimmmmnneee e ————————————

Prueba Tukey para la comparacion de medias de la variable
dias @ floracion..........cooviiiiiii i

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion de la variable
NUMEro de hojas......ccoiiiiirimmmeir s en e mam s

Prueba Tukey para la comparacion de medias de la variable
numero de hojas a la primera floracién...................cccoceiinnn.

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion de la variable
altura de planta.........cccccciiiii s ———————

Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable
alturadeplanta..........ccoooiiiiii

Porciento de frutos dehiscentes de cada una de las colectas de
higuerilla analizadas...........ccccoiiiiiiiiiii

Analisis de varianza y Coeficiente de Variacion de las variables
largo y ancho de semilla........ccccoviiemmmiinnsccmnsc s

Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable
anchode semilla..........c.coiiiiiii i e

46
60

78

87

89
90

95

113
114

119

119

120

121

122

122

126

127

128




22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39
40
41

Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable
largo de semilla.........c.ccovneiiiii

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion para la variable
tamaino de inflorescencia........cccocceeriiimsinnccsnnnc

Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable
tamano de inflorescencia...........ccccoiiiiiiiiiiiic

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion para la variable
numero de frutos por inflorescencia..........cccooommmmmmemeencnnnn.

Prueba Tukey para la comparacion de medias de la variable
frutos por inflorescencia...........cooiiiiiiiiiiiiii e

Porcentaje de individuos con frutos espinosos y cuticula
Persistente........cccoiiiii e

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion para la variable
porcentaje de individuos con frutos espinosos (%FE) y cuticula
persistente (YoFCP).......oiiii i

Prueba Tukey para la comparacion de medias de la variable
porcentaje de individuos con cuticula persistente....................

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion de la variable
produccion de semilla........cccociiiiiemiiicisrinn e ———

Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable
produccion de semilla..........c.ccoiiiiiiiii i ——

Andlisis de varianza y Coeficiente de Variacion de la variable
produccion de aceite.......ccccoeeerrrrrmrrnnsser e

Prueba Tukey para la comparacion de medias de la variable
produccion de aceite.........ccveviiiiiiiiiiii

Color de tallo, nervadura y hoja de los distintos genotipos de
higuerilla........cooeii e ————————

Grupos formados en la diferenciacion morfolégica y sus
principales caracteristicas..........cccouivimriiicssrinns e

Concentracion de aceite, metanol y catalizador para la
transesterificacion del aceite comercial de higuerilla a
temperatura constante (60°C)...........ccocviiiiiiiiiiiiii

Pruebas de transesterificacion utilizando KOH como
[o3= 1 = 1 [ -2 Lo oY /A

Genotipos, cantidad de aceite, alcohol (metanol), catalizador
(NaOH), % w/w utilizados para la produccién de biodiesel..........
Produccion de biodiesel de las diferentes colectas evaluadas....
Contenido de agua de las 12 diferentes muestras de biodiesel...
Densidad de las 12 muestras de biodiesel de ricino..................

128

131

131

133

133

136

137

138

139

139

142

143

145

148

151

153

153
154
158
159

Xii



42
43
44

45

46

47

48

49

50

51

52
53
54

Viscosidad cinematica de las 12 muestras de biodiesel de
o3 1 5 Yo

Viscosidad cinematica de las muestras B05, B10, B15 y B20....

indice de acides de las 12 diferentes muestras de biodiesel
PUIrO de FiCIiNO. ... s r s s e s s eans

Analisis de varianza del % de FAMEs de las diferentes
Muestras de biodiesel........vvvviiiiiiiiiiiiirrrrrrrrrrrrrrrrrerrnes

Densidad calculada y densidad experimental de las diferentes
muestras de biodiesel de ricinO.........c.ccoviviiiiiiiiiiciee

indice de yodo de las 12 muestras de biodiesel de ricino
disponibles.......cocoiiiiiii

PM (kg/kmol) del aceite, acido y biodiesel de las 12 muestras
disponibles.......cccoiiiiiiii

Numero de atomos y % m/m de C, H y O que conforman las
diferentes muestras de biodiesel............cccoiiiiiiiiiiiiiie,

Coeficientes del polinomio que define c, y el valor de delta H
para cada una de las diferentes muestras de biodiesel.............
Factor acéntrico critico, y de las 12 diferentes muestras de
biodiesel analizadas.......cc..coueeiiiimriiieirrrer s e e
PCIl, y PCS, de las 12 diferentes muestras de biodiesel...............
Numero de Cetano de las 12 diferentes muestras de biodiesel...
Dosado relativo de las 12 muestras de biodieseil..........................

160
162

164

172

174

175

176

177

178

181
182
184
185

xiii



Figura

a A~ WOWND

© 00 N O

14
15
16
17
18

19
20
21

22

23

24

25

INDICE DE FIGURAS

Titulo
Area cultivada y produccion de semilla de higuerilla en
1T o o
Tallo de una planta de higuerilla joven...............c.ccccccvvneians
Hoja de una planta de higuerilla.............c.ccooviiiiiiiiinnnne.
Crecimiento de ramas en una planta de higuerilla...............
Semilla y fruto de una planta de higuerilla originaria del
estado de NUeVO LeolN.........ccoeiiiiiiiiiiiiirrrr e s
Inflorescencia de una planta de higuerilla originaria del
estado de Nuevo Ledn.........ccceviiiiiiiiiiiiiiccrcr e
Proceso de transesterificacion.............c.coeeiiiiiiiiiiiiiiinina
Grafica de Posicidon de Pixeles utilizada para la definicion
de marcadores moleculares..........cooceevmmmmmmmmnnnnrr e ————
Realizacion de la primera siembra............c.ccooviiiiinnnnne.
Plantas utilizadas para la determinacion de dinamica de
Lo 1= 4113 = o7 Lo o TP
Daio provocado por el frio en las plantulas de higuerilla.....
Siembra de higuerilla en campo............cccoiiiiiiiiiiin
Croquis de distribucion de las unidades experimentales en
(=] 8 = g =Y 3 o
Yema apical que muestra el momento del inicio de la
11 Lo - Lo Lo o T
Medicion de las dimensiones de las semillas.....................
Distintos tipos de color de tallo; verde (1), rojo (2) y mixto

Proceso de molienda de las semillas de higuerilla..............
Proceso de agitacion con metanol de las semillas
previamente molidas...........c.cocviiiiiiiiii
Proceso de filtracion del metanol y aceite en dilucion.........
Proceso de evaporacion de metanol.................c.ccoiiiiinenns
Bioreactor para la produccion del biodiesel.......................
Separacion de fases al final del proceso de
transesterificacion.......ccccccccccccnriicssssecr -
Aparato culombimétrico utilizado para la determinacion del
contenido de agua........cccceviiiiiiiiiiiiri s

Bafio de temperatura regulada utilizado para Ila
determinacién de la densidad..............ccciiviiiiiicicine s

Aredmetro dentro de la muestra previo a la lectura de la
densidad.........ccooeiiiiii e

Pagina

11
12
13

13

14
28

47
49

50
50
52

52

54
55

56
57

57
58

58
62

62
63
64

65




26

27

28

29
30
31

32
33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Viscosimetro de Ostwald utilizado para la determinacién
de la viscosidad cinematica...........c..ccooiiiiiiiiie

Titulador utilizado para la determinacion del indice de

Analizador automatico del punto de obstruccion de filtro
frio utilizado........cconiiii e

Bano con refrigerante utilizado para disminuir Ia
temperatura de las muestras............coccviiiiiiiiiiiiie

Analizador TURBISCAN utilizado para el analisis...............
Cromatografo de gases utilizado para la determinacion de

Colecta realizada en el estado de Nuevo Leon...................
Colecta realizada en el estado de San Luis Potosi..............

Gel elaborado con material genético del estado de México
y los 20 distintos iniciadores OPA (1-OPA01, 2-OPA02...
20-OPA20), testigo positivo (P), testigo negativo (N) y
MAarcador (M)..... ..o e

Gel elaborado con material genético del estado de
chihuahua y los 20 distintos iniciadores OPA (1-OPAO01, 2-
OPAO02... 20-OPA20), testigo positivo (P), testigo negativo
(N) ymarcador (M).......ccoeiiiiiiic v e e e r e e e

Gel elaborado con material genético del estado de México
y los 20 distintos iniciadores OPG (1-OPGO01, 2-OPG02 20-
OPA20), testigo positivo (P), testigo negativo (N) y
MAarcador (M).........u s
Gel elaborado con material genético del estado de
Chihuahua y los 20 distintos iniciadores OPG (1-OPGO01, 2-
OPGO02... 20-OPA20), testigo positivo (P), testigo negativo
(N) y marcador (M).......ccoiiiiiiiiirirr e e s e

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPAOQ1 (carriles 2-19) y OPAO2 (carriles 20-37)...

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPAOQ3 (carriles 2-19) y OPA04 (20-37).....cccceeeees

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPAOQS5 (carriles 2-19) y OPAO06 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPAOQ7 (carriles 2-19) y OPAO08 (20-37)...............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPAQ9 (carriles 2-19) y OPA10 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPA11 (carriles 2-19) y OPA12 (20-37)...............

66

67

68

69
69

70

88
88

91

92

93

93

96

96

97

98

98

99

XV



44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58
59
60

61
62

63

64

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPA13 (carriles 2-19) y OPA14 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPA15 (carriles 2-19) y OPA16 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPA17 (carriles 2-19) y OPA18 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPA19 (carriles 2-19) y OPA20 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPGO1 (carriles 2-19) y OPGO02 (20-37)......ccueueees

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPGO3 (carriles 2-19) y OPGO04 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPGO5 (carriles 2-19) y OPGO06 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPGO7 (carriles 2-19) y OPGO08 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPGO09 (carriles 2-19) y OPG10 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPG11 (carriles 2-19) y OPG12 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPG13 (carriles 2-19) y OPG14 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPG15 (carriles 2-19) y OPG16 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPG17 (carriles 2-19) y OPG18 (20-37)..............

Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los
iniciadores OPG19 (carriles 2-19) y OPG20 (20-37)..............

Dendrograma del analisis en cluster de los 18 genotipos
de higuerilla utilizados............c.cccoiiiiiiiiii

Hojas primarias de la higuerilla...............cccociiiiiiiiiiiiiiiiaees

Dinamica de emergencia de las diferentes colectas de
higuerilla........ccoor e

Porcentaje de plantas germinadas..........ccccccmmiiniisnemnnninssianes
Modelo de regresion para altura de planta y dias a
1 (o = T3 Lo o
Modelo de regresion entre las variables numero de hojas y
dias a
FlOracion.........coiiei e
Modelo de regresion entre las variables largo y ancho de
SeMIlla....... . e

100

1001

1001

102

103

104

104

105

106

106

107

108

108

109

111
115

115
117

124

125

130




65

66
67
68

69

70

71
72
73
74
75

76

77
78

79

80

81

82

83

84
85
86

Modelo de regresion entre las variables largo de
inflorescencia y numero de frutos.........ccccceereiiiiiiiininnsnsiinnnnes

Produccion de semilla de las 17 colectas de higuerilla
utilizadas en el enNsayo..........cccooviiiiiiiiiii
Produccion total de aceite por hectarea................ccccnneies

Dendrograma de clasificacion morfolégica de las 17
colectas de higuerillas...........ccooiiiiiiiiiiiii

Separacion de fases del biodiesel producido con aceite de

Prueba 6 de transesterificacion de aceite de
higuerilla........... .. ——————
Separacion de fases de la prueba 7............cccoveiiiiininnnes
Separacion de fases del biodiesel producido.....................
Primer lavado con agua del biodiesel producido................
Ultimo lavado del biodiesel para la eliminacion de residuos
Evaporacion de agua y clarificacion del biodiesel...............

Viscosidad cinematica de las mezclas B05, B10, B15, B20 y
B100 de biodiesel de ricino........cccvvveiiiiiiiiiiic i i e

POFF de las diferentes mezclas diesel-biodiesel.................
POFF de las mezclas B05, B10, B15y B20............c.cccccvnvnenn

Diferencias entre la medicién de POFF sin agitacion y con
AGItaCiON. ...

Grafica de transmision de luz a través de la muestra B05 a

% De éster metilico de acido ricinoléico contenido en las
diferentes muestras de biodiesel.......c.ovvviiiiiiiiiiiiiees

% De esteres metilicos contenidos en las diferentes
muestras de biodiesel........oovviiiiiiiiiiii e v e e

Desarrollo de ¢, en relacion a la temperatura.....................
Desarrollo de hfen relacion a la temperatura.....................
Evolucion de la Ah (,f—;) con respecto a la temperatura..........

135

140
144

147

150

151
152
155
156
157
163

166
167
168

169

170

171

171

179

180
181

XVii



RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron realizar una caracterizacion
morfoldgica y molecular de la Higuerilla (Ricinus communis L.) y de la calidad
del biocombustible producido a base del aceite obtenido de la semilla, con el fin
de conocer el comportamiento de esta planta como un cultivo agroenergético
viable para la region noreste del México. Se utilizaron 17 colectas del estado de
Nuevo Ledn, 11 colectas de San Luis Potosi, una colecta de Michoacan y dos
muestras obtenidas con particulares procedentes del estado de Chihuahua vy
una mas del Estado de México. La caracterizacion molecular se llevo a cabo
utilizando la técnica de RAPDs, para la cual se utilizaron las series OPA (01-20)
y OPG (01-20), como resultado se obtuvieron un total de 725 productos de
amplificacion, de los cuales 326 (44.96%) fueron productos de amplificacion
aptos para ser considerados como marcadores y 249 (55.04%) que presentaron
una baja calidad, por lo cual no fueron considerados como marcadores. Se
estimo el indice de Diversidad el cual fue de 0.903. Se elaboré una matriz
binaria para llevar a cabo el analisis de conglomerados con los datos obtenidos
de la caracterizacion molecular. El analisis resulté en un dendrograma, el cual
dio la formacion de tres grupos, el primero de ello conformado por las colectas
CiM1, C1M3, Chi02, SLP05, SLP06, C2M6, Chi01, SLP02, SLP04, C2M4 y
SLP11, el cual agrupa plantas de higuerilla de porte mas bajo, con una cantidad
media de hojas y con inflorescencias largas, el segundo grupo se conformo de
las colectas C1M6, C2M1, SLP09, C2M7, SLP10, este cluster agrupa colectas
de porte medio, con una gran cantidad de hojas y una cantidad de frutos por
inflorescencia y finalmente el tercer grupo se conformo por las colectas Mich y
EdoMex, dicho grupo se encuentra conformado por las colectas que
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promediaron una mayor altura a la floracion, un menor promedio de hojas
semillas mas grandes y un bajo promedio en relacion al largo de la
inflorescencia. Para la caracterizacion morfolégica se utilizaron 17 materiales
(siete del estado de Nuevo Ledn, siete del estado de San Luis Potosi, dos del
estado de Chihuahua, una del estado de Michoacan y una del estado de
México). Se midieron las variables: dinamica de emergencia, dias a floracion,
numero de hojas, altura, tipo de fruto, tamafo de la semilla, tamafo de la
inflorescencia, numero de frutos por inflorescencia, caracteristicas fisicas del
fruto, color del tallo, hoja y nervadura, produccion de semilla y produccién de
aceite. Como resultado de la evaluacién y caracterizacion morfolégica, se
realizd un andlisis de conglomerados que resultd en un dendrograma que
facilitd la clasificacion de los diferentes genotipos, formandose tres grupos
homogéneos, el primero de ellos integrado por las colectas SLP10, SLPO06,
Chio2 y C1M6, el segundo integrado por las colectas SLP5, SLP04, EdoMex y
C2M?7 y el tercero por las colectas SLP03, SLP02, C2M1, Chi01, SLP11, C2M6,
C1M3 C2M4 y C1M1. Ademas, se detecté que los mejores genotipos en cuanto
a produccion de semilla fueron C1M6, Chi02 y SLPO06, los cuales produjeron
970 kg ha™, 937.07 kg ha™ y 724.46 kg ha™", respectivamente. La produccién de
biodiesel se llevo a cabo a partir del aceite extraido de las diferentes colectas,
se encontré que el rendimiento de biodiesel fue en promedio de 1:0.84, lo que
significa que por cada gramo de aceite transesterificado se obtuvieron 0.84g de
biodiesel. Finalmente, el biodiesel obtenido se caracterizo y se evalué siguiendo
las normas de la Asociacién Espafnola de Normalizacion (AENEOR) vigentes,
concluyendo que el biodiesel obtenido, en general no cumple con dichas
normas utilizdndolo puro, pero disuelto, el diesel puede ser una buena

alternativa como biocombustible.

Palabras clave: Diversidad, genética, diferencias morfolégicas, Biodiesel,
Caracterizacion Molecular.
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SUMMARY

The objectives of this study were to assess morphological and molecular
characterization of Castor (Ricinus communis L.) and the quality of biofuel
produced from oil obtained from the seed, in order to understand the behavior of
this plant as a agroenergy crop viable for the northeast region of Mexico. 17
collections were used from the state of Nuevo Ledn, 11 collections of San Luis
Potosi, a collection of Michoacan and two individual samples obtained from the
state of Chihuahua and Mexico State more. Molecular characterization was
carried out using the RAPD technique, which used the series OPA (01-20) and
OPG (01-20), being obtained a total of 725 amplification products, of which 326
(44.96%) were suitable amplification products to be considered as markers and
249 (55.04%) with a low quality and therefore were not considered as markers.
We estimated the Diversity Index which was 0.903. The analysis resulted in a
dendrogram, which gave the formation of three groups, the first composed it
C1M1 collections, C1M3, Chi02, SLP05, SLP06, C2M6, CHI01, SLP02, SLP04,
SLP11 C2M4 and which groups plants castor consignment lower, with an
average amount of leaves and fruits per inflorescences , the second group was
formed by collections C1M6, C2M1, SLP09, C2M7, SLP10, this cluster
comprises collections of medium size, with a lot of leaves and a medium number
of fruits per inflorescence and finally the third group was formed by the
collections EdoMex and Mich, that group is made up of collections that averaged
greater height at flowering, leaves lower average larger seeds and a low
average in relation to the length of the inflorescence. The morphological
characterization were used 17 materials (seven of the state of Nuevo Leon,
seven of the state of San Luis Potosi, two Chihuahua state, a state of
Michoacan and Mexico State). Variables were measured: dynamic emergence,
days to flowering, number of leaves, height, type of fruit, seed size,
inflorescence size, number of fruits per inflorescence, physical characteristics of
the fruit, stem color, leaf and rib, seed production and oil production. As a result
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of the evaluation and morphological characterization, we performed a cluster
analysis resulted in a dendrogram that facilitated the classification of different
genotypes, forming three homogeneous groups, the first formed by the
collections SLP10, SLP06, and C1M6 Chi02, the second consisting of
collections SLP5, SLP04, and C2M7 EdoMex and the third by the collections
SLPO03, SLP02, C2M1, CHIO1, SLP11, C2Me6, C1M3 C2M4 and C1M1i.
Furthermore, it was found that the best genotypes in terms of seed production
were C1M6, Chi02 and SLP06, which produced 970 kg ha™!, 937.07 kg ha™' and
724.46 kg ha', respectively. Biodiesel production was carried out from the oil
extracted from the various collections; it was found that the yield of biodiesel
averaged 1:0.84, which means that for every gram of oil transesterified was
obtained 0.84g of biodiesel. Finally, the biodiesel obtained was characterized
and evaluated according to the rules of the Spanish Association for
Standardization (AENEOR), concluding that the biodiesel obtained generally
does not meet these standards using it pure, but dissolved, the diesel can be a
good alternative as biofuel, making blends in different concentrations.

Keywords:  Diversity, genetic, morphological, Biodiesel,  Molecular
Characterization.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afnos, el cambio climatico ha obligado a las sociedades a buscar
alternativas que ayuden a disminuir el consumo de combustibles fosiles y las
emisiones de CO,. Existen diversos cultivos agroenergéticos que pueden
utilizarse en la produccion de biocombustibles; la higuerilla por ejemplo, la
semilla posee un alto contenido de aceite (hasta el 50%) que puede utilizarse
para la produccién de biodiesel, en tanto que el sorgo dulce y la cana de
azucar, utilizan para la produccién de bioetanol el jugo, cuya caracteristica
principal es el alto contenido de azucares. Considerando la demanda del
biodiesel y la rusticidad y diversidad de ambientes donde se desarrolla, la
higuerilla puede considerarse un cultivo con alto potencial para México y en
particular para la regién noreste del pais (Navas, 2008).

En la actualidad, México consume alrededor de 330 mil barriles por dia de
diesel, en cuanto a biodiesel no existen estadisticas sobre su consumo, pero
existen proyecciones donde consideran una demanda maxima de 77 millones
de barriles de biodiesel al afno, considerando que este sustituyera el 20% del
diesel consumido para el afio 2012 (IICA, 2010).

La higuerilla es una planta originaria de Africa, pero se ha cultivado alrededor
del mundo en diversos tipos de climas, como subtropicales, tropicales y aridos.
Una caracteristica importante es que puede fecundarse por autopolinizacion y
también por polinizacién cruzada; diversos estudios a nivel mundial indican que
existe una diversidad genética muy baja entre el germoplasma de higuerilla
(Chan et al., 2010).

En México, la siembra de higuerilla no supera las 500 hectareas (2009), con
una produccion de 100 toneladas aproximadamente (FAOSTAT, 2010).




La higuerilla es una planta herbacea con un gran desarrollo radicular, lo cual le
permite un buen desarrollo en épocas de sequia en zonas aridas y semiaridas;
bajo esquemas de produccién de temporal, se necesita una precipitacion
minima de 600 mm de lluvia. Se trata ademas de una planta con inflorescencia
tipo panicula terminal, las flores masculinas generalmente estan ubicadas en la
base del raquis y las femeninas se encuentran en la parte superior; las hojas
son grandes, palmatolobadas de margen dentado y largamente pecioladas
pero no muy numerosas variando su tamafo de los 6 a los 60 cm de largo
(Mazzani, 2007).

Para su desarrollo éptimo, la planta requiere de luz directa, por lo cual debe
evitarse el sombreado; ademas, su desarrollo se ve afectado por la presencia
de altas concentraciones de aluminio. En cuanto a la fertilizacién, se
recomienda una aplicacién de nitrégeno de 55 kg ha™', de fosforo a razén de 75
kg ha de P,Os y 55 kg ha' de K»O. Durante el desarrollo temprano de la
planta puede ser susceptible a la competencia con malezas, principalmente
debido a la dormancia que presenta (hasta 20 dias de demora para su
emergencia). Bajo condiciones de cultivo puede ser susceptible a diversas
plagas como gusanos trozadores (Agrotis spp.) y chinches de encaje y
enfermedades producidas por hongos (Tricoderma spp.). A temperaturas
mayores de 40°C se puede provocar el aborto de las flores y la disminucién
sustancial de aceite (Franco, 2008; Navas, 2008; Cérdoba, 2008; Londorio,
2008, Saldarriaga, 2008).

Tradicionalmente, la caracterizacidn de las plantas se hace a través de
caracteristicas morfolégicas de diversas estructuras, como frutos, hojas,
semillas y polen; en el caso de higuerilla, Shaheen (2002) realizo un estudio
morfolégico de esta planta en diversas regiones de la cuenca del rio Nilo,

encontrando diferencias significativas entre regiones.

En los ultimos anos, el objetivo de cualquier estudio de diversidad genética es
utilizar el método de marcadores moleculares, que provea la maxima cantidad

de informacion con la menor inversion de tiempo y dinero. Una de las maneras
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de determinar la diversidad en los bancos de germoplasma es la aplicacion de
métodos basados en la genética, que a su vez envuelven métodos basados en
marcadores proteicos como isoenzimas o marcadores del ADN, tales como las
derivadas de las técnicas de RAPDs, AFLPs, ISSRs y SSRs (Allan et al., 2008).

Debido a las caracteristicas de la higuerilla en cuanto al porcentaje de aceite en
la semilla, su gran adaptabilidad y la facilidad en la transformacién de su aceite,
sitian a este cultivo con un alto potencial para la produccién industrial de
biodiesel, aunado a que este no compite con las necesidades alimentarias y

para su produccion pueden utilizarse tierras marginales (Navas, 2008).

Un importante obstaculo para el cultivo de la higuerilla es su alto contenido de
ricina, una proteina extremadamente toxica que se encuentra dentro de las
semillas; se considera como uno de los venenos naturales mas mortales
cuando se administra de manera intravenosa o inhalado en forma de particulas
finas. La actividad bioquimica de la ricina se caracteriza como una proteina del
tipo 2, que inhibe el ribosoma (RIP) y estd compuesto de dos subunidades:
Toxina A y Toxina B. La relativa facilidad con que puede purificarse la ricina ha
sido considerada en Estados Unidos como un arma biolégica, por lo cual se

produce en pequefas cantidades en este pais (Chan et al., 2010).

La extraccidn del aceite de ricino se realiza mediante calentamiento y prensado
en maquinas especiales (expeler), que mediante presidn extraen el aceite de la
materia seca; alrededor del 10% del aceite debe ser extraido por medio de
solventes, el subproducto resultante de la extraccién puede utilizarse como
fertilizante. Finalmente, el aceite es refinado dandole las caracteristicas

especificas que el mercado demanda (CEDRS, 2006).

El aceite de ricino o castor que se extrae de las semillas de la higuerilla, tiene
como componente principal el acido ricinoleico, el cual forma parte de un
triglicérido simple denominado ftrirricinoleina; se trata de un aceite altamente
viscoso y de bajo punto de solidificacién. La transformacion del triglicérido en




biodiesel se realiza a través de un proceso llamado transesterificacién
(Benavides et al., 2007)

La transesterificacion consiste en la reaccion entre triglicéridos y alcoholes de
cadena corta en presencia de un catalizador, el cual puede ser acido o basico,
dando como resultado la produccidén de aquil esteres y glicerina, esta debe ser
separada (ya sea por gravedad o centrifugacion) pudiendo ser purificada y
reutilizada posteriormente en otros procesos (Garcia-Cota et al., 2009).

Benavides et al. (2007) reportaron que los mayores rendimientos de biodiesel a
base de semilla de higuerilla obtenido mediante el método de metandlisis, se
dan bajo condiciones de temperatura ambiente, una relacién de metanol/aceite
de 9 y un porcentaje de 0.8% en peso de NaOH. El biodiesel obtenido presento
un incremento en el consumo especifico de combustible, el rendimiento del
motor no presentd afectacién con el uso de biodiesel. Una vez procesado el
aceite y transformado en biodiesel puede utilizarse en el orden de 15% de
biodiesel y el resto de diesel convencional, manteniendo asi los estandares de

calidad internacionales.

Ademas, se ha demostrado que la hidrolisis del bagazo (torta proteica) residual
del proceso de extraccion de provoca una disminucidon en su toxicidad;
asimismo, tomando en cuenta una alta eficiencia en sacarificacion y
fermentacién, puede darse una produccién de etanol que oscila en los 270 litros
por tonelada de bagazo en base seca (Melo et al., 2008).

Considerando el incremento en la generacion de residuos asociados a la
produccién de aceite de ricino para la produccion de biodiesel, la utilizacion del
bagazo en relacién con la generacion de etanol, puede asociarse en el proceso
de transesterificacion, reduciendo costos y dando una solucién para la
utilizacién del bagazo residual de semilla de higuerilla (Melo et al., 2008).

A nivel mundial, el cultivo de higuerilla no se ha desarrollado a gran escala,
siendo un cultivo considerado de gran importancia industrial, hace que el
estudio de las caracteristicas taxonémicas y productivas sea el primer paso en
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la seleccion y posterior mejoramiento de las diferentes variedades con miras en
la produccion sustentable de biocombustibles a gran escala (Leal y Jiménez,
2009).

La produccion de biodiesel debe ser un proceso sustentable, tanto
econdmicamente como ecolbgica y socialmente debido a la necesidad de un
cambio en las tendencias de consumo de energéticos derivados del petréleo; en
México, esta importancia se hace aun mayor considerando que México es uno
de los principales paises emisores de CO, a nivel mundial (15° lugar) y el
tercero a nivel continental, lo cual justifica la realizacion de la presente

investigacion.

1.1 Objetivos

1) Caracterizar fenotipica y molecularmente colectas de higuerilla (Ricinus
communis L.) originarias de los estados de Nuevo Ledn, San Luis Potosi,

Chihuahua y Estado de México.

2) Evaluar la produccion de semilla, aceite y biodiesel de las diferentes

variedades de higuerilla.

3) Evaluar la calidad del biodiesel producido a través de las propiedades

reoldgicas del biodiesel.

1.2 Hipétesis

En la Republica Mexicana existen variedades de higuerilla capaces de producir
semilla en cantidad y calidad para hacer de la produccion de biodiesel un

modelo sustentable para el ambiente.




2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Situacidn actual de la higuerilla en México y el mundo.

2.1.1 Situacion en México.

En México, la produccién de higuerilla se encuentra enfocada principalmente a
la herbolaria, siendo muy poca la produccion de semilla y por lo tanto de aceite
de ricino. Ademas, la planta de higuerilla es considerada como una maleza por

lo cual su explotacién no es muy difundida en el pais.

En la actualidad no existen datos precisos de la superficie sembrada de
higuerilla ni de niveles de produccion de semilla o rendimiento de aceite,
principalmente debido a que en nuestro pais no es considerado un cultivo sino

mas bien una maleza.

Segun la FAO (FAOSTAT, 2010) la produccién en México ha decrecido en los

ultimos afos, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Area cultivada (Linea Negra) y produccion de semilla (Linea Gris) de Higuerilla
en México.

A partir del ano 2001, alrededor del mundo se dio una disminucién en la
produccién de higuerilla, causado por la disminucién en el consumo del aceite
de ricino por Estados Unidos, la cual afect6 la produccion en México; esto en
parte debido al riesgo biolégico por la toxicidad del mismo, siendo una de las
medidas antiterroristas tomadas a partir de los atentados del 11 de Septiembre
(Martinez, 2009).

2.1.2 Situacién de la higuerilla a nivel Mundial.

Entre los principales productores de higuerilla a nivel mundial se encuentran en
primer lugar India, pais en el cual se produjeron alrededor de 1;171,000
toneladas en el afio 2008, seguido por China, Brasil, Mozambique y Paraguay
como se muestra en el Cuadro 1 (FAOSTAT, 2010).




Cuadro 1. Principales productores de higuerilla a nivel mundial.

Pais Produccion (Ton)
India 1,171,000
China 190,000
Brasil 122,140
Mozambique 52,071
Paraguay 13,000

Generalmente la produccién de higuerilla esta enfocada en la produccion de
aceite para la industria quimica y de cosméticos, ademas de mostrar un enorme

potencial para la produccién de bioenergéticos (tanto biodiesel como etanol).

Histéricamente, India ha sido el mayor productor de aceite de ricino,
abasteciendo el mercado mundial. La produccién en el mundo, al igual que en
México, disminuyo debido a las restricciones de Estados Unidos para su uso
(Martinez, 2009).

2.2 Clasificacion taxonomica de la higuerilla.

Diversos autores coinciden que la higuerilla es originaria del este de Africa,
especificamente de la regién de la antigua Abisinia, actual Etiopia y es cultivada
en los climas tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Shaheen, 2002;
Samayoa, 2007; Mazzani, 2007).

La clasificacion taxonémica de la higuerilla segun Cronquist (1981) es la
siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida




Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Geénero: Ricinus L.

Especie: Ricinus communis L.

Mientras que The Angiosperm Phylogeny Group (1998), APG, por sus siglas en
inglés, la clasifica de la forma siguiente:

Angiosperms

Eudicots

Core Eudicots

Rosids

Eurosids |

Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Ricinus L.

Especies: Ricinus communis L.

2.3 Caracteristicas del cultivo de la higuerilla.

2.3.1 Generalidades del cultivo.

La higuerilla es una planta que puede encontrarse de manera silvestre desde el
nivel del mar hasta los 2600 msnm; entre sus caracteristicas principales, y una
por la cual ha sido considerada como una planta de alto potencial para la
produccién de bioenergéticos, es que el aceite, el cual es su principal producto,
no es de consumo humano, ademas, de tener mas de 600 aplicaciones para la
industria entre las que se encuentra la produccién de biodiesel (Franco, 2008).
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La planta requiere de luz directa, por lo cual no puede sombrearse, pero puede
intercalarse con algunos cultivos de porte bajo, medio y de ciclo corto como frijol

y maiz (Franco, 2008; Samayoa, 2007).

2.3.2 Densidad de poblacion.

Se utilizan densidades de poblacién entre las 2000 y 3000 plantas por hectarea.
En caso de utilizar semilla criolla se necesitan alrededor de 5 kg de semilla por
hectarea, mientras que en el caso de variedades de porte bajo o hibridos se
requieren de 20 a 25 kg de semilla por hectarea (Franco, 2008).

Restrepo et al. (2010) reportaron densidades de siembra bajo el esquema de
3m x Tm y 3m x 0.8m en bloques comerciales obteniendo valores de beneficio-
costo cercanos a 1.5. Al respecto, Camacho et al. (2007) reportaron densidades
de siembra de 13,333 plantas ha” sembradas con un distanciamiento entre
surcos de 1.5 m y 0.5 m entre plantas para cultivares de porte bajo; en tanto
que para cultivares de porte alto se reportan densidades de 3,333 plantas ha™
sembrando en esquemas de 3m x 1.5m. Ademas, Leal y Jiménez (2009)
reportaron la siembra de la higuerilla a distanciamientos de 1m x 1m

considerando que el cultivo no se encuentra asociado a otro.

Se pueden emplear diversos tipos de siembra entre las mas utilizadas se
encuentra el sembrar a 3 m entre surcos y 1.5 m entre plantas, colocando de 2
a 5 semillas por punto de siembra; una vez emergidas las plantas, se
recomienda hacer un raleo, quitando las plantas hacia los lados, para evitar el
dafno al sistema radicular de la planta destinada a la produccion (Samayoa,
2007).

Debido a que la higuerilla es un cultivo perene, la primera cosecha del cultivo se
realiza segun la regién climatica donde se desarrolle. En climas calidos la
cosecha se da al cuarto mes después de la siembra, en climas templados
alrededor del quinto mes y en regiones frias al sexto mes (Franco, 2008).
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2.3.3 Caracteristicas morfolégicas de la higuerilla.

2.3.3.1 Caracteristicas generales.

Se trata de una planta heliéfila, herbacea, glabra, anual o perenne dependiendo
de las condiciones ambientales, erecta con una altura que oscila entre 1 a 7 m
de altura (Mazzani, 2007).

2.3.3.2 Tallo.

El tallo de la higuerilla es cilindrico, hueco con nudos y entrenudos, durante las
primeras etapas de desarrollo, cuando este es mayor, los entrenudos son largos
y a medida que la planta madura, el largo de los entrenudos se reduce (Figura
2). En el area de los nudos existe acumulacion de puntos de crecimiento de las

hojas y ramas (Samayoa, 2007).

Figura 2. Tallo de una planta de higuerilla joven. Fotografia tomada en el estado de Nuevo
Leon.
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2.3.3.3 Hojas.

Las hojas son alternas, grandes, pecioladas, en forma de palma, con cierto
brillo en el haz, mate en el envés (Figura 3), provista de espiculas caducas,

I6bulos lanceolados y margenes dentados (Leal y Jiménez, 2009).

En cuanto a su forma, existe una gran variedad, pueden ser hojas que forman
muy pocos o muchos lébulos cuyo tamano también tiene una gran variabilidad
(Samayoa, 2007).

Figura 3. Hoja de una planta de higuerilla. Fotografia tomada en el estado de Nuevo Leon.

2.3.3.4 Ramas.

Las ramas de la higuerilla se pueden clasificar en ramas principales vy
secundarias; se ha encontrado una relacion directa entre el niumero de ramas y
el numero de racimos (Figura 4). La rama principal termina donde aparece el
primer racimo; después, surgen ramas secundarias que finalizan donde aparece
el segundo racimo y asi sucesivamente, hasta el aparecimiento de la cuarta

rama y su respectivo racimo (Samayoa, 2007).
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Figura 4. Crecimiento de ramas en una planta de higuerilla, puede observarse el tallo
principal, y las ramas secundarias. Fotografia tomada en el estado de San Luis Potosi.

2.3.3.5 Fruto.

El fruto es una baya trilocular que contiene tres semillas en su interior, las
cuales se encuentran dentro de una capsula individual (Figura 5). La cubierta
del fruto puede ser lisa o recubierta de vellosidades (Mazzani, 2007; Samayoa,
2007).

Los frutos pueden ser dehiscentes (presentan apertura espontanea de la
capsula para la expulsion de la semilla una vez que esta haya madurado) semi-
indehiscentes o totalmente indehiscentes en los cuales la capsula no abre de
manera espontanea (Samayoa, 2007).

Figura 5. Semilla y fruto de una planta de higuerilla originaria del estado de Nuevo Leodn.
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2.3.3.6 Raiz.

El sistema radical de la higuerilla es denso y voluminoso, ademas puede llegar
a mas de un metro de profundidad, lo cual le proporciona una gran resistencia a

la sequia y un buen anclaje al suelo (Samayoa, 2007; Mazzani, 2007).

2.3.3.7 Inflorescencia.

Las flores de la higuerilla se encuentran agrupadas en inflorescencias tipo
panicula terminal (Figura 6), las flores masculinas se encuentran localizadas en
la base del raquis, mientras que las flores femeninas se encuentran en la parte
superior (Leal y Jiménez, 2009; Mazzani, 2007, Samayoa, 2007).

Figura 6. Inflorescencia de una planta de higuerilla originaria del estado de Nuevo Ledn.

2.3.3.8 Reproduccion.

La polinizacién, usualmente anemdfila (la polinizacién es realizada por el
viento), es la de una planta alégama (este tipo de reproduccién generalmente
es mayor al 30%) aunque puede también presentar autofecundacién (Mazzani,
2007; Samayoa, 2007).
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Las flores masculinas presentan grandes cantidades de anteras, las cuales

contienen el polen que es de color amarillo (Samayoa, 2007).

2.3.3.9 Semilla.

La semilla de la higuerilla varia tanto en su color (tonalidades de café hasta
blancas, con bandas negruzcas) como tamano (la semilla puede llegar a medir
hasta 18 mm de longitud y 10 mm de ancho). Cabe mencionar que el tamafno
no tiene ninguna relacién con la produccion y el contenido de aceite (Samayoa,
2007).

2.4 Caracterizacion genética molecular.

2.4.1 Generalidades.

Una de las maneras de determinar la diversidad en los bancos de germoplasma
es la aplicacién de métodos basados en la genética que a su vez envuelven
métodos basados en marcadores proteicos como isoenzimas o marcadores del
ADN tales como las derivadas de las técnicas de RAPDs, AFLPs, ISSRs y
SSRs (Allan et al., 2008).

En los ultimos anos, el objetivo de cualquier estudio de diversidad genética es
utilizar el método de marcadores moleculares que provea la maxima cantidad

de informacién con la menor inversion de tiempo y dinero (Allan et al., 2008).

2.4.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se trata
de un proceso in vitro, a través del cual las cadenas individuales de ADN blanco
son duplicadas por una enzima, la ADN polimerasa. Este proceso consta de
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varios ciclos, donde, al final de cada uno de estos, las nuevas cadenas vuelven
a ser duplicadas lograndose una produccion exponencial de millones de copias
del gen o del segmento de ADN sometido a este proceso (Barrera et al., 1992).

Existen tres pasos fundamentales dentro de cada ciclo de la reaccion en

cadena de la polimerasa: Desnaturalizacion, apareamiento y extension.

2.4.2.1 Desnaturalizacion.

Para que se lleve a cabo la reaccion, es necesaria una desnaturalizacion previa
del ADN que va a ser utilizado como molde, lo que significa una separacién de
la doble hélice de la molécula de ADN, esta separaciéon puede lograrse con
temperaturas de 92 a 98°C durante un tiempo aproximado de 30 a 90 segundos
(Barrera et al., 1992, Silva et al. ,1999).

2.4.2.2 Apareamiento o alineamiento.

La enzima utilizada en la técnica de PCR (ADN polimerasa), requiere de una
cadena preexistente de ADN molde y un segmento sintético que complemente
dicha cadena, este segmento conocido como primer o iniciador, es un
oligonucleétido de 15 a 30 bases nucleotidicas. Para que el apareamiento
pueda llevarse a cabo se requieren temperaturas que oscilen entre los 50°C y
60°C durante un tiempo de 30 a 60 segundos (Barrera et al., 1992, Silva et al.,
1999).

2.4.2.3 Extension.

Este dltimo paso dentro de la técnica de PCR es la extensién del primer o
iniciador a través de la ADN polimerasa y desoxiribonucledsidos trifosfatados
(dNTPS). Esta extensién da como resultado la sintesis de una copia del ADN;
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se requieren para este paso, temperaturas entre los 70°C y 74°C durante un
tiempo de 30 a 60 segundos (Barrera et al., 1992, Silva et al., 1999).

2.43 ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
(RAPD).

Una gran limitante que existe en la utilizacion de métodos basados en PCR
para el andlisis genético de diversos organismos de interés es el conocimiento a
priori de las secuencias de nucle6tidos del genoma de los organismos con el fin
de disefar y sintetizar primer’s o iniciadores. Para resolver esta limitacion se
utiliza la técnica de ADN polimérfico amplificado aleatoriamente o RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) debido a que es una técnica sensible y
rapida para la identificacidn de un gran numero de representativos del ADN
blanco y que no se encuentran en secuencias particulares o tipos de

secuencias (Walker y Rapley, 2008).

Esta técnica ha sido desarrollada para el mapeo genético, ademas de ser usada
en el analisis de polimorfismo en poblaciones de diferentes organismos.
Ademds, esta técnica ha probado ser una herramienta muy util para la
diferenciacion de especies o0 subespecies entre cepas, poblaciones de una
variedad de microorganismos, plantas, mamiferos y por lo tanto, practicamente

para todo tipo de organismo (Walker y Rapley, 2008).

En comparaciéon con otros métodos de polimorfismo, RAPD ofrece grandes
ventajas como lo son: la amplificacién de fragmentos an6nimos del ADN blanco,
no se requieren grandes cantidades de ADN blanco, acepta una cantidad
ilimitada de iniciadores, ademas de que no requiere el conocimiento previo de
las secuencias que van a ser amplificadas (Walker y Rapley, 2008).
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2.4.4 Estimacion de la distancia genética.

Los indices de distancia genética se calculan entre pares de poblaciones y
pretende describir el grado de diferencia genética entre ambas, siendo la
medida de distancia genética de Nei (1977) la mas utilizada. Este indice
pretende estimar el numero de mutaciones que a nivel nucleotidico se han
acumulado en las secuencias de dos linajes a partir del tiempo transcurrido
desde su divergencia original (Pifiero et al., 2008).

Nei (1987) plantea la idea de que los diferentes alelos (a la presencia o
ausencia de los loci para el caso de los marcadores basados en PCR, como
RAPD, AFLP u OSSR) es originada gracias a que un coddn (o una base
nucleotidica en el caso de los marcadores relacionados con el PCR) es distinto.
Por lo tanto a partir de datos de frecuencias alélicas deberia ser posible calcular
estadisticamente el nimero promedio de las diferencias en los codones o en las
bases nucleotidicas por locus. Dado que este numero es una medida directa de
las diferencias genéticas entre dos poblaciones, se le considera como una
medida de distancia genética.

2.5 Métodos de clasificacion: Analisis de Conglomerados.

El analisis de conglomerados (AC) es la clasificacién de “n” objetos similares en
diferentes categorias, siendo utilizados tanto para el anélisis morfolégico, como
molecular de una especie de interés; este analisis hace uso de diferentes
métodos para la formacién de agrupamientos y son clasificados como métodos
aglomerativos jerarquicos y métodos no jerarquicos; los métodos jerarquicos
conocidos son: a) enlace simple, b) enlace completo, ¢c) media de grupo, d)
media ponderada (UPGMA), e) Centroide, f) Mediana, g) Suma de cuadrados,
h) Minima varianza o método de Ward; en general, los métodos antes descritos
se realizan a partir de la estimacién de una matriz de proximidades (similaridad
o disimilaridad), estas medidas son conocidas comunmente como medidas de
asociacioén (Afifi y Clark, 1999).
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2.5.1 Meétodo de Ward

Considerando que al unir dos grupos la varianza tiende a aumentar, el método
de Ward calcula cual seria la varianza de dos grupos, en caso de unirlos,
uniendo en el paso siguiente aquellos grupos cuya varianza sea minima. En
caso de tener en cuanta mas de una sola variable, en lugar de la varianza, se
unen grupos cuya inercia (suma de la diagonal principal de la matriz de

varianzas y covarianzas) sea minima (Alvarez 1994).

2.5.2 Método UPGMA

El método UPGMA es uno de los mas empleados en la actualidad; se comienza
localizando en la matriz de distancias emparejadas la pareja de secuencias
separadas por una menor distancia genética y se les une mediante una rama
con una longitud proporcional a dicha distancia. Entonces se considera a ambas
secuencias como una unidad y se recalcula su distancia al resto de secuencias
como la media de ambas secuencias a cada una de las demas. Aplicando
recursivamente este procedimiento se consigue unir todas las secuencias en

una jerarquia de parecidos (Pallas, 2008).

2.6 Cultivo y produccion de biodiesel a partir de higuerilla.

2.6.1 Suelo.

La higuerilla se desarrolla en una gran cantidad de tipos de suelo, siendo las
Unicas limitantes, aquellos suelos que acumulan el exceso de agua provocando
encharcamientos; ademas, no tolera suelos salinos o sodicos y con pendientes

mayores a 12% (Samayoa, 2007).
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El desarrollo de la higuerilla puede verse afectado por altas concentraciones de
aluminio en el suelo, lo cual implica toxicidad a la planta. El rango 6ptimo de pH
del suelo para el buen desarrollo de la higuerilla es de 5.5 a 6.7. Presenta buen
desarrollo en suelos con alto contenido de materia organica (mas de 2% en
climas céalidos y mayores a 5% en climas templados y frios). Debido a que las
raices de la higuerilla son suculentas y poco agresivas, se le dificulta su
desarrollo en suelos que presentan problemas de compactacion (Martinez y
Montenegro, 2008).

2.6.2 Necesidades hidricas.

En condiciones de temporal, la higuerilla necesita al menos 700 mm de
precipitacion para alcanzar rendimientos aceptables; debido a que se trata de
una planta xerdfila, altas precipitaciones y humedades relativas altas favorecen

el desarrollo de diversos problemas sanitarios (Cordoba y Rios, 2008)

En El Salvador, se reporté que la precipitacion minima necesaria para la
produccién de higuerilla puede ser a partir de los 500 mm; bajo estas
condiciones, puede ser un cultivo productivo, pero si aumenta la cantidad de
agua disponible el periodo de fructificacidn puede prolongarse (Samayoa,
2007).

2.6.3 Fertilizacion.

Para saber los niveles de fertilizacién 6ptimos, es necesario conocer el nivel
nutricional del suelo donde se pretende establecer el cultivo de higuerilla;
Samayoa (2007) recomendé la aplicacién de 40 kg de P»Os ha™ en la siembra,
40 kg de N ha™ al inicio de la floracién y 40 kg de KO ha™ para una buena

produccién de semilla.
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En tanto Camacho et al. (2007) reportaron la aplicacién de la formula 15-50-50
(N-P-K) en la siembra y 35 kg de N a los 45 dias de la germinacién.

Para suelos de textura franca y moderadamente acidos, se recomienda la
aplicacion de 55 kg de N ha™, 75 kg de P,Os ha™' y 55 kg de KzO ha™ (Navas,
2008).

2.6.4 Plagas.

En poblaciones silvestres de higuerilla usualmente no se presentan plagas, en
cambio, cuando la higuerilla es cultivada, ocasionalmente se presentan
problemas con gusanos trozadores (los cuales afectan las plantulas cuando
empiezan a emerger del suelo) y chinches de encaje (chupan la savia de la
planta) que se localizan en el envés de la hoja causando decoloraciones en las
hojas las cuales finalmente se secan (Londofio, 2008).

De manera preventiva se pueden aplicar diferentes insecticidas como Volaton,
Furadan o Agromil. De entre las plagas que mas afectan a la higuerilla se
encuentran Spodoptera sp., Agrotis sp. y Elasmopalpus sp. para las cuales se
recomienda la aplicacion de deltametrina o carbaryl y la utilizaciéon de productos
biolégicos a base de Bacillus thurigiensis (Samayoa, 2007).

2.6.5 Enfermedades.

Las principales enfermedades que amenazan el cultivo de higuerilla son
hongos. En el cuello y raices se presentan lesiones causadas por Fusarum sp.,
Rhizoctonia sp. y Phytium sp.; en tallos se han encontrado Colletotrichum sp.y
Botryodiplodia sp., también se han encontrado lesiones foliares provocadas por
Cercospora sp, Cladosporium sp, y Alternaria sp., mientras que Botrys sp. en
temporada de lluvias provoca lesiones y pudriciones en flores y frutos
(Saldarriaga, 2008).
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2.6.6 Malezas.

Las malezas, al entrar en competencia con el cultivo, disminuyen su eficiencia
para el buen aprovechamiento de los recursos disponibles, por lo cual debe
hacerse un buen manejo para optimizar la produccion; este manejo incluye la
aplicacion de diversos herbicidas o el retiro mecanico o manual de las mismas
(Samayoa, 2007).

Dentro de las caracteristicas fisioloégicas de la semilla de higuerilla es que
presenta un cierto grado de dormancia, tardando hasta 20 dias para su
emergencia en climas frios, por lo cual se vuelve indispensable el manejo de las
malezas. Se recomienda que desde los 15 dias hasta el tercer mes después de
la siembra, se realice el manejo cultural adecuado, después del tercer mes el
desarrollo de la planta asi como su arquitectura favorecen su desarrollo y

competencia (Cordoba, 2008).
2.7 Higuerilla y sus toxinas.

2.7.1 Principales toxinas presentes en la planta.

Mazzani (2007) mencion6 que las principales toxinas presentes en la planta de

higuerilla son:

Ricina

v
v Acido Ricinoleico
v Ricinina

v

Complejo Alergenico CB-12
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2.7.2 Ricina.

La ricina es una proteina potencialmente tdxica que se encuentra en las
semillas de la higuerilla. Aunado a esto, es considerada una proteina con un
alto potencial anti-cancer, particularmente cuando se utiliza como componente
de inmunotoxinas. Existen una gran cantidad de isoformas de la ricina
incluyendo ricina D, ricina E y aquellas que se encuentran relacionadas de
manera cercana a la lectina, Ricinus communis aglutinina (RCA), que en su
conjunto constituyen mas del 5% del total de proteina que se encuentra en las
semillas de la higuerilla. Se trata de una proteina que actua como inhibidora del
ribosoma, clasificada como RIP tipo Il debido a que contiene dos cadenas
polipeptidicas; la primera tiene propiedades de inhibir la sintesis de proteinas y
la segunda actua como lectina, es decir, es capaz de formar uniones con
hidratos de carbono; la ricina entra por endocitosis a la célula a través de la
unién de la subunidad B (RTB) con componentes de la superficie que contienen
residuos de galactosa (Lord et al., 1994; Pita et al., 2004).

2.7.3 Toxicidad.

La ricina es probablemente la proteina mas tdéxica conocida por el hombre, se
trata de una sustancia téxica tanto para humanos como para animales e
insectos. Esta proteina es soluble en agua, razén por la cual el aceite de ricino
no es toxico. El &cido ricinoleico en cambio, no es tan téxico en comparaciéon a
la ricina; este provoca una alteraciéon en la mucosa intestinal y por consecuencia
provoca deshidratacion, debido a estas caracteristicas es considerado como un
remedio laxante (Mazzani, 2007).

2.8 Produccion de aceite de ricino.

La produccidn de aceite de ricino engloba distintas practicas que van desde la
recoleccién o cosecha de la semilla, el secado, descascarado, calentamiento de

e
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semillas, prensado, extraccion por solventes, filtracion y almacenamiento
(Valderrama et al., 1994).

2.8.1 Cosecha de semilla.

En las variedades dehiscentes, la cosecha debe realizarse cuando estos
alcancen un minimo del 30% de capsulas secas en el racimo, mientras que en
variedades semi-indehiscentes, debe esperarse a que haya un 70% de
capsulas secas en el racimo; finalmente; en variedades indehiscentes, todas las

capsulas deben estar completamente secas (Franco y Cérdoba, 2008).

2.8.2 Preparacion de la semilla: secado vy
descascarado.

En esquemas industriales, la semilla, después de cosecharse, debe ponerse
directamente a los rayos del sol y moverse varias veces para descascararla,
evitando la exposicidén a la humedad debido a que esto aumenta la acidez del
aceite, reduciendo su calidad. Ademas, debe evitarse el almacenamiento de los
frutos y la semilla con una humedad superior al 10% (Franco y C6rdoba, 2008).

2.8.3 Calentamiento de las semillas.

Antes de iniciar la extraccién de aceite, es importante el calentamiento de las
semillas de higuerilla, este calentamiento debe de ser de manera indirecta
alcanzando una temperatura de hasta 52°C con el fin de obtener un mejor
rendimiento en la extraccion del aceite; se debe tener cuidado de no superar
esta temperatura debido a que pueden presentarse alteraciones en la calidad
del aceite (Valderrama et al., 1994).
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2.8.4 Prensado de las semillas.

Para llevar a cabo el proceso de prensado, las semillas se colocan en bolsas de
tela filtrante, esto con el fin de reducir al minimo la cantidad de impurezas. El
prensado debe hacerse de manera rapida para evitar que las semillas se
enfrien y pierdan las caracteristicas deseadas en la calidad del aceite; durante
el prensado no se debe disminuir la presion para evitar que la torta reabsorba el
aceite; el tiempo de prensado estd en funciéon de la presion ejercida y la
velocidad de escurrimiento del aceite; por su alta viscosidad, el aceite de ricino
tiene una lenta velocidad de escurrimiento. Una vez prensada la semilla, el
aceite obtenido se filtra y la torta residual es acondicionada para un segundo
prensado o para extraccion por disolvente (Valderrama et al., 1994).

2.8.5 Extraccion por solvente.

Una vez prensada, la torta aun contiene considerable cantidad de aceite, por lo
cual debe efectuarse una segunda extraccién. Esta extraccién se realiza a
temperatura constante de 40°C, la torta se rocia con solvente por un tiempo de
alrededor de 6 horas y clasificando el aceite obtenido por este método como de
segunda clase (Valderrama et al., 1994).

2.8.6 Filtracion.

Durante la etapa de prensado, el aceite resultante generalmente contiene un
alto grado de impurezas, por lo cual debe de filirarse. Este proceso es lento
debido a la alta viscosidad del aceite de ricino; para acelerar la filtracién de
aceite puede calentarse hasta 105°C, procurando no calentar durante mucho
tiempo para evitar problemas de calidad en el aceite (Valderrama et al., 1994).
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2.8.7 Almacenamiento de aceite.

Este debe hacerse en un lugar fresco, con baja humedad relativa; dependiendo
la cantidad, se pueden usar tambos o garrafas procurando que el lugar donde
se almacene sea obscuro (Valderrama et al., 1994).

2.8.8 Caracteristicas deseables.

Entre las principales caracteristicas del aceite de higuerilla es la gran viscosidad
que presenta, la cual le confiere caracteristicas deseables en la industria de la
aeronautica y de maquinaria pesada (Mazzani, 2007).

El aceite de ricino para la industria debe ser resistente a bajas temperaturas,
qguemarse sin dejar residuos y presentar una alta miscibilidad en alcohol y en
acido acético glacial; ademas, debe presentar las caracteristicas que se
presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas deseables del aceite de ricino

Caracteristicas Valores

Punto de Fluidez 16° C

Punto de Congelacién -30 a -40°C
Densidad (a 20°C) 0.955 a 0.968 gr/ml
Viscosidad (a 20°C) 9.5 a 11 poises
indice de refraccion 1.473 2 1.476
indice de saponificacion 175a 187

Materia Insaponificable 0.3a0.7%

indice de Hidroxilo Minimo 160

Fuente: Valderrama et al., 1994
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2.9 Produccion de biodiesel a partir de aceite de ricino.

En la actualidad, el biodiesel producido a base de aceite de ricino parece ser
una tecnologia muy conveniente, en primer lugar el aceite de higuerilla no es
comestible, la planta de la higuerilla puede cultivarse en tierras marginales y no
necesita procesos extras a la transesterificacion para ser utilizado.

2.9.1 Transesterificacion.

La transesterificacion es el proceso quimico mediante el cual se transforman los
aceites de origen vegetal en esteres acidos y glicerina. Una ventaja del
biodiesel es que gracias a la transesterificacion, se reduce la viscosidad del
aceite, dandole caracteristicas muy similares al diesel de origen fésil, lo que
permite reducir los problemas que se presentan con la utilizacién de aceites
como aditivos en motores a diesel (Rutz y Jansen, 2007).

El proceso de transesterificacidn agrupa tres tipos de reacciones, si un éster
reacciona con un alcohol, la reaccién que se llevara a cabo sera una alcoholisis,
si la reaccién del éster es con un acido carboxilico, la reaccidén sera acidolisis y
si la reaccién es entre dos esteres, se llevara a cabo una reaccion de

interesterificacién (Aliseda, 2003).

En aceites vegetales, la transesterificacion es aquella en la cual, una molécula
de triglicérido reacciona con una molécula de alcohol bajo la accion de un
catalizador para producir una mezcla de ésteres de acidos grasos y glicerina.
En la Figura 7 se muestra la reaccién de manera simplificada (Rutz y Jansen,
2007).
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0 0
| | | |
CH.-0-C-R, CH,-0-C-R, CH,OH

‘ 0 (9] ’
| | Catalizador | |
CH,-O-C-Ry + 3CHOH _, CH.-O-C-R, + CH—OH

| O O |

CH.-0-C-R;4 CH,-0-C-Rs CH>,—OH
Triglicerido

(Aceite Refinado) + 3 Metanol —» 3 Esteres Metilicos + 1 Glicerina
; de Ac. Grasos

Figura 7. Proceso de transesterificacion. Adaptado de Rutz y Jansen, 2007

Benavides et al. (2007) reportaron la produccion de biodiesel de higuerilla
utilizando una relacion de metanol/aceite de 9 y una concentracion de hidréxido
de sodio como catalizador de 0.8%, obteniendo un biodiesel que al 15%
combinado con diesel de origen fésil sigue manteniendo la calidad estipulada en

los estandares internacionales.

Ademas, Lozada y Velasquez (2009) reportaron que la mejor concentraciéon de
hidréxido de sodio como catalizador es del 0.23% w/w, una temperatura de
reaccion de 55°C y una relacion volumétrica alcohol/aceite de 1.35; bajo estas
condiciones puede obtenerse una conversion del 98-99% en 120 minutos,
siendo este el punto 6ptimo de la reaccion.

2.10 Subproductos en la elaboracion de biodiesel.

Durante la produccion de biodiesel se obtienen dos subproductos de
importancia, durante el prensado el producto residual es la torta, mientras que
en el proceso de transesterificacion se produce glicerina, la cual puede ser

utilizada en la industria.
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2.10.1 Torta.

La torta que da como resultado el prensado de las semillas de higuerilla para la
obtencién de aceite de ricino, contiene 5.5% de grasa, 20.4% de proteina, 24%
de carbohidratos y 10.5% de minerales. Para su uso como alimento para
ganado, debe sufrir un proceso de desintoxicacion, ademas puede utilizarse
también como abono, el cual tiene caracteristicas nematicidas e insecticidas
(Mazzani, 2007).

2.10.2 Glicerina.

Después de la reaccién de transesterificacion, la glicerina debe removerse de
los metilésteres, esta separacion puede llevarse a cabo de manera sencilla
debido a que la glicerina posee un nivel bajo de solubilidad, pudiendo ser
separada por decantacion o centrifugacién. Posterior a la separacion, la
glicerina se encuentra en concentraciones que pueden alcanzar hasta el 70%,
siendo el resto metanol no reaccionado, la mayor parte del catalizador, los
jabones formados por la reaccion de los acidos grasos libres y el hidréxido de

sodio. Debido a esto debe ser purificada antes de utilizarse para:

]
2
3
4

) Combustible.

) Fertilizante para suelos.

) Suplemento en la produccién de alimentos balanceados.

) Produccién de Propilenglicol (PG)

Ademas, la glicerina puede utilizarse también para la produccion de bioetanol,
empleando microorganismos como Escherichia coli para catalizar la produccion

de etanol por fermentacién de glicerina (Aimaretti, 2008).
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2.11 Caracterizacion molecular de biocombustibles.

La calidad del biodiesel determina el funcionamiento y la vida Gtil de los equipos
de inyeccién de combustible en los motores diesel. De igual manera determina
el éxito en el mercado y la satisfaccion o el rechazo de sus consumidores,
principalmente a largo plazo. La composicion quimica del biodiesel y del diesel
fésil es diferente, dando origen a propiedades similares o diferentes segun el
caso. El diesel no contiene oxigeno y contiene 25-35% de hidrocarburos
aromaticos, 65-75% de parafinas y trazas de olefinas, teniendo componentes
principalmente en el rango de C10 a C16. El biodiesel contiene 4cidos grasos
de alquilésteres principalmente en el rango de C16 a C18, con un contenido de
oxigeno del 11% p/p (Mittelbach y Remschmit, 2004).

Las normas estandarizadas son documentos aprobados y reconocidos por un
grupo de expertos de cada pais para asegurar la alta calidad del biodiesel, y se
basan en una serie de parametros fisicos y quimicos establecidos para medir
sus propiedades. El cumplimiento de éstos es necesario para que el biodiesel
pueda ser comercializado. Existe una gran variedad de materias primas
utilizadas en la produccion de biodiesel, y el uso de unas u otras implica
importantes diferencias en las propiedades del biodiesel obtenido. A nivel
regional esta amplia gama de materias primas se reduce a aquellas que se
encuentran con una mayor disponibilidad. De este modo, en los paises
europeos, el biodiesel se produce principalmente a partir de aceites usados de
cocina y grasas animales y en menor proporcion aceite de colza, asi como de
aceites importados (soya y palma), mientras que en los americanos se realiza
con aceite de soya, excepto en las zonas tropicales y subtropicales de
Centroamérica, donde se produce con aceite de palma al igual que en
Indonesia y Malasia. Por esta razén, cada pais implementa sus propias normas
debido a que copiar estdndares extranjeros puede constituir una barrera, ya que
en muchos casos, estos estandares son disefiados con el objetivo de controlar
el mercado en lugar de facilitar su implementacién (Castro et al., 2007).
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Las principales normas técnicas para biodiesel son la europea EN 14214
(European Committee for Standarization, CEN) y la estadounidense ASTM
D6751 (American Standard Test Methods). Ademéas, hace poco fue
implementada la norma ASTM D7467 para regular la mezcla de biodiesel con
diesel de 6 a 20% v/v (B6 a B20).

2.11.1 Propiedades del biodiesel y métodos evaluativos.

Las propiedades del biodiesel dependen tanto del proceso de fabricacion como

de la naturaleza de los lipidos a partir de los cuales se ha producido.

Los aspectos mas importantes que se deben procurar en la produccién de
biodiesel para asegurar una operacion libre de problemas en los motores diesel

son:

Reaccién completa (evitar la presencia de mono, di y triglicéridos).
Eliminacién de la glicerina.

Eliminacién del catalizador y otras sustancias.

Eliminacién de alcohol.

Ausencia de acidos grasos libres.

N N N R

Ausencia de agua en el producto final.

Si alguno de estos aspectos no se logra adecuadamente haciendo que cumplan
las especificaciones, se presentan diferentes tipos de problemas en el motor
tales como formacion de depdésitos en las boquillas de inyeccién, corrosion, etc.
Otros aspectos, tales como la eliminacién del metanol, son de importancia
desde el punto de vista de la manipulacién segura del combustible. Por otro
lado el biodiesel en funcion de la naturaleza de la fuente, animal o vegetal,

proporcionara unas caracteristicas particulares al nuevo combustible.

Por estas razones se debe realizar una serie de ensayos para comprobar la
calidad del combustible, que dependera del nivel de impurezas remanentes en
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el producto final. Las especificaciones propuestas por la normativa EN 14214

son las que se describen a continuacion.

2.11.2 Contenido de metilésteres (EN 14103).

El contenido de metilésteres (% FAME) se mide usando cromatografia de gases
(CG) con una columna de composicién polar como fase estacionaria. Los
metilésteres se sepaan de acuerdo a la longitud de sus cadenas (cantidad de C)
y el numero de dobles enlaces. La norma estandarizada EN 14103 considera
los ésteres contenidos entre el miristato (C14:0) y el metil éster del acido
nervénico (C24:1). Se utiliza metilheptadecanoato (99.5% de pureza) como
patrén interno. Este parametro nos indica la pureza que tiene el biodiesel. Un
biodiesel de calidad debe tener minimo un contenido de metilésteres del 96.5%
p/p cuando es puro. Un bajo contenido de metilésteres indica unas condiciones
de reaccion no apropiadas, o la presencia de contaminantes tales como alcohol
residual, glicéridos, glicerol, metales o componentes menores como tocoferoles,
fosfolipidos, esteril glucésidos (fitoesteroles), clorofilas, grasas solubles,
vitaminas e hidrocarburos (alcanos, escualenos, carotenos e hidrocarburos

policiclicos policarbonados) (Moser, 2009).

Con este mismo método es posible determinar la composicién original del aceite
después de la transesterificacion (EN 5508 y EN 5509). De igual manera,
también es posible determinar el contenido de acido linolénico (C18:3). Este
acido insaturado esta limitado por las especificaciones hasta un maximo de
12% p/p debido a que causa baja estabilidad oxidativa y depdsitos en el motor.
De igual manera, solo admite un maximo de metilésteres poliinsaturados (=4
dobles enlaces) de 1.0% p/p. Las normas ASTM no tienen una especificacion
equivalente, siendo uno de los objetivos mas importantes y de mayor dificultad
a la hora de producir biodiesel. Este analisis cromatografico es aplicado a los
metilésteres, pero ellos podrian necesitar modificaciones para analizar etil,
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isopropil o alquilésteres mas grandes, donde se presenta un pequefno
desplazamiento de picos en los cromatogramas (Knothe et al., 2005).

2.11.3 Contenido de mono-, di- y triglicéridos (EN 14105).

La norma EN 14105 se utiliza para determinar simultdneamente el contenido de
glicerol, mono-, di y triglicéridos por cromatografia de gases (CG), con una
columna resistente de alta temperatura de composicion no-polar como fase
estacionaria. El cromatografo debe tener un inyector “on-column” para la
correcta introduccion de los triglicéridos en la columna cromatogréfica,
manteniendo asi la representatividad de la muestra. Se necesitan dos patrones
internos para calibrar la columna y los analisis: el primer patron (P1) es el 1,2,4-
butanotriol (P1) para determinar y calibrar el contenido de glicerol, y el segundo
patrén (P2) es 1,2,3-tricaproilglicerol (tricaprina) que se usa para detectar y
analizar el contenido de mono-, di y triglicéridos. Previamente al andlisis, las
muestras son derivatizadas con N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamida (MSTFA)
para mejorar las propiedades cromatogréaficas de los glicéridos analizados.
Sustancias de referencia tales como glicerol, monooleina, monopalmitina,
monoestearina, dioleina y trioleina se utilizan para obtener curvas de calibracién
apropiadas. La presencia de estos glicéridos indica una reaccion incompleta,
por eso dependen de los procesos de produccion. Pueden reducirse
optimizando las condiciones de la reaccién o destilando el producto final
(Mittelbach y Remschmit, 2004).

Un valor alto de mono y diglicéridos puede causar depésitos en los inyectores y
en los cilindros, debido a que poseen altos puntos de fusién y cristalizacién a
bajas temperaturas. Por otro lado, valores altos de triglicéridos indican que hay
aceite o grasa sin reaccionar, lo que produce un incremento en la viscosidad
(Agarwal, 2007).
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Los valores maximos permitidos son: 0.8% p/p para monoglicéridos y 0.2% p/p
para diglicéridos y triglicéridos. Las normas ASTM no tienen una especificacion

equivalente y por lo tanto no los evaluan.

2.11.4 Contenido de agua (EN ISO 12937).

La medida del contenido de agua se realiza mediante el método Karl Fisher por
medio de valoraciones columbimétricas. La muestra previamente pesada, se
introduce en el recipiente de valoracién de un equipo Karl Fisher que induce la
generacién de yoduro en el &nodo por oxidacion electroquimica. Cuando se ha
valorado toda el agua el exceso de yoduro, se detecta mediante un electrodo de
punto final electrométrico (la ausencia de yodo). De la cantidad de yoduro
generado se calcula la cantidad de electricidad requerida de acuerdo con la Ley
de Faraday. El contenido de agua es proporcional al yoduro generado.

El biodiesel puede contener pequefias cantidades de agua disueltas o como
gotas suspendidas. El agua se puede formar por condensacién en el tanque de
almacenamiento, ya que depende de cdmo se manipule y transporte el
combustible. El biodiesel es muy higroscépico y puede absorber mas agua que
el diesel. El agua puede provocar dos problemas en el motor:

v Corrosion en los componentes del motor, generalmente herrumbre. El
agua se acidifica y acaba atacando a los tanques de almacenamiento.

v Contribucién al crecimiento de microorganismos. Forman lodos y limos
que pueden colmatar los filiros. Ademads, algunos de estos
microorganismos pueden convertir el azufre que posea el combustible en

acido sulfurico, que corroe la superficie metélica del tanque.

Para el contenido de agua, la norma europea EN 14214 establece un valor
maximo de 500 mg/kg. La norma americana equivalente es la ASTM D2709,
mientras que la norma del diesel (EN 590) establece un valor maximo de 200
mg/kg.
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2.11.5 Estabilidad a la oxidacion (EN 14112).

Sirve para determinar la vida de almacenamiento y la degradacion potencial de
un combustible durante su almacenamiento. Para determinar la estabilidad a la
oxidacidon en el biodiesel se utiliza un equipo de oxidacidon acelerada llamado
Rancimat. La muestra a analizar se coloca en un recipiente a través de la cual
se hace pasar una corriente de aire purificado y se calienta a la temperatura
determinada (110°C). Durante la oxidacion se liberan vapores que son
recogidos por el aire en un matraz con agua destilada en el cual un electrodo
mide la conductividad y su variacion con el tiempo. Cuando la conductividad
aumenta rapidamente finaliza el periodo de induccion y el tiempo transcurrido
hasta un maximo (en horas), este valor representa la estabilidad a la oxidacién.
El contacto con el aire es la mayor causa de oxidacion, produciendo un
aumento en el indice de acidez y la viscosidad del biodiesel. Esto también
produce un oscurecimiento en el color y causa mal olor. En los aceites
originales existen antioxidantes naturales, pero algunos de ellos se exiraen
durante el refinado, por eso se permite el uso de aditivos para mejorar este
parametro (Mittelbach y Schober, 2003).

El nimero de dobles enlaces (presentes en esteres mono, di y poliinsaturados)
en el biodiesel perjudica la estabilidad a la oxidacion (Canakci y Sanli, 2008).

La oxidacién de un combustible suele venir acompanada de la formacién de
gomas solubles e insolubles que pueden colmatar los filiros y formar depdsitos
en las boquillas de los inyectores. Ademas, dicha estabilidad a la oxidacion se
puede ver alterada por los diversos contaminantes que estan presentes en el
biodiesel. Un tiempo inferior de estabilidad a la oxidaciébn no aseguraria la
estabilidad del biodiesel durante su almacenaje y distribucidén (Agarwal, 2007).
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2.11.6 indice de Yodo (UNE 14110).

El indice de Yodo mide el total de insaturaciones de un aceite o su
correspondiente biodiesel como la cantidad de |; necesario para saturar a 100g
de muestra; se expresa como g l/100g. Para determinar el indice de Yodo, se
pesa una muestra y se diluye en un solvente (una mezcla de acido acético y
ciclohexano) y se hace reaccionar con reactivo de Wijs (contiene monocloruro
de yodo) durante una hora en la oscuridad. Posteriormente las muestras se
titulan con tiosulfato de sodio, luego se les adiciona agua y una cantidad de
solucién de Kl usando almidén como indicador. La titulacidn se compara con un
blanco. Existe otro método mucho mas utilizado y mas preciso que consiste en
calcular el indice de Yodo en funcién de las contribuciones de cada éster que
compone el biodiesel, sirviendo la norma EN 16300. Esto requiere la obtencion
previa del perfil de ésteres metilicos por cromatografia de gases.

Valores altos de indices de Yodo favorecen procesos de oxidacion,
polimerizacién y procesos de hidrélisis. Para el indice de Yodo la norma
europea EN 14214 establece un valor maximo de 120 g 12/100 g. Las normas

ASTM no tienen una norma equivalente.

2.11.7 Densidad (EN ISO 3675, EN ISO 12185).

La medida de la densidad, tanto para el diesel como para el biodiesel, se realiza
mediante el método del aerémetro. La muestra que se va a analizar debe estar
a una temperatura especificada y se traspasa a una probeta a la misma
temperatura. Se introduce el aerémetro en la muestra y se deja estabilizar. Una
vez alcanzado el equilibrio térmico se lee en la escala del aerémetro. Se lee la
temperatura de la muestra y se convierte la lectura del aerbmetro a 15°C
utilizando tablas de medicién estandarizadas. Si fuese necesario se coloca la
probeta en un bafo a temperatura constante para evitar variaciones durante el

experimento.
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El biodiesel generalmente es mas denso y con menor capacidad de compresién
que el diesel. Esta diferencia afecta el poder calorifico y al consumo del
combustible. La densidad del biodiesel depende de su composicidén, siendo
mayor al disminuir la longitud de la cadena y aumentar el numero de dobles
enlaces. De otra manera depende de su pureza, ya que disminuye con
contaminantes de baja densidad como el metanol o gomas (Benjumea et al.,
2009; Canakci y Sanli et al., 2008).

La densidad es un pardmetro determinante del porcentaje de biodiesel maximo
en la mezcla. Por tanto se puede dar el caso de mezclas que no cumplen con la
norma. Eso ocurre con mezclas que contienen un alto porcentaje de biodiesel, 0
aquellas en las cuales la densidad de diesel sea proxima al limite superior
permitido (Pasquilano, 2006). Para la densidad, la norma europea EN 14214
establece un intervalo permitido entre 860 — 900 kg/m3. Las normas ASTM no

tienen una especificacion equivalente.

2.11.8 Viscosidad (EN ISO 3104).

La medida de la viscosidad se realiza utilizando un viscosimetro de Oswald, con
el que se determina la viscosidad cinematica y se calcula la viscosidad
dinamica. Se introduce un volumen exacto de la muestra a analizar en un
viscosimetro capilar calibrado a una temperatura conocida y controlada,
generalmente dentro de un bafo maria. Aplicando presion o mediante
aspiracion, se succiona la muestra sobre la marca superior, y se deja fluir por
gravedad. Con un cronémetro se mide el tiempo que tarda el menisco de la
muestra en fluir desde la marca superior hasta la inferior. La viscosidad se
calcula como un producto del tiempo por la constante del viscosimetro. La
viscosidad dinamica se calcula multiplicando la viscosidad cinematica por el

valor de la densidad de la muestra a la misma temperatura.

El combustible puro o la mezcla con biodiesel deben poseer una viscosidad
minima para evitar pérdidas de potencia debidas a las fugas en la bomba de
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inyeccién y en el inyector. Ademas, esta propiedad le da caracteristicas de
lubricidad al sistema de combustible (Demirbas, 2007).

El biodiesel generalmente presenta viscosidades mayores a las del diesel, ya
que la viscosidad del biodiesel aumenta con la longitud de la cadena del éster y
el grado de saturacion. Una alta viscosidad puede afectar la atomizacion del
combustible por lo que causa una mala combustién y formacion de depdsitos en
el motor. La alta viscosidad también puede facilitar la dilucidon del combustible
en el lubricante (Knothe et al., 2005).

Para la viscosidad (40°C) la norma europea EN 14214 establece un intervalo
permitido entre 3.5 — 5.00 mm?/s. La norma americana equivalente es la ASTM

D445 y acepta un intervalo entre 1.9 — 6.0 mm?/s.

2.11.9 Punto de inflamacion (EN ISO 3679).

Es la temperatura mas baja a la cual los vapores liberados por un liquido
pueden formar una llama con el oxigeno del aire. El punto de inflamacion (Flash
Point) es una medida de la inflamabilidad de un combustible, por lo que es un
parametro de seguridad importante para su transporte y su almacenaje. El
método de determinacion del flash point para el biodiesel y para el diesel es
diferente, pero soélo difieren en el equipamiento utilizado; sin embargo, el
método es el mismo. En ambos casos la muestra se introduce en un recipiente
agitado que se calienta a incrementos de temperatura constante. A intervalos
regulares de temperatura se interrumpe la agitacién y a través de un orificio se
somete la muestra a una fuente de ignicion, con el fin de que los vapores entren
en ignicion y la llama producida se propague sobre la superficie de la muestra.
La temperatura mas baja a la que este fenémeno ocurre se le denomina punto
de inflamacién. El punto de inflamacién del biodiesel es siempre superior al del
gasoil, siendo en ocasiones por encima de 170°C. Esto es una ventaja
importante en la utilizacién de este biocombustible. Bajos puntos de inflamacién
indican la presencia de alcohol residual en el biodiesel (Canakci et al., 2008).
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Para el punto de inflamacién la norma europea EN 14214 establece un minimo
permitido de 120°C. La norma americana equivalente es la ASTM D93 y acepta

un minimo de 93°C.

2.11.10 Punto de obstruccion de filtro frio (POFF)
(EN 116).

Es la temperatura mas baja a la cual 20 mL del combustible pasan a través de
un filtro en 60 segundos. El POFF (Cold Filter Plugging Point, CFPP) predice la
minima temperatura a la cual el motor puede operar con ese combustible. La
medida del POFF tanto para el diesel como para el biodiesel se realiza
utilizando el mismo método en el cual la muestra se enfria en determinadas
condiciones, se aspira con una pipeta y se hace pasar por un equipo de
filtracién. EI método se repite disminuyendo en cada etapa 1°C y finaliza
cuando se superan los 60 segundos para salir de la pipeta o cuando el
combustible no gotea en su totalidad antes que la temperatura disminuya otro
grado centigrado. La temperatura inicial de este ultimo filtrado se registra como
POFF.

El biodiesel se congela a temperaturas mas altas que el diesel convencional.
Todas las propiedades de flujo en frio del combustible (punto de taponamiento
de los filtros, punto de niebla, punto de escurrimiento) son superiores a las del
diesel, lo que significa que a bajas temperaturas los motores con biodiesel
pueden tener dificultades para arrancar. Esto es debido a que en el biodiesel se
forman cristales sélidos, basicamente de grasas saturadas, que pueden
bloquear los conductos de combustible. Igualmente a temperaturas
relativamente bajas, la viscosidad del combustible también se incrementa,
pudiendo causar estrés en las bombas de combustible y el sistema de

inyeccion.

Estas propiedades de flujo a bajas temperaturas dependen de la materia prima
con la que se fabrico el biodiesel, siendo los aceites con acidos grasos
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saturados los que mas dificultad presentan. Por tal motivo, el biodiesel hecho de
aceite de girasol o de colza, poseen menores puntos de fusién, lo que no
sucede con el biodiesel proveniente de grasas animales, aceites reciclados o de
aceite de palma. Este es uno de los mayores problemas que se encuentra a la
hora de decidir el uso de biodiesel como combustible en estaciones de invierno
0 en zonas de temperaturas bajas, aunque se puede corregir levemente
agregando aditivos anticongelantes, como se acostumbra con el diesel en
algunos casos (Agarwal, 2007).

Los valores limites del punto de obstruccion de filtro en frio vienen marcados por
la norma EN 590 para el diesel y la EN 14214 para el biodiesel, difer

enciando dichos limites en funcién de la estacion del afio y de la zona climéatica.

2.11.11 Destilacion (ASTM D1160).

Esta norma establece los limites de las proporciones respectivas de las
cantidades recuperadas por condensacién cuando se destila el diesel o el
biodiesel. La norma indica la temperatura maxima a la que se debe evaporar el
combustible a unas condiciones de presion y temperaturas dadas. Un
combustible tiene tres franjas de compuestos bien definidas (Mittelbach y
Remschmit, 2004):

v' Los que destilan a temperaturas bajas que son los que caracterizan el
momento de la arrancada y calentamiento del motor.

v' Los que destilan a temperaturas intermedias que son los compuestos
que caracterizan la reaccion del motor.

v Y los que destilan a mayor temperatura que son los mas pesados que
determinan la potencia que pueden generar este combustible.

La curva de destilacion senala el porcentaje de combustible que se evapora a
determinada temperatura (T vs % Vv/v). El biodiesel tiene practicamente un punto
de destilacion que se ubica en el rango mas alto de la curva del diesel. Este
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parametro se incorpora para controlar que el combustible no haya sido
contaminado con materiales de mayor punto de evaporaciéon (Pasquilano,
2006).

Aunque para el biodiesel la norma europea no tiene exigencia de volatilidad,
sirve para verificar mediante experimentacion si las mezclas con diesel cumplen
la norma de este. La norma americana ASTM D6751 establece un maximo de
360°C para una temperatura de destilacién del 90% v/v de combustible
recuperado. Ademas, el método requerido (ASTM 1160) exige ensayar a
presion reducida (entre 1.3 y 67 mbar) con el fin de evitar el craqueo del
biodiesel a partir de los 350°C. Las normas ASTM D86 y EN 3405 que
establecen el procedimiento para mezclas, proponen sin embargo destilacién

atmosférica.

2.11.12 Lubricidad.

La medida de la lubricidad para el diesel se realiza mediante un equipo con
movimiento alternativo de alta frecuencia (HFRR). La muestra a analizar se
coloca en un recipiente a la temperatura del ensayo. Una bola de acero sujeta
en un péndulo vertical, aplica una carga sobre una placa fija horizontal. La bola
del ensayo oscila con una frecuencia y longitud determinadas, manteniendo la
superficie de contacto con la placa totalmente sumergida en el recipiente que
contiene el fluido. La diferencia en el peso (o el didmetro) de la bola desgastada
es una medida de la lubricidad del fluido. Si bien la normativa no exige la
determinacién de la lubricidad, podria hallarse de la misma manera al diesel. El
biodiesel aumenta considerablemente la lubricidad del diesel debido a su bajo
contenido de azufre (Demirbas, 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento

La fase de campo se llevo a cabo entre los meses de Agosto de 2010 vy
Diciembre de 2011 en la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leodn, campus Marin, ubicada a 25° 52’ 23’ latitud norte y 100° 02’

42”de longitud oeste a 355 msnm.

3.2 Obtencion de germoplasma

El germoplasma se obtuvo a base de colectas en diferentes partes de la regién
noreste, con el fin de obtener material genético endémico; ademas, se obtuvo
semilla del INIFAP y particulares, con el fin de obtener una muestra més variada

en cuanto a diversidad genética.

3.3 Caracterizacion molecular de la higuerilla

Se realizaron analisis con distintos iniciadores utilizando la técnica de RAPDs,
esta técnica permitié diferenciar el material colectado con el fin de establecer
caracteristicas distintivas de cada una de ellas y formar grupos comunes en su

caso.

Este analisis se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Agronomia Campus Escobedo bajo la siguiente metodologia:

42



3.3.1 Definicion del Protocolo para la caracterizacion
molecular de la higuerilla.

Semillas de higuerilla de los genotipos C1M9, C2M1, C2M2, C2M3, C2M4,
C2M5, C2M6, C2M7, C2M8, SLP02, SLP03, SLP04, SLP05, SLP06, SLP07,
SLPO08, SLP09, SLP10 y SLP11 se sembraron, después de 30 dias de la
siembra y cuando las plantulas habian emergido y tenian en promedio 10 cm de
altura, se colecto el material vegetativo, cortando las hojas primarias de las
plantulas obtenidas. Para esto, se cortaron mitades de hoja dejando las otras
mitades con el fin de no defoliar por completo las plantulas.

El material se puso en hielo seco y se transporté al laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Agronomia en el Campus Escobedo, donde se colocaron a -
70° C en el ultracongelador hasta su posterior analisis.

Para el analisis de las muestras se pesaron 100 mg de hoja de cada una de las
diferentes colectas y se procedié a la extraccion de ADN por medio del método
MasterPureTM Plant Leaf DNA (Jasbeer et al., 2009; Anexo 1).

Ya extraido el ADN, se procedié a cuantificar su calidad y cantidad por medio
del Thermo Scientific NanoDrop 2000, para posteriormente elaborar el ADN
molde de cada muestra a una concentracion de 20 ng/pl. Los moldes, fueron
alicuotas que contenian la misma cantidad de ADN y se utilizaron en la reaccioén
en cadena de la polimerasa (PCR) para la multiplicacién del material genético

extraido.

Una vez preparado el molde, se llevo a cabo la PCR, para lo cual se requirié la
preparacién de un coctel de reactivos necesarios para la multiplicaciéon del ADN,

teniendo un volumen de reaccién de 25 pl, el cual se muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Reactivos utilizados en la técnica de PCR

Reactivo 1 Reaccion

Solucion Amortiguadora Taq 2.5 pl
MgCl, 2.5 ul
Mezcla de Deoxinucleotidos 0.1 pl
Enzima Taq Polimerasa 0.2 pl
Iniciador 5 ul

Agua 13.7 ul
TOTAL 25 ul

Una vez preparadas las muestras, se colocaron en un termociclador de la
marca Thermo Hybaid, modelo PCR Express Thermal Cycler. El programa
térmico fue un ciclo inicial de 93°C, 45 ciclos de 92°C, 1 min; 36 °C, 1 min;
71°C, 1 min y un ciclo final de 72°C, 5 min. Una vez obtenido el producto de la
PCR, se llev6 a cabo la elaboracion del gel de agarosa a una concentracion de
1% el cual se utilizd como medio para la visualizacion de los productos de

amplificacién.

El gel se prepar6 con 150 ml de buffer TE y 1.5 g de agarosa, fundiéndolo en el
horno de microondas con el fin de disolver la agarosa en el Buffer TE, para
posteriormente verterse en una camara de electroforesis de la marca BioRad
con capacidad de procesar 50 muestras con una dimension de 25 x 15 cm.
Preparado el gel, se cargaron las muestras depositando 4 ul en cada uno de los
pozos del gel, utilizando para ello la mezcla que incluia 0.16 pl de Buffer de
carga 5X Green Go Taq Flexi Buffer de la marca Promega por cada microlitro
del volumen de reaccién de la muestra. Una vez cargado el gel, se llevo a cabo

la electroforesis a 60 Volts durante 30 minutos.

Para la definicion del protocolo se realizaron pruebas preliminares para
determinar los materiales que dieran como resultado productos de
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amplificacion con una mejor definicion, estas pruebas se realizaron utilizando el
total de muestras disponibles y los iniciadores OPG08, OPG19, OPA04, OPA07
y OPAO0S8.

Se cargaron cuatro geles, los cuales se utilizaron para la definiciéon del
protocolo, de cuales dos fueron elaborados con el material genético procedente
del estado de México (EdoMex) y dos mas con material genético procedente del
estado de Chihuahua, utilizando la serie de iniciadores OPA (01-20) y OPG (01-
20). Para cada uno de los diferentes geles elaborados, se colocé un testigo
positivo, el (EdoMex) cual consistié de una combinacion de ADN procedente del
Estado de México y el iniciador OPG 08 previamente utilizado y que da como
resultado productos de amplificacion. El testigo positivo permitié validar el
procedimiento de PCR debido a que se tratdé de una combinacidén previamente
utilizada, de modo que cualquier carril que no presentara productos de
amplificacion, no fuera por un error en la técnica o el manejo de las muestras.
Ademas, se utilizé6 también un testigo negativo, el cual fue una muestra con el
iniciador pero sin ADN, esto con el fin de constatar que las diversas bandas de
amplificacion producidas fueron el resultado del acoplamiento entre el ADN y el
iniciador y no debido a la contaminacién de las muestras. Finalmente, a ambos
extremos del gel se utilizo el marcador molecular 100 bp Ladder DNA Marker
(100-3000 bp) de la marca Axygen.

Los geles elaborados se colocaron en una solucién de tincién al 0.01%
preparada con Orange Cybr y agua bidestilada durante 45 minutos para asi
poder ser visualizados en el fotodocumentador (Loaeza et al., 2011).

3.3.2 Caracterizacion molecular de la higuerilla
utilizando la técnica de PCR-RAPD.

Una vez definido el protocolo para la caracterizacion, se aplico utilizando los 18
diferentes genotipos y las series A y G de los iniciadores OP de Operon
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Technologies (Alameda, CA, USA), los cuales se muestran en el Cuadro 4, con

Sus respectivas secuencias.

Cuadro 4. Series de iniciadores utilizadas para la diferenciacion molecular del material
genético y sus diferentes secuencias.

Iniciador Secuencia Iniciador Secuencia
OPA-01 CAGGCCCTTC OPG-01 CTACGGAGGA
OPA-02 TGCCGAGCTG OPG-02 GGCACTGAGG
OPA-03 AGTCAGCCAC OPG-03 GAGCCCTCCA
OPA-04 AATCGGGCTG OPG-04 AGCGTGTCTG
OPA-05 AGGGGTCTTG OPG-05 CTGAGACGGA
OPA-06 GGTCCCTGAC OPG-06 GTGCCTAACC
OPA-07 GAAACGGGTG OPG-07 GAACCTGCGG
OPA-08 GTGACGTAGG OPG-08 TCACGTCCAC
OPA-09 GGGTAACGCC OPG-09 CTGACGTCAC
OPA-10 GTGATCGCAG OPG-10 AGGGCCGTCT
OPA-11 CAATCGCCGT OPG-11 TGCCCGTCGT
OPA-12 TCGGCGATAG OPG-12 CAGCTCACGA
OPA-13 CAGCACCCAC OPG-13 CTCTCCGCCA
OPA-14 TCTGTGCTGG OPG-14 GGATGAGACC
OPA-15 TTCCGAACCC OPG-15 ACTGGGACTC
OPA-16 AGCCAGCGAA OPG-16 AGCGTCCTCC
OPA-17 GACCGCTTGT OPG-17 ACGACCGACA
OPA-18 AGGTGACCGT OPG-18 GGCTCATGTG
OPA-19 CAAACGTCGG OPG-19 GTCAGGGCAA
OPA-20 GTTGCGATCC OPG-20 TCTCCCTCAG

Se realizaron 20 geles, cada uno con dos series de iniciadores y se analizaron a
través de fotografias tomadas con un fotodocumentador de la marca UVP,
modelo BioDoc-It Imaging System; posteriormente se utilizo el programa
computacional TotalLab Quant para conocer los tamafios de las bandas
amplificadas y saber si se trata de bandas polimérficas, ademas de poder

determinar cuéles podian ser consideradas como marcadores.

Para la determinacién de los marcadores, durante el andlisis visual de las
imagenes, se llevo a cabo la elaboracién de graficas de posicion de pixeles
(Figura 8), las cuales permitieron conocer que productos de amplificacién tenian
una mayor definicién (en cuanto a forma y brillo),
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Figura 8. Grafica de Posicion de Pixeles utilizada para la definicion de marcadores

moleculares.

Finalmente, con base en los datos obtenidos del analisis de las imagenes se
pudo generar una matriz de datos binaria (0,1), con la cual se pudo elaborar un
dendrograma utilizando el paquete computacional Statistica Ver. 7, el cual
permitié diferenciar las colectas en base a sus diferencias genéticas. Para este
andlisis se utilizo el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) debido a que se trata de un método es espacio-conservativo,
esto es, no hace variar considerablemente la métrica inicial, y resulta ser uno de

los mas utilizados.

Ademas, con base en estos mismos datos se obtuvo el indice de diversidad, el
cual se calcul6 sumando los valores de cada una de las filas que representa
cada iniciador dentro de la matriz; posteriormente, el resultado de la suma se
divide entre el total de muestras analizadas y se eleva al cuadrado.
Posteriormente, se resta este valor a 1 obteniéndose el indice de diversidad
para cada uno de los iniciadores, finalmente se promedian todos los indices
calculados, lo cual da como resultado el indice de diversidad de la poblacion. El
célculo se realizo utilizando la formula de Nei (H).
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H=1—Zpi2

Donde:

e H=indice de diversidad genética o Coeficiente de Nei.

e pi= Frecuencia media del alelo i en los loci considerados.

Arif et al. (2010) y Sujatha et al. (2008) mencionaron que dentro de las
diferentes técnicas disponibles para la caracterizacion molecular, la técnica de
RAPDs es de bajo costo, rapida y sobre todo no necesita de una excelente
calidad del ADN, ademas de no necesitar informacién gendémica previa, razon

por la cual se utilizé esta técnica en la presente investigacion.

3.4 Determinacion del Periodo de Latencia, Dinamica de
Emergencia y Porciento de Plantas Germinadas.

Para la determinacion del Periodo de Latencia, Dinamica de Germinacién y
Porciento de Plantas Germinadas se llevo a cabo con la segunda siembra del
material, se utilizaron 22 materiales de las colectas anteriormente mencionadas,
se llevo a cabo la revision periddica de las charolas y la posteriormente se
comenzé a contar el numero de plantas emergidas una vez que se considero el

periodo de latencia de 20 dias.

3.4.1 Siembra

La primera siembra se realiz6 el dia 20 de Agosto del afio 2010, utilizandose
material de la primera colecta, de las cuales se sembraron los materiales con la
identificacion C1M1, C1M2, C1M3, C1M6, C1M7, C1M8 y C1M9, debido a que
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solo de estas colectas se alcanzd material suficiente para la siembra. Esta se
realiz6 en un substrato hecho con 1/3 de pette moss, 1/3 de arena de rio y 1/3
de tierra normal como puede observarse en la Figura 9. Las plantas obtenidas
para esta primera siembra fueron trasplantadas a campo, utilizdndolas como

barrera en la siembra directa.

Figura 9. Realizacion de la primera siembra.

La segunda siembra se realiz6 el dia 23 de Diciembre del afio 2010, utilizando
cajas de germinacién plasticas y de unicel, utilizando un sustrato compuesto por
Y2 de Perlita y 2 de tierra negra. Para esta segunda siembra se utilizaron las
colectas procedentes del estado de Chihuahua, San Luis Potosi y del Estado de
México, ademas de las colectas C1M9, C2M1, C2M2, C2M3, C2M4, C2M5,
C2Me6, C2M7, C2M8, SLP02, SLP03, SLP04, SLP05, SLP06, SLP07, SLPO08,
SLP09, SLP10y SLP11.

Para la siembra, las semillas se hidrataron durante 24 horas y se les aplico
fungicida para evitar problemas de hongos, se establecié6 como parametro 20
dias de latencia después de la siembra y se comenzb6 con la determinacién de
la dinamica de emergencia de las diferentes colectas utilizadas (Figura 10).
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Figura 10. Plantas utilizadas para la determinacion del periodo de latencia, porciento de
plantas germinadas y dinamica de emergencia.

Debido a las condiciones climaticas presentadas durante los primeros dias del
mes de Febrero del afno 2011, todas las plantas de la segunda siembra, a
excepcion de la colecta del estado de Michoacéan, se vieron afectadas,
presentandose la muerte de la mayoria de la poblacion debido a que durante
este periodo se presentaron temperaturas minimas que alcanzaron los -8°C
(Figura 11).

Figura 11. Dafio provocado por el frio en las plantulas de higuerilla

3.4.2 Determinacion del Periodo de Latencia.

El periodo de latencia se determino contabilizando los dias entre la siembra y la

germinacioén de las plantas anteriormente sembradas.
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3.4.3 Determinacion de la Dinamica de Emergencia.

Para la determinacién de la dinamica de emergencia de las colectas de
higuerilla se contabilizaron el nimero de plantas durante 50 dias.

3.4.4 Determinacion del Porciento de Plantas

Germinadas.

Para determinar el porciento de plantas germinadas se contabilizaron el total de
plantas, considerando el total de semillas sembradas como el 100%, se calcul6

el porcentaje.

3.5 Evaluacién de genotipos a nivel de campo.

3.5.1 Genotipos.

Se utilizaron solo 17 colectas de higuerilla debido a la poca disponibilidad de la
misma, las colectas utilizadas fueron: Chi02, Chi01, C2M6, SLP04, SLP10,
C2M7, SLP06, SLP03, C1M3, C1M6, SLP05, SLP11, SLP02, C2M1, C2M4,
C1M1 y EdoMex.

3.5.2 Fecha de siembra y tamafho de la parcela

experimental.

Para la evaluacion de genotipos a nivel de campo se llevé a cabo una tercera
siembra, la cual se realiz6 en el campo experimental de Marin, perteneciente a
la Facultad de Agronomia de la UANL el dia 2 de Abril del 2011; se sembré de
manera directa, a tierra venida, regandose el dia 31 de Marzo del afio 2011
(Figura 12). Ademas, se realiz6 el trasplante de las plantas de la colecta del
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estado de Michoacan que sobrevivieron a la helada de principios de ano y las
plantas de la primera siembra.

Figura 12. Siembra de higuerilla en campo

Los 17 genotipos utilizados se sembraron en unidades experimentales de 9 m?,
distribuidas aleatoriamente en el terreno (Figura 13); cada una de estas fueron
de 2 surcos de 5 m de largo con solo 2 repeticiones debido a la poca cantidad
de semilla disponible, la distancia entre surcos fue de 1.8 m y la distancia entre
plantas de 0.5 m, teniendo una densidad de siembra de 11,111 plantas ha™ (Se
considero esta densidad, debido a que CORPOICA recomienda densidades de
siembra de 10,000 a 15,000 plantas por hectarea en sistemas de produccion
comerciales).

Chio2 SLPO4

C2M3 Cc2Mé SLPO3
SLP09 C2m4 SLPO6
EdoMex Cime SLP10

cim1 chiol cam7 :
8 sipo3 cams SLPOS .
g sLPo2 cim3 stP11 ;

SLPO7 c2m3 c2m1

c2ms c2m6 sLpio

Cim1 SLPO3 c2m1

Chi02 SLPOS SLPO&
SLPO7 SLPO2 am7
Cive SLPO4 SLPO6
Chiol €imM3 SLP11
M4 EdoMex SLPOS
CANAL DE RIEGO

Figura 13. Croquis de distribucion de las unidades experimentales en el terreno.

52



3.5.3 Practicas de cultivo

3.5.3.1 Riego

El cultivo se regd una vez por semana durante los primeros dos meses después
de establecido el cultivo en campo. Este se realizo de manera rodada.

3.5.3.2 Control de malezas

Debido a que se presento una gran cantidad de malezas, se llevo a cabo su
control de forma manual y periddica. Este control manual se llevo a cabo cada
15 dias, con el fin de minimizar al maximo la competencia de las malezas con el
cultivo; ademas, de esta manera el trabajo se realizaba de manera mas
eficiente debido a que se reducia periddicamente la cantidad de maleza

presente.

3.5.4 Toma de datos

3.5.4.1 Dias a floracion.

Dentro de las mediciones que se llevaron a cabo en campo, la primera fue la
determinacién de los dias a la primera floracion, esta mediciéon se realiz6
monitoreando cada tres dias los diferentes genotipos con el fin de determinar el
inicio de la floracion; se consideré que habia comenzado el periodo reproductivo
de la planta cuando en la yema apical, se pudieran observar estructuras

reproductivas (Figura 14).
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Figura 14. Yema apical que muestra el momento del inicio de Ia floracion.

3.5.4.2 Altura.

Posteriormente se midio la altura de planta (cm) a la primera floracién, la cual
consistio en la medicién de la planta del nivel del suelo hasta la base de la
yema apical.

3.5.4.3 Numero de hojas.

El nUmero de hojas se obtuvo contabilizando el total de hojas que habia al

momento del inicio de la floracion.

3.5.4.4 Tipo de Fruto.

Se determino si se trataba de un fruto ya sea dehiscente o indehiscente al
momento de la cosecha.
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3.5.4.5 Tamano de la semilla.

La medicién de las dimensiones de las semillas se llevo a cabo midiendo dos
grupos de 100 semillas cada uno de las diferentes colectas, dicha medicion se

realizo con un calibrador analdgico estandar de la marca Trupper (Figura 15).

Figura 15. Medicion de las dimensiones de las semillas.

3.5.4.6 Caracteristicas Fisicas del Fruto.

Se determind si se trataba de frutos con espinas punzantes o no punzantes
(porcentaje de frutos punzantes), ademas de determinarse la persistencia de la
cuticula que cubre las capsulas de los frutos, debido a que se pudo observar
que existian diferencias entre cada una de las diferentes colectas.

3.5.4.7 Rendimiento de semilla (kg ha™).

Para la obtencion de los datos de rendimiento, primero se peso la semilla
producida en una bascula de la marca Mittler Toledo por cada uno de los
diferentes individuos, posteriormente se descartaron aquellos individuos que no
presentaban competencia completa (plantas en los extremos de los surcos o
aquellas que no tuvieran plantas a su lado a lo largo del surco) y finalmente se
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hizo un promedio de los individuos con el fin de conocer la produccién por

hectarea de cada una de las diferentes colectas.

3.5.4.8 Variables Cualitativas

Con respecto a variables cualitativas, se considerd importante incluir el color del
tallo, de la nervadura y de las hojas; se llevé a cabo considerando los colores
existentes entre los diversos genotipos. Para color de tallo se consideraron los
colores verde, rojo y mixto, debido a que estos tres colores (que pueden
observarse en la Figura 16) fueron los Unicos que se presentaron. Para el color
de la nervadura se consideraron nervaduras de colores amarillas y rojas, en
tanto que para el color de las hojas se tomo en cuenta el color verde, el rojo y el

mixto.

Figura 16. Distintos tipos de color de tallo; verde (1), rojo (2) y mixto (3).

3.5.5 Extraccion y produccion de aceite

La extraccion de aceite se realizo por medio de solventes a partir de la semilla

cosechada y consistio en los siguientes pasos:
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1. Se pesaron 10 gramos de semillas, las cuales se molieron a velocidad
baja (con una licuadora industrial, de la marca Waring) y posteriormente
transferidas a un acondicionador donde se obtuvo una masa homogénea
(Figura 17).

Figura 17. Proceso de molienda de las semillas de Higuerilla.

2. Posteriormente, dicha masa se sometié a agitacion constante a una
velocidad de 700 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente,

utilizando metanol como solvente en una relaciéon de 3:1 (Figura 18).

Figura 18. Proceso de agitacion con metanol de las semillas previamente molidas.
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3. Una vez transcurrido el tiempo, se llevd a cabo la filtracion del material
con papel filtro Whatman Grado 1 y embudos de cristal de la marca
Pyrex, para separar los residuos sélidos de la solucion Metanol:Aceite
producida durante la agitacion del material (Figura 19).

Figura 19. Proceso de filtracion del metanol y aceite en dilucion.

4. Finalmente, para la extraccion del aceite se realizd la evaporacion del
Metanol a 70°C durante 24 horas, lo cual asegurd la evaporacién total

del Metanol (Figura 20).

Figura 20. Proceso de evaporacion de metanol.
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Ya hecha la extraccion se evalué la cantidad de aceite producida por cada una
de las diferentes variedades pesando el aceite obtenido y haciendo la relacion
con el peso inicial de las semillas; en base a esto, se determind la capacidad de
las variedades para la produccion de aceite.

3.5.6 Analisis estadisticos.

Para el analisis de los datos se utilizé un disefio de bloques completos al azar

con el modelo que se muestra a continuacion:

Yij=/,l+Ci+,3j+Eij

i=1,2,..17
j=1,2.
donde:
Yi es la observacion de la variedad i en la repeticion j.
U es el efecto verdadero de la media general.
C; es el efecto de la i-ésima colecta.
B; el efecto del j-ésimo bloque.
€;j es el error experimental de la ij-€sima observacion.

El modelo estadistico mencionado, generé una tabla de andlisis de varianza

(ANVA) como se presenta en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Tabla de ANVA de un diseio de bloques completos al azar.

FV GL SC CM F E(CM)
Colecta (t-1) Lo e SCeotecta/t—1)  CMyqr ¢
bzézl(yi. 7) el ) Y
Bloque  (b-1) tz G- SChioque/ (b — 1)
j=1
Error (t-1)(b-1) EE(ij -y, —¥y;+¥)> SC/t—-1) (-1 o?
Total bt-1 %% (Vi — ¥.)?
t=17 b=2
Donde:

FV: Fuente de Variacion.
GL: Grados de Libertad.
SC: Suma de Cuadrados.
CM: Cuadrados Medios.

Para el caso donde la prueba F mostré significancia se realizo la comparacion
de medias a través del método de Tukey debido a la alta sensibilidad de esta

prueba.

Finalmente, una vez obtenidos los datos se llevo a cabo la generacién de
dendrogramas a través de un andlisis de conglomerados, utilizando el método
de Ward, para la clasificacion de las diferentes colectas. Se decidio utilizar este
tipo de analisis con el fin de llevar a cabo una agrupacion de los diversos
materiales en base a los datos morfolégicos obtenidos y de esta manera
determinar los grupos similares que presenten caracteristicas deseables para la
produccién a gran escala.
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3.6 Produccion de Biodiesel

Una vez extraido el aceite, se llevd a cabo la elaboracion de biodiesel con la
utilizacién de un bioreactor o sistema de reaccién con agitador magnético y un

sistema de refrigeracion a base de agua.

La transesterificacion del aceite es un proceso fundamental en la produccion de
biodiesel, se decidi® ensayar en primer lugar con diferentes aceites,

procedentes de otras fuentes mas comunes, como el aceite de maiz.

En la literatura, existe una gran cantidad de diferentes metodologias empleadas
para la transesterificacion del biodiesel, por ejemplo Lozada y Velazquez (2009)
reportan que los mejores resultados para la transesterificacién se dan con una
concentracion de NaOH de 0.23%w/w, temperatura de reaccion de 55°C y una
relacion volumétrica alcohol/aceite de 1.35, en cambio Pradhan et al. (2012)
reportaron que la mas alta eficiencia en la produccion de biodiesel se da con
una concentracion molar de 225:1 metanol/aceite y una concentracién de
catalizador del 1% w/w. El primer ensayo se llevo a cabo siguiendo la
metodologia reportada por Benavides et al. (2007) utilizando una relacién

metanol/aceite de 9 y un 0.8% en peso de NaOH

Para este proceso se utilizdé metanol y NaOH (como catalizador) para la
reaccion de transesterificacion; el procedimiento consistié en la preparacion de
una solucion de metanol y NaOH o metéxido, la cual se prepard agregando
25% de Metanol en relacion al volumen de aceite que se transesterificé y una
relacion del 0.5% w/w de NaOH/Aceite. Se depositaron 100 g de aceite de ricino
dentro del bioreactor, el cual estaba conformado por una plancha de agitacién
con placa de calentamiento de la marca Corning, un Matraz de Bola de 500 ml
de la marca Pyrex y un sifébn de enfriamiento de la marca Pyrex (Figura 21) y
posteriormente se agrego la mezcla de Metanol y NaOH.
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Figura 21. Biorreactor para la produccion del Biodiesel

La reaccion de transesterificacion se realizo durante dos horas a 60°C y 700
rpm del agitador provocando la separacion de la glicerina y las cadenas de
acidos grasos, con lo cual se observa una separacion de fases, la cual puede

observarse en la Figura 22.

Figura 22. Separacion de fases al final de proceso de transesterificacion

Finalmente, se realizé la purificacién del biodiesel, primero a través de un
embudo de decantacién para separar el glicerol formado durante la reaccién de
transesterificacion y posteriormente se realizaron dos lavados con agua
desionizada colocando el biodiesel en el matraz de decantacion y agregando el

——————————
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agua a 60°C, posteriormente se elimind esta agua por medio de decantacién y

evaporacién a 70°C durante 10 minutos.

3.7 Analisis Molecular de la Calidad del Biodiesel

La fase experimental para la determinacién molecular de la calidad del biodiesel
de Higuerilla se realizo en el laboratorio del grupo de investigacion de
Combustibles y Motores de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Industriales de la Universidad de Castilla la Mancha, ubicada en Ciudad Real,
Espana. Se hicieron diferentes analisis los cuales se describen a continuacién.

3.7.1 Determinacion del Contenido de Agua

Para llevar a cabo la determinacién del contenido de agua, se sigui6 el
procedimiento de la Norma EN ISO 12937 utilizando el método Karl Fischer por
valoracién culombimétrica. Se utilizo un aparato culombimétrico de la marca

Metrohm, modelo 831 KF Coulometer, el cual se muestra en la Figura 23.

Figura 23. Aparato culombimétrico utilizado para la determinacion del contenido de agua.

En este aparato se generdé culombimétricamente yoduro en el anodo, una vez

valorada la cantidad de agua presente, el exceso de yoduro se detectd
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mediante un sensor de punto final electrométrico. Basandose en la
estequiometria de la reaccién, un mol de yoduro reacciona con un mol de agua,
por lo que la cantidad de agua es proporcional a la cantidad total de corriente de

acuerdo a la ley de Faraday.

El procedimiento consistid en la inyeccidbn de muestra (previamente pesado)
dentro del vaso de valoracién, el cual contenia reactivo de Karl Fischer;
posteriormente el aparato realiz6 la valoracion correspondiente para determinar

la cantidad de agua presente en la muestra.

La cantidad de agua es un factor importante de calidad en los combustibles,
debido a que altas concentraciones (superiores a 0.05 g/100 g) provocan
corrosion de los componentes del sistema de inyeccion, ademas de también

contribuir obstrucciones de los filtros.

3.7.2 Determinacion de la Densidad (Experimental)

La densidad se determind siguiendo el procedimiento de la Norma EN ISO 3675
utilizando un areémetro de vidrio graduado a 15°C. Se logr6 mantener la
temperatura utilizando un bano TAMSON modelo TV2000 con una resistencia

de enfriamiento (Figura 24).

Figura 24. Bano de temperatura regulada utilizado para la determinacion de la Densidad.
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El método consistié en colocar la muestra en una probeta de vidrio, la cual se
coloco dentro del bano; después de 15 minutos, ya estabilizada la muestra en la

temperatura deseada, se coloco el aredmetro y se realizo la lectura (Figura 25).

Figura 25. Areometro dentro de la muestra previo a la lectura de la densidad.

3.7.3 Determinacion de la Viscosidad

Para llevar a cabo la determinacién de la viscosidad se realizo conforme a la
norma EN ISO 3104, en dicha norma se establece el método, el cual consistio
en colocar la muestra en un Viscosimetro de Ostwald a temperatura constante
(40°C), con el fin de determinar la viscosidad cinematica. La metodologia
incluyé la medicion del tiempo en que un volumen determinado de liquido fluye
por gravedad por el capilar de un viscosimetro calibrado con una columna
reproducible y a una temperatura conocida y perfectamente controlada. La
muestra se colocé dentro del viscosimetro haciendo llegar la muestra hasta la
marca B (parte inferior del viscosimetro). Finalmente se hizo llegar la muestra
hasta la marca A (parte superior del viscosimetro). La medicion del tiempo inicio
en la marca A y finaliz6 cuando la muestra cruza la marca B. La viscosidad
cinematica es el producto del tiempo de fluencia medido y la constante de
calibracién del viscosimetro. Se logré mantener la temperatura utilizando un

bafio TAMSON modelo TV2000, como puede observarse en la Figura 26.
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Figura 26. Viscosimetro de Ostwald utilizado para la determinacion de la viscosidad

cinematica.

La determinacién de la viscosidad es muy importante dentro de los estandares
de calidad de los combustibles, debido a que ésta afecta directamente el
funcionamiento de la bomba y el sistema de inyeccion, ademas de ejercer una

gran influencia sobre la forma de pulverizacidén de las particulas.

3.7.4 Determinacion del indice de Acidez

La determinacion del indice de Acidez se realizo en base a la norma UNE-EN
14104 utilizando un Titulador de la marca Metrohm modelo 720 SM Titrino, el

cual puede observarse en la Figura 27.
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Figura 27. Titulador utilizado para la determinacion del Indice de Acidez.

El método consistié en pesar 10 gramos de muestra y diluirlos con solvente
(etanol y dietil éter con una proporcion de 1:1) y posteriormente colocarlos
dentro del vaso de reaccion y titulandose con Hidroxido Potasico. El aparato, de

manera automatica, arrojé el dato de indice de Acidez.

La importancia en la determinacidn del indice de acides reside principalmente
en su relaciéon con la degradaciéon del combustible, ademas de que puede
indicar una tendencia a la corrosion de materiales.

3.7.5 Determinacion del Punto de Obstruccion de Filtro
Frio (POFF)

Para la determinacién del Punto de Obstruccion de Filtro Frio se siguié la
metodologia de la norma EN 116; para esto se utilizé un Analizador Automatico
de Punto de Obstruccion de Filtro Frio de la marca ISL, modelo FPP5 GS, el

cual se observa en la Figura 28.
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Figura 28. Analizador Automadtico del Punto de Obstruccion de Filtro Frio utilizado.

La prueba consistio en colocar las diferentes muestras de biodiesel (tanto B100,
como B05, B10, B15 y B20) dentro del analizador en el vaso de reaccion; este
aparato funciona haciendo pasar la muestra a través de un filtro metalico de 32
um hasta llegar a un sensor 6ptico en la parte superior, dicha medicion se
realizo a partir de los 15°C, disminuyendo un grado hasta que la muestra
supero6 el tiempo establecido (1 min) para llegar al sensor superior.

Es importante la determinacion del POFF debido a que esta prueba determina
la temperatura a la cual los filiros se obstruyen debido a la congelacion del
combustible.

3.7.6 Determinacion de la Temperatura Minima de
Estabilidad de la Mezcla

Debido a que durante las pruebas de POFF de mezclas diesel-biodiesel se
observo que la mezcla perdia estabilidad a bajas temperaturas, se llevo a cabo
la determinacién de la Temperatura Minima de Estabilidad de la Mezcla. Esta
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prueba consistid en la disminuciéon gradual de la temperatura hasta que la

mezcla se separo en las diferentes fases.

Se utilizé un bafo frio con refrigerante (Figura 29) con el objetivo de disminuir

de manera controlada la temperatura.

Figura 29. Bario con refrigerante utilizado para disminuir la temperatura de las muestras.

Una vez enfriada la muestra, se utiliz6 el analizador de la marca Formulaction,
modelo TURBISCAN MA 2000 (Figura 30), una vez alcanzada la temperatura
deseada, se coloco dentro del analizador la muestra y se realizé el analisis.

CLASSIC

Figura 30. Analizador TURBISCAN utilizado para el andlisis.
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Debido a que durante los ensayos se observé que las distintas mezclas de
diesel/biodiesel son inestables a bajas temperaturas, se considerd importante

determinar el limite de temperatura a la cual la mezcla es aun estable.

3.7.7 Determinacion de la composicion de Metil Esteres
de Acidos Grasos del Biodiesel (FAMEs)

Para la determinacion de los diferentes FAMEs presentes en el biodiesel se
siguid la metodologia descrita por la norma EN 14103. Se utilizd un
cromatografo de gases de la marca Variant, modelo CP3800 con auto inyector
de la misma marca, modelo CP8410, los cuales pueden observarse en la Figura
31.

Figura 31. Cromatdgrafo de gases utilizado para la determinacion de FAMEs.

Las muestras se prepararon diluyéndolas en Tolueno (99%) pesando
aproximadamente 250 mg y colocandolas en viales de 10 ml, para
posteriormente colocar 5 ml de una disoluciéon a 10 mg/ml de heptadecanoato
metilico (99%). Se llevd a cabo una prueba en blanco introduciendo en el
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cromatografo una muestra de la solucion de tolueno con heptadecanoato
metilico, una vez realizada la prueba blanco se llevo a cabo la cromatografia de

las muestras.

Esta prueba es una de las mas importantes en relacién a la calidad de los
biocombustibles, debido a que las concentraciones de FAMEs determinan las
propiedades del mismo, ademas de que estos datos son utilizados para la

estimacion tedrica de diversos pardmetros.

3.7.8 Determinacion de la Densidad (Teorica)

La estimacién tedrica de la densidad a 15°C se hizo en base a la ecuacién
propuesta por Lapuerta et al. (2010), la cual calcula la densidad en funcién del
namero de atomos de carbono y oxigeno y el numero de dobles enlaces
presentes en el acido graso original:

274.883 de + 950(0 — 2) + 312.149
1.307 + ¢

p15° = 847.712 +

Donde:
¢ Numero de Atomos de Carbono del Acido.
de: Numero de Dobles enlaces del Acido.

0: Numero de Atomos de Oxigeno del Acido.

Una vez obtenidos los datos de la cromatografia, se obtuvo la cantidad de
atomos que componen cada una de las diferentes colectas de Higuerilla.
Finalmente se realizo la suma ponderada de cada uno de los diferentes esteres

metilicos utilizando la siguiente férmula:
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El calculo de la densidad se realiz6 en base a los datos de la cromatografia
obtenida de cada uno de las diferentes colectas, debido a que todas

presentaron diferentes porcientos de 4cidos grasos.

3.7.9 Determinacion del indice de Yodo

Se realizo el calculo del indice de Yodo con base en la metodologia de la

Norma EN 16300, donde se establece la siguiente formula:

3PM;, de
PMAceite

Donde:

3PM, : Peso Molecular del I, (253.8089 -Z-).
2 mol

PM,..;:.. Peso Molecular del Aceite.

de : Dobles enlaces presentes.

Debido a que no se conoce el peso molecular del aceite, se procedié a su
calculo; la estructura quimica de un triglicérido se basa en la unién de tres
acidos grasos (RCOOH, R'COOH y R"COOH) y una estructura carbonosa,
formada por tres atomos de carbono; de esta estructura se puede deducir el PM

del aceite en base a la siguiente ecuacion:
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PMyceite = 3(PMAcido) + 3(PM¢) + Z(PMH)

El calculo del indice de Yodo se realizo en base a los datos de la cromatografia
obtenida de cada uno de las diferentes colectas, debido a que todas

presentaron diferentes porcientos de acidos grasos.

Esta determinacion es importante debido a que el indice de yodo esta
relacionado con el comportamiento del combustible durante su

almacenamiento, ademas de que cuantifica su estabilidad hidrolitica y oxidativa.

3.7.10 Determinacion del Peso Molecular del aceite,
acido graso y biodiesel

Una vez obtenidos los datos de la cromatografia de gases; conociendo la
fraccion masica que representa cada éster metilico asi como su peso molecular,

se pudo calcular el peso molecular medio del biodiesel utilizando la siguiente

ecuacion:
PM _imy
b_znp > Yp
PMp
Donde:

p: Subindice que define al éster.

b: Subindice que define al biodiesel.
m: Masa.

n: Moles.

Y: Fraccidon masica.
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Estos calculos se realizaron con los resultados de la cromatografia de cada una

de las diferentes colectas de Higuerilla.

3.7.11 Determinacion de la composicion atomica del

biodiesel

Para la determinacion de la composicién atémica del biodiesel, se calculo
primero la fraccion molar (X) de cada éster, el calculo se realizé una vez hallado

el valor del peso molecular del biodiesel puro utilizando la ecuacion siguiente:

Tlp PMb
= = Yp
ny PMb

Una vez obtenidas las fracciones molares de cada éster, se puede calcular el
namero de atomos de carbono (c), hidrogeno (h) y oxigeno(o) utilizando las

siguientes ecuaciones:

CCHhOO = h = p_lthp
n
0= opo
p=1

A partir del peso y la formula molecular del biodiesel se pudo estimar la

composicion elemental del biocombustible utilizando las ecuaciones siguientes:
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_m¢ _ (c.PM¢)

Yo, = —
Gb my PMb
my  (h.PMy)
e =, T PM,
my b
mo (0.PMy)
Yor =, T T PM,
my b

Donde:
PM¢: Peso Molecular del carbono.
PMy: Peso Molecular del hidrégeno.

PMo: Peso Molecular del Oxigeno.

3.7.12 Determinacion del calor especifico a presion

constante

El calor especifico a presidbn constante ((,) se calcul6 de forma tedrica
utilizando el método de contribucidén de grupos Joback, propuesto por Reid et al.
(1987), en el cual el calor especifico se calcula a través de una relacién
polinomica definida a través de cuatro coeficientes, como se muestra en la

siguiente ecuacion:

Co(T) =A+B.T+C.T?> +D.T?

Para determinar los coeficientes que definen la ecuacion anterior, se deben
calcular en primer lugar los coeficientes correspondientes a cada éster basico,
para lo cual se consideré la cantidad de unidades de los distintos grupos
quimicos presentes en la molécula de cada éster y su valor de contribucién;
dichos valores se calcularon con las siguientes ecuaciones propuestas por Reid
et al. (1987):
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B; = ZNJ-.BJ- +0.21

C; = z N; —3.917*

Di= ) Nj+2.067

Donde:
j: Subindice que define al grupo quimico.
i: Subindice que define al éster.

Nj: Numero de cada grupo quimico j presente en cada éster.

El célculo se realizé ponderando con respecto a las fracciones molares que
definen la composicion del biodiesel. Ademas, se llevo a cabo la medicién del ¢,

y su variacion con relacién a la temperatura.

3.7.13 Determinacion de la Entalpia de Formacion

La entalpia de formacién de un compuesto (4) se define como el cambio de
entalpia que lleva asociado el proceso de formacién de dicho compuesto a partir
de sus elementos basicos, el calculo de la entalpia de formacién estandar (hy)
se realiz6 considerando que tedricamente el proceso se lleva a cabo bajo
condiciones estandar de presion y temperatura (1 atm y 298.15 K)

El célculo de la Entalpia de Formacion Estandar, se realiz6 a través del método
propuesto por Reid et al. (1987) utilizando la contribucién de los grupos de
Joback; del mismo modo que se calcul6 el calor especifico a presién constante.
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Se utilizaron los mismos valores de contribucion calculados anteriormente (A, B,

C,Dy Ah}’) y la siguiente ecuacion:

0 _
h, = > W,

Una vez calculada la Entalpia Estandar de Formacion y conociendo que existe
una relacion intrinseca entre la entalpia de formacién y el calor especifico a
presion constante y el comportamiento de €, con respecto a la temperatura, es
posible calcular el comportamiento de la entalpia de formacidén con respecto al

aumento de la temperatura utilizando la siguiente ecuacion:

T

B
he(T) = h? + j ¢p(T)dT = hp + A(T — 298.15) + 5 (T? — 298.152)

298.15

c D
3= (T3 —298.15%) + 7 (298.15%)

Los célculos se realizaron para cada una de las muestras de biodiesel

analizadas en la cromatografia de gases.

El célculo de la entalpia de formacién estandar es un parametro que nos
permite conocer la cantidad de calor absorbido o desprendido (teérico) por parte
del biodiesel y su evolucién con respecto a la temperatura.

3.7.14 Determinacion de la Entalpia de Vaporizacién

Para el calculo de la Entalpia de Vaporizacién es necesario primero calcular sus
propiedades criticas utilizando una vez mas: el método de Joback expuesto por

e
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Reid et al. (1987), los valores de presion critica (p.), temperatura critica (7;) y

temperatura de ebullicién ( 7¢) de los distintos grupos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Contribucion de los distintos grupos para el cdlculo de T, T y p.

Te (K) 7c (K) pe(K)
No Ciclicos
> CH — 21.74 1.6410% 2.0010°
—OH 92.88 741102  1.12107%
—CHs 23.58 1.4110%  -1.2010°
—CH, — 22.88 1.89102  0.00 107
= CH — 24.96 1.2910%  -6.00 10™
—C00 — 81.10 481102  5.0010"
Ciclicos
> CH — 21.78 122102  4.00 10™
—CH, — 27.15 1.0010% 2.5010%
= CH — 26.73 8.2010%  1.1010°
=C< 31.01 1.4310%  8.0010™

Adaptado de Reid et al. (1987)

Con base a la tabla anterior se calcularon los valores de 7., 7: y p. de los
distintos esteres metilicos que componen al biodiesel utilizando las siguientes

ecuaciones:
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T, = zzvj.Te,- +198
Tei
0.584 4+ 0.965 X N;. T, j - (X N;. T, j)°

Pei = [0.113 + 0.0032N,,; — 2 Nj.pei]

ci

Donde:
T, : Temperatura de ebullicion.
T, : Temperatura critica.
p.: Presion critica.

Ny4:i: NUmero de atomos presentes en el éster.

Una vez obtenidos los parametros criticos, fue necesario calcular el factor
acéntrico critico (w.), el cual, es necesario para el calculo del factor de
compresibilidad, el cual es una variable que expresa el alejamiento de un gas al
comportamiento de un gas ideal, su célculo se realizé mediante la siguiente

ecuacion, la cual fue propuesta por Pitzer et al. (1955):

<— In(15h5%5s) — 297214 + 6.09648% +1.288621n (%) —0.169347 (%)6>

‘ T, T, T,\°
— c ‘e ‘e
<15.2518 15.6875 T, 13.47211n (Tc) + 0.435770 (Tc) )

Una vez calculado el factor acéntrico critico (w.) se pudo calcular la entalpia de

vaporizacién para el rango T, < T < T.. La ecuacion utilizada es una derivacion
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de ley de los estados correspondientes incluyendo la desviacion respecto de

dicha ley a través del actor acéntrico:

0.354

T 0.456 T.R
+10.95w, (1 ——) )C—,si T,<T<T,

ARy (T) = (7.08 1- (F) - it

Donde:

£ Subindice que identifica al biodiesel

R: Constante de los gases. R=8.3143 o

kmolK

w,: Factor acéntrico.

Debido a que la ecuacion anterior sobreestima el valor de entalpia para los
valores que se encuentran en el rango T < T, se aplica la correlacion de
Watson combinada con la ecuacién de Viswanath y Kuloor (Poling et al., 2000)

para el calculo de n, las cuales se presentan a continuacion:

T n
L=
Ahv(T) = Ahv(Te) Tli
T, ,SiT<T,
Ah,(T,).PM 10
n=[0.00264——2"""— 408794
RT,

Todos los calculos anteriores se realizaron para los datos obtenidos en la
cromatografia de las 12 diferentes muestras de biodiesel disponibles.
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El calculo de la entalpia de vaporizacion es importante debido a que permite
conocer la cantidad de calor por unidad de masa necesaria para transformar el

biodiesel en gas.

3.7.15 Determinacion del poder -calorifico a presion

constante

Debido a las condiciones que se dan dentro de la camara de combustion de los
motores, que suelen ser a presion constante y considerando que en la mayoria
de las maquinas térmicas los productos quemados se expulsan en fase
gaseosa (por lo cual el calor latente asociado a la condensacién del vapor de
agua de los gases de escape no se aprovecha), se utiliza como valor de
referencia energética de los combustibles el poder calorifico inferior a presidon

constante (PCI,).

El PCL, se calculé en base a la reaccion de combustion estequiométrica

siguiente:

h o

h
CCHhOO+(C+4 2)02_)CC02 +EH20

Teniendo en cuenta la reaccion anterior, se pudo calcular el PCI,, del biodiesel
como la diferencia de entalpias de formaciéon entre reactivos y productos

utilizando la siguiente ecuacion:
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0 0 0
AHf _ ) AHfReactivos - X AHfProductos

PCIlp =
P me mf
h o h
(C+___) hfo, (Ohfco, + (_) hf 1,0
— (ho _ Aho )_I_ 4 2 2 2 2
b = PM; PM;
Donde:
h?f: Entalpia de formacion estandar del biodiesel.
0o . , . s . 0 _ kJj
h¢o,: Entalpia de formacion estandar del O, hto, = 07—
hfco,: Entalpia de formacién estandar del CO», hfco, = 393510 %
h{ u,0: Entalpia de formacion estandar del Hz0O, he y,0 = 241810 %

Ahf.?f: Entalpia de vaporizacion estandar del biodiesel.

3.7.16 Determinacion del poder calorifico a volumen
constante

El calor liberado a volumen constante es la diferencia entre las energias
internas de productos y reactivos a temperatura constante, mientras que a
presion constante es la diferencia entre las entalpias de productos y reactivos a

presion constante como puede observarse en las siguientes ecuaciones:

Qy = m¢PCL, = Ur + up,mp, — (Uco,Mco, + Un,0Mu,0)
Qp = mgPCl, = Hr + hg,mo, — (hco,Mco, + hu,oMu,0)
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Debido a que las diferencias entre entalpia y energia interna solo son
perceptibles en gases debido a su bajo volumen especifico, se considera que

Ur = H, por lo que la ecuacion resultante de la resta entre las dos anteriores da

como resultado la siguiente ecuacién:

Mpy,o0
my

Mco,
my

m
PCIp = PCIU - m_iz(qu - hoz) + (ucoz - hCOZ) + (quo - tho)

Aplicando la definicién de entalpia (h = u + pv) y la ecuacion de estado de los
gases ideales (pv = %T), de acuerdo con la estequiometria de la reaccién de

combustion se puede deducir la siguiente ecuacion, la que se utilizé para el

célculo del PCI, a partir de los valores de PCI, y del peso y formula molecular

del combustible:

h 0) RT
PMf

PCl, = PCI, + (Z +5

A partir del PCI, se dedujo el poder calorifico superior a volumen constante

(PCS,) sumando el calor latente de vaporizacion del agua de los productos, tal

como se presenta en la siguiente ecuacion:

m h PM
PCS, = PCI, + —22 A, = PCI, + ———22

— 27 A
mf 2 PMf uvHZO
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Donde:

Aupy o: Energia interna de vaporizacién estandar del agua,

Au, = 2305 <L
kg

PMy,o: Peso molecular del agua, PMy, o = 18.0153%

Esta medicion corresponde al poder calorifico obtenido a través de la utilizacion

de una bomba calorimétrica.

La medicién del poder calorifico es un parametro importante de la calidad del
biocombustible debido a que se trata de la cantidad de energia relacionada con
la masa que se desprende al producirse la combustion, por lo tanto a mayor
calor producido durante el proceso de combustion mejor sera el desempefio del

motor.

3.7.17 Determinacion del numero de cetano

El indice de Cetano se determiné de manera tedrica siguiendo la metodologia
desarrollada por Lapuerta et al. (2009), en dicha metodologia se realiz6 el
calculo considerando la molécula del acido correspondiente y el tipo de alcohol

usado en el proceso de transesterificacion a través de la siguiente ecuacion:

A=-12.157+6.130(m —1)

B = 7.965 — 0.324(m — 1)
NC=A+ (B+C.de+D.de*)c+E.c*S C=—1.785+ 0.263(m — 1)

D =0.235-0.107(m — 1)

E =-0.099
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Donde:
¢: Numero de atomos de carbono del acido.
de: Numero de dobles enlaces del acido.

m: Numero de carbonos del alcohol empleado en la transesterificacion

Debido a que se trata de esteres metilicos, el valor de m es igual a 1 vy
considerando la influencia que tiene la presencia del oxigeno en la molécula del
acido, se realizé la sustituciéon debida en la ecuacién anterior lo que dié como

resultado la ecuacion utilizada para el calculo del Numero de Cetano:

NC = —21.157 + (7.965de + 0.235de?)c — 0.099¢? — 1.3946(0 — 2)

El nimero de cetano es un parametro importante que mide la calidad de la
ignicion del combustible, midiendo el tiempo de retraso (tiempo transcurrido
entre la inyeccién del combustible y el comienzo de la combustion), a mayor

numero de cetano, menor es el tiempo de retraso.

3.7.18 Dosado Estequiométrico

El Dosado Estequiométrico se calculé utilizando como referencia la reaccion
estequiométrica mencionada anteriormente, de la cual se deduce la siguiente

ecuacion:

_PM; X,
. PM,

m PM: n
P e s :

- PM, n,

Male c+%+%

e
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Donde:

PM,: Peso Molecular del aire seco, PM, = 28.9646 —kffol

Xo,: Fraccion molar de O en el aire, X, = 0.2095

Los valores del Dosado estequimétrico se expresaron en términos del Dosado
relativo. Es importante el calculo del Dosado Estequiométrico debido a que
muestra la relacion entre biodiesel y aire necesarios para que el proceso de

combustion pueda llevarse a cabo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Colecta de semilla

Se realizé la colecta de semilla de higuerilla en el estado de Nuevo Leoén (Figura
32) y San Luis Potosi (Figura 33), ademas, se consiguié semilla de los estados
de Chihuahua, Michoacan y del Estado de México.

Las colectas realizadas en el estado de Nuevo Ledn se llevaron a cabo en
regiones tanto al sur como al norte del mismo con un total de 17 genotipos de
higuerilla, los cuales pueden observarse en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Colectas realizadas en el estado de Nuevo Ledn y su posicionamiento
geogrdfico.

Identificacion Ubicacion Geografica

C1M1 25.50020°N; 100.19114°W; 517 msnmm
CiM2 25.42388°N; 100.148° W; 462 msnmm

C1M3 25.38129°N; 100.11279°W; 485 msnmm
CiM4 25.25132°N; 99.98088°W; 432 msnmm
C1iM5 25.26219°N; 100.00143°W; 438 msnmm
CiMe6 25.31533°N; 100.04598°W; 437 msnmm
Ci1m7 25.36752°N; 100.10281°W; 506 msnmm
C1M8 25.36783°N; 100.10264°W; 508 msnmm
C1M9 25.88634°N; 100.09878°W; 356 msnmm
C2Mf1 25.87392°N; 100.02563°W; 364 msnmm
cam2 25.85443°N; 100.02563°W; 387 msnmm
C2M3 25.85517°N; 99.9555°W; 369 msnmm

Cam4 25.86216°N; 99.94144°W;358 msnmm

C2M5 25.86218°N; 99.94137°W; 375 msnmm
C2M6 25.81242°N; 100.16192°W; 378 msnmm
ca2m7 25.95792°N; 100.16258°W; 395 msnmm
C2M8 25.96496°N; 100.1553°W; 428 msnmm
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Figura 32. Colecta realizada en el estado de Nuevo Ledn.

Del estado de San Luis Potosi se obtuvieron 11 colectas; del estado de
Michoacan y el Estado de México, se obtuvo una muestra por entidad, en tanto
gue del estado de Chihuahua se obtuvieron dos colectas.

Figura 33. Colecta realizada en el estado de San Luis Potosi.
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4.2 Diferenciacion Molecular

4.2.1 Determinacion del protocolo para la
caracterizacion molecular por medio de la técnica
de RAPD.

La extraccion de ADN realizada a través de la técnica de MasterPureTM Plant
Leaf DNA mostr6 ser una buena técnica debido a las altas concentraciones que
se obtuvieron de ADN, principalmente, la muestra EdoMex presento la
concentracion mayor de ADN extraido, en tanto que la muestra C2M1 presento
el valor minimo, gracias a esta técnica, se obtuvo una concentracion de 199.71
ng/ul en promedio, las concentraciones de cada una de las muestras se
observan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Concentracion de ADN obtenido utilizando el kit comercial MasterPureTM Plant
Leaf DNA

Colecta Concentracion (ng/ul)

EdoMex 514.0
Chi01 162.2
Chi02 156.7
C2M1 38.0
C1M5 321.4
SLPO9 70.0
SLP10 254.5

Mich 81.4

Jasbeer et al. (2009) reportaron que la utilizacion de la técnica de
MasterPureTM Plant Leaf DNA dié como resultado la obtencion de la mayor
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cantidad de ADN en comparacion con otros métodos tradicionalmente
utilizados.

Ademas de la alta concentracion de ADN, esta técnica de extraccion mostro
también una calidad aceptable, considerando la relacion de las lecturas de
absorbancia de 260/280 nm, la cual se observa en el siguiente Cuadro 9.

Cuadro 9. Relacion 260/280 de las diferentes muestras de ADN.

Muestra Relacion 260/280
EdoMex 1.45
Chio1 1.46
Chio2 1.56
C2M1 1.23
C1M5 1.89
SLP09 1.42
SLP10 1.38
Mich 1.54

Al respecto, Rada y Taboada (1998) mencionan que la relacién entre la
medicién de absorbancia de 260 y 280 nm es un buen estimador de la calidad
del AND extraido, siendo el valor que mas se aproxime a 1.8 el que indica el
grado maximo de pureza, en tanto que valores menores a 1.8 indican
contaminacioén por proteina y valores mayores a 2.0 indican una contaminacién

por fenol.

Como se aprecia en el cuadro anterior, las diferentes muestras presentan un
grado de contaminacién por proteina a excepcion de la muestra de la Colecta
C1Mb5, la cual mostro la mayor calidad en esta extraccion inicial.
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Las pruebas preliminares para determinar los materiales genéticos que
producian productos de amplificacién de mayor calidad, se realizaron utilizando
los iniciadores OPGO08, OPG19, OPA04, OPA07 y OPAO08 al azar, los cuales
indicaron que los genotipos del EdoMéx y Chi0O1, fueron mejores en términos de

las bandas con mayor nitidez y brillo.

El primer gel elaborado para la determinacion del protocolo de la técnica
RAPDs se realiz6 con los 20 iniciadores OPA, utilizando el material genético de
la colecta del EdoMex; en la Figura 34 las diferentes bandas producidas por los
iniciadores OPA combinados con el material genético (la numeracion indica los
diferentes carriles de carga, donde cada carril corresponde al iniciador, para el
carril numero uno se utilizé el iniciador OPAOQ1, para el carril dos el OPAQ2 y asi

sucesivamente).

123 45 67 891011121314151617181920 P N M

Figura 34. Gel elaborado con material genético del Estado de México y los 20 distintos
iniciadores OPA (1-OPA01, 2-OPA02...20-OPA20), testigo positivo (P), testigo negativo (N)
y marcador (M)

Este primer gel dié como resultado la formacién de bandas polimérficas en las
diferentes combinaciones. Se aprecian productos de amplificacién en los 20
carriles, lo que indica que puede utilizarse esta serie de iniciadores para la
caracterizacion molecular del material, se puede observar que la combinacion
del iniciador OPAQ4 presento el producto de amplificacién con mayor tamario,
siendo de 633 bp, mientras que el iniciador OPA03 presento el producto de

amplificacion de menor tamano con solo 212 bp, en total se produjeron 26

e
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productos de amplificacién utilizando la serie OPA en combinacion con el

material genético procedente del Estado de México.

De la misma manera, en la Figura 35 se muestran las diferentes bandas
producidas por la combinacién de los iniciadores OPA con el material genético
de la muestra procedente del estado de Chihuahua (Chi01).

123 45 67 8 91011121314 151617181920 PN M

Figura 35. Gel elaborado con material genético del Estado de Chihuahua y los 20
distintos iniciadores OPA (1-OPA01, 2-OPA02...20-OPA20), testigo positivo (P), testigo
negativo (N) y marcador (M)

En este segundo gel, del mismo modo, se generaron 36 productos de
ampliacion en los 20 carriles, que indican su uso potencial para la
caracterizacion de este material, puede observarse que el iniciador OPA0O4
produjo el producto de amplificacion de mayor tamano, presentando este 579
bp, en tanto que el iniciador OPAQO3 presento el producto de amplificacién de

menor tamano (200 bp).

Para el caso del iniciador OPG, los geles se presentaron de manera difusa, y
gracias al programa TotalLab se pudo llevar a cabo la identificacion de las

diferentes bandas presentes en el mismo.

El tercer gel se elaboré con los iniciadores de la serie OPG, combinados con el
material genético procedente del Estado de México (EdoMex). En la Figura 36

se observa que se obtuvieron productos de amplificacion en todos los carriles.
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M 123 4567891011121314151617181920N P P M

Figura 36. Gel elaborado con material genético del Estado de México y los 20 distintos
iniciadores OPG (1-OPGO01, 2-OPG02...20-OPG20), testigo positivo (P), testigo negativo
(N) y marcador (M)

Se puede observar en el gel anterior, que el iniciador OPGO02 presento el
producto de amplificacién tanto de mayor como de menor tamafno, siendo 589
bp y 182 bp sus valores, respectivamente. Este iniciador en combinacién con el
material del Estado de México produjo un total de 46 productos de

amplificacion.

Por ultimo, el gel elaborado con el material genético procedente del estado de
Chihuahua (Chi01) dio resultados similares a los anteriores segun se observa
en la Figura 37.

M 123456789 1011121314151617181920N P P M

Figura 37. Gel elaborado con material genético del Estado de Chihuahua y los 20
distintos iniciadores OPG (1-OPG01, 2-OPG02...20-OPG20), testigo positivo (P), testigo
negativo (N) y marcador (M)

93



En este gel, se observa que el iniciador OPG20 no mostré productos de
amplificacion. Asimismo, se puede ver que las muestras produjeron productos
de amplificacién en los restantes 19 carriles, siendo el iniciador OPG10 el que
presento el producto de amplificacidn de mayor tamarno (584 bp), en tanto que
el iniciador OPG17 presento el producto de amplificacién de menor tamano (122
bp), esta serie de iniciadores en combinacion con el material procedente del

Estado de Chihuahua produjo un total de 37 productos de amplificacion.

En base a los resultados anteriores podemos pensar que la técnica RAPD es
idonea para la caracterizacién molecular, no solo de Ricinus communis sino de

cualquier otra especie.

Para evitar los problemas que se presentaron con los iniciadores OPG, se
modificé el tiempo de electroforesis, cambiando de una 60 min a 80 volts, a 45
min a 60 volts y cambiando la exposicion con la solucién de tincién, de 30 min a
45 min en total obscuridad, buscando que al ser mas lento el recorrido de los
productos de amplificacion se obtuviera una mejor separacion de las bandas de

acuerdo a su peso.

El iniciador OPG mostro ser mejor, debido a su mayor capacidad de generar
productos de amplificacién siendo en total 83 los generados con los genotipos
utilizados, comparado con los 62 productos de amplificacién generados por el
iniciador OPA. Mientras tanto, no hubo una diferencia amplia entre los
genotipos, debido a que el genotipo Chi01 genero 73 productos de
amplificacion, solo uno mas que los generados por el genotipo EdoMex.

Los geles resultantes de las muestras EdoMex y ChiO1 presentaron productos
de amplificacién, tanto con los iniciadores OPA, como los iniciadores OPG, lo
cual podria facilitar la diferenciacion de material procedente de diversas
regiones geograficas, debido a que es probable que sean algunas de estas
bandas polimérficas, lo cual indicaria diferencias entre cada uno de los distintos
genotipos y los diferentes iniciadores.
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4.2.2 Diferenciacion genética de las colectas.

Una vez definido el protocolo para la caracterizacion molecular se procedi6 a la
elaboracion de los geles de agarosa con sus respectivos iniciadores, siendo
elaborados en bloques de dos iniciadores por cada gel.

Debido a la gran cantidad de muestras utilizadas en cada gel se decidié
numerar los carriles con el fin de facilitar la lectura de cada imagen, la

numeracion y el contenido de cada carril se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Numero de carril y contenido de los diferentes geles elaborados para la

caracterizacion molecular.

Carril Genotipo Carril Genotipo Carril Genotipo Carril Genotipo

1 Marcador 11 ChiO1 21 C1M3 31 SLPO2
2 C1M1 12 Chi02 22 C1Me6 32 SLP04
3 C1M3 13 SLP02 23 C2M4 33 SLP05
4 C1Mé6 14 SLP0O4 24 C2M5 34 SLP06
5 C2M4 15 SLP05 25 C2Me6 35 SLP09
6 C2M5 16 SLP06 26 Ca2Mm7 36 SLP10
7 C2Me6 17 SLP09 27 Mich 37 SLP11
8 cam7 18 SLP10 28 EdoMex 38 TN

9 Mich 19 SLP11 29 Chi01 39 TP

10 EdoMex 20 C1M1 30 Chio2 40 Marcador

4.2.2.1 Iniciador OPA

El primer gel elaborado para la diferenciacion molecular estuvo conformado por
los 18 genotipos y los iniciadores OPA01 y OPA02; en la Figura 38 se observa
los productos de amplificacion y las bandas polimérficas.
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Figura 38. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPAO1
(Carriles 2-19) y OPAO02 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que los iniciadores OPAO1 y OPAO02
amplificaron bandas polimorficas; para el caso del iniciador OPAO1 se
amplificaron un total de 30 productos, de los cuales se consideraron 22 como
marcadores moleculares debido a la definicién de sus bandas y a su intensidad,
por otro lado, para el caso del iniciador OPAQO2 se generaron un total de 24
productos de amplificacion, de los cuales solo 16 fueron considerados como
marcadores moleculares, el total de productos y el peso molecular de los

marcadores se muestran en el Anexo 2.

En la figura 39 se observa el gel elaborado con los iniciadores OPA03 y OPA04

y sus respectivos productos de amplificacion.

by —#
ity —| .

by 4

1oty —

Figura 39. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPA03
(Carriles 2-19) y OPA04 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se observa que ambos iniciadores amplificaron bandas
polimérficas. El iniciador OPAO3 genero un total de 40 productos de
amplificacion, de los cuales 25 fueron considerados como marcadores, en tanto
que el iniciador OPA04 amplifico un total de 18 productos, siendo considerados
como marcadores solamente 11, el total de productos y los pesos moleculares

se presentan en el Anexo 3.

En la Figura 40 se presenta el gel elaborado con los iniciadores OPAQS y
OPAQ6.
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Figura 40. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los Iniciadores OPA05
(Carriles 2-19) y OPAO06 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se aprecia ambos iniciadores amplificaron bandas
polimérficas. Ademas, se puede observar que el iniciador OPA05 amplificé un
total de 31 productos, siendo solo 14 los que fueron considerados como
marcadores, debido a sus caracteristicas, en tanto que el iniciador OPAQ6
amplifico un total de 38 productos, de los cuales 11 fueron considerados como
marcadores, en el Anexo 4 se muestran el total de productos amplificados y sus

respectivos pesos moleculares.

En la Figura 41 se observa el gel elaborado con los iniciadores OPAQ7 y
OPAQS.
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Figura 41. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPAQ7
(Carriles 2-19) y OPAO08 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se aprecia que ambos iniciadores amplificaron solo bandas
polimorficas. A pesar de presentarse el gel barrido, el programa TotalLab
permitié observar que el iniciador OPAQ7 amplifico un total de 13 productos de
los cuales nueve fueron considerados como marcadores, por otro lado el
iniciador OPA08 amplifico un total de 18 productos, de los cuales 10 fueron
considerados como marcadores, el total de productos de amplificacién,
marcadores y sus respectivos pesos moleculares se pueden observar en el

Anexo 5.

En el caso de los iniciadores OPA09 y OPA10 el gel respectivo se presenta en

la Figura 42.
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Figura 42. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPAQ9
(Carriles 2-19) y OPA10 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se aprecia ambos marcadores amplificaron bandas
polimérficas. Ademas, se observa que el iniciador OPA09 amplifico un total de
15 productos de los cuales nueve fueron considerados como marcadores, en
tanto que el iniciador OPA10 amplifico un total de cuatro productos, de los
cuales, debido a que no se percibian de manera nitida, en base al nivel de
pixeles que presentaron, no fue considerado ninguno como marcador. En el
Anexo 6, se muestran el total de productos amplificados y aquellos que fueron

considerados marcadores y sus respectivos pesos moleculares.

Para los iniciadores OPA11 y OPA12 se observa el gel producido en la Figura
43.

roree

Figura 43. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPA11
(Carriles 2-19) y OPA12 (Carriles 20-37).

Se puede observar en la figura anterior que ambos iniciadores produjeron
bandas polimérficas. El iniciador OPA11 genero un total de 16 productos, de los
cuales 12 fueron considerados como marcadores, en tanto que el iniciador
OPA12 amplifico siete productos de amplificacion, de los cuales solamente dos

fueron considerados como marcadores.
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En el Anexo 7 se pueden observar a detalle el total de productos de

amplificacion, marcadores y sus respectivos pesos moleculares.

El gel elaborado con los Iniciadores OPA13 y OPA 14 se aprecia en la Figura
44,

Figura 44. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los Iniciadores OPA13
(Carriles 2-19) y OPA14 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se aprecia que ambos iniciadores produjeron bandas
polimérficas. El iniciador OPA 13 genero un total de 62 productos, de los cuales
23 fueron considerados como marcadores, mientras que el iniciador OPA 14
produjo un total de 24 productos, de los cuales solamente tres fueron
considerados como marcadores; en el Anexo 8 se presentan el total de

productos y sus respectivos pesos moleculares.

En la Figura 45 se aprecia el gel elaborado con los iniciadores OPA15 y OPA16.
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Figura 45. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPA15
(Carriles 2-19) y OPA16 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimorficas. También s aprecia en la figura anterior que el iniciador OPA15
amplifico un total de 57 productos, de los cuales solamente 13 fueron
considerados como marcadores, en tanto que el iniciador OPA16 no produjo
ningun producto de amplificacion, el total de productos y sus respectivos pesos

moleculares se presentan en el Anexo 9.

En la Figura 46 se aprecia el gel y los productos de amplificacion obtenidos
utilizando los iniciadores OPA17 y OPA18.
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Figura 46. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPA17
(Carriles 2-19) y OPA18 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimérficas sin embargo, debido a la baja calidad de los dos productos de
amplificacion generados por el iniciador OPA17, estos no fueron considerados
como marcadores, mientras que de los 42 productos generados por el iniciador
OPA18, 20 fueron considerados como marcadores; el total de productos y sus

respectivos pesos moleculares se pueden observar en el Anexo 10.

En la Figura 47 se observa el gel elaborado con los iniciadores OPA19 y
OPA20.
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Figura 47. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los Iniciadores OPA19
(Carriles 2-19) y OPA20 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimérficas. Ademas, se observa también que el iniciador OPA19 amplifico
solamente siete productos, de los cuales solo dos fueron considerados como
marcadores, en tanto que el iniciador OPA20 solo genero cinco productos de
amplificacion de los cuales ninguno pudo ser considerado como marcador, en el
Anexo 11 se muestran el total de productos de amplificaciéon y sus respectivos
pesos moleculares.
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Ademas, se elabor6é una matriz binaria en base a los datos anteriores, siendo la
ausencia de marcadores “0” y la presencia “1”, con el fin de obtener el indice de

Diversidad, el cual, para el caso de la serie OPA fue de 0.871.

4.2.2.2 Iniciador OPG

Para el iniciador OPG el primer gel que se muestra en la Figura 48 se elaboré
con los iniciadores OPGO01 y OPGO02.
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Figura 48. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPGO1
(Carriles 2-19) y OPG 02 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimérficas. Ademas, cabe destacar que el iniciador OPGO01 amplifico un total
de dos productos, de los cuales ninguno fue considerado como marcador,
debido al bajo nivel de brillo y poca definicion que presentaron, sin embargo, el
iniciador OPGO02 amplifico un total de 12 productos de los cuales se
consideraron como marcadores cuatro de ellos, el total de productos y sus

respectivos pesos moleculares se observan en el Anexo 12.

El gel elaborado con los Iniciadores OPGO03 y OPG04 se muestra en la Figura
49.
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Figura. 49 Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG03
(Carriles 2-19) y OPGO04 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que ambos iniciadores amplificaron bandas
polimorficas, por un lado el iniciador OPGO03 amplifico un total de 13 productos
de los cuales cinco fueron considerados como marcadores, en tanto que el
iniciador OPG04 amplifico un total de 16 productos, de los cuales cinco fueron
considerados como marcadores, el total de productos y sus respectivos pesos

moleculares se observan en el Anexo 13.

El gel elaborado con los Iniciadores OPG05 y OPGO06 se muestra en la Figura
50.
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Figura 50. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los Iniciadores OPG05
(Carriles 2-19) y OPGO06 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se observa que el iniciador OPGO05 no presento ningun
producto de amplificacidon, mientras que para el caso del iniciador OPGO06
presento bandas polimoérficas, en total este iniciador amplifico 15 productos de
los cuales 8 fueron considerados como marcadores. El total de productos
amplificados en este gel y sus respectivos pesos moleculares se observan en el
Anexo 14.

El gel elaborado con los Iniciadores OPG07 y OPGO08 se muestra en la figura

siguiente (Figura 51).

Figura 51. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los Iniciadores OPG07
(Carriles 2-19) y OPGO08 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que el iniciador OPGO7 no presento ningun
producto de amplificacion, mientras que para el iniciador OPGO08 presentd
bandas polimérficas. Se observa también que este iniciador amplifico un total de
11 productos de los cuales cuatro fueron considerados como marcadores,
finalmente el total de productos y sus respectivos pesos moleculares se
observan en el Anexo 15.

El gel elaborado con los iniciadores OPG09 y OPG10 se muestra en la Figura
52.
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Figura 52. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG09
(Carriles 2-19) y OPG10 (Carriles 20-37).

Se puede observar en la figura anterior que los iniciadores OPG09 y OPG10
amplificaron un total de dos y 13 productos respectivamente, siendo
considerados como marcadores solo uno en el caso del iniciador OPG09 y ocho
del iniciador OPG10, el total de productos de amplificacién y sus respectivos

pesos moleculares se observan en el Anexo 16.

El gel elaborado con los iniciadores OPG11 y OPG12 se muestra en la Figura
53.
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Figura 53. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG11
(Carriles 2-19) y OPG12 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimorficas, para el caso del iniciador OPG11 se presentaron un total de 60
productos amplificados de los cuales solo 16 tenian la calidad suficiente en
cuanto a brillo y definicion para ser considerados como marcadores, en tanto
que para el caso del iniciador OPG12 se encontraron un total de siete productos
de amplificacion, de los cuales solo dos fueron considerados como marcadores,
el total de productos amplificados y sus respectivos pesos moleculares se
observan en el Anexo 17.

El gel de los iniciadores OPG13 y OPG14 se muestra en la Figura 54.
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Figura 54. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG13
(Carriles 2-19) y OPG14 (Carriles 20-37).

Ambos iniciadores presentaron bandas polimérficas, como se puede observar
en la figura anterior, el iniciador OPG13 genero un total de 14 productos de
amplificacion, de los cuales, la mitad fueron considerados como marcadores,
mientras que el iniciador OPG14 genero un total de 22 productos, siendo
considerados como marcadores solo 13 de estos, el total de productos y sus
respectivos pesos se observan en el Anexo 18.

El gel elaborado con los iniciadores OPG15 y OPG16 se muestra en la Figura
55.
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Figura 55. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG15
(Carriles 2-19) y OPG16 (Carriles 20-37).

En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimérficas, el iniciador OPG15 genero un total de seis productos de
amplificacion, de los cuales tres fueron considerados como marcadores, en
tanto que el iniciador OPG16 amplifico un total de 24 productos, de los cuales
16 fueron considerados como marcadores, el total de productos amplificados y
sus . Ademas, se determind la cantidad de marcadores moleculares y los pesos
de todos los productos de amplificacién los cuales se observan en el Anexo 19.

La Figura 56 muestra el gel elaborado con los iniciadores OPG17 y OPG18.
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Figura 56. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG17
(Carriles 2-19) y OPG18 (Carriles 20-37).
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En la figura anterior se observa que los dos iniciadores presentaron bandas
polimérficas. Ademas, se observa por parte del iniciador OPG17 la generacién
de 17 productos de amplificacion, de los cuales 13 fueron considerados como
marcadores, mientras que el iniciador OPG18 amplifico un total de 23
productos, de los cuales 14 se consideraron como marcadores, en el Anexo 20
se pueden observar el total de productos amplificados y sus pesos moleculares.

El gel elaborado con los Iniciadores OPG19 y OPG20 se muestra en la Figura
57.
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Figura 57. Gel elaborado con los 18 genotipos diferentes y los iniciadores OPG 19
(Carriles 2-19) y OPG20 (Carriles 20-37).

Finalmente se puede observar en la figura anterior que el iniciador OPG19
presento bandas polimérficas, amplificando un total de 14 productos de los
cuales cinco fueron considerados como marcadores moleculares, mientras que
el iniciador OPG20 solo amplifico un producto el cual no fue considerado como
marcador; en el Anexo 21 se observan el total de productos amplificados y sus

respectivos pesos moleculares.

En total, considerando el iniciador OPG y los 18 diferentes genotipos se
produjeron 272 productos de amplificaciéon de los cuales 124 (45.58%) fueron
considerados como marcadores y 93 (54.42%) fueron descartados por su baja
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calidad; ademas, el indice de diversidad encontrado en la poblaciéon estudiada
con este iniciador fue de 0.935.

Finalmente, considerando los datos obtenidos con ambos iniciadores, se
obtuvieron en total 725 productos de amplificacion, de los cuales 326 (44.96%)
fueron productos de amplificacion aptos para ser considerados como
marcadores y 249 (55.04%) que presentaron una baja calidad, por lo cual no
fueron considerados como marcadores, ademas de promediar un indice de
diversidad de 0.903, siendo este valor un indicador de la alta variabilidad
genética de la poblaciéon. Considerando la informacién anterior, la higuerilla
(Ricinus communis L.) esta alta variabilidad genética implica una investigacion
mas detallada de las caracteristicas especificas de los diversos materiales
disponibles, sobre todo con miras a la implementacion de un sistema de

produccion intensivo de semilla.

En un estudio comparativo, Gajera et al. (2010) mencionaron que la técnica de
RAPDs utilizando 22 genotipos e iniciadores diferentes produjeron 256
fragmentos, de los cuales 205 (80.2%) se trataba de fragmentos polimorficos, lo
cual indicé que la técnica es una buena herramienta para la valoracién de la

diversidad genética.

4.2.2.3 Analisis de cluster y clasificacion en base a los
resultados de la técnica de RAPD.

Una vez obtenidos los datos anteriores, se procedié a la elaboracién de una
matriz binaria (19x20), en la cual la presencia de marcadores adquirio el valor
de uno y la ausencia de las mismas el valor de 0. Ya elaborada la matriz, se
realizo el anadlisis en cluster utilizando el método de U.P.G.M.A. con la finalidad
de agrupar los diferentes genotipos encontrados en grupos similares. Dicho
andlisis se llevo a cabo utilizando el Programa computacional Statistica 7.0. Del
anterior analisis como resultado se obtuvo el dendrograma de la Figura 58.
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Figura 58. Dendrograma del analisis en cluster de los 18 genotipos de higuerilla

utilizados.

En la figura anterior se observa la clara formacion de tres grupos principales, el
primero de ellos se integra por las colectas C1M1, C1M3, Chi02, SLPO0S5,
SLP06, C2M6, Chi01, SLP02, SLP04, C2M4 y SLP11, mientras que el segundo
grupo se encuentra conformado por las colectas C1M6, C2M1, SLP09, C2M7,

SLP10, finalmente, el tercer grupo se conformo por las colectas Mich y EdoMex.

Con base en los resultados del andlisis molecular y considerando las
caracteristicas morfolégicas de las diferentes colectas (las cuales se presentan
mas adelante) se pudo observar que la agrupacién que se muestra en este
analisis se relaciona directamente con algunos parametros productivos, en
relacion a la altura de la planta a la primera floracién.

El primer grupo presento un promedio de 36 cm, en tanto que el segundo grupo
promedio 58.8 cm y el tercer grupo mostro una altura de 102 cm, ademas

también se presentan diferencias en relacion al numero de hojas, el primer
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grupo promedio un total de 17.5 hojas a la primera floracién, mientras que el
segundo presento un promedio de 25.8 hojas y el tercer grupo mostro un
promedio de 14 hojas, para la variable largo y ancho de semilla los grupos uno
y dos presentaron promedios similares (siendo el promedio del largo entre .95
cm y .91 cm, mientras que el ancho promedio fue de 0.62 cm y 0.60 cm
respectivamente) en tanto que el grupo tres presenta semillas mas grandes, las
cuales promedian 1.34 cm de largo y 0.73 cm de ancho, otra caracteristica
importante es el numero de frutos por inflorescencia, el grupo uno presento en
promedio 136.59 frutos, mientras que el grupo dos promedio 92.1 frutos por
inflorescencia y el grupo tres solo promedio 47.5 frutos

El primer grupo, se trata de plantas de higuerilla de porte mas bajo, con una
cantidad media de hojas y con inflorescencias largas comparado con los otros
dos subgrupos, es importante mencionar que este grupo se formo a una
distancia de eslabonamiento de nueve unidades euclidianas.

El segundo grupo, se trata de plantas de porte medio, con una gran cantidad de
hojas y una cantidad media de frutos por inflorescencia, cabe destacar que este
grupo se formo a una distancia de 12.5 unidades euclidianas.

Cabe destacar que el analisis molecular agrupo a una distancia de nueve
unidades euclidianas las dos colectas procedentes de climas templados (Mich y
EdoMex), las cuales conforman el grupo lll, lo cual indica que estas pudieran
ser genéticamente muy similares y que ambas al provenir de climas mas
frescos y hiumedos presentaran una respuesta adaptativa similar. Este grupo se
encuentra conformado por las colectas que promediaron una mayor altura a la
floracion, un menor promedio de hojas, ademas de que las semillas de este
grupo fueron en promedio mas grandes, tanto en ancho como en largo, aunque
se trata de colectas que presentaron un promedio bajo en relacion al largo de la
inflorescencia, lo cual es un aspecto negativo para la produccién de semilla.

Gajera et al. (2010) reportaron que la utilizacion de la técnica de RAPD en su

investigacién también se formaron dos grupos al analizar 22 genotipos; aunque
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indicaron, que los 22 genotipos presentaron un alto nivel de polimorfismo (mas

del 60%), raz6n por la cual no se pudo obtener una clasificacién adecuada.

Respecto al alto nivel de polimorfismo presente en la investigacion de Gajera et
al. (2010), Williams et al. (1990) mencionaron que en algunas ocasiones, la
técnica de RAPDs detecta cambios en bases sencillas del genoma de la
higuerilla, lo cual provoca un cambio completo en el patrén de amplificacion de
los segmentos de ADN.

4.3 Caracterizacion morfolégica.

4.3.1 Variables climatoldgicas presentes durante el
ensayo.

Durante la etapa de la caracterizacién morfolégica se llevo a cabo el monitoreo
de las variables climatologicas que se presentaron durante el desarrollo de la

fase experimental, las cuales se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Variables climaticas reportadas en Marin, N.L. durante el periodo de Abril-
Diciembre del afio 2011.

Precipitacion T.Max. T.Min. T. Med. Radiacion Evap.
Mes (mm) (°C) (°C) (°C) HR (%) (w/m?) (mm)
Abril 0 36.7 18.6 27.5 46.4 551.2 181.7
Mayo 16 36.1 22.03 28.3 54.7 478.1 171.4
Junio 0 37.3 22.6 29.7 50.2 293.9 104.7
Julio 0 ND ND ND ND ND ND
Agosto 0.6 35.1 26.3 29.1 58.2 8.11 1
Septiembre 92 36.8 20.2 28.4 51.3 548.8 162
Octubre 110.2 30.03 16.1 22.8 60.5 503.5 127.7
Noviembre 1.6 27.9 10.7 19.4 51.8 464.1 110.4
Diciembre 70 21.1 7.7 13.7 70.7 317.6 221
TOTAL 2904 - e e e e 881
PROMEDIO - 30.9 15.6 22.9 56.4 376.3 = -




Se puede observar en el cuadro anterior, que la precipitacién total durante el
periodo de la evaluacion morfolégica fue de 290.4 mm y 881 mm de
evapotranspiracion total, en tanto que la temperatura maxima registrada fue de
37.38°C, ademas de presentar un promedio de 56.47 mm de humedad relativa,

376.9 w/m? de radiacién promedio.

4.3.2 Determinacion del periodo de latencia, dinamica
de germinacion y porciento de plantas

germinadas.

Los datos obtenidos durante la evaluacion del material que se muestran en el

Anexo 22, permitieron la estimacion de las siguientes variables.

4.3.2.1 Periodo de germinacion.

El periodo de germinacidén que presentaron las diferentes colectas vario de 10 a
41 dias, siendo la colecta C2M1 la méas precoz de todas (10 dias) mientras que
las colectas C2M4 y SLP04 las mas tardias (41 dias); ademas, la colecta C2M7
no desarrollé plantulas durante el periodo de la prueba. Se observd que todas
las variedades presentaron hojas primarias (Figura 59), las cuales fueron
eliminadas por la misma planta a los 8 dias para dar lugar a las hojas
definitivas. El total de dias de germinacion puede observarse en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Periodo de Germinacion de las diferentes colectas de Higuerilla.

Colecta Periodo de Germinacion (dias) Colecta Periodo de Germinacion (dias)

C1M9 28 EdoMex 28
C2Mf1 10 Mich 20
C2Mm2 28 SLPO2 15

Continua...

114



Cuadro 11. Continuacion.

C2M3 34 SLPO3 34
C2Mm4 41 SLP04 41
C2M5 25 SLPO5 33
C2M6 28 SLP06 28
camz e SLPO8 34
C2m8 34 SLP09 20
Chio1 20 SLP10 26
Chio2 20 SLP11 28

Figura 59. Hojas primarias de la higuerilla

El amplio periodo de latencia que presentaron la mayoria de las colectas de
higuerilla pudo ser ocasionado tanto por factores internos como externos,
dentro de los factores internos que posiblemente afectaron el porcentaje de
emergencia pudo ser el desarrollo de la semilla o la madurez de la misma,
debido a que al momento de ser colectadas no todas las semillas se
encontraban en el mismo estado de desarrollo, mientras que algunos factores
externos que pueden afectar el periodo de latencia son la temperatura
ambiental y la humedad del sustrato.
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Koutroubas et al. (1999) reportaron que existen efectos de la temperatura del

suelo en el periodo de latencia, siendo menor este periodo cuando se

presentaron mayores temperaturas de suelo al momento de la siembra. Soares

y de Souza (2005) mencionaron que el periodo de latencia de la semilla en

climas frios (por debajo de 20°C) es superior a los 15 dias e inferior a los 20

dias.

4.3.2.2 Dinamica de Emergencia.

Los resultados obtenidos de la dinamica de emergencia se observaron en la
Figura 60.
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Figura 60. Dindmica de Emergencia de las diferentes colectas de Higuerilla.
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En la figura anterior destaca las diferencias en la velocidad a la que las
diferentes colectas emergen. A pesar de las diferencias en relacion al periodo
de latencia, se observa una tendencia similar en la dinamica de la germinacion.
Como se puede observar, la mayoria de las Colectas presento una baja
dinamica, siendo muy prolongado el periodo necesario para la germinacion de
las plantas, solamente las Colectas SLP02, Chi02 y C2M1 presentaron una
buena dinamica, comparada con el resto de colectas, alcanzando mas del 60%
de plantas germinadas.

4.3.2.3 Porciento de Plantas Germinadas.

El Porcentaje de Plantas Germinadas se muestra en la Figura 61.
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Figura 61. Porcentaje de plantas germinadas.
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En la figura anterior se observa que la colecta con el mayor porcentaje de
semillas germinadas fue la colecta SLP02, seguida por la colecta Chi02 y la
colecta C2M1.

Al parecer, no hay correlacion entre el origen de los genotipos y el porcentaje
de semillas germinadas, debido a que las colectas, tanto del estado de Nuevo
Ledn como de San Luis Potosi presentaron porcentajes muy contrastantes que
oscilaron entre el 0% y el 33.5%. Para el caso de los genotipos procedentes del
estado de Chihuahua, presentaron un porcentaje de germinacion de 25%
(Chi01) y 33.5% (Chi02), mientras que la colecta procedente del Estado de
México presentd un 24% de emergencia y el porcentaje de germinacion de la
colecta del estado de Michoacéan fue de 10.5%.

Leal y Jiménez (2009) reportaron % de germinacién que oscilan entre el 66 y
91%, colocando dos semillas en cada sitio de siembra, ademas de haber
realizado la siembra en campo, comparados con los datos obtenidos, el
porcentaje de germinacién de las colectas en general es menor, debido a que
en el caso de la investigacién antes mencionada, se trabajo con materiales
hibridos, en tanto que las diversas colectas analizadas en este trabajo son
materiales silvestres, a pesar de lo anterior, considerando dos semillas por sitio
de siembra, las colectas C2M1 (68%), Chi02 (67%) y SLP02 (78%) presentan

valores de germinacion muy similares a los reportados con materiales hibridos.

4.3.3 Dias a Floracion.

El andlisis de varianza para esta variable indico que existen diferencias
altamente significativas entre genotipos para Dias a inicio de Floracién (Cuadro
13).
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Cuadro 13. Anadlisis de varianza y C.V. de la variable dias a inicio de floracion

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL  cuadrados Medios Fcal- Sig.*
Colecta 16 8056.765 503.548 299.705 *
Bloque 1 0.118 0.118 0.07 NS
Error 16 26.882 1.68
Total 33 207826

Sig.*=Significancia

C.V.(%)=20.4

Debido a que se mostraron diferencias altamente significativas para la variable

analizada, se realiz6 la comparacion de medias, la cual mostré nueve grupos

como puede observarse en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Prueba de Tukey para la comparacion de medias de la variable dias a inicio de

floracion

Colecta Promedio 1

Subconjunto

2 3 4 5 6 7 8 9

Chio2
Chio1
C2M6
SLP04
SLP10
Cam7
SLP06
SLPO03
C1M3
C1M6
SLP05
SLP11
SLP02
C2M1
Ca2m4
C1M1
EdoMex

57.5
58.0
61.0
62.5
66.5
70.5
70.5
71.0
71.5
75.0
78.5
81.0
83.0
84.0
91.5

a
a
a
a

110.5
110.5

O T

O 0000

d
d
d
d
d e
e f
f g
f g
g
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Las 17 diferentes colectas mostraron comportamientos muy variados con
relacion a los dias a la primera floracion, variando desde 57 dias los mas

precoces hasta 110 dias a floracion los valores maximos.

Dentro de la comparacion de medias, el primer grupo (Cuadro 13) incluye
cuatro genotipos precoces, siendo destacables los genotipos procedentes del
estado de Chihuahua los que presentan un promedio de 57 dias al inicio de la
floracion, en tanto que los tres genotipos pertenecientes al grupo de los mas
tardios fueron procedentes del estado de Nuevo Ledén (C1M1) y Estado de

México (EdoMex), los cuales presentaron un promedio de 110.5 dias.

Joshi et al. (2002) reportaron valores para dias a floracién en promedio de
53.48 dias para los individuos utilizados como padres, en tanto que los hibridos
presentaron 47.8 dias a floracién, datos muy similares a los obtenidos con las

colectas procedentes del estado de Chihuahua.

4.3.4 Numero de Hojas

El andlisis de varianza realizado para el numero de hojas a la primera floracion,
también mostro diferencias significativas como puede observarse en el Cuadro
15.

Cuadro 15. Analisis de varianza y coeficiente de variacion de la variable de numero de

hojas.

Fuente de Sumade Cuadrados

Variaciéon GL cuadrados Medios Fcal. Sig.*
Colecta 16 5731.118 358.195 4.141 **
Bloque 1 98.941 98.941 1.144 NS
Error 16 1384.059 86.504
Total 33 28066
Sig.*=Significancia C.V.(%)=59.70
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Debido a que la diferencia entre las colectas con respecto al Namero de Hojas a
la primera floracién es altamente significativa, se procedié a elaborar la prueba

de comparacién de medias, la cual se observa en el Cuadro 16.

Cuadro 16. Prueba de Tukey para la comparacion de medias para la variable numero de
hojas a la primera floracion.

Subconjunto

Colecta Promedio 1 2 3
SLP02 13.1 a

C1Meé6 13.2 a

EdoMex 14.0 a b

Cam1 16.0 a b

C2Me6 16.3 a b

Chio2 16.5 a b

SLP10 19.0 a b c
Chio1 21.1 a b C
camMm7 21.6 a b C
SLP04 23.1 a b c
ca2M4 23.6 a b C
SLPO6 24.3 a b c
C1M3 24.7 a b c
SLP05 33.5 a b c
C1M1 39.0 a b C
SLPO3 52.7 b c
SLP11 56.7 c

Para la variable de numero de hojas a la primera floracidbn se encontraron
diferencias significativas entre las distintas colectas de higuerilla analizadas.
Como resultado de la prueba para la comparacion de medias se formaron tres
grupos diferentes estadisticamente. El primer grupo incluyé 15 genotipos y esta
conformado por variedades de los estados de San Luis Potosi, Nuevo Leon,
Chihuahua y Estado de México, los cuales presentaron los valores mas bajos
con un promedio que va de las 13 a las 39 hojas a la primera floracion, mientras
que el grupo con la mayor cantidad de hojas a la primera floracion estuvo

e
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conformado por genotipos de San Luis Potosi, Nuevo Leén y Chihuahua, siendo
las colectas SLPO3 y SLP11 las que presentaron un mayor numero de hojas,

cuyo promedio fue de 52.7 y 56.6 hojas respectivamente.

4.3.5 Altura de planta
Se llevo a cabo el andlisis de varianza de la variable Altura de planta, el cual

mostro diferencias altamente significativas entre colectas como puede
observarse en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Anadlisis de varianza y coeficiente de variacion para la variable altura de planta

Fuente de Sumade Cuadrados

Variacion GL cuadrados Medios Fcal- Sig.”
Colecta 16 20451.97 1278.248 8.36 *
Bloque 1 446.419 446.419 2.92 NS
Error 16 2446.501 152.906

Total 33 131610.4

Sig.*=Significancia C.V.(%)=47.13

Debido a que se mostr6 diferencia significativa entre genotipos, se llevo a cabo
la prueba de medias de la variable altura de planta, misma que se muestra en el
Cuadro 18.

Cuadro 18. Prueba de Tukey para la comparacion de medias para la variable altura de

planta.
Subconjunto
Colecta Promedio 1 2 3 4
Chi01 16.4 a
Chio2 29.0 a b
CiMe6 30.4 a b
cam7 36.2 a b c
SLP10 39.0 a b c
Continua...
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Cuadro 17. Continuacion.

ca2m1 42.3 a b c

SLP0O4 48.3 a b c d
C1M3 49.8 a b c d
SLP06 51.6 a b c d
C2M6 57.4 a b c d
SLPO3 62.5 a b c d
SLPO2 71.4 a b c d
SLP05 77.6 b c d
Cim1 83.0 b c d
C2M4 87.1 c d
SLP11 91.0 c d
EdoMex 102.0 d

En relacion a la altura de la planta a la primera floracion, las 17 colectas
utilizadas mostraron diferencias significativas entre ellas, lo cual pone de
manifiesto las diferencias de adaptacion y desarrollo de las diversas colectas a
la regidon donde se realizo el estudio.

Como resultado de la prueba para la comparacion de medias, se formaron tres
grupos estadisticamente diferentes. En el grupo de colectas con mayor altura a
la primera floracion, se observa que los promedios de las alturas oscilan entre
los 48 cm hasta los 102 cm; la Colecta ChiO1 fue la que menor altura reporto
con 16 cm a la primera floracion, aunque fue estadisticamente igual a otras 11
colectas de los estados de Chihuahua (Chi02), Nuevo Ledn (C1M6, C2M7,
C2M1, C1M3 y C2M6) y San Luis Potosi (SLP10, SLP04, SLP06, SLPO3 y
SLP02).

Al respecto, De Arruda et al. (2010) reportaron alturas de plantas que oscilan
entre los 0.90 m hasta los 2.3 m, formandose dos grupos estadisticamente
diferentes analizando 15 genotipos de higuerilla. Joshi et al. (2002) reportd
alturas bajas, muy similares a las presentadas por las colectas procedentes del
estado de Chihuahua; ellos reportan alturas de 51.9 cm para los individuos
utilizados como progenitores en tanto que para los hibridos reporto 53.53 cm de
altura. Koutroubas et al. (1999) en su investigacion, realizada en la zona

e
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mediterranea (Grecia) reporto alturas desde los 79 cm hasta los 278 cm. Raja y
Matcha (2010) midieron el efecto de la fertilizacion nitrogenada encontrando
gue a mayor sea esta, presenté mayor altura (111.75 cm) en tanto que a menor
concentracion de fertilizante (0%) la altura de la planta fue apenas de 69.62 cm.

4.3.6 Relacion entre altura de planta y dias a floracion

Durante el desarrollo del ensayo, visualmente se observo una relacién entre
altura y dias a floracién; el analisis de regresion para estas dos variables se
observa en la Figura 62.
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Figura 62. Modelo de regresion para altura de planta y dias a floracion.

El modelo de regresion calculado (p<0.01) para las variables dias a floracién y
altura de planta muestra que existe una tendencia marcada en que las plantas
con mayor altura, los dias a floracion se amplian siendo las plantas mas
precoces aquellas que presentaron una menor altura.
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4.3.7 Relacion entre dias a floracion y numero de hojas

Del mismo modo, se obtuvo la relacién existente entre dias a floracién y numero

de hojas. En la Figura 63 se observan los resultados del analisis de regresion.
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Figura 63. Modelo de regresion entre las variables niumero de hojas y dias a floracion.

En base al modelo de regresién anterior (p<0.01) no se observa una relacién
marcada entre el niumero de hojas y los dias a floracion., por lo que la diferencia
en el numero de hojas es particular a cada una de las diferentes colectas

independientemente de los dias a floracion en que se encuentre la planta.

4.3.8 Tipo de Fruto

En relacion al tipo de fruto se realizaron mediciones en las diferentes colectas
para saber si se trataba de frutos dehiscentes o indehiscentes. Se llevo a cabo
la medicion del % de frutos dehiscentes, los cuales se muestran en el Cuadro
19.
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Cuadro 19. Porciento de frutos dehiscentes de cada una de las colectas de higuerilla

analizadas.
Colecta % de Dehiscentes
SLP02 85.71
SLPO5 83.33
Ca2M6 81.81
C1M3 77.38
cam7 75.00
SLP06 75.00
SLP11 75.00
C2m1 70.00
Cim1 62.85
Ca2m4 62.50
EdoMex 50.00
SLP04 50.00
SLP10 30.00
SLPO3 25.00
CiMe 12.50
Chio1 3.84
Chio2 1.78

Para la variable tipo de fruto, se observo que las colectas mas dehiscentes
(aquellas cuyos frutos abren cuando la flor aun se encuentra en la planta) son
los individuos SLP02, SLP 05 y C2M86, en tanto que las colectas procedentes de
Chihuahua (Chi01 y Chi02) fueron las que presentaron menos dehiscencia.
Esta caracteristica es muy importante en los sistemas de producciéon a gran
escala, debido a que los genotipos que presentan un mayor porcentaje de
dehiscencia tienden a presentar una menor cantidad de semilla producida,
debido tanto a las perdidas en campo, como también al momento de la
cosecha.

Mazzani y Rodriguez (2009) mencionaron que durante el desarrollo de su
investigacién pudieron observar que la mayoria de las variedades utilizadas
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presentaban una dehiscencia, siendo solo los genotipos mejorados aquellos

que no presentaron esta caracteristica.

Ademas, es importante mencionar que para explotaciones comerciales, es
importante que los individuos no presenten una alta dehiscencia, debido a que

esta caracteristica reduce la cantidad de semilla cosechada.

4.3.9 Largo y ancho de semilla

Para las variables largo y ancho de semilla, se llevaron a cabo los andlisis de
varianza de los datos con el fin de conocer si existian diferencias para estas

caracteristicas, los resultados se muestran en el Cuadro 20.

Cuadro 20. Andlisis de varianza y coeficiente de variacion de las variables largo y ancho
de semilla.

Fuente de Variable Suma de Cuadrados
Variacion GL dependiente cuadrados Medios Feal. Sig.**
Colecta 16 Largo 0.799 0.05 1180.47 **
Ancho 0.42 0.026 1107.076 **
Bloque 1 Largo 1.3010% 1.3010%®  0.306 NS
Ancho 72510% 7.2510%  3.056 NS
Error 16 Largo 0.001 423107
Ancho 0 2.3710%
Total 33 Largo 32.081
Ancho 13.677
Sig.*=Significancia C.V.(%)Largo=16.23

C.V.(%)Ancho=18.08

Debido a que existen diferencias significativas entre colectas para el largo y
ancho de la semilla, se llevo a cabo la prueba de comparaciéon de medias. Para
el caso de la variable ancho de semilla, dicha prueba se presenta en el Cuadro
21.
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Cuadro 21. Prueba de Tukey para la comparacion de medias para la variable ancho de
semilla.

Subconjunto
Genotipo Promedio 1 2 3 4 5 6 7
SLP10 5063 a
Ca2m4 5113 a
C1M1 5204 a
C1M3 5421 b
C2Me 5425 b
SLP11 5471 b
SLPO6 5475 b
SLP0O4 5796 c
cam7 .5801 c
SLPO05 5825 c
SLPO2 5917 c
Ca2M1 .6300 d
EdoMex .7315 e
SLPO3 .7521 e
Ci1Me6 .7857 f
Chio1 .8259 g
Chio2 .8390 g

Para el caso de largo de semilla, la prueba de Tukey para la comparacién de
medias, se presenta en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Prueba Tukey para la comparacion de medias para la variable largo de

semilla.
Subconjunto
Colecta Promedio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C2M4 .8200 a
SLP05 .8213 a
SLP10 .8358 a b
SLP11 .8408 a b c

Continua...




Cuadro 22. Continuacion.

C1M1 .8508 b ¢ d

C2Me6 .8538 b ¢ d

C1M3 .8642 c d e

SLPO6 .8746 d e f

cam7 .8851 e f

SLP04 .8942 f g

SLP02 .9154 g

Ca2M1 .9550 h

SLPO3 1.0842 i
CiMe6 1.1425 j
Chio1 1.1526 j
Chio2 1.1680 j
EdoMex 1.3480 k

Los resultados con respecto al ancho de las semillas indicaron que las colectas
procedentes del estado de Chihuahua (Chi01 y Chi02) presentaron las semillas
mas anchas con promedios de 0.8259 cm y 0.8390 cm respectivamente, los
cuales fueron estadisticamente iguales, en tanto que las colectas SLP10,
C2M4 y C1M1 conforman el grupo de individuos con semillas mas angostas,
con promedios de 0.5063 cm, 0.5113 cm y 0.5204 cm, respectivamente.

Para el caso de largo de semillas, la colecta procedente del Estado de México
fue la que presento el mayor valor en comparacion a las demas con 1.348 cm
de promedio, seguido por las Colectas del Estado de Chihuahua (Chi02 vy

Chi01) con 1.168 cm y 1.152 cm, respectivamente.

Goytia et al. (2011) reporté una gran variabilidad en el tamafio de la semilla,
encontrando semillas desde 0.5 cm? hasta 2.41 cm? siendo mayores a los

tamanos reportados en otras investigaciones.
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4.3.10 Relacion entre largo y ancho de semilla

Se llevo a cabo una regresion, con el fin de conocer el nivel de relacién
existente entre ambas variables, dicha relacién puede observarse en la Figura
64.
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Figura 64. Modelo de Regresion entre las variables largo y ancho de semilla

Con base al modelo de regresién calculado (p<0.01), se puede observar una
marcada correlacion entre ambas caracteristicas, con lo cual se pudo demostrar
que la relacién es directamente proporcional, pues a mayor largo de semilla,
mayor serd la anchura de la misma, Mazzani y Rodriguez, 2009 mencionaron
en su investigacion que los valores de largo, ancho y la relacién entre estas son
variables de suma importancia para la clasificacion morfolégica de la higuerilla,
ademas de que estos valores estan relacionados positivamente con el peso de

la semilla y por lo tanto el rendimiento del cultivo.
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4.3.11 Tamano de la Inflorescencia.

Se realizo el analisis de varianza para los datos de la variable tamafno de la
inflorescencia, el cual se muestra en el Cuadro 23.

Cuadro 23. Analisis de varianza y coeficiente de variacion para la variable tamano de

inflorescencia.
Fuente de Sumade Cuadrados
Variacion GL cuadrados Medios Fcal- Sig.*
Colecta 16 1718.225 107.389 9.306 b
Bloque 1 6.823 6.823 0.591 NS
Error 16 184.641 11.54
Total 33 21997.69
Sig.*=Significancia C.V.(%)=31.29

Debido a que el analisis de varianza mostro una diferencia significativa entre las
diferentes colectas para la variable tamano de inflorescencia, se llevo a cabo la
prueba de Tukey para la comparacién de medias, el cual se observa en el
Cuadro 24.

Cuadro 24. Prueba de Tukey para la comparacion de medias para la variable tamafio de
inflorescencia.

Subconjunto

Colecta Promedio 1 2 3 4 5
Chio1 11.0988 a
Chio2 13.8656 a b
C1Me 14.0100 a b
Ca2M1 19.3400 a b c
SLPO3 20.5000 a b C
EdoMex 21.1250 a b c
C1M1 23.9336 a b c d
cam7 25.1625 b c d
Continua...
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Cuadro 23. Continuacion.

SLPO6 25.3267 b c d

C2Me6 25.4909 b c d e
SLPO2 25.9946 b c d e
C2M4 26.0375 b c d e
C1M3 27.1631 b c d e
SLP10 29.3600 c d e
SLPO5 30.2333 c d e
SLPO4 35.6500 d e
SLP11 38.9250 e

Con respecto a la variable tamafno de inflorescencia se encontré6 que existen
diferencias altamente significativas entre las 17 colectas analizadas. La prueba
de medias arrojo cinco grupos, donde destacan con floraciones mas pequenas
las colectas procedentes del estado de Chihuahua (Chi01y Chi02), con
inflorescencias de 11.1 cm en promedio, en tanto que las inflorescencias mas

grandes las presento la Colecta SLP11, con un promedio de 38.9 cm.

Joshi et al. (2002) reportaron tamanos de inflorescencia que oscilan entre los
27.50 cm y los 29.71 cm, la diferencia entre ambos tamafos es que el primero
se trata del tamafno de inflorescencia de los individuos considerados como
progenitores y el segundo se trata de los hibridos resultantes. Mazzani y
Rodriguez (2009) reportaron un tamano promedio de 36.9 cm en genotipos de
higuerilla sembrados en Maracay, Estado Aragua, Venezuela.

Comparados con los datos obtenidos, las diferentes colectas analizadas
presentan buenos promedios de longitud de inflorescencia, considerando que
su tamano en algunos casos, como el de la Colecta SLP11 supera los
promedios reportados, lo cual permite inferir que existe el potencial necesario
para la implementacién de la produccion de semilla de higuerilla a gran escala
con los materiales disponibles en la region.
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4.3.12 Numero de Frutos por Inflorescencia

Se contabilizo el numero de frutos por inflorescencia, los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza, cuyos resultados se observan en el Cuadro
25.

Cuadro 25. Andlisis de varianza y coeficiente de variacion para la variable numero de
frutos por inflorescencia.

Fuente de Sumade Cuadrados

Variacion GL cuadrados Medios Fcal Sig.*
Colecta 16 127919.896  7994.994 19.113 **
Bloque 1 604.302 604.302 1.445 NS
Error 16 6692.868 418.304

Total 33 457293.895

Sig.*=Significancia C.V.(%)=31.29

Debido a que en el analisis de varianza resulto altamente significativo se
procedi6 a elaborar el analisis para la comparacion de medias para esta misma
variable (Cuadro 26).

Cuadro 26. Prueba de Tukey para la comparacion de medias de la variable frutos por
inflorescencia.

Subconjunto
Colecta Promedio 1 2 3 4
EdoMex 47.5 a
SLPO3 47.5 a
SLP02 48.23 a
Chio1 48.82 a
Chio2 49.95 a
Ca2M1 57.2 a b
C1Me6 79.43 a b c
SLP04 81.25 a b c
C1M1 86.14 a b c
C2M6 93.27 a b c

Continua...
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Cuadro 26. Continuacion.

C2M4 94.06 a b c
c2Mm7 100.5 a b c
SLP06 103.3 a b C
C1M3 127.54 a b c
SLP05 133.83 b C
SLP11 146.75 c
SLP10 309.25 d

Para la variable numero de frutos por inflorescencia se encontré6 que existen
diferencias altamente significativas entre colectas de higuerilla. La prueba para
la comparacidén de medias de la variable frutos por inflorescencia clasifico las 17
colectas en 4 grupos, destacando el grupo “d”, el cual esta integrado por la
colecta SLP10 con 309 frutos por inflorescencia, en tanto que el grupo “c” se
encuentra integrado por las colectas SLP11, SLP05, C1M3, SLP06, C2M7,

C2M4, C2M6,

Joshi et al. (2002) reporta que para los individuos utilizados como progenitores
en su investigacién presentaron 62.39 frutos por inflorescencia en tanto que los
hibridos obtenidos presentaron 71.61 frutos, siendo menores estos valores a los
obtenidos de las Colectas analizadas, lo cual indica el alto potencial que se
tiene en la region para la produccién. Considerando ademas los resultados de
Joshi et al. (2002), es factible realizar la hibridacién de los materiales obtenidos
con el fin de incrementar el nimero de frutos por inflorescencia, lo cual
supondria un aumento en la produccién, a pesar de esto, las diversas colectas
analizadas presentan promedios altos, lo cual nos permite enfatizar el potencial

de este cultivo en la regién noreste de la Republica Mexicana.

4.3.13 Relacion entre largo de inflorescencia y numero
de frutos

Se procedié a la realizacion de una regresion, con el fin de conocer
cuantitativamente la relacion entre ambas variables, los resultados de dicha
regresion se observan en la Figura 65.
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Figura 65. Andlisis de Regresion entre las variables largo de inflorescencia y numero de
frutos.

Con base al analisis de regresion anterior (p<0.01) se observo que existe una
asociacion entre las variables largo de la inflorescencia y numero de frutos por
inflorescencia, a pesar de que el valor de R? es bajo, esto se debe a que la
colecta SLP10 presento un mayor numero de frutos en relacién con el largo de
la inflorescencia comparada con el resto de las colectas, aunque el
comportamiento que se muestra permite suponer cierto grado de dependencia

entre estas variables.

El tamafo de las inflorescencias determinan el numero de frutos por
inflorescencia y por lo tanto son directamente proporcionales al rendimiento,
diversos autores (Mazzani y Rodriguez 2009; Joshi et al., 2002) hacen
referencia a esta asociacibn y su importancia en sistemas intensivos de
produccién de semilla, por lo cual es deseable implementar plantaciones con
genotipos cuya longitud de inflorescencia sea alta, lo que implica un promedio

mayor de frutos por inflorescencia.
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4.3.14 Caracteristicas fisicas del fruto

Dentro de esta caracteristica se midi6 el porcentaje de individuos que
presentaban frutos con espinas punzantes y el porcentaje de individuos que
desprendian la cuticula del fruto. Los resultados de estas mediciones se

observan en el Cuadro 27.

Cuadro 27. Porcentaje de individuos con frutos espinosos y cuticula persistente.

% Frutos con Espinas % Frutos de cuticula

Genotipo Punzantes persistente
SLPO2 71.8 78.1
CaM4 75.0 75.0
C2M1 80.0 100.0
SLP11 80.0 80.0
C1M6 87.5 12.5
Ca2m7 87.5 87.5
SLPO3 87.5 100.0
SLP04 87.5 87.5
CaMmé 90.9 59.1
SLP10 91.6 91.6
C1M3 92.8 85.7
Chi0o2 94.1 16.2
C1M1 100.0 62.8
Chio1 100.0 11.5
EdoMex 100.0 50.0
SLPO5 100.0 100.0
SLPO6 100.0 83.3

Se llevo a cabo el analisis de varianza de ambas caracteristicas, el cual se
muestra en el Cuadro 28.
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Cuadro 28. Anadlisis de varianza y coeficiente de variacion para la variable porcentaje de

individuos con frutos con espinas punzantes (%F.E.) y cuticula persistente (%F.C.P.)

Fuente de Variable Suma de Cuadrados
Variacion Dependiente GL cuadrados Medios Fcal- Sig.*
Colecta %F.E. 16 0.241 0.015 0.673 NS
%F.C.P. 16 2.907 0.182 5.529 **
Bloque %F.E. 1 0.003 0.003 0.141 NS
%F.C.P. 1 0.006 0.006 0.168 NS
Error %F.E. 16 0.358 0.022
%F.C.P. 16 0.526 0.033
Total %F.E. 33 28.126
%F.C.P. 33 19.762

Sig.*=Significancia

C.V.(%)%F.E.=15.01
C.V.(%)%F.C.P.=46.58

Se puede observar que no existe una diferencia estadisticamente significativa

entre colectas para el porcentaje de frutos espinosos, en cambio, para el

porcentaje de frutos con cuticula persistente si

mostro una diferencia

significativa entre colectas, por lo cual se llevo a cabo el analisis para la

comparacién de medias de esta variable (Cuadro 29).

Cuadro 29. Prueba de Tukey para la comparacion de medias de la variable porcentaje de

individuos con cuticula persistente.

Subconjunto
Colecta Promedio 1 2 3 4
Chio1 0.11 a
C1M6 0.12 a b
Chio2 0.16 a b c
EdoMex 0.5 a b C d
C2Me6 0.59 a b C d
Ci1M1 0.62 a b c d
Ca2mM4 0.75 a b C d
SLP11 0.75 a b C d
SLP10 0.80 a b c d
SLPO05 0.83 b C d
Continua...
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Cuadro 29. Continuacion.

C1M3 0.85 c d
C2M7 0.87 d
SLPO3 0.87 d
SLPO6 0.91 d
C2M1 1 d
SLPO2 1 d
SLP04 1 d

Las colectas SLP06, SLP05, EdoMex, Chi01 y C1M1 tienen un 100% de frutos
espinosos, mientras que la colecta SLP02 fue la que menos % presento con un
71.875%. Tan bien cabe mencionar, que las colectas cuya cobertura del fruto
fue mas persistente son SLP05 (100%) y C2M1 (100%),

El andlisis de varianza para la variable porcentaje de frutos con cuticula
persistente mostro diferencias altamente significativas. En la prueba para la
comparacion de medias se observa la formacion de cuatro grupos diferentes,
siendo poco clara la diferencia entre estos. Se observa que el grupo “d” se
encuentra integrado por colectas que presentan una mayor retencion de la

cuticula (= 50) que recubre las capsulas de los frutos.

En relacibn a la caracteristica de frutos espinosos, Ashok et al. (2009)
reportaron en su estudio que la mayoria de los genotipos estudiados (ocho de
nueve en total) presentan esta caracteristica, siendo relacionado con un gen co-
dominante, donde la presencia de manera heterocigética (Ss) presenta frutos
espinosos, en cambio, cuando se presenta de manera homocigética solo el gen

recesivo (ss), existe la presencia de frutos no espinosos.
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4.3.15 Produccion de semilla y aceite

4.3.15.1 Produccion de semilla

Se llevo a cabo el analisis de la varianza de los datos (Anexo 23) de la

produccién de semilla de las diferentes colectas de higuerilla, cuyos resultados

pueden observarse en el Cuadro 30.

Cuadro 30. Andlisis de varianza y coeficiente de variacion de la variable produccion de

semilla.
Fuente de Suma de Cuadrados
Variacion  GL cuadrados Medios Feal. Sig.**
Colecta 16 2097648.98 131103.061 3328.266 *
Bloque 1 129.224 129.224 3.281 NS
Error 16 630.253 39.391
Total 34 9297442.28

Sig.*=Significancia

C.V.(%)=54.80

Debido a que se encontraron diferencias significativas, se llevo a cabo la prueba

de comparacién de medias, la cual se muestra en el Cuadro 31.

Cuadro 31.Prueba de Tukey para la comparacion de medias para la variable produccion

de semilla (kg ha™)

Subconjunto

Colecta Promedio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

EdoMex 56.2
C2M7 198.7
SLP05 215.3
SLP04 2271

a

Continua...
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Cuadro 31. Continuacion.

SLP02
C2M1
SLPO3
C1M3
CiM1
C2m4
Chi01
SLP11
C2Me6
SLP10
SLPO6
Chi02
C1M6

334.8
352.4
352.5
433.1
451.8
461.5
502.1
518.2
553.8
632.6
724.4
937.2
970.0

La distribucion de la produccion en relacion al numero de cosechas se muestra

en la Figura 66.
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Figura 66. Produccion de semilla (kg.ha™) de las 17 colectas de higuerilla utilizadas en el

ensayo.
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De acuerdo a los datos obtenidos para la variable produccién de semilla
destacaron la colecta Chi02, alcanzando una produccién de 937.07 kg ha™
distribuidos en tres diferentes cosechas, la colecta C1M6 con 970 kg ha™
distribuidos también en 3 cosechas y la colecta SLP06 con 724.46 kg ha™, los

cuales se obtuvieron en tan solo dos colectas.

Cabe destacar que la colecta Chi02 es de porte mas pequefio a simple vista en
comparacién a las demas, por lo cual se estima puede tener un potencial de
produccién mas elevado si se aumenta la densidad de poblacidén; ademas se
trata de una colecta indehiscente, lo cual permite su cosecha n forma mas
eficiente pues la semilla permanece dentro del fruto y no hay perdida de la

misma.

En comparacion con otros ensayos, el rendimiento de semilla es muy similar a
esos. Camacho et al. (2007) reportaron una produccién maxima de 696.5 kg ha’
! en siembras realizadas en la Regién de Ucayali, Pert, en tanto que Samayoa
(2007) mencion6 que algunas variedades brasilefias mejoradas presentan una
produccién de 1400 kg ha”, mientras que en promedio las variedades
colombianas rindieronn entre los 800 y 1000 kg ha™. Por otro lado Baldwin y
Cossar (2009) reportaron una produccién de entre 89 y 1954 kg ha” en un
ensayo realizado para determinar la influencia de la fecha de siembra,
encontrando que las regiones mas al norte del valle del Mississippi en Estados

Unidos y siembras tempranas fueron las que mayor productividad presentaron.

En relacion a otras regiones, en la India, Basappa (2005) reporté una
produccién de semilla en la regién de Andhra Pradesh de 519 kg ha™, 536 kg
ha y 760 kg ha™' utilizando un sistema biointensivo e integrado de manejo de
plagas (Achaea janata, Conogathis punctiferalis, Dechocrosis punctiferalis G.,
Spodoptera litura F. y Amsacta sp.) y enfermedades (Botrytis ricini G., Fusarium
oxisporum sp Ricin y Ptytophthora parasitica) siendo similar el resultado
obtenido con el manejo quimico con promedios de 529, 542 y 767 kg ha™,
mientras que para un sistema sin manejo de plagas reporta una produccién de

398, 433 y 512 kg ha™. Por otro lado, Lavanya et al. (2012) reportaron una
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produccion de semilla de 1580 kg ha™ en la regién de Hyderabad, India. En el
caso de Brasil, Dourado et al. (2008) reportaron una maxima produccion de
semilla de 2956 kg ha™' durante dos afios de produccién, utilizando un sistema
intensivo de fertilizacion, encontrando que la fertilizacion nitrogenada no
presentd un efecto en los niveles productivos, en tanto que para la fertilizacién
potasica encontraron un efecto negativo reduciendo la produccion en casi 200
kg ha' y para la fertilizacién fosférica reportaron un efecto positivo
incrementando la produccién en casi 1200 kg ha'. Para la zona del
mediterraneo Koutroubas et al. (1999) reportaron una produccion total de 2.5 a

5ton ha” en un rango de tres anos, considerando al cultivo como perenne.

4.3.15.2 Contenido de Aceite

Se llevo a cabo el andlisis de varianza de los datos obtenidos de la produccion

de aceite (Anexo 23), el cual se muestra en el Cuadro 32.

Cuadro 32. Andlisis de varianza y coeficiente de variacion de la variable produccion de
aceite.

Fuente de Sumade Cuadrados

Variacion GL cuadrados Medios Fcal- Sig.*
Colecta 17 322.222 18.954 3.392 *

Bloque 1 16 16 2.863 NS

Error 17 95 5.588

Total 36 79020

Sig.*=Significancia; * Significativo;

** Altamente significativo; C.V.(%)=7.53

Se puede observar que existe una diferencia significativa entre los genotipos.
Debido a esto se llevo a cabo la prueba de Tukey cuyos resultados se muestran

en el Cuadro 33.
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Cuadro 33. Prueba de Tukey para la comparacion de medias de la variable produccion de
aceite (%)

Genotipo (%) 1 2
C1M3 42.00 a

Chi02 42.00 a

ChiO1 44.00 a

C1M6 44.50 a

SLP11 44.50 a

C2M1 45.00 a b
Ca2Mm7 45.00 a b
SLPO6 45.00 a b
C2M4 47.00 a b
C1M1 47.50 a b
C2M6 47.50 a b
EdoMex 48.00 a b
Mich 48.50 a b
SLPO3 48.50 a b
SLPO4 48.50 a b
SLP10 48.50 a b
SLPO05 50.50 a b
SLPO2 54.50 b

Se puede observar en el Cuadro 32 que existen 2 grupos diferentes siendo la
colecta C1M3 la que menos concentracion de aceite presenta junto con las
otras 16 colectas incluyendo a Chi02, Chi01, C1M6 y SLP11, mientras que la
mayor cantidad de aceite se obtuvo de la colecta SLP02 con 54.5 %, la cual
conforma el grupo b, estadisticamente igual a las colectas que conforman el
grupo ab.

Joshi et al. (2002) reportaron como resultado de su investigacion que las
semillas de Ricinus communis L. utilizadas presentaron entre un 49.67% y

49.9% de aceite, dato muy similar a los % obtenidos en la presente
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investigacion. Navas (2008) menciond que el maximo porcentaje de aceite en la
higuerilla es del 50% mientras que Mazzani (2007) en cambio reporté que el
promedio oscila entre el 42% y 55%. Goytia et al. (2011) reportaron rangos en
el % de contenido de aceite que oscilan entre 12.2% y 64.84%, siendo en
algunos casos mucho menores a los % determinados para las colectas de la
presente investigacion. Koutroubas et al. (1999) reportaron contenidos de aceite
que varian entre el 44.5% hasta el 54.2%, mencionando que la diferencia es

inherente a cada una de las diferentes variedades utilizadas en la investigacion.

En base a la produccidén de semilla total obtenida durante el ciclo (el cual para
las condiciones de la regidén se considero como anual iniciando el mes de Abril y
finalizando el mes de Noviembre) y el porcentaje de aceite en relacién al peso
total de semilla, se estimd la produccidn total de aceite por hectarea, la cual se
presenta en la Figura 67.
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Figura 67. Produccion total de aceite por hectarea
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Para el genotipo C1M6 se encontré que la produccidon estimada de aceite es de
431.7 kg ha!, para la colecta Chi02 es de 393.6 kg ha™y para la colecta SLP06

de 365.9 kg ha™', siendo estas las tres mas altas (Anexo 23).

Lavanya et al. (2012) reportaron una produccién de 754 kg ha' de aceite
utilizando hibridos producidos en la India, en comparacion con estos datos, las
colectas utilizadas en la investigacién presentaron una produccién inferior a la
antes mencionada, esto debido principalmente a la produccion de semilla,
debido a que la produccion de semilla fue menor a la de los hibridos (la cual
oscilo entre 1130 y 1580 kg.ha-1), por lo cual el nivel de produccién de aceite

puede aumentarse si la produccién de semilla se aumenta.

4.3.16 Color de Tallo, Hoja y Nervadura

En relacion a las variables cualitativas, se estimo la frecuencia de color del tallo,
el color de la hoja y de la nervadura encontrando una gran variabilidad entre

genotipos, como se observa en el Cuadro 34.

Cuadro 34. Color de tallo, nervadura y hoja de los distintos genotipos de higuerilla.

Variedad Color de Tallo Color de Color de la

Nervadura Hoja
CiM1 Verde Amarillo Verde
C1M3 Verde Amarillo Verde
C1M6 Mixto Amarillo Mixto
C2M1 Verde Amarillo Verde
C2M3 Verde Amarillo Verde
C2M4 Verde Amarillo Verde
C2M5 Rojo Amarillo Mixto

Continda...
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Cuadro 34. Continuacion.

C2M6 Mixto Amarillo Verde
Ca2M7 Rojo Amarillo Mixto
Chi01 Verde Amarillo Verde
Chi02 Verde Amarillo Verde
EdoMex Verde Amarillo Verde
SLPO2 Verde Amarillo Verde
SLPO3 Verde Amarillo Verde
SLP04 Rojo Rojo Rojo
SLPO05 Rojo Rojo Rojo
SLP06 Rojo Rojo Rojo
SLPO7 Rojo Rojo Rojo
SLP09 Rojo Rojo Rojo
SLP10 Verde Amarillo Verde
SLP11 Rojo Amarillo Rojo

*Color Mixto=Se presenta tanto el color rojo como el verde en la
misma estructura.

En todas las variedades, independientemente del color, las hojas fueron
pecioladas, palmatolobadas y dentadas. Considerando los datos obtenidos de
la caracterizacidén morfologica, existe una gran diversidad entre las diferentes
colectas, mostrando diferencias significativas en cada una de las diferentes

variables analizadas.
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4.3.17 Diferenciacion en base a la morfologia de la

higuerilla.

Utilizando los datos obtenidos de las caracteristicas morfoldgicas (dias a la
primera floracibn, numero de hojas, altura de planta, tamafo de la
inflorescencia, numero de inflorescencias, largo y ancho de semilla, numero de
frutos por inflorescencia, tipo del fruto, caracteristicas fisicas del fruto y color de
hoja, tallo y nervadura) se llevo a cabo la agrupacion de las colectas elaborando
un dendrograma utilizando el método de Ward, el cual permitié clasificar las

distintas colectas, como se observa en la Figura 68.
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Figura 68. Dendrograma de clasificacion morfologica de las 17 colectas de higuerilla.

El dendrograma anterior muestra la formacién de tres grupos estadisticamente
diferentes, para la definicion del criterio para la posicién de la linea de corte se
considero que la distancia de eslabonamiento fuera mayor a 400 unidades
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euclidianas, debido a que al aumentar la distancia de eslabonamiento indica

una mayor diferencia entre las distintas colectas.

El primer grupo se encuentra formado por la colecta SLP10, SLP06, Chi02 y
C1M6, el grupo dos agrupo las colectas SLP5, SLP04, EdoMex y C2M?7,
finalmente el tercer grupo se constituye pos las colectas SLP03, SLP02, C2M1,
Chio1, SLP11, C2M6, C1M3 C2M4 y C1M1, los promedios de las principales
caracteristicas de los grupos formados en el analisis de conglomerados se
muestran en el Cuadro 35.

Cuadro 35. Promedio de las variables morfoldgica de los grupos que se formaron de
acuerdo al andlisis de conglomerados.

. Largo de . Prod. Prod.

Grupo Fllcjalr:::izn Inflorescencia  #Frutos Dehzf/c)ente Semilla Aceite
(cm) ° (kg.ha")  (kg.ha™)

1 67.36 20.64 135.49 0.30 816.05 368.94

2 80.53 28.04 90.77 0.65 149.33 71.49

3 79.03 24.28 83.28 0.60 440.07 206.89

Se puede observar en el cuadro anterior, que el grupo uno presentd un
promedio de 67 dias al inicio de la floracién, un largo de inflorescencia promedio
de 20.64 cm, 135 frutos por inflorescencia, un 30% de frutos dehiscentes,
ademas de presentar los mas altos rendimientos de semilla y aceite, siendo de
816.05 kg.ha'y 368.94 kg.ha™!, respectivamente.

Es importante destacar que en este grupo, la mayor cantidad de semilla puede
ser atribuida a la caracteristica de porcentaje de frutos dehiscentes, siendo en
este, donde se manifesté con menor intensidad esta caracteristica, pues solo el
30% del total de semillas en promedio se traté de frutos dehiscentes, lo que es
de suma importancia en los sistemas de produccidn a gran escala, debido a que

las perdidas en la cosecha se minimizan; ademas de lo anterior, el numero de
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frutos por inflorescencia es sustancialmente mayor en comparacioén a los dos
grupos anteriores, lo cual indica que los genotipos de este grupo presentaron un
mejor comportamiento productivo en comparacion a los otros; también es
importante mencionar que este grupo, presenté el menor valor promedio de
longitud de la inflorescencia y por el contrario un mayor numero de
inflorescencias, lo cual indica una relacién inversa entre estas dos variables,
ademas de que estas colectas, en promedio presentaron una produccidn
dividida en poco mas de dos cosechas (Anexo 24).

Finalmente como consecuencia de la alta produccion de semilla, la produccion
de aceite en promedio fue la mas alta (368.94 kg.ha™"). El grupo dos y tres
presentaron caracteristicas productivas poco deseables, como Io son una baja
produccién de semilla y por consecuencia de aceite, ademas de ser mas
dehiscentes en comparaciéon con el grupo 1, lo que indica que se trata de
materiales que no son aptos para la produccién en esta regién del pais.

De Arruda et al. (2010) reportaron en su investigacion la formacion de cuatro
grupos utilizando 15 genotipos diferentes y considerando como variables la
altura, diametro de racimos, numero de entrenudos, altura de racimos y niumero

de racimos.

Del mismo modo, Sarwar et al. (2010) reportaron en su investigacion la
formacién de cuatro grupos diferentes utilizando un total de 27 genotipos
hibridos de higuerilla, considerando las variables dias a la madurez, altura de la
planta, numero de flores por planta, longitud de la inflorescencia principal,
longitud de inflorescencias secundarias, numero de frutos por inflorescencia y

produccién de semilla.
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4.4 Produccion de Biodiesel

4.4.1 Determinacion del protocolo de

Transesterificacion

Para la determinacion de este protocolo se hicieron ensayos previos; estas
pruebas se hicieron con aceite de maiz y aceite comercial de ricino, debido a la
gran cantidad de metodologias descritas en la literatura para diversos tipos de

materias primas.

En estas pruebas iniciales, la reaccidén de transesterificacion produjo separacion
de fases (Figura 69), en cambio con el aceite de higuerilla no se llevo a cabo
una separacion visible de fases por lo cual se procedi6 a la realizacion de
ensayos utilizando diferentes concentraciones de metanol, diferentes
catalizadores (NaOH y KOH) y distintas concentraciones de catalizador (Cuadro
36)

Figura 69. Separacion de fases de biodiesel producido con aceite de maiz.
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Cuadro 36. Concentracion de aceite, metanol y catalizador para la transesterificacion del
aceite comercial de higuerilla a temperatura constante (60°C).

Cantidad
Aceite Cantidad Cantidad %w/w Agitacion Tiempo
#Prueba (9) alcohol (ml) NaOH (g) aceite/OH (rpm) (min)

1 50 75 0.9 1.8 600 30
2 50 75 0.9 1.8 600 60
3 50 75 0.6 1.2 600 30
4 50 75 0.6 1.2 1100 60
5 50 75 1.3 2.6 1100 30
6 50 75 1.3 2.6 1100 60
7 50 12.5 0.25 0.5 1100 30
8 50 12.5 0.25 0.5 1100 60

Las pruebas del uno al seis, no mostraron una separacion clara de fases como
puede observarse en la Figura 70, probablemente debido a la alta

concentracion de catalizador y metanol.

Figura 70. Prueba 6 de transesterificacion de aceite de higuerilla.

Eevera et al. (2010) reportaron en su investigacion, que el exceso de
catalizador produce una mayor cantidad de productos saponificados haciendo
evidente la disminucién en el rendimiento de la produccién de biodiesel;

ademas, mencionaron también que la reaccidn de transesterificacién no llega a
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completarse si la cantidad de metanol utilizado se encuentra por debajo del

rango minimo (definido por la concentracion molar del aceite).

En cambio, para las pruebas 7 y 8 donde las concentraciones se disminuyeron
de manera notable, se pudo observar una clara separacion de fases entre
biodiesel (parte superior) y residuos como glicerina, pigmentos, metanol no
reaccionado y productos saponificados entre otros, dicha separacion se puede
observar en la Figura 71.

Figura 71. Separacion de fases de la prueba 7.

Dermibas (2005) mencion6 que los principales factores que afectan para una
eficiente produccion de biodiesel son la relacibn molar entre el aceite y el
alcohol y la temperatura utilizada.

Ya que se obtuvo una clara separacién de fases con el aceite comercial de
higuerilla en el proceso de transesterificacion, se llevo a cabo la produccion de
biodiesel utilizando como catalizador KOH; dichas pruebas pueden observarse
en el Cuadro 37.
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Cuadro 37. Pruebas de transesterificacion utilizando KOH como catalizador.

Cantidad Cantidad
Aceite alcohol Cantidad %w/w Agitacion Tiempo Separacion

#Prueba (9) (ml) KOH (g) aceite/OH (rpm) (min) Fases
7a 50 12.5 0.25 0.5 1100 30 Si
8a 50 12.5 0.25 0.5 1100 60 Si

Una vez obtenida la separacién de fases en el proceso de transesterificacion se
llevo a cabo la produccion de biodiesel con las muestras de aceite de las

colectas disponibles producidas anteriormente.

4.4.2 Produccion de biodiesel a partir del aceite
producido

Debido a que se produjo poca semilla de algunas colectas, solo se consideraron
10 para la produccién de biodiesel; se contaba con gran cantidad de semilla
adquirida previamente de la colecta del Estado de México (EdoMex), ademas
de contar con semilla cosechada de la colecta de Michoacan (Mich) de los
individuos trasplantados a campo y utilizados como barrera; en el Cuadro 38 se
muestran dichas colectas, la cantidad de aceite utilizado, junto con la
concentracion de metanol, catalizador y la relacion %w/w de aceite respecto al

catalizador.

Cuadro 38. Genotipos, cantidad de aceite, alcohol (metanol), catalizador (NaOH) y %w/w
utilizados para la produccion de biodiesel.

Genotipo Can_tidad Cantidad alcohol Cantidad %.w/w
Aceite () (ml) NaOH (g) aceite/OH
Edo Mex 257.94 64.3 1.3 0.50
SLP02 100 25 0.5 0.5
SLP05 100 25 0.5 0.5
C1M3 100 25 0.5 0.5
Continda...
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Cuadro 38. Continuacion.

C2M4 100 25 0.5 0.5
CiM2 100 25 0.5 0.5
SLP11 100 25 0.5 0.5
Chi02 236.5 59.12 1.2 0.5
SLP10 160 0.8 0.8 0.5
C2M7 110.4 0.5 0.5 0.45
C2Me6 137.8 0.7 0.7 0.5
Mich 200 50 1 0.5

Una vez realizada la transesterificacion de las diferentes muestras en base a las
condiciones antes mencionadas, se pudo observar que todas presentaron una
clara separacién de fases, ademas de presentar un buen rendimiento de
biodiesel en relacién a la cantidad de aceite utilizado, dichos datos se observan
en el Cuadro 39.

Cuadro 39. Produccion de Biodiesel de las diferentes colectas evaluadas.

Cantidad Aceite Separacion Biodiesel Glicerina Rendimiento

Genotipo (9) Fases (9) (9) (%)
EdoMex 257.94 si 222.5 21.3 86.3
SLP02 100 si 93.2 8.8 93.2
SLPO05 100 Si 68.9 6.7 68.9
C1M3 100 si 85.6 16 85.6
cam4 100 si 82.1 8.3 82.1
Cim2 100 si 86.9 13.1 86.9
SLP11 100 si 88.1 13.6 88.1
Chio2 236.5 Si 197.3 28.9 83.4
SLP10 160 si 131.5 26.2 82.2
cam7 110.4 Si 90.3 25.1 81.8
Ca2Me6 137.8 si 110.8 16.6 80.4
Mich 200 si 168.9 13.1 84.5

Ya finalizado el proceso de transesterificacion se llevo a cabo la separacién de
fases con un matraz de decantacion, este procedimiento consta de la
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eliminacion de la fase mas densa (glicerina y desechos) regulando su salida del

matraz como puede observarse en la Figura 72.

Figura 72. Separacion de fases del biodiesel producido.

El rendimiento de biodiesel promedio fue de 1:0.84, lo que significa que por
cada gramo de aceite transesterificado se obtiene 0.84 gramos de biodiesel.
Ademads, se observd una clara diferenciacién de fases, lo que significa que el
proceso de alcoholisis se realizo de manera completa.

Gonzalez et al. (2006) reportaron un rendimiento total de biodiesel del 89%,
utilizando una metodologia basada en el uso de KOH y etanol y agitando
durante 30 minutos a una temperatura de 35°C; el rendimiento bajo este
procedimiento y segun lo reportado fue 3% menor al encontrado en este trabajo

experimental.

Una vez obtenido el biodiesel, se llevo a cabo el lavado con agua, con el
objetivo de eliminar las impurezas, como lo son la glicerina, pigmentos, metanol

no reaccionado y productos saponificados entre otros.

Se puede observar en la Figura 73 como se diferencia el biodiesel de los

desechos que se disuelven en el agua.
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Figura 73. Primer lavado con agua del biodiesel producido

Estos lavados se realizaron hasta que el agua adicionada se vea traslucida
(Figura 74), en el caso de las muestras utilizadas se requirieron cuatro lavados
para obtener biodiesel libre de desechos.

Figura 74. Ultimo lavado del biodiesel para la eliminacion de residuos.

Finalmente, se llevé a cabo la evaporacion de agua y clarificacion del biodiesel
colocando el biodiesel a 60° durante 15 minutos para que el agua pudiera
evaporarse (Figura 75).
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Figura 75. Evaporacion de agua y clarificacion del biodiesel.

Al respecto, Benavides et al. (2007) mencionaron que el maximo rendimiento de
transesterificacion se alcanzo a temperatura ambiente, con una relacion
metanol:aceite de 9 (9 unidades de metanol por cada unidad de aceite) y una
concentracion de NaOH de 0.8%. Guerrero et al. (2010) mencionaron que la
temperatura 6ptima para la produccién de Biodiesel fue de 50°C pues en su
ensayo fue la que obtuvo un comportamiento mas estable en su utilizacién
como biocombustible. Por su parte Cavalcante et al. (2010) reportaron que la
mayor produccion de biodiesel se obtuvo con una concentracidén molar aceite:
etanol de 1:11, utilizando 1.75% de KOH como catalizador con un tiempo de
reaccion de 90 minutos.

4.5 Analisis Molecular de Calidad del Biodiesel

4.5.1 Contenido de Agua.

Para las doce muestras de biodiesel disponibles se realiz la determinacion del
contenido del agua, cuyos resultados se muestran en el Cuadro 40.
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Cuadro 40 Contenido de Agua de las 12 diferentes muestras de biodiesel

Contenido de H-0
(ppm) (%)

Colecta Peso

Chi02 0.0351 2612.5 0.2613
Mich 0.0352 1656.3 0.1656
EdoMex 0.0377 1702.9 0.1703
CiM2 0.0435 1813.8 0.1814
C1M3 0.0371 1824.4 0.1825
C2M4 0.0342 815.8 0.0816
C2M6 0.332 6088.2 0.6088
Ca2M7 0.0283 1532.6 0.1533

SLPO02 0.0313 1488.8 0.1489
SLPO05 0.0441 1356 0.1356
SLP10 0.0386 1414.5 0.1415
SLP11 0.0347 1331.4 0.1331
Diesel 0.2946 75.5 0.0076

Segun los valores minimos establecidos por la Norma EN 14214 (500 ppm
maximo) ninguna de las muestras presenta condiciones para ser utilizadas
como biodiesel puro. Es posible disminuir la cantidad de agua implementando

un proceso de secado mas eficiente al utilizado durante el experimento.

Debido a que el contenido de agua se modifica de manera proporcional en
relacion al contenido de agua que presente el diesel con que se va a mezclar,
es posible que concentraciones bajas de biodiesel de higuerilla (considerando
mezclas que pueden oscilar entre el 5%, 10%, 15% y 20%) puedan superar la
norma de contenido de agua, siempre y cuando se combinen con diesel de
calidad.

Canoira et al. (2010) reportaron un contenido de agua de 2000 ppm al elaborar

el biocombustible en un biorreactor de 1.5 litros, siendo este dato similar al

e
158




contenido de agua del aceite de higuerilla utilizado en su experimento (1920
ppm), por otro lado menciona que al elaborar el biodiesel en un volumen mayor
(50 litros) el contenido de agua fue de tan solo 353 ppm, haciendo referencia a
que el alto contenido de agua del reactor de 1.5 litros es resultado de la poca
eficiencia en el proceso de secado al que fue sometido el biodiesel después de

la transesterificacion.

4.5.2 Densidad

Del mismo modo, se midi6 la densidad para las diferentes muestras de
biodiesel de ricino disponibles, los resultados se presentan en el Cuadro 41.

Cuadro 41. Densidad de las 12 muestras de biodiesel de ricino.

Muestra Densidad (kg/m°)

Chi02 948
Mich 944
EdoMex 939
Ci1M2 939
C1M3 968
C2M4 935
C2M6 974
Ca2Mm7 .97
SLPO2 934
SLPO05 93

SLP10 988
SLP11 936
Diesel 839
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Segun lo establecido en la norma EN14214 ninguna de las diferentes muestras
analizadas se encuentra dentro de los parametros establecidos por la misma

(siendo el intervalo permitido entre 860-900 kg/m?®).

La alta densidad que presentan las muestras es consecuencia de la presencia
del grupo hidroxilo del éster ricinoléico (el cual, en todos los casos conforma
mas del 85% de los metil esteres de las muestras); al respecto, Benjumea et al.
(2009) mencionaron que la densidad de los metil esteres aumenta conforme la
longitud de la cadena disminuye y aumenta la cantidad de dobles enlaces,
ademas de la presencia del grupo hidroxilo, el cual contribuye también al
aumento de esta propiedad. Canoira et al. (2010) reportaron una densidad de
924 kg/m®, por otro lado Bello y Makanju (2011) reportaron una densidad
relativa, calculada a 35°C de 886 kg/m®, mientras tanto, Conceicao et al. (2007)
reportaron una densidad de 927.9 kg/m®, siendo estos valores muy similares a
los obtenidos en la presente investigacion.

4.5.3 Viscosidad

Se realizo también la medicion de viscosidad cineméatica para las 12 muestras
de biodiesel de ricino, dichas viscosidades pueden observarse en el Cuadro 42.

Cuadro 42. Viscosidad cinematica de las 12 muestras de biodiesel de ricino.

Muestra Viscosidad (mm?/s)

Chio2 19.1654976
Mich 44.9309264
EdoMex 24.3244384
CimM2 18.9573184
C1M3 77.205208
Ca2M4 17.2918848
Continua...
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Cuadro 42. Continuacion.

C2Me6 54.7381184
C2M7 53.7720368
SLPO2 17.3732048
SLPO5 15.7955968
SLP10 158.2552256
SLP11 18.2774832
Diesel 3.122688

En relacion a esta variable, ninguna de las 12 diferentes muestras de biodiesel
en estado puro cumple con las especificaciones definidas, tanto en la norma EN
14214 donde se establece un intervalo permitido entre 3.5 y 5.0 mm?/s, como
en la norma ASTM D445 donde se establece un intervalo entre 1.9 y 6 mm?s.
Esto demuestra que el grado de conversion de la reaccion de transesterificacion
no fue eficiente en ningun caso, quedando restos significativos de mono, di y

triglicéridos.

Bello y Makanju reportaron un valor de viscosidad cinematica del biodiesel puro
de 10.43 mm?%s, ademas menciona que los altos valores obtenidos de
viscosidad pudieron ser disminuidos aumentando la relacion molar durante la
transesterificacién. Sin ser suficiente para alcanzar valores dentro de la norma,
solamente con la mezcla de diesel-biodiesel se pudieron obtener valores de

viscosidad que cumplieran la norma ASTM D445.

Berman et al. (2010) reportaron para biodiesel puro (B100) una viscosidad
cineméatica de 15.17 mm?s; mientras que Canoira et al. (2010) reportaron
valores entre 14.2 y 16.2, siendo todos los valores anteriores similares a los
obtenidos en las muestras de biodiesel de las colectas SLP11, SLP05, SLP02,
C1M2y Chi02.
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4.5.4 Viscosidad cinematica de mezclas biodiesel-
diesel.

Se llevaron a cabo mezclas de Biodiesel-Diesel, produciendo muestras de
Biodiesel B05, B10, B15 y B20, de las cuales fue medida la Viscosidad
Cinematica, la cual se muestra en el Cuadro 43.

Cuadro 43. Viscosidad Cinematica de las Mezclas B05, B10, B15 y B20.

Muestra B20 B15 B10 B05
Chio2 4.5937753 4.0577823 3.6510582 3.3200037
Mich 4.7482674 4.1271461 3.6163763 3.3200037

EdoMex 4.1649809 3.7645626  3.6542111 3.3294624
C2M4 3.6352937 3.5186364  3.3136979 3.2632515

Para el caso de las diferentes muestras se puede observar, que se cumple con
los parametros establecidos tanto en la Norma EN 14214 como en la ASTM

D445y ASTM D7467 en cualquiera de las diferentes concentraciones.

El comportamiento del aumento de la viscosidad en relacién a la concentracion
de biodiesel no es una relacién lineal, pues a medida que se supera el 20% de
concentracion de biodiesel en las mezclas (fraccién volumétrica), la viscosidad

aumenta de manera exponencial, lo cual puede observarse en la Figura 76.
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Figura 76. Viscosidad cinematica de las mezclas de biodiesel de ricino a distintas

concentraciones.

Estos valores son resultado de la alta miscibilidad del éster ricinoléico, la cual
es practicamente del 100%; esta propiedad es caracteristica del biodiesel de
ricino, lo que le permite disociarse en el diesel de manera estable, lo cual indica
que es factible la utilizacién de biodiesel de ricino mezclado con diesel fosil.

Berman et al. (2011) reportaron una viscosidad cinematica de 3.621 del B10 de
higuerilla producido en su ensayo, dato muy similar a los obtenidos en el
presente trabajo.

El valor de viscosidad cinematica es de suma importancia dentro de la calidad
de los biocombustibles, debido a que este determina en gran medida el

comportamiento del motor, pues esta caracteristica influye directamente en el
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sistema de inyeccion; particularmente a bajas temperaturas, cuando la

viscosidad cinematica es mas alta (Atabani et al., 2012).

Las diferentes muestras de biodiesel obtenidas no son aptas para su utilizacion
como biodiesel puro, se podrian presentar problemas dentro del motor debido a
los altos valores de viscosidad cinematica que presentan; sin embargo, es
posible disminuir dichos valores, sobre todo considerando un proceso de
transesterificacion mas eficiente; por otro lado, se puede observar que las
distintas mezclas de biodiesel-diesel, en cualquiera de las diferentes
concentraciones, pueden ser utilizadas en motores de combustidn interna,
debido a que sus valores de viscosidad cinematica se encuentran dentro de los
limites establecidos en las diferentes normativas, razén por la cual, el biodiesel
de ricino representa una alternativa factible y a corto plazo para la disminucion

en el consumo de diesel.

4.5.5 indice de Acidez.

Se midi6 el indice de acidez para las 12 diferentes muestras de Biodiesel de

Ricino, las cuales se muestran en el Cuadro 44.

Cuadro 44. indice de acidez de las 12 diferentes muestras de biodiesel puro de ricino.

Muestra Peso Acidez (mg KOH)

Chi02 10.0357 1.04

Mich 10.047 2.44

EdoMex  10.0683 1.56

CiM2 10.0033 0.95

C1M3 10.0822 1.2

C2M4 10.0159 0.81
Continua...
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Cuadro 44. Continuacion.

C2M6 10.0109 1.05
C2M7 10.0156 1.05
SLP02 10.0216 0.82
SLP05 10.031 1.09
SLP10 10.0191 1.27
SLP11 10.0053 1.21

La Norma EN 14214 exige un contenido maximo de 0.5 mg de KOH para
neutralizar los acidos contenidos en los biodiesel. Por lo tanto se puede
observar que el biodiesel de ricino puro, no cumple con la normativa establecida
para dicho parametro. Esto demuestra ineficiencia de la reaccion de
transesterificacion, por lo cual es recomendable (como en el caso de las grasas
animales y aceites de cocina) la realizacidn de un proceso de esterificacion
previa a la transesterificacion. En teoria, la acidez de las distintas mezclas
tiende a presentar una disminucion lineal en relacion a la concentracién de

biodiesel presente en una mezcla con diesel.

Araujo et al. (2009) reportaron un valor del indice de acidez de 0.31 mg KOH/qg,
el cual en comparaciéon a los datos obtenidos es mas bajo; esta diferencia
puede ser debida a que las pruebas de calidad se realizaron dos meses

después de la produccion del biodiesel.

Los valores obtenidos de indice de acidez indican que el biodiesel de ricino
podria presentar problemas de corrosién, sobre todo en el tanque de depésito y
la bomba de diesel, ademas del motor, por lo cual, las muestras analizadas
podrian presentar problemas debido a los resultados obtenidos.
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4.5.6 Punto de Obstruccion de Filtro Frio (POFF)

Para el caso del biodiesel puro de ricino no se pudo obtener el POFF debido a
que a temperatura ambiente el filtro utilizado durante la prueba se obstruye,
esta puede ser causada por la pureza de las mezclas, la formacién de
compuestos como mono, di o triglicéridos o el alto contenido de glicerina.

Debido a lo anterior se realizo un ensayo con mezclas de Biodiesel B05, B10,

B15 y B20, cuyos resultados pueden observarse en la Figura 77.
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Figura 77. POFF de las diferentes mezclas diesel:biodiesel

En la Figura anterior se observa el comportamiento general del POFF de las
mezclas de Biodiesel de Ricino; cabe destacar que las mezclas no tienen un
patrén de comportamiento bien definido, debido a que a menor concentraciéon
de biodiesel se tiene una medicion menor de POFF, pero, a medida que la
concentracion aumenta, en un inicio el POFF se ve incrementado para
posteriormente disminuir de nuevo. En base a lo anterior, el comportamiento
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erratico del biodiesel de higuerilla durante la prueba es resultado de la
formacién de fases una vez que la temperatura comienza a disminuir, razén por
la cual las mezclas de B20 tienen un POFF menor a las mezclas B10 y B15
como puede observarse en la Figura 78.
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Figura 78. POFF de las mezclas B05, B10, B15 y B20.

Debido a lo anterior, se decidid6 llevar a cabo una prueba de POFF
homogenizando la mezcla, para asi conocer el POFF real de la mezcla Diesel-
Biodiesel cuyos resultados pueden observarse en la Figura 79.
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Figura 79. Diferencias entre la medicion de POFF sin agitacion y con agitacion.

En la figura anterior se observa que a medida que se implementa la agitacién el
POFF registra un aumento constante, debido a que la medicion se lleva a cabo
con una mezcla homogénea, en tanto que sin agitacién, la medida del POFF
tiene altibajos debido a que en la mezcla B20 el POFF es principalmente el del
diesel como resultado de la separacion de fases.

El valor de POFF determina en gran medida el limite inferior de temperatura al
cual puede utilizarse un biocombustible, debido a que indica la temperatura a la
que los componentes del biodiesel comienzan la cristalizacién y posterior
solidificacion (Atabani et al., 2012).

Los datos obtenidos del valor del POFF indican que el biodiesel de ricino no es
apto para su utilizacién en climas frios, debido a que por debajo de los 0°C la
mezcla diesel-biodiesel pierde estabilidad, provocando una separacién de fases
debido a la cristalizacién y solidificacién del biodiesel de ricino, lo cual pudiera
ocasionar problemas en el funcionamiento del motor, principalmente la

obstruccion de filtros e inyectores.
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4.5.7 Definicion de Ila temperatura minima de
estabilidad de las mezclas de biodiesel.

Debido a que se observo que la mezcla es inestable a bajas temperaturas se

decidio determinar la temperatura minima a la cual la mezcla es aun estable.

El ensayo consisti6 en el enfriamiento de las muestras iniciando a 2°C y

finalizando el ensayo a -4°C para posteriormente ser analizadas por medio del
TURBISCAN.

En el caso de las muestras a 2° centigrados, en ningun caso pudo observarse

la formacion de fases, como puede observarse en la Figura 80.
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Figura 80. Grafica de transmision de luz a través de la muestra B05 a 2°C.

En la Figura anterior se observa que la mezcla a esta temperatura es estable,
debido a que solo se presenta e una sola fase.

Se establecié que las mezclas elaboradas con Biodiesel de ricino son estables
hasta los -4° C, temperatura a la cual se observa una marcada diferenciacién de

Fases como se observar en la Figura 81.
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Figura 81. Grafica de transmision de luz a través de la muestra B05 a -4°C.

En la Figura 81 se observa la clara formacién de fases, en primer plano aparece
la fase del biodiesel separado, que, al estar cristalizado se vuelve mas opaco a
diferencia de la fase compuesta de diesel, la cual sigue permitiendo el paso de

la luz a través de la muestra.

Los resultados anteriores indicaron que las diferentes mezclas de biodiesel
pueden utilizarse en temperaturas inferiores a 0°C, con un limite de -4°C;
debido a esto, las diferentes muestras de biodiesel analizadas pueden utilizarse

como combustible durante gran parte del afio en la Republica Mexicana.

4.5.8 Determinacion de FAMEs

Para llevar a cabo la determinacion de los diferentes FAME (Fatty Acid Methyl
Esters, por sus siglas en inglés) contenidos en el biodiesel, se llevo a cabo una
cromatografia de gases, de la cual se obtuvieron los siguientes resultados
(Figura 82 y Figura 83; Anexo 25).
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Figura 82. Porciento de éster metilico de acido ricinoléico contenido en las diferentes
muestras de biodiesel.

18 -
16 - . -
I Esteres no identificados
14 -~
I I | 1 Contenido en éster metilico del
o 12 I I I acido gadoleico
9
= . = m Contenido en éster metilico del
g 10 - acido araquidico
g g - B Contenido en éster metilico del
° 4cido linolénico
]
X 5 B Contenido en éster metilico del
acido linoleico
4 - m Contenido en éster metilico del
acido oleico
2 1 B Contenido en éster metilico del
0 acido estearico
R T i T B Contenido en éster metilico del
QY W& & QY Q7 oV oY . -
(J'\,@ O’@ 0,@ (:1,@ O’QC‘\\ NIRRT IS AN 4cido palmitico
&
Colectas

Figura 83. Porciento de esteres metilicos contenidos en las diferentes muestras de
biodiesel.

171



Se observa que existen diferencias entre muestras de biodiesel, por lo cual se
realizo un Andlisis de Varianza para conocer dicha diferencia, dicho ANAVA, se
presenta en el Cuadro 45.

Cuadro 45. Andlisis de varianza del % de FAMEs de las diferentes muestras de biodiesel.

Suma de Cuadrados
FV cuadrados Medios Fcal- Sig.*
Palmitico 0.231 0.021 5.12 *
Esteéarico 0.259 0.024 26.088 *
Oleico 2.818 0.256 43.163 *
Linoléico 3.381 0.307 15.66 *
Linolénico 0.37 0.034 2.514 *
Araquidico 1.102 0.1 2.155 NS
Gadoléico 1.105 0.1 2.741 NS
Ricinoléico 31.026 2.821 3.519 *
Desconocidos 20.412 1.856 3.725 *

Sig.*=Nivel de Significancia. NS= No significativo

En el cuadro anterior, se observa que las diferencias mayormente significativas
entre las muestras de biodiesel se presentan en los porcentajes del contenido
de los acidos estearico, oléico y linoléico, en tanto que para los porcentajes de
los acidos palmitico, linolénico, ricinoléico muestra una diferencia significativa,

mientras que para el acido araquidico y gadoléico la relacion no es significativa.

Bello y Macanju (2011) reportaron que la composicién de esteres del biodiesel
obtenido fue de un 89.5% de acido ricinoléico, 4.2% de &acido linoleico, 3% de
acido oleico 1% de acido estearico y palmitico, 0.7% de acido dihidroxiestearico
y 0.3% de acido gadoléico y linolénico. Por otro lado Conceicao et al. (2007)
reportaron una composicidon de 90.5% de &acido ricinoléico, 4.4% de &cido
linoleico, 2.8% de acido oleico, 0.9% de &cido esteéarico, 0.7% de &cido
palmitico, 0.5% de acido dihidroxiestearico, 0.3% de acido licosanoico y 0.2%
de &cido linolénico. Martin et al. (2010) reportaron que el biodiesel producido

presentd una composiciéon de 86% de acido ricinoléico, 5.5% de acido linoleico,
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3.6% de &cido oleico, 1.3% de acido palmitico, 1.2% de acido estearico y 0.5%
de acido linoleico.

A pesar de mostrar diferencias en la concentracion de FAMEs como el acido
palmitico, linoleico, oleico, estearico, linolénico, araquidico y gadoléico, estas
diferencias no implican un cambio marcado en las caracteristicas del biodiesel,
debido a que estas se encuentran determinadas por la concentracién del acido

ricinoléico.

Esta composicién tipica de FAMEs le confiere al biodiesel de higuerilla tanto
caracteristicas no deseables, como lo son la alta viscosidad y densidad, como
deseables, siendo la mas importante la alta miscibilidad que presenta este
biocombustible.

Los valores obtenidos del analisis de las muestras de las 12 colectas utilizadas
coinciden con lo reportado en la literatura, sobre todo respecto a la
concentracion de acido ricinoléico, cuyo valor en todos los casos fue superior al

85%; ademas, la concentracion del resto de los acidos fue muy similar.

Todas las muestras cumplen con la norma EN 14214, |la cual establece un limite
maximo de 12% m/m de éster de &cido linolénico, pues el valor mas alto
encontrado fue de 0.86%, presente en la muestra de la colecta C2M7; ademas,
la norma establece también que la cantidad maxima de esteres metilicos poli
insaturados (> 4 dobles enlaces) debe ser menor que 1% m/m, las muestras
cumplen con la norma debido a que ninguno de los metil esteres presentes en

las diferentes muestras posee esta caracteristica.

4.5.9 Densidad Teorica

Se calculé tedéricamente la densidad de las diferentes muestras de biodiesel
disponibles, los resultados se presentan en el Cuadro 46 junto con la densidad
estimada de forma experimental.

173



Cuadro 46. Densidad calculada y densidad experimental de las diferentes muestras de

biodiesel de ricino.

Densidad 15°C Densidad 15°C
(kg/l)(Experimental) (kg/l)(Calculada)
CiM2 0.948 0.922
C1M3 0.944 0.922
C2m4 0.939 0.922
C2M6 0.939 0.921
Ca2m7 0.968 0.922
Chio2 0.935 0.921
EdoMex 0.974 0.923
Mich 0.970 0.922
SLP02 0.934 0.922
SLPO5 0.930 0.922
SLP10 0.988 0.922
SLP11 0.936 0.922

En este cuadro se observa que la densidad calculada presenta una menor
variacion con respecto a la experimental, debido principalmente al % de pureza
de los diferentes biodiesel de ricino producidos. La densidad calculada,
suponiendo una eficiencia del 100% en el proceso de transesterificacion
tampoco cumple con los limites establecidos por la norma EN14214 (860-900
kg/m3), lo cual indica que este tipo de biocombustible solo puede utilizarse en
diluciones, debido a la presencia del grupo OH caracteristico del &cido

ricinoléico.

El valor de la densidad calculada de manera tedrica, sirve como referencia con
el fin de conocer el valor de la densidad que puede alcanzarse cuando el
proceso de transesterificacion se lleva a cabo de manera eficiente; para el caso
de las muestras analizadas, se observa que los valores obtenidos de las
muestras de las colectas Chi02, SLP02, SLP05 y SLP11 fueron muy similares
entre los obtenidos experimentalmente y los calculados, lo cual indica que en
estos casos, el proceso de transesterificacion se llevo a cabo de manera mas
eficiente al mostrar datos cercanos a los estimados. En tanto que las muestras

de las colectas EdoMex y SLP10 presentaron una marcada diferencia entre los
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valores teéricos y los experimentales, lo cual indica que el proceso de
transesterificacion se llevo a cabo de modo menos eficiente, provocando que el

valor de densidad fuera mas alto de lo normal.

4.5.10 indice de Yodo

En base a los calculos mencionados anteriormente se, obtuvo el indice de Yodo
(expresado en g de yodo/100 g de aceite) de las diferentes muestras de
biodiesel; los valores de este indice se presentan en el Cuadro 47.

Cuadro 47. indice de Yodo de las 12 muestras de biodiesel de ricino disponibles.

Y
CiM2 85.3764318
CiM3 85.7928861
C2M4 84.8990489
C2Me6 85.3435173
Ca2Mm7 85.6117813
Chio2 85.7113251
EdoMex 84.9663024
Mich 85.2913714
SLP02 85.7672136
SLP05 85.9424654
SLP10 85.9174477
SLP11 85.4461558

Segun lo expresado en la Norma EN 14214, todas las muestras de biodiesel
analizadas cumplen con la normatividad establecida, la cual no debe
sobrepasar 120 g de I, por 100 g de aceite.

Este parametro indica el grado de instauracion de la muestra analizada, a
mayor |Y el aceite o grasa se solidifica a una menor temperatura, ademés de
ser menos estable a la oxidacion; como resultado del andlisis de las muestras,
se observd que el aceite de higuerilla o ricino posee caracteristicas de
estabilidad, ademas los bajos niveles de este parametro hacen referencia a la

e
175




baja calidad del biodiesel de higuerilla a bajas temperaturas. Lavanya et al.
(2012) reportaron indices de yodo que oscilan entre 83.5y 91 g de |, por 100 g
de aceite, estos valores fueron obtenidos como resultado del analisis de las 15
mejores variedades disponibles en India, para la produccién de biodiesel. Por
su parte, Bello y Makanju (2011) reportaron un valor de 80 g de I, por 100 g de
aceite. Los datos anteriores son consistentes con los obtenidos en la presente
investigacién, siendo el 1Y alrededor de 85 g de |, por 100 g de aceite de las

muestras analizadas.

4.5.11 Peso molecular del aceite, acidos grasos Yy
biodiesel

Con base a los datos obtenidos en la cromatografia de las diferentes muestras
de biodiesel, se calcul6 el peso molecular del aceite, de los acidos grasos y del
biodiesel de las 12 diferentes muestras, los resultados se muestran en el
siguiente Cuadro.

Cuadro 48. PM (kg/kmol) del aceite, acido y biodiesel de las 12 muestras disponibles

Muestra PM Aceite PM Acido PM Biodiesel

CiM2 926.33 296.09 310.12
C1M3 926.64 296.19 310.22
C2M4 927.30 296.41 310.44
C2Me6 926.44 296.13 310.15
C2M7 926.48 296.14 310.17
Chi02 926.19 296.04 310.07
EdoMex 927.72 296.55 310.58
Mich 926.71 296.22 310.24
SLPO2 926.63 296.19 310.22
SLPO5 926.85 296.26 310.29
SLP10 926.96 296.30 310.33
SLP11 927.06 296.33 310.36
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El cuadro anterior muestra los diferentes pesos moleculares, los cuales
sirvieron para distintos célculos realizados posteriormente. Se observan
también pequefnas variaciones, las cuales, se encuentran ligadas a los
porcentajes de FAMEs que constituyen cada uno de los diferentes
biocombustibles. Se observa que la gran diferencia que existe entre el peso
molecular del aceite con respecto al peso molecular del biodiesel y de los
acidos grasos, se debe principalmente a la separacién de la glicerina en el
proceso de transesterificacion.

4.5.12 Composicion atomica del biodiesel

La determinacion de la composicion atémica se realizo calculando el numero de
atomos de C, Hy O, y ademas el porcentaje en masa (%om/m) que representa
cada uno, la importancia de esta variable reside en que permite conocer la
relacion carbono — hidrogeno del biocombustible, los resultados se presentan
en el Cuadro 49.

Cuadro 49. Numero de atomos y % m/m de C, H y O que conforman las diferentes
muestras de biodiesel.

Colecta Atomos % m/m
C H (o] % C % H % O
CiM2 18.983 35.888 2.872 73.517 11.664 14.819
CiM3 18.992 35.895 2.871 73.529 11.663 14.809
C2M4 18.992 35.917 2.883 73.479 11.661 14.860
C2M6 18.990 35.902 2.869 73.536 11.667 14.797

C2M7 18.981 35.878 2.877 73.499 11.659 14.842
Chio2 18.986 35.887 2.867 73.543 11.666 14.792

EdoMex  18.989 35.907 2.896 73.431 11.653 14.916

Mich 18.983 35.889 2.880 73.489 11.660 14.851
SLPO2 18.989 35.890 2.874 73.518 11.661 14.821
SLPO5 18.988 35.883 2.879 73.497 11.656 14.847

SLP10 18.985 35.878 2.884 73.477 11.653 14.870
SLP11 18.987 35.893 2.884 73.477 11.657 14.866
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En el cuadro anterior se observa que el porcentaje de C y H presentan valores
usuales en los biocombustibles, los cuales fueron similares a valores reportados
por Canoira et al. (2010), siendo estos valores de 71.39 y 11.49 de

respectivamente.

4.5.13 Calor especifico a presion constante.

El célculo del calor especifico a presidn constante se realizo utilizando el
método de Joback, para lo cual se calcularon en primer lugar los coeficientes A,

B, C, Dy lah?, los cuales se presentan en el Cuadro 50.

Cuadro 50. Coeficientes del polinomio que define c, y el valor de Ah}’ para cada una de
las diferentes muestras de biodiesel.

Colecta A (J/molK) B (J/molK) C (J/molK) D (J/molK) h°; (J/mol)
CiM2  -0.541798  1.807606  -0.001031  2.14910°"  -768048.866217
CiM3  -0.630684  1.808557  -0.001032  2.15310°%  -767458.310832
C2M4  -0.444153  1.808879  -0.001031  2.149310%" -770534.703422
CoMé  -0.558500  1.808111  -0.001031  2.14910%  -767618.418003
CoM7  -0.565680  1.807712  -0.001031  2.15110%  -768443.260767
Chi02  -0.621085  1.807807  -0.001031  2.151 10°%"  -766778.167225

EdoMex -0.414793  1.809043  -0.001031  2.150 10"  -772236.439932

Mich -0.506491 1.807926  -0.001031  2.14910%  -769308.106249
SLP02  -0.614578  1.808358  -0.001031 215210  -767811.408433
SLP0O5  -0.627414  1.808547  -0.001032  2.154 10"  -768396.114531
SLP10  -0.604713  1.808462  -0.001032  2.15410%  -769120.861977
SLP11  -0.528271 1.808521  -0.001031  2.151 10  -769748.477648

Una vez obtenidos los coeficientes anteriores, se procedio al calculo del valor

de ¢, y su desarrollo a diferentes temperaturas (Anexo 26), dichos valores se

representan en la Figura 84.
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Figura 84. Desarrollo de c, en relacion a la temperatura.

En la figura anterior se graficaron los resultados obtenidos con las 12 diferentes

muestras de biodiesel, presentando un comportamiento estadisticamente igual.

En la figura anterior, se observa que a temperaturas altas, propias de la
combustion, el calor especifico de las muestras en general es menor al calor
especifico tipico del diesel fésil, lo cual indica que el biodiesel de higuerilla
posee una capacidad térmica menor y por lo tanto una tendencia a incrementar

su temperatura al existir aportes de calor.

4.5.14 Entalpia de Formacion

Para la determinacién de la entalpia de formacién, se calculé utilizando los
coeficientes de Joback, anteriormente mencionados; calculando la entalpia de
formacién (h¢) en funcion de la temperatura (K), los resultados (Anexo 27) se

presentan en la Figura 85.
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Figura 85: Desarrollo de h; en relacion a la temperatura

En la figura anterior, se observa como h; aumenta con relacién a la
temperatura.

El célculo de la entalpia de formacién estandar es un pardmetro que nos
permite conocer la cantidad de calor absorbido o desprendido (tedrico) por parte
del biodiesel y su evolucidn con respecto a la temperatura.

Blanquart y Pitsch (2007) mencionaron que la importancia del calculo de la
entalpia de formacion reside en que posteriormente, gracias a estos valores, se
obtienen diversas variables de la calidad de los biocombustibles relacionadas

principalmente con el desempefio del motor y las emisiones de gases.

4.5.15 Entalpia de Vaporizacion

El célculo de la entalpia de vaporizacion se realizo utilizando el método de
Joback anteriormente mencionado, en primer lugar se calcul6 el factor acéntrico
critico, la entalpia de vaporizacién a temperatura de ebullicién y la entalpia de
formacién estandar, las cuales se concentran en el Cuadro 51, considerando las

diferentes muestras de biodiesel disponibles.
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Cuadro 51. Factor acéntrico critico, Ah,(T,) y AhS (:—;) de las 12 diferentes muestras de

biodiesel analizadas

kJ

Colecta w, Ah,(T,) Ah? <E>
C1M2 1.1169253 245.58116 422.49679
C1M3 1.1166167 245.50324 422.37747
C2M4 1.1193711 245.89322 423.32197
C2Me6 1.1159670 245.38605 422.10987
Ccam7 1.1178841 245.77744 422.91607
Chio2 1.1155849 245.36350 422.01215
EdoMex 1.1221606 246.37444 424.39141
Mich 1.1185295 245.84453 423.10552
SLPO2 1.1171892 245.61211 422.60241
SLPO05 1.1184105 245.83123 423.08764
SLP10 1.1194984 246.02688 423.51215
SLP11 1.1194513 245.97397 423.43302

Una vez calculados los datos anteriores, se obtuvo la evolucién de la entalpia

de vaporizacion con respecto a la temperatura (Anexo 28), la cual se presenta

en la Figura 86.
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Figura 86. Evolucion de la Ah? (:;—;) con respecto a la temperatura.
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En la grafica anterior se observa que la entalpia de vaporizacién tiende a
anularse conforme la temperatura se incrementa, esto se debe a que a medida
que la temperatura se aumenta en la combustidn, las fases liquida y sdlida
dejan de coexistir; ademas, se observa que la anulacion de este valor se da a
temperaturas mas altas que las temperaturas criticas del diesel fésil, por lo
tanto, se necesita més energia para transformar el biodiesel en gas que la

energia necesaria para transformar el diesel fosil.

Este comportamiento es tipico de los biocombustibles, como Io menciona
Blazquez (2009) en su investigacion en la cual report6 un Ah,(T,) para
biodiesel de ricino de 245.39, ademas de que el comportamiento del Ah9 (l':—;)

con respecto a la temperatura, se comportd de manera similar al de las 12
muestras de biodiesel analizadas, siendo anulada la entalpia de vaporizacion

después de superados los 900 K.

4.5.16 Poder Calorifico

Se calculé el poder calorifico considerando las diferentes muestras de biodiesel,
en el Cuadro 52 se muestran los resultados del Poder Calorifico Inferior a
Presién Constante (PCl,) y Poder Calorifico Superior a Volumen Constante
(PCS,).

Cuadro 52. PCl, y PCS, de las 12 diferentes muestras de biodiesel.

Colecta PCl,(kJ/kg) PCS,(kJ/kg)
Ci1M2 35178.8243 37682.3382
C1M3 35183.5886 37686.7865
C2M4 35156.6858 37659.6532
C2M6 35190.8278 37695.0301
Cam7 35165.5767 37668.0493
Chi02 35193.1863 37697.0166

Continua...
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Cuadro 52. Continuacion.

EdoMex 35125.3911 37626.5784

Mich 35160.8664 37663.5246
SLP02 35176.6902 37679.5521
SLP05 35162.3601 37664.2075
SLP10 35149.5413 37650.7310
SLP11 35152.4404 37654.4320

En el cuadro anterior se observa que tanto del Poder Calorifico Inferior a
Presién Constante (PCl,) y el Poder Calorifico Superior a Volumen Constante
(PCS,; analogo al calculo del poder calorifico de modo experimental a través de
una bomba calorimétrica) son muy similares entre las diferentes muestras. Esto
se debe a que, como se menciono anteriormente, las muestras estan
compuestas en mayor medida por el metil éster del acido ricinoléico, lo cual les

confiere a cada una de ellas caracteristicas similares.

Segun la norma europea de biocombustibles EN 14214, el valor minimo
considerado para los biocombustibles es de 35 MJ/kg; en el cuadro anterior, las

doce muestras de biodiesel analizadas cumplen con la normativa europea.

Blazquez (2010) reporté un valor tedrico de PCS, de 37.697 MJ/kg y un valor
experimental de 35.8611 MJ/kg; hace mencion que la diferencia entre ambos
célculos puede deberse a la presencia de metanol (utilizado durante el proceso
de transesterificacion) y glicerina, cuya presencia es alta debido a que gracias
al alto contenido de esteres metilicos hidroxilados en el biodiesel presenta una
elevada solubilidad en la glicerina, razén por la cual la separacion de fases
después del proceso de transesterificacion se vuelve complicada. Por otro lado,
Bello y Makanju (2011) reportaron un valor de 35 MJ/kg.

Los datos anteriores, comparados con los obtenidos de las 12 muestras
analizadas mostraron un comportamiento similar a los reportados en la
literatura, siendo esta constante en el valor de PCS resultado de la alta

concentraciéon de acido ricinoléico.
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Cabe mencionar que estos valores son menores a los del diesel fésil, cuyo valor
tipico es de 45 MJ/kg (Demirbas, 2007), con lo cual se espera que la potencia
del motor se vea disminuida. segun Agarwal (2007) el calor de combustidén del
biodiesel se reduce aproximadamente un 12% debido a la presencia de oxigeno
dentro de la molécula, lo cual disminuye el par en alrededor de un 10%;
ademas, esta disminucibn da como consecuencia un mayor consumo de

biodiesel para lograr el mismo desempeiio logrado con diesel fésil.

4.5.17 Numero de Cetano

El calculo del Numero de Cetano de las 12 muestras se calcul6 con base a la
metodologia antes mencionada; el numero de Cetano obtenido se muestra en el
Cuadro 53.

Cuadro 53. Numero de Cetano de las 12 diferentes muestras de biodiesel.

Colecta NC
CiM2 60.4099087
C1M3 60.3864591
C2Mm4 60.5715327
C2Me6 60.5395472
Ca2Mm7 60.4481221
Chio2 60.3936762

EdoMex 60.4614622

Mich 60.4850602
SLPO2 60.3484849
SLPO05 60.2997706
SLP10 60.2655711
SLP11 60.3925985

Con base en la norma EN 14214, tedricamente, el biodiesel de higuerilla cumple
con la especificacion establecida en esta norma, siendo 51.0 el valor minimo del
namero de cetano aceptable para los biocombustibles.
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El numero de cetano es una medida de tendencia de auto combustiéon de los
combustibles, la cual trata de medir la calidad de la ignicidén de un combustible a
través de la medida del tiempo de retraso (tiempo transcurrido entre la inyeccion
del combustible y el comienzo de la combustion), en cuanto menor es el tiempo

de retraso mayor es el numero de cetano.

Lo anterior indica que el biodiesel de ricino no presenta (de manera teérica)
problemas al momento de la ignicidén, debido a que el valor de NC es mayor al
de los combustibles fésiles, esto se debe a que a cuanto mayor sea la longitud
de la cadena de un hidrocarburo no ramificado, mayor serd el NC (Lapuerta y
Agudelo, 2004).

Ademas, el NC obtenido del biodiesel de ricino es mayor a la mayoria de los
NC reportados de biodiesel de diferentes fuentes vegetales, Ramos et al. (2009)
reportaron NC de palma (61), oliva (57), girasol (50) y maiz (53), entre otros,
donde solo el NC de palma es mayor al obtenido de las doce muestras
diferentes de biodiesel analizadas, lo cual indica que es posible utilizar el
biodiesel de ricino en motores diesel.

4.5.18 Dosado Estequiométrico

Se calculdé en Dosado Relativo de las 12 muestras disponibles de biodiesel,
cuyos resultados se observan en el Cuadro 54.

Cuadro 54. Dosado relativo de las 12 muestras de biodiesel.

1 <kga>
Colecta Fe\kgy
CiM2 11.8243877
CiM3 11.8255902
C2M4 11.8172375
C2M6 11.8285492
Continua...
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Cuadro 54. Continuacion.

Ca2M7
Chio2
EdoMex
Mich
SLP02
SLP05
SLP10
SLP11

11.8195653
11.8289891
11.8063825
11.8182762
11.8232419
11.8181176
11.8137243
11.8152123

El Dosado estequiométrico se refiere a la cantidad estequiométrica de aire

necesario en el proceso de combustion, en el cuadro anterior se observa que no
. . . 1
existen grandes diferencias en los valores de - (T
e

muestras analizadas, en cambio se observa que el valor de Dosado Relativo
obtenido es menor al caracteristico del diesel f6sil, esto se debe principalmente
a la alta concentracién de oxigeno que existe en el biocombustible, lo cual

indica que se necesita una menor cantidad de aire para que la reaccién sea

estequiométrica.
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5. CONCLUSIONES.

La caracterizacion molecular dio como resultado la formacién de dos grupos
diferentes, los cuales, agruparon diferentes colectas de acuerdo con su origen.
Por otro lado, la alta sensibilidad de la prueba RAPD pudo haber detectado
cambios muy pequenos en el genoma de las diferentes colectas debido a los
diferentes procesos de adaptacion.

En relacién a la caracterizacidn morfoldégica de la higuerilla, los diferentes
genotipos utilizados mostraron diferencias significativas en la mayoria de las
caracteristicas morfolégicas, siendo algunas de estas facilmente identificadas a
simple vista. Se lograron obtener tres grupos estadisticamente diferentes,
siendo el grupo dos, integrado por las colectas SLP10, SLP06, Chi02 y C1M6,
las cuales pueden utilizarse en una explotacion comercial debido a que las
caracteristicas, como altura, dehiscencia y dias a floracidon, son mejores con

respecto al resto de grupos identificados.

Para la variable produccién de semilla, la cual esta ligada a la produccion de
aceite, se encontrdé que las colectas mas productivas fueron la colecta C1M6
con 970 kg.ha™, Chi02 con una produccién de 937.07 kg.hay la colecta
SLPO06 con 724.46 kg.ha™'. La produccion de aceite fue en promedio de 46.72%
del peso total de la semilla y en cuanto a la producciéon de biodiesel se obtuvo
una relacion promedio de aceite: biodiesel de 1:0.84, lo cual permite concluir
que las especies de higuerilla presentes en la Republica Mexicana tienen un
alto potencial para la produccion de biodiesel a gran escala.

Finalmente, para la produccion de biodiesel y al analisis molecular de la calidad
de este, se encontr6 que, a pesar de las dificultades que existen para la
transesterificacidon del aceite de higuerilla, este se puede hacer a escala
industrial, conociendo la concentracién molar del aceite, con el fin de saber la
cantidad exacta de catalizador que debe utilizarse, debido a que esta cantidad,
en gran parte define la eficiencia del proceso de transesterificacion. Ademas, se
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encontrd que el biodiesel de higuerilla puro (B100) no es apropiado para el uso
en motores de combustion interna, debido a la alta densidad y viscosidad que
presenta, pero es factible su utilizacion disolviéndolo en diesel, debido a que de
esta manera se cumplirian los estdndares minimos necesarios para su

utilizacién en motores de combustién interna.
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7. ANEXOS.
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A1.Protocolo de extraccion de ADN con el Kit Comercial Master Pure Plant

1)

Pesar 100 mg de tejido en tubos de 1.5 ml, agregar 300 pl de solucion
para la extraccion de DNA, moler con un pistilo.

Incubar a 70°C por 30 minutos, pasar las muestras a hielo molido por 10
minutos.

Centrifugar los tubos 5 minutos a 10,000 rpm.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y centrifugar a 10,000 rpm
por 5 minutos. Recuperar el sobrenadante.

Agregar un volumen igual de isopropanol, mezclar por inversion y
centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm.

Desechar el sobrenadante y suspender la pastilla en 100 pl de solucién
Clean-Up, mezclar en Vortex.

Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm y desechar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con etanol 70% agregando 100 pl para posteriormente
centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm desechando el sobrenadante.
Suspender el ADN en 50 pl de T.E.
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A2. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPAO01 y OPAO2.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1M1 836.32 753.63  500.00 3 2
3 C1M3
4 C1Mé 822.89 753.63  521.57 3 2
5 Cam4 858.10 773.74  521.57 3 2
6 Ca2M5 800.00  420.02 2 1
7 C2Meé
8 Cam7 836.32 773.74 54487 3 3
9 Mich
10  EdoMex
11 Chio1 810.57 667.16  459.43 3 2
12 Chio2
13 SLPO2
14 SLP04
15 SLPO5
16 SLP06  667.16 544.87 2 0
17 SLP09 2176.21 937.30 806.38  600.00 4 3
18 SLP10  836.32 773.74  544.87  338.37 4 4
19 SLP11 890.88 800.00 570.74 3 3
20 C1M1 815.19 1 1
21 C1M3
22 Ci1M6  1279.76 789.23  282.83 3 2
23 C2M4  2260.00 1607.33 937.30 810.57 4 2
24 CaM5  1279.76  789.23  282.83 3 2
25 CaM6
26 cam7  1710.87 815.19  338.37 3 3
27 Mich
28  EdoMex
29 Chio1  2572.26 2089.63 1500.00 806.38 4 2
30 Chio2
31 SLPO2
32 SLP04
33 SLP0O5
34 SLP06
35 SLP09 1710.87 937.30 815.19 3 2
36 SLP10  800.00 300.00 2 1
37 SLP11 800.00 1 1
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A3. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPAO03 y OPA04.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1M1

3 C1M3

4 CiM6é  1807.88 533.43  343.27 300.00 200.00 5 4
5 Cam4 400.00 336.76  260.52 3

6 Ca2M5

7 Ca2Mme  1807.88 1176.01 533.43  350.71 300.00 214.53 6 4
8 Cam7 700.00 419.70 336.76  275.05 4 2
9 Mich 343.27 275.05 2 0
10  EdoMex

11 Chio1 676.89  419.70  350.71 288.37 4 3
12 Chio2 400.00 330.65 2 0
13 SLPO2

14 SLP04

15 SLPO5

16 SLP06

17 SLP09 1807.88 1280.69 600.00 359.58  317.60 245.28 6 4
18 SLP10  1500.00 653.50 400.00 336.76  275.05 5

19 SLP11 419.70 336.76  275.05 3 2
20 C1M1

21 C1M3

22 C1M6 786.86 653.50  383.71 330.65 4 3
23 Cam4 330.65 1 0
24 Ca2M5

25 CaM6 330.65 1 1
26 Ca2M7  1606.18  400.00  330.65 3 2
27 Mich

28  EdoMex

29 Chio1 653.50 383.71 343.27 3 2
30 Chio2

31 SLPO2

32 SLP04

33 SLP0O5

34 SLP06

35 SLP09  370.41 1 1
36 SLP10 1280.69 747.22  359.58  317.60 4 2
37 SLP11 317.60 1 0
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A4. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPAO05 y OPAO06.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1M1

3 C1M3

4 C1Mé

5 Cam4 805.68 780.96 2 0
6 Ca2M5

7 C2Meé

8 Ca2M7  2354.13 1 0
9 Mich 2354.13  426.22 2 0
10  EdoMex

11 Chio1

12 Chio2

13 SLP02  797.00 685.39 2 1
14 SLP04 1606.78 1280.35 824.59 780.96  700.00 5 3
15 SLPO5  818.10 789.94  617.99 3 0
16 SLP0O6  808.97 669.67 2 1
17 SLP09 144520 1126.82 966.17 818.10  797.00 685.39 6 3
18 SLP10 1227.16 824.59  800.00  700.00 4 4
19 SLP11  1175.79 1000.00 824.59  653.04 4 2
20 C1M1
21 C1M3
22 CiM6  1553.88 889.48 824.59 805.68  713.32 5 3
23 C2M4  1553.88 818.10 800.00 685.39 4 1
24 Ca2M5
25 CaM6
26 Ca2M7  1553.88 824.59  700.00 3 1
27 Mich 1553.88 1175.79 911.24  800.00 713.32 5 1
28 EdoMex 1553.88 889.48  832.81 802.80  713.32 5 2
29 Chio1
30 Chio2
31 SLP0O2 1500.00 1080.82 818.10  700.00 4 2
32 SLP04 1500.00 818.10  797.00  700.00 4 0
33 SLP0O5
34 SLP06
35 SLP09 1500.00 818.10  789.94  685.39 4 1
36 SLP10  808.97 1 0
37 SLP11 1500.00 813.00  669.67 3 0
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A5. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPAO07 y OPAO0S.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1

3 C1M3

4 CiM6 134537 742.68 2 1
5 CoM4  832.74  748.35 2 2
6 C2M5

7 CaoMé  819.77  736.79 2 2
8 cam7

9 Mich 742.68 1 0
10 EdoMex

11 Chiot

12 Chio2

13 SLP02  742.68 1 1
14 SLP04  690.40 1 0
15 SLP05  716.65 1 0
16 SLP06

17 SLP09  723.89 1 1
18 SLP10  708.73 1 1
19  SLP11  723.89 1 1
20 CiM1  753.92 708.73 552.18 3 0
21 C1M3
22 C1Me
23 C2M4  589.40  470.94 2 2
24 CcaM5  730.57 1 1
25 C2M6
26 C2M7  589.40 1 1
27 Mich 680.05 1 1
28 EdoMex 736.79  536.50 2 0
29 Chiot
30 Chio2
31 SLP02 657.71  486.78 2 1
32  SLP04 1000.00 742.68 2 1
33  SLPO5
34  SLPO6
35  SLP09  748.35 1 1
36  SLP10  690.40  495.31 2 1
37 SLP11  669.10 1 1
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A6. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPA09 y OPA10.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 Cim1

3 C1M3

4 CiM6 959.09 678.501 387.004 3 2
5 Cca2m4 1197.78 387.004 2 1
6 C2M5

7 C2M6

8 C2M7  481.078 317.344 2 1
9 Mich 387.004 1 1
10 EdoMex 723.034 375.055 2 1
11 Chi01

12 Chio2

13 SLP02 658.198 375.055 2 0
14 SLP04

15 SLP05

16 SLPO6

17 SLP09 375.055 1 1
18 SLP10 462.954 364.01 2 2
19 SLP11

20 CiM1

21 C1M3

22 CiM6 723.034 1 0
23 ca2m4

24 C2M5

25 C2Meé

26 Ccam7

27 Mich 658.198 1 0
28  EdoMex 658.198 1 0
29 Chi01

30 Chio2

31 SLP02

32 SLP04

33 SLPO5

34 SLP06

35 SLP09 678.501 1 0
36 SLP10

37 SLP11
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A7. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPA11 y OPA12.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1mi1
3 C1M3
4 CiM6 515.583 454.172 400 3 2
5 C2M4 515.583 421.288 347.618 3 1
6 C2M5
7 C2M6
8 Ca2Mm7 426.688 1 1
9 Mich 463.445 289.844 2 2
10 EdoMex 43249 279.572 2 1
11 Chio1
12 Chio2 500 1 1
13 SLP02
14 SLP04
15 SLP05
16 SLPO06
17 SLP09 486.173 393.861 300 3 3
18 SLP10  426.688 1 1
19 SLP11
20 CiM1  1221.961 1 0
21 C1iM3
22 C1M6 416.106 1 1
23 C2M4
24 C2M5
25 C2Mm6
26 Ca2m7
27 Mich 432.49 347.618 269.24 3 1
28  EdoMex 356.298 1 0
29 Chio1
30 Chi0o2
31 SLP02
32 SLPO4
33 SLPO5
34 SLP06
35 SLP09  410.954 1 0
36 SLP10
37 SLP11
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A8. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPA13 y OPA14.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1 2000 1158.033 837.531 731.164 580.716 469.775 410.609 7 0
3 C1M3

4 Ci1M6  1692.64 1446.109 518.732 415.954 4 1
5 C2M4  1692.64 1446.109 646.611 469.775 412.691 5 2
6 C2M5  1692.64 1446.109 414.402 3 1
7 C2M6

8 C2M7 1446.109 646.611 469.775 412.691 4 3
9 Mich ~ 1446.109 483.685 414.402 3 2
10 EdoMex 1446.109 632.558 469.775 412.691 4 2
11 Chio1  1520.852 1 0
12 Chio2

13 SLP02 1520.852 1329.791 646.611 500 415.954 5 2
14 SLP04 1520.852 1404.06 659.867 500 412.691 5 2
15 SLP05 1520.852 412.691 2 0
16 SLP06 1520.852 1329.791 862.924 646.611 469.775 414.402 6 0
17 SLP09 1520.852 1158.033 646.611 483.685 414.402 5 3
18 SLP10 896.556 632.558 458.057 412.691 4 3
19 SLP11  862.924 632.558 469.775 412.691 4 2
20 CiM1

21 C1M3

22 CiM6 1329.791 632.558 433.912 412.691 4 1
23 C2M4 632558 539.09 428.822 400 4 0
24 C2M5  632.558 458.057 2 0
25 C2M6

26 Ca2M7  659.867 1 0
27 Mich 646.611 414.402 2 1
28  EdoMex 1000 646.611 2 1
29 Chio1 1692.64 1 0
30 Chio2

31 SLP02 632558 412.691 2 0
32 SLP04  617.193 1 0
33 SLP05

34 SLPO06

35 SLP09 2000 632.558 448.315 410.609 4 0
36 SLP10 2457.489 1 0
37 SLP11
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A9. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPA15 y OPA16.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1  803.638 1 0
3 C1M3
4 C1Mé 2795.5 2000 805.122 740.586 304.743 5 1
5 Ca2M4 2161.553 811.102 760.029 327.087 4 0
6 Ca2M5 27955 1900.328 805.122 279.022 4 0
7 C2Meé
8 C2M7  1950.026 803.638 700 584.061 281.971 5 1
9 Mich  2727.976 803.638 700 3 2
10 EdoMex 2661.002 2000 803.638 700 450.721  279.022 6 2
11 Chio1
12 Chio2
13 SLP02 2661.002 803.638 700 537.641 279.022 5 2
14 SLP04 2661.002 2105.729 803.638 700 600 5 2
15 SLP0O5 681.098 400 279.022 3 0
16 SLP06 803.638 681.098 400 3 0
17 SLP09 2661.002 2105.729 803.638 740.586 584.061 290.124 6 2
18 SLP10 700 358.42  279.022 3 0
19 SLP11 2661.002 2105.729 803.638 358.42 4 1
20 C1M1
21 C1M3
22 C1Mé6
23 Cca2m4
24 Ca2M5
25 CaM6
26 Ccam7
27 Mich
28  EdoMex
29 Chio1
30 Chio2
31 SLPO2
32 SLP04
33 SLP0O5
34 SLP06
35 SLP09
36 SLP10
37 SLP11
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A10. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de

productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores

Banda2 Banda3 Banda4

Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

OPA17 y OPA18.
Carril Colecta Banda 1
2 Cim1
3 C1M3
4 CiMé6  338.693
5 Cca2m4
6 Ca2M5
7 C2M6
8 Ccam7
9 Mich
10  EdoMex 300
11 Chi01
12 Chio2
13 SLP02
14 SLP04
15 SLP05
16 SLPO06
17 SLP09
18 SLP10
19 SLP11
20 CiM1
21 C1M3
22 Ci1M6  728.939
23 C2M4  874.482
24 C2M5  774.697
25 Cc2M6
26 Ccam7 874.482
27 Mich 800
28 EdoMex 774.697
29 Chiof1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLPO5
34 SLPO6
35 SLP09 929.355
36 SLP10  832.368
37 SLP11 300

681.908
713.306
600

706.875
700
706.875

713.306
621.409

438.088
477.732
438.088

621.409
550.308
656.268

600
457.343

318.745
253.455
209.01

550.308
379.897
500

318.745
300

1 0

1 0

229.238 156.119 6 1
4 2

0

359.269 253.455 6 4
209.01 5 3
400 229.238 6 5
218.704 5 3
209.01 5 2
1 0
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A11. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPA19 y OPA20.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1
3 C1M3
4 C1M6
5 Ca2mM4
6 C2M5
7 C2M6
8 Cam7
9 Mich
10 EdoMex 555.528 1 0
11 Chio1
12 Chio2  1206.059 1 0
13 SLP02
14 SLP04
15 SLP05
16 SLP06
17 SLP09
18 SLP10 2748.244 1745.201 1326.51 525.47 4 2
19 SLP11  1093.794 1 0
20 CiM1
21 C1M3
22 Ci1M6 144484 784.153 2 0
23 Ca2M4
24 C2M5
25 C2M6
26 CcaMm7
27 Mich
28 EdoMex 1551.261 784.153 2 0
29 Chio1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLP05
34 SLPO06
35 SLP09  724.19 1 0
36 SLP10
37 SLP11
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A12. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPGO01 y OPGO2.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1mi1
3 C1M3
4 C1Me6
5 C2M4 535.156 1 0
6 CaM5
7 C2M6
8 Ca2Mm7
9 Mich
10 EdoMex
11 Chio1
12 Chio2
13 SLP02
14 SLPO4
15 SLP05
16 SLP06
17 SLP09 662.012 1 0
18 SLP10
19 SLP11
20 C1M1
21 C1M3
22 C1M6é 686.548  600.000 2 0
23 Ca2M4
24 C2M5
25 Ca2Mé
26 C2M7  1620.827 775.034 638.565 327.161 4 1
27 Mich 760.506  626.473 2 1
28  EdoMex 517.599  400.000 2 2
29 Chiot1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLPO05
34 SLPO06
35 SLP09  729.771 1 0
36 SLP10
37 SLP11 662.012 1 0
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A13. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPG03 y OPGO4.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1
3 C1M3
4 CiM6  1500.000 571.048 2 1
5 Ca2mM4  700.000 500.000 2 0
6 CaM5
7 CaMé6
8 C2M7  2057.449 554.867 2 1
9 Mich 2114.118 571.048 2 1
10 EdoMex 1941.712 479.822 2 1
11 Chio1
12 Chio2
13 SLP02
14 SLP04
15 SLP05
16 SLP06
17 SLP09 1760.638 537.604 2 1
18 SLP10  519.301 1 0
19 SLP11
20 CiM1
21 C1M3
22 CiM6 2114.118 841.349 734.090 636.162 571.048 5 5
23 CaM4  2279.868 571.048 2 0
24 C2M5
25 CaM6
26 Ca2M7  1882.473 659.274 571.048 352.223 4 0
27 Mich
28 EdoMex 2279.868 1882.473 647.566 586.107 4 0
29 Chio1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLP05
34 SLP06
35 SLP09  636.162 1 1
36 SLP10
37 SLP11
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A14. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPG05 y OPGO6.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 Cim1
3 C1M3
4 C1M6
5 Cca2m4
6 Ca2M5
7 C2M6
8 Ccam7
9 Mich
10 EdoMex
11 Chi01
12 Chio2
13 SLP02
14 SLP04
15 SLP05
16 SLPO06
17 SLP09
18 SLP10
19 SLP11
20 CiM1
21 C1M3
22 C1M6 578.831 391.532 2 1
23 Ca2m4 718.058 373.738 2 1
24 C2M5 382.786 1 1
25 Cc2M6
26 Ccam7 518.915 382.786 2 1
27 Mich 561.303  382.786 2 1
28 EdoMex  578.831 382.786 2 1
29 Chiof1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLPO5
34 SLPO6
35 SLP09  561.303  364.365 2 1
36 SLP10
37 SLP11 513.073 373.738 2 1
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A15. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de

productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores

OPG07 y OPGOS.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores
2 Cim1

3 C1M3

4 C1M6

5 Cca2m4

6 Ca2M5

7 C2M6

8 Ccam7

9 Mich

10 EdoMex

11 Chi01

12 Chio2

13 SLP02

14 SLP04

15 SLP05

16 SLPO06

17 SLP09

18 SLP10

19 SLP11

20 CiM1

21 C1M3

22 CiM6  656.271 500.000 323.779 1
23 Ca2Mm4

24 C2M5

25 Cc2M6

26 Ccam7 552.648 1
27 Mich 577.222 366.514 0
28  EdoMex 552.648 1
29 Chiof1

30 Chio2

31 SLP02  526.749 0
32 SLP04

33 SLPO5 1250.338 577.222 1
34 SLPO6

35 SLP09

36 SLP10  671.852 0
37 SLP11
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A16. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPG09 y OPG10.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1

3 C1M3

4 C1M6

5 Cam4

6 CaM5

7 CaMé6

8 Ccam7

9 Mich 1790.922 1 0
10 EdoMex 1913.849 1 1
11 Chio1

12 Chio2

13 SLP02

14 SLP04

15 SLP05

16 SLP06

17 SLP09

18 SLP10

19 SLP11
20 CiM1
21 C1M3
22 CiM6 1616.254 658.236 2 2
23 Cam4
24 C2M5 800.000 549.800 2 2
25 CaM6
26 C2M7  1548.334 627.883  400.000 3 2
27 Mich
28 EdoMex 1439.434 613.392 549.800 3 2
29 Chio1
30 Chio2
31 SLP02
32 SLP04
33 SLP05
34 SLP06
35 SLP09
36 SLP10 1616.254 541.057 472.458 3 0
37 SLP11
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A17. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de

productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPG11y OPG12.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores
2 C1M1 783.493 565.320 512.300 318.790 4 0
3 C1M3 700.000 512.300 323.338 3 0
4 CiM6  2403.459 791.886 623.438 532.402 386.390 331.375 6 1
5 C2M4  2554.968 791.886 649.391 542.073 357.059 5 3
6 C2M5 2316.226 737.692 365.172 3 2
7 C2M6

8 Ca2M7 2316.226 791.886 751.487 649.391 532.402 386.390 331.375 7 3
9 Mich 2403.459 791.886 751.487 522.789 331.375 5 1
10 EdoMex 720.679 532.402 2 0
11 Chi01 2482.801 751.487 500.000 350.275 4 1
12 Chio2

13 SLP02 2316.226 805.077 751.487 565.320 357.059 5 1
14 SLP04

15 SLP05

16 SLPO06

17 SLP09 2316.226 771.226 649.391 468.609 350.275 5 1
18 SLP10 2220.383 800.000 675.648 565.320 357.059 5 1
19 SLP11  2115.214 771.226 700.000 565.320 485.253 365.172 6 2
20 CiM1

21 C1M3

22 C1M6

23 Ca2Mm4

24 C2M5

25 Cc2M6

26 Cam7

27 Mich

28  EdoMex 649.391 500.000 2 1
29 Chiof1

30 Chio2

31 SLP02

32 SLP04 2919.518 1 0
33 SLPO5

34 SLPO6

35 SLP09 675.648 500.000 339.682 3 1
36 SLP10

37 SLP11 485.253 1 0
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A18. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos y total de marcadores de los iniciadores OPG13 y OPG14.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 CiM1

3 C1M3

4 C1M6

5 Cam4 667.444 581.872  408.801 3 0
6 CaM5 561.763 1 0
7 C2Mé6

8 Ca2M7  600.000 428.433 2 2
9 Mich 667.444  639.401  439.720 3 2
10 EdoMex 639.401 418.203 2 2
11 Chio1

12 Chio2

13 SLP02

14 SLP04

15 SLP05

16 SLP06

17 SLP09  600.000 418.203 2 1
18 SLP10

19 SLP11  400.000 1 0
20 CiM1

21 C1M3

22 C1M6

23 Ca2M4  677.011  439.720 2 2
24 C2M5

25 CaM6

26 Ca2M7  628.313  540.718 2 2
27 Mich 902.373 639.401 418.203 348.143 4 3
28 EdoMex 639.401 428.433 337.814 3 3
29 Chio1 313.940 1 0
30 Chio2

31 SLP02

32 SLP04

33 SLP05

34 SLP06

35 SLP09  628.313 439.720 326.479 3 2
36 SLP10 947.637 615.375 452.291  400.000 4 1
37 SLP11  540.718 357.661  300.000 3 0
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A19. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de

productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores

OPG15 y OPG16.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores
2 Cim1

3 C1M3

4 C1M6

5 Cca2m4

6 Ca2M5

7 C2M6

8 Ccam7

9 Mich  653.616 0
10  EdoMex 667.183 630.392 2
11 Chi01

12 Chio2

13 SLP02

14 SLP04

15 SLP05

16 SLPO06

17 SLP09 1000.000 620.023 567.616 1
18 SLP10

19 SLP11

20 CiM1

21 C1M3

22 CiM6  800.000 620.023 578.914 466.737 3
23 C2M4  933.892 630.392 589.679 500.000 3
24 Ca2M5 589.679 500.000 415.725 0
25 Cc2M6

26 C2M7  630.392 578.914 529.629 3
27 Mich ~ 1189.932 630.392 466.737 2
28  EdoMex 630.392 589.679 466.737 3
29 Chiof1

30 Chio2

31 SLP02

32 SLP04

33 SLPO5

34 SLPO6

35 SLP09 886.884 567.616 466.737 2
36 SLP10

37 SLP11  630.392 0
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A20. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de

productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores

OPG17 y OPG18.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores
2 Cim1

3 C1M3

4 CiM6 632.391 365.111 178.750 3
5 C2M4  729.355 500.000 350.473 2
6 C2M5  523.843 400.000 335.731 3
7 C2M6

8 Cam7 381.125 0
9 Mich 789.668 523.843 319.400 2
10 EdoMex

11 Chi01

12 Chio2

13 SLP02

14 SLP04

15 SLP05

16 SLPO06

17 SLP0O9 1597.440 729.355 422.690 2
18 SLP10

19 SLP11  600.000 1
20 CiM1

21 C1M3

22 C1M6 600.000 422.690 0
23 C2m4  1771.138 808.988 632.391 422.690 3
24 Ca2M5 600.000 400.000 0
25 Cc2M6

26 C2aM7  2073.279 800.000 754.189 571.950 400.000 4
27 Mich 600.000 422.690 1
28  EdoMex 2073.279 789.668 523.843 365.111 3
29 Chiof1

30 Chio2

31 SLP02

32 SLP04

33 SLPO5

34 SLPO6

35 SLP0O9 1597.440 808.988 632.391 448.040 3
36 SLP10

37 SLP11
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A21. Peso molecular de los productos de amplificacion (bp), total de
productos de amplificacion y total de marcadores de los iniciadores
OPG19 y OPG20.

Carril Colecta Banda1 Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Total Bandas Marcadores

2 C1M1
3 C1M3
4 C1Mé
5 Cam4
6 CaM5
7 C2Meé
8 Ca2M7  1302.764 356.834 2 1
9 Mich 1000.000 551.774  365.384 3 1
10 EdoMex 1302.764 525.659 375.176 3 1
11 Chio1
12 Chio2
13 SLPO2
14 SLP04
15 SLPO5
16 SLP06
17 SLP09 1000.000 375.176 327.495 3 1
18 SLP10
19 SLP11  1630.126 375.176  327.495 3 1
20 C1M1
21 C1M3
22 C1M6
23 Ca2m4
24 Ca2M5
25 CaM6
26 Ca2M7  365.384 1 0
27 Mich
28 EdoMex
29 Chio1
30 Chio2
31 SLPO2
32 SLP04
33 SLP05
34 SLP06
35 SLP09
36 SLP10
37 SLP11
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A22. Cuadro de medicion de plantas emergidas después de 20 dias de

latencia.
Fecha de Medicion.

Id 18-ene 20-ene 21-ene 24-ene 26-ene 28-ene 31-ene 02-feb
SLPO5 0 0 0 0 2 4 9 18
C1M9 0 0 1 9 11 14 24 25
C2M5 4 9 11 22 30 37 52 59
C2M1 27 32 38 47 59 62 65 68
SLP11 0 1 2 3 3 3 8 13
SLP09 7 16 18 34 34 39 46 53
SLP06 0 1 4 15 23 32 41 56
Chi01 7 13 16 30 35 39 42 50
C2M4 0 0 0 0 0 0 0 2
C2M6 0 3 6 8 18 20 33 42
SLP04 0 0 0 0 0 0 0 1
c2M8 0 0 0 0 2 5 8 10
Mich 4 6 6 7 9 11 19 21
SLPO8 0 0 0 0 2 3 8 14
CaMm7 0 0 0 0 0 0 0 0
SLP10 1 1 1 5 10 11 35 45
EdoMex 0 1 9 19 23 24 40 48
SLPO3 0 0 0 0 1 4 5 7
C2M3 0 0 0 0 1 2 5 8
Chio2 6 16 27 39 43 46 62 67
SLPO2 14 28 35 42 46 51 63 78
cam2 0 1 2 2 5 5 6 7
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A23. Cuadro de Producciéon de Semilla y Aceite de las Diferentes Colectas.

Cosecha Cosecha Cosecha Produccion Contenido Produccion

Colecta Total de de Aceite Total de
1 2 3 . .
Semilla w/w aceite
C1M1 75.3 376.6 451.9 0.5 214.7
C1M3 380.4 52.8 433.2 0.4 181.9
C1M6 36.9 469.1 464 .1 970.0 0.4 431.7
C2M1 50.6 301.8 352.4 0.5 158.6
C2M4 93.3 368.3 461.6 0.5 216.9
C2M6 293.8 260.1 553.8 0.5 263.1
0724\Y 4 98.8 98.8 0.5 44 .4
Chi01 5.4 115.0 381.7 502.1 0.4 220.9
Chio2 20.3 207.4 709.4 937.1 0.4 393.6
EdoMex 56.3 56.3 0.5 27.0
SLPO02 771 257.8 334.8 0.5 162.4
SLP0O3 352.5 352.5 0.5 192.1
SLP04 227.0 227.0 0.5 110.1
SLP05 215.3 215.3 0.5 104.4
SLP06 302.9 421.6 724.5 0.5 365.9
SLP10 632.7 632.7 0.5 284.7
SLP11 479.5 38.8 518.3 0.5 251.4
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A24. Cuadro de promedios, como resultado de la formaciéon de grupos
estadisticamente homogéneos utilizando el método de Ward.

Grupo Colectas CT CH CN DF Altura #Hojas

SLP10, SLPOS,
Chio2 y C1M6
SLP5, SLP04,
EdoMex y C2M7
SLPO3, SLP02,
C2M1, Chiof,
3 SLP11, C2M6, 1.33 1.00 1.11 79.03 62.33 29.26
C1M3 C2M4 y
C1M1

1 1.75 1.25 1.75 67.36 37.51 18.27

2 1.75 1.50 2.00 80.53 62.06 20.99

Largo Ancho

Grupo Colectas Semilla  Semilla

#Cosechas #Flores Largo Flor #Frutos

SLP10, SLPOS,
Chio2 y C1M6
SLP5, SLP04,
EdoMex y C2M7
SLPO03, SLP02,
C2M1, Chiof,
3 SLP11, C2M6, 0.926305 0.606995 2 1.56358 24.27595 83.28091
C1M3 C2M4 y
C1M1

1.005229 0.669596 2.25 2.561408 20.64057 135.4935

0.987113  0.618426 1 1.077381 28.04271 90.77083

Produccion Produccion

. . o .
Grupo Colectas Espinosa Cascara Dehisente Semilla YoAceite Aceite

SLP10, SLPO0S,
Chio2 y C1M6
SLP5, SLP04,
EdoMex y C2M7
SLPO03, SLP02,
C2M1, Chiof,
3 SLP11, C2M6, 0.876407 0.729668 0.604574 440.0694 0.471667 206.8871
C1M3 C2M4 y
Cim1

0.883211  0.500989 0.298214 816.0498 0.455 368.9432

0.96875  0.802083 0.645833 149.3281 0.475 71.48977
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A25. % de Metil Esteres (FAMES) y % de pureza de las 12 diferentes

muestras de biodiesel.

PROMEDIOS CIM2 CIM3 C2M4 C2M6 C2M7 Chid2 EdoMex Mich SLPO2 SLPOS  SLPIO  SLP11
% Pureza 2016 5691 8831 8276 2613 53811 7292 4953 8541 8629 4252 8031
Contznidoenestermetilicodel |0 ;1055 0z 100 122 113 082 112 100 100 104 097
acido palmitico
Contznidoen &stermetlicodel ;.3 ;95 157 100 100 122 085 112 108 101 080 103
acido estearico
Contenidoenester metiicodel oo, 34 346 405 306 375 311 331 352 306 297 3.9
acido oleico
Contenidoenestarmetiicodel ..y 536 455 523 06 533 406 464 G524 513 509 475
acido linoleico
Contenido en estermetlicodel ., 5 050 055 08 058 056 075 054 067 060 058
acide linolenice
Contenidoen éster metilicodel oy 59c 535 086 046 000 000 022 000 000 000 000
acido araquidico
Contznidoen estarmetilicodel o0 50 024 o000 o000 064 039 023 061 057 047 043
acido gadoleico
Contenidoen ester metliicodel o) oy o722 9392 g7.50 8835 8735 9011 8362 8300 8356 8904 83.58

acido rcincléico
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A26. Valor de Cp y su desarrollo a diferentes temperaturas.

Temp (K) C1M2 C1M3 C2M4 C2M6 C2M7 Chi02 EdoMex Mich SLP02 SLP05 SLP10 SLP11
298.15 146 146 146 146 1.46 146 1.46 1.46 1.46 1.46 1.46 1.46
300 1.47 147 147 147 147 147 1.47 1.47 147 1.47 1.47 1.47
350 166 166 166 166 1.66 1.66 1.66 1.66 1.66 1.66 1.66 1.66
400 184 184 184 184 184 184 1.84 1.84 1.84 1.84 1.84 1.84
450 201 201 201 201 201 201 2.01 2.01 2.01 2.01 2.01 2.01
500 217 2147 247 247 247 217 217 217 217 217 217 217
550 231 231 231 231 231 231 2.31 231 231 2.31 2.31 2.31
600 245 245 245 245 245 245 2.45 245 245 2.45 2.45 2.45
650 257 257 257 257 257 257 2.57 257 257 2.57 2.57 2.57
700 269 269 269 269 269 269 2.69 269 2.69 2.69 2.69 2.69
750 279 279 279 279 279 279 2.79 279 279 2.79 2.79 2.79
800 289 289 289 289 289 289 2.89 289 289 2.89 2.89 2.89
850 298 298 298 298 298 298 2.98 298 298 2.98 2.98 2.98
900 3.06 306 3.06 306 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06
950 313 313 313 313 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13
1000 320 320 320 320 320 3.20 3.19 3.20 3.20 3.20 3.20 3.20
1050 326 326 326 326 326 3.26 3.25 3.26 3.26 3.26 3.26 3.26
1100 331 331 331 331 331 331 3.31 3.31  3.31 3.31 3.31 3.31
1150 336 336 336 336 336 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36
1200 340 340 340 341 340 341 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40
1250 3.45 345 344 345 344 345 3.44 3.44 344 3.44 3.44 3.44
1300 348 348 348 348 348 348 3.48 348 3.48 3.48 3.48 3.48
1350 352 3852 351 352 351 352 3.51 3.51 3.52 3.51 3.51 3.51
1400 355 355 355 355 355 355 3.54 355 3.55 3.55 3.55 3.55
1450 358 358 357 358 357 358 3.57 3.57 3.58 3.57 3.57 3.57
1500 3.60 360 360 360 360 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60
1550 3.63 363 363 363 363 363 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63
1600 366 366 365 366 365 3.66 3.65 3.65 3.66 3.65 3.65 3.65
1650 3.68 368 368 368 368 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68 3.68
1700 371 3871 371 371 371 371 3.71 3.71  3.71 3.71 3.71 3.71
1750 3.74 374 373 374 374 374 3.73 3.73 3.74 3.74 3.73 3.73
1800 3.76 377 376 377 376 3.77 3.76 3.76  3.77 3.76 3.76 3.76
1850 380 380 379 380 380 380 3.79 3.79 3.80 3.80 3.80 3.79
1900 383 383 383 383 383 383 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83 3.83
1950 387 387 38 387 387 387 3.86 3.87 387 3.87 3.87 3.87
2000 391 391 391 391 391 3.91 3.90 3.91 3.91 3.91 3.91 3.91
2050 395 395 395 395 395 3.9 3.95 3.95 3.95 3.95 3.95 3.95
2100 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
2150 4.06 406 405 4.06 4.06 4.06 4.05 4.06  4.06 4.06 4.06 4.06
Continuda...
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A26. Continuacion.

2200 412 412 4141 412 412 412 4.11 412 412 4.12 4.12 4.12
2250 418 419 418 418 4.18 4.19 4.18 418 4.19 4.19 4.19 4.18
2300 426 426 425 426 426 4.26 4.25 426 4.26 4.26 4.26 4.26
2350 434 434 433 434 434 434 4.33 434 434 4.34 4.34 4.34
2400 4.43 443 442 443 443 443 4.42 4.43 443 4.43 4.43 4.43
2450 452 453 452 452 453 453 4.52 452 453 4.53 4.53 4.52
2500 4.63 463 462 463 463 4.63 4.62 4.63  4.63 4.64 4.63 4.63
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A27.Valor de hsen funcion de la temperatura.

T (K) Cim2 Cc1M3 c2m4 C2M6 c2m7 Chi02 EdoMex Mich SLP02 SLP05 SLP10 SLP11
298.15 -2476.60 -2473.86 -2482.03 -2474.92 -2477.46 -2472.88 -2486.38 -2479.65 -2475.03 -2476.34 -2478.37 -2480.14
300.00 -2473.89 -2471.16 -2479.33 -2472.21 -2474.76 -2470.17 -2483.68 -2476.95 -2472.33 -2473.63 -2475.67 -2477.44
350.00 -2395.65 -2392.92 -2401.10 -2393.96 -2396.54 -2391.92 -2405.47 -2398.72 -2394.10 -2395.42 -2397.46 -2399.22
400.00 -2308.02 -2305.29 -2313.47 -2306.31 -2308.92 -2304.28 -2317.88 -2311.10 -2306.47 -2307.81 -2309.87 -2311.61
450.00 -2211.62 -2208.90 -2217.09 -2209.90 -2212.54 -2207.88 -2221.53 -2214.72 -2210.09 -2211.45 -2213.52 -2215.25
500.00 -2107.08 -2104.36 -2112.56 -2105.34 -2108.02 -2103.33 -2117.04 -2110.20 -2105.56 -2106.94 -2109.02 -2110.74
550.00 -1994.97 -1992.26 -2000.47 -1993.22 -1995.94 -1991.21 -2004.99 -1998.11 -1993.46 -1994.86 -1996.97 -1998.66
600.00 -1875.86 -1873.15 -1881.37 -1874.08 -1876.85 -1872.08 -1885.94 -1879.02 -1874.36 -1875.79 -1877.91 -1879.59
650.00 -1750.27 -1747.56 -1755.80 -1748.47 -1751.29 -1746.48 -1760.42 -1753.45 -1748.78 -1750.24 -1752.38 -1754.04
700.00 -1618.70 -1616.01 -1624.25 -1616.89 -1619.75 -1614.91 -1628.93 -1621.92 -1617.24 -1618.72 -1620.89 -1622.52
750.00 -1481.65 -1478.96 -1487.22 -1479.82 -1482.74 -1477.84 -1491.96 -1484.90 -1480.20 -1481.72 -1483.91 -1485.52
800.00 -1339.57 -1336.88 -1345.16 -1337.71 -1340.68 -1335.74 -1349.96 -1342.84 -1338.14 -1339.69 -1341.89 -1343.49
850.00 -1192.87 -1190.19 -1198.49 -1190.99 -1194.02 -1189.03 -1203.35 -1196.18 -1191.46 -1193.05 -1195.28 -1196.84
900.00 -1041.97 -1039.30 -1047.61 -1040.06 -1043.16 -1038.12 -1052.54 -1045.31 -1040.58 -1042.20 -1044.46 -1046.00
950.00 -887.24  -884.58  -892.91 -885.30  -888.47  -883.37 -897.90 -890.62 -885.87 -887.53  -889.81 -891.33

1000.00 -729.03 -726.37 -734.73 -727.07 -730.30 -725.14 -739.79 -732.44 -727.68 -729.38 -731.69 -733.18
1050.00 -567.67  -565.01 -573.39  -565.67 -568.97 -563.76  -578.53  -571.11 -566.34  -568.07  -570.41 -571.87
1100.00 -403.44 -400.80 -409.20 -401.42 -404.79 -399.52 -414.41 -406.93 -402.13 -403.91 -406.28 -407.71
1150.00 -236.64 -233.99 -24242  -23458  -238.02 -232.69 -247.71 -240.16  -235.35 -237.16  -239.56  -240.97
1200.00 -67.49 -64.85 -73.30 -65.40 -68.91 -63.52 -78.67 -71.05 -66.22 -68.08 -70.50 -71.88
1250.00 103.78 106.42 97.93 105.90 102.32 107.78 92.49 100.18 105.03 103.13 100.68 99.32
1300.00 276.98 279.61 271.09 279.13 275.47 281.00 265.56 273.34 278.21 276.27 273.78 272.45
1350.00 451.93 454.57 446.00 454.11 450.38 455.98 440.40 448.25 453.15 451.17 448.65 447.33
1400.00 628.50 631.14 622.53 630.71 626.91 632.57 616.84 624.77 629.70 627.68 625.13 623.83
1450.00 806.57 809.22 800.55 808.81 804.94 810.67 794.78 802.79 807.76 805.70 803.11 801.83
1500.00 986.04 988.71 979.98 988.33 984.38 990.19 974.13 982.23 987.23 985.13 982.51 981.24
1550.00 1166.87 1169.55 1160.75 1169.18 1165.17 1171.05 1154.82 1163.00 1168.05 116591 1163.26 1162.00
1600.00  1349.00 1351.70  1342.83 1351.35 1347.27 1353.22 1336.81 1345.09 1350.19  1348.01 1345.32  1344.07
1650.00 153242 1535.15 1526.19 1534.81 1530.66 1536.69 1520.09 1528.47 1533.62 1531.41 1528.69 1527.43
1700.00 1717.16 1719.92 1710.86 171958 1715.37 172148 1704.68 1713.15 171836 1716.12 1713.37 1712.10
1750.00 1903.24 1906.04 1896.87 1905.69 1901.43 1907.61 1890.62 1899.19 1904.47 1902.20 1899.40 1898.13
1800.00 2090.74 2093.59 2084.30 2093.23 2088.91 2095.17 2077.96 2086.64 2091.99 2089.70 2086.87 2085.57
1850.00 2279.74 2282.65 2273.22 228227 2277.90 228425 2266.81 2275.59 2281.03 2278.71 2275.85 2274.52
1900.00 2470.37 2473.34 2463.76 247293 2468.52 247495 2457.28 2466.17 247170 2469.37 2466.46 2465.10
1950.00 2662.77 2665.82 2656.06 2665.37 2660.91 2667.43 2649.51 2658.51 2664.15 2661.80 2658.86 2657.45
2000.00 2857.11 2860.24 2850.29 2859.74 2855.25 2861.85 2843.67 2852.80 2858.55 2856.19 2853.21 2851.74
2050.00 3053.58 3056.81 3046.65 3056.24 3051.73 3058.42 3039.96 3049.22 3055.09 3052.73 3049.71 3048.17
2100.00 325241 3255.75 3245.36  3255.11 3250.57 3257.35 3238.60 3247.99 3254.01 3251.65 3248.59 3246.97

Continua...
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A27. Continuacion.

2150.00 3453.84 3457.30 3446.65 3456.57 3452.02 3458.90 3439.84 3449.36 345553 3453.18 3450.08 3448.37
2200.00 3658.15 3661.75 3650.82 3660.91 3656.36 3663.33 3643.95 3653.61 3659.95 3657.61 3654.47 3652.65
2250.00 3865.64 3869.39 3858.15 3868.43 3863.89 3870.95 3851.22 3861.04 3867.57 3865.24 3862.07 3860.11
2300.00 4076.63 4080.55 4068.97 4079.46 407492 4082.09 4062.00 4071.97 4078.70 4076.40 4073.18 4071.09
2350.00 4291.47 429559 4283.63 4294.34 4289.82 4297.09 4276.62 4286.75 4293.70 4291.44 4288.18 4285.93
2400.00 4510.55 4514.87 4502.52 4513.45 4508.97 4516.34 449546 4505.77 451295 4510.74 4507.43  4505.00
2450.00 4734.26 4738.82 4726.02 473719 473276 4740.24 4718.93 4729.42 4736.86 473470 4731.35 4728.72
2500.00 4963.04 4967.85 4954.58 4966.00 4961.63 4969.23 4947.46 4958.13 4965.86  4963.75 4960.37  4957.52
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A28. Evolucion de la entalpia de vaporizacion con respecto a la

temperatura.

T (K)

Cim2

CiMm3

c2m4

C2Mmé

c2m7

Chi02

EdoMex

Mich

SLP02

SLP05

SLP10

SLP11

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

825

850

860

870

880

890

900

910

920

930

940

950

421.998941

396.330819

383.14817

369.220918

354.426322

338.605024

321.543954

302.947494

282.385335

259.18908

231.474092

215.160987

196.896709

188.880965

180.35539

171.220423

161.34023

150.5213

138.471622

124.713496

108.363718

87.4032915

54.1492986

421.879904

396.213591

383.039677

369.121875

354.337605

338.527734

321.479517

302.89783

282.353169

259.17857

231.496868

215.202478

196.96207

188.958033

180.445917

171.326726

161.465489

150.670093

138.650992

124.935343

108.651361

87.8166512

55.0124239

422.824069

397.138533

383.954896

370.028528

355.237332

339.422897

322.373601

303.796158

283.264271

260.117101

232.525501

216.280071

198.112629

190.148222

181.684465

172.625397

162.840732

152.146033

140.265356

126.752829

110.800005

90.6249141

60.1467277

421.612337

395.948885

382.776155

368.859021

354.074716

338.263834

321.213205

302.627022

282.074597

258.886724

231.170057

214.856039

196.587265

188.568088

180.037667

170.895904

161.006126

150.173422

138.103253

124.3128

107.906486

86.8243118

53.0691121

422.418079

396.745883

383.558783

369.627586

354.829764

339.00628

321.944559

303.349799

282.793117

259.608842

231.932739

215.641569

197.409972

189.411983

180.908084

171.800085

161.954278

151.18064

139.193377

125.527192

109.328327

88.6728881

56.558792

421.514573

395.854949

382.680498

368.761213

353.974199

338.159857

321.104735

302.512572

281.951909

258.752106

231.009666

214.68163

196.393345

188.363999

179.821444

170.664908

160.756674

149.900121

137.797652

123.960327

107.477911

86.2420535

51.8767474

423.893045

398.192326

384.994544

371.054991

356.252022

340.427915

323.372125

304.79314

284.26778

261.141185

233.63173

217.431435

199.332581

191.405806

182.988189

173.986705

164.275579

153.677709

141.930037

128.61188

112.972617

93.4053574

64.8415199

422.607487

396.929912

383.741814

369.809958

355.011941

339.188909

322.128573

303.536586

282.98486

259.809223

232.157037

215.878699

197.665756

189.677753

181.185941

172.092859

162.265917

151.516928

139.563345

125.946318

109.827232

89.3302578

57.7774726

422.104683

396.435365

383.256619

369.333975

354.544896

338.730317

321.677606

303.09184

282.543882

259.367509

231.69231

215.401491

197.167729

189.16772

180.660797

171.548387

161.696179

150.913153

138.911712

125.222934

108.984379

88.2439881

55.800824

422.589736

396.914142

383.729933

369.802374

355.009164

339.191593

322.137586

303.553126

283.010666

259.847028

232.215138

215.948418

197.750733

189.770371

181.287459

172.204948

162.390878

151.658083

139.725815

126.138742

110.066435

89.6586066

58.4032564

423.01404

397.332525

384.141774

370.207948

355.408901

339.586158

322.528013

303.941072

283.398887

260.240401

232.635787

216.384109

198.209916

190.242648

181.77593

172.7138

162.925975

152.228037

140.344093

126.828416

110.872987

90.6974577

60.2330295

422.934961

397.251703

384.062974

370.131205

355.334243

339.5136

322.457549

303.872649

283.332363

260.175454

232.570724

216.318544

198.14305

190.174901

181.706993

172.643252

162.853216

152.152177

140.263725

126.741102

110.773882

90.5741954

60.026351
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AQUI TERMINAN LOS CAMINOS Y LOS DIAS
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