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SOLICITANTE  : AEP-ADVANCED ECOPOWER PATENTS SA.

| JUAN CARLOS URIBE RESTREPO, mayor de edad, domiciliado en la ciudad de
' Bogota D.C., Repiiblica de Colombia, abogado titulado e identificado como aparece al pie

de mi firma, en mi calidad de apoderado de AEP-ADVANCED ECOPOWER PATENTS
SA, atentamente manifiesto que estando dentro del término de ley y por orden expresa de

. mis representados, como resultado del examen de fondo realizado con fundamento al

articulo 45 de la decision 486 de la Comunidad Andina de Naciones, me permito presentar
respuesta al Oficio de la referencia, bajo los siguientes.

1. REQUISITOS DE FORMA

1.1  El sefior examinador se refiere a que el titulo no es claro y que se debe modificar
puesto que no incluye los componentes. Para tal efecto, presento a ese despacho el
titulo corregido con base en dicha sugerencia: “METODO PARA LA
PRODUCCION DE UNA PLANTA DE TABACO MUTAGENIZADA DE
ALTA CAPACIDAD DE PRODUCCION DE SEMILLAS?”.

1.2 Seguido, el sefior examinador afirma que las reivindicaciones 1 a 6 y 12 se refieren
a materia no patentable con base en el Articulo 20, literal ¢, de la Decisién 486 de
la Comunidad Andina de Naciones por referirse a que no seran patentables las
plantas, los animales y los procedimientos esencialmente biolégicos para la
produccién de plantas o animales que no sean procedimientos no biol6gicos o
microbiolégicos. De igual forma se refiere a que las reivindicaciones 7, 8 y 13 no
son patentables por referirse al uso con base en el articulo 14 de la nombrada
Decision 486. Adicionalmente, el sefior examinador se refiere a que la
reivindicacion 11 no es clara por qué no describe la estructura de los vectores de
transformacion y define que el literal g) no es patentable con base en la norma.
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Igualmente agrega que las reivindicaciones 18 a 23 no son claras puesto que no
caracterizan la materia a proteger por sus componentes y proporciones.

1.3 En respuesta a tales requerimientos, nos permitimos presentar a ese despacho un
nuevo capitulo reivindicatorio con el fin de precisar y limitar la invencién dentro
de la Norma. Dicha modificacion comprende:

1.3.1 Las reivindicaciones 1 a 8 y 12 tal y como se habia presentado, en
referencia a las plantas y las semillas han sido eliminados y las
reivindicaciones siguientes se han reenumerado en consecuencia. Por lo
tanto, las reivindicaciones 9 y 10 originalmente presentadas inicialmente
ahora corresponden a las nuevas reivindicaciones modificadas 1 y 2 y se
han redactado y reenumerado definiendo el método con base en las
sugerencias presentadas por ese despacho.

1.3.2 Por lo tanto, las reivindicaciones dependientes de estas nuevas
principales, ahora comprende las reivindicaciones 3 a 19, teniendo en
cuenta que se han reformado aquellas que antes se referian al uso o se ha
precisado la materia sobre la cual busca proteccion segiin el caso y todas
se han reenumerado de manera que aquellas presentadas originalmente
como 11 y 13 a 23, ahora corresponden a las reivindicaciones 8 a 19.

1.4 Respecto a la descripcién, el sefior examinador se refiere a que no define el
biodiesel y los complementos alimenticios por sus componentes o caracteristicas.
De igual forma, indica que la descripcién menciona plantas transformadas con
vectores que codifican enzimas de interés para modificar la composicién y
cantidad de aceite producido por la semilla de la planta en el folio 48, pero no
divulga cuales son esos vectores usados ni cuales las secuencias recombinantes
introducidas. En ese sentido, remito al sefior examinador a la descripcion, para
precisar dichos requerimientos, donde afirma que dicha planta se transforma por

modificacién en los puntos €) y g) con uno o mas vectores de expresion que
comprende un:

“casete de expresion especifico de semilla que comprende, ordenados desde
9’ a 3' una secuencia de ADN que codifica para un promotor de un gen
especifico de la planta para la expresion en érganos de almacenamiento de
semillas; una secuencia de ADN que codifica para una secuencia de sefiales
de una proteina de la planta capaz de dirigir dicha proteina al reticulo
endoplasmdtico (ER); una secuencia de ADN que codifica para una
secuencia de sefiales capaz de dirigir la proteina al pléstido o una secuencia



de ADN que codifica para una secuencia de sefial capaz de anclar la
proteina a la ER; una secuencia de ADN que codifica para una proteina
seleccionada del grupo que comprende los genes la acetil-CoA carboxilasa
(ACCasa), aciltransferasa de diacil-glicerol (DGAT), lisofosfatidato
aciltransferasa (LPAT), fosfatidato fosfohidrolasa (PAPasa), proteina
transportadora de acilo (ACP), malonil-CoA: ACP transacilasa, cetoacil-
ACP sintasa (KAS), cetoacil-ACP reductasa, 3-h id roxiacil des hid rasa AC
P, e noi I-'AC P red uctasa, Estearoil-desaturasa ACP, acil-tioesterasa ACP,
glicerol-3-fosfatoaciltransferasa, I-acil-sn-glicerol-3-fosfato
aciltransferasa,  citidina-5-difosfato  sintasa  diacilglicerol,  sintasa
glicerofosfato fosfatidil, fosfatidil glicerol-3-fosfato fosfatasa , FA O 1-8
desaturasa, fosfatasa de dcido fosfatidico, monogalactosil sintasa glicerol
diacilo, digalactosil sintasa glicerol diacilo, proteinas de biosintesis
sulfolipida, sintasa acil-CoA de cadena larga, glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (GPAT), diacilglicerol colina fosfotransferasa, sintasa de
Josfatidilinositol,  acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa, acil-ACP
desaturasa, desaturasa lineoilo, desaturasa esfingolipidos, oleato 12-
desaturasa, acetilenasa de dcidos grasos, epoxigenasa de dcido graso,
diacilglicerol quinasa, colina fosfato citidil transferasa, colina quinasa,
Josfolipasa, descarboxilasa fosfatidilserina, fosfatidilinositol quinasa,
cetoacil-CoA sintasa, factor de transcripcién CER, oleosina, 3-cetoacil-Cod

tiolasa, acil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa, acil-CoA oxidasa, y
una serfial de poliadenilacion”.

Ahora bien, para definir el producto biodiesel, la descripcién expresa que se
produce a partir de:

“la produccién de biomasa para la conversién bioquimica o para la
conversion termoquimica por combustion directa, carbonizacion, pirélisis,
gasificacion, digestion anaerobia, digestion aerobia, fermentacion
alcohélica o procedimientos de explosién de vapor”.

Y adelante define que para producir el biodiesel, se:

“produce una torta de aceite resultante del prensado de la semilla que,
como alternativa a su uso en alimentacién animal, puede utilizarse como
combustible solidd precipitado en las plantas de carbon o biomasa
granulados debido a su poder calorifico superior a 4.950 Kcal /Kg”
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En materia de alimento define que:

“produce una torta de aceite, resultante del prensado de la semilla, con un
contenido de aceite de forma variable de alrededor del 6 a 12% y un
contenido de proteinas de alrededor del 35%, que es ideal para la oferta

alimentaria de alimento para animales debido a su alto contenido de dcidos
grasos de omega 6 (acida linoleico)”.

Las modificaciones propuestas en las reivindicaciones se establecen conforme lo
solicita el sefior examinador en su escrito, de manera que estos cambios y la nueva
redaccion de las reivindicaciones, no implican una adicién a la invencién
inicialmente propuesta, sino que hace referencia a las indicaciones del sefior
examinador con el fin de precisar y aclarar la invencién.

2 LA INVENCION REIVINDICADA Y LA EXCEPCION A LA
PATENTABILIDAD INDICADA.

Es de aclarar que la descripcion de la presente solicitud ensefia paso a paso un
método para obtener una gran cantidad de semillas de plantas de tabaco, las etapas
de mutacioén (por ejemplo, por mutagénesis quimica de las semillas, ya sea por
induccién de mutagénesis somatica in vitro), los pasos de seleccién y todos los
pasos definidos en las reivindicaciones que caracterizan el método (por favor,
tener en cuenta que la proyeccién de produccion se hace cominmente mediante la
siembra de metros cuadrados y no por hectireas de terreno con la consecuente
extrapolacién de los resultados a escala por hectirea). La invencién también
proporciona ejemplos especificos para cada etapa del método. Por lo tanto, el

soporte completo para llevar a cabo el método de la invencién se proporciona en
la descripcion.

En la comunicacién emitida por ese despacho, el sefior examinador ha
argumentado que también las reclamaciones 9 a 11 se refieren a métodos no

patentables puesto que supuestamente se refieren a métodos "esencialmente
biolégicos".

En principio, se puede argumentar que si un proceso contiene, dentro de las etapas
de cruzamiento sexual y seleccion, una etapa adicional de naturaleza técnica, en la
cual el paso por si mismo introduce una caracteristica en el genoma o modifica una
caracteristica en el genoma de la planta producida, de modo que la introduccién o
modificacién de esa caracteristica no es el resultado de la mezcla de los genes de



las plantas elegidas para cruzamiento sexual, entonces el proceso no puede ser
considerado como un "procedimiento esencialmente biolégico". En el presente
caso, los experimentos y andlisis llevados a cabo por el inventor para hacer las
plantas de la invencién, demuestran que la caracteristica de "alta produccion de
semillas" ha sido gracias a la introduccion por mutagénesis en comparacion con la
planta que antes de la mutagénesis, producia drasticamente menos semillas. Los
pasos subsiguientes selectivos conllevados en el producto mutagenizado, permite
la identificacién de la alta produccion de semillas mutantes obtenidas. Por lo tanto,
la caracteristica de la "alta produccion de semillas", es el resultado concreto
realmente alcanzado y fécilmente controlable por medio de deteccién simple entre
las plantas tratadas. Asi, el método comprende una etapa que tiene un impacto
decisivo sobre el resultado obtenido, llevado a cabo por el hombre, que no esta
calificado como un cruzamiento sexual y una seleccién y por el contrario tiene un
cardcter técnico, ya que requiere la presentacion de las plantas para la mutagénesis
quimica o fisica, sin que las plantas no produzcan una cantidad de semillas
mayores que los reportados en la literatura (por ejemplo, 4000, 5000, 6000, 7000,
8000 o 9000 kilogramos por hectirea cuando se siembra en la condicion
establecida en el experimento 1 de 100000 plantas/ha o como se describe en la
pagina 9 a una densidad de alrededor de 125.000 plantas/ha). Como se desprende
de los datos experimentales, las plantas antes de la etapa de mutagénesis no
muestran las mismas caracteristicas de las plantas seleccionadas después de los
pasos de mutagénesis. Estos datos demuestran que tanto la etapa de mutagénesis
reivindicada es esencial para la obtencién de la introduccién de las nuevas
caracteristicas en el genoma. Ademés, el método comprende una etapa de
reconstitucion in vitro de la planta a partir de un callo obtenido a partir de células
de la hoja, lo que permite obtener una planta homogénea, que lleva el rasgo
deseado en todos los tejidos, (cfr. la etapa c. del método), la cual no puede ser
clasificado como un método esencialmente biolégico. El hecho de un método que
comprende la etapa a. en el que la mutagénesis es inducida artificialmente, y el
paso c. de la reconstitucién in vitro de una planta a partir de un callo meséfilo,
comprende también una etapa de seleccion de los mutantes deseados obtenidos en
a. y de la seleccién ulterior de las plantas manteniendo los caracteres deseados
obtenidos en c. no se puede transformar un método tecnolégico en un proceso
esencialmente biolégico. Como se indica en la siguiente tabla, anexa con caracter
ilustrativo, informa los "mejores mutantes", con varias plantas que han sido
obtenidas por el solicitante con las propiedades deseadas con el método descrito y
reivindicado en la presente solicitud. Las plantas se han obtenido por el cruce ya
sea dentro de la misma especie o entre especies por cruce y presentando
preferiblemente las semillas a mutagénesis quimica o fisica, o bien presentando el
apice vegetativo a mutagénesis somatica in vitro y, posteriormente, por la




regeneracion de las plantas mutadas. Ambos procedimientos son conocidos por
causar alteraciones en el ADN. La posterior seleccion y cruce opcional se llevan a
cabo con el fin de identificar qué las plantas mutadas objetivamente tienen el
fenotipo deseado y con el fin de verificar la herencia de la misma. Los datos
experimentales proporcionados en la presente memoria a continuacién demuestran
que la etapa de alteraciéon del ADN es esencial para obtener un fenotipo de alta
produccién de semilla lo que no se logré sin el mutagenizado de la planta.
Mutantes nombrados como pLT103 y pLT100 se obtuvieron a partir de hojas
comerciales, de las variedades que tienen una produccién maxima de unos 1000 kg
de semillas/ha, (TC528, TC 531, TC 542 en promedio de produccién de 850 kg
semilla/ha), mientras que las plantas pLT104 (N. tabacum x N. sylvestris), pLT102
(N. tabacum x N. quadrivalvis), pLT101 (N. tabacum x N. tomentosiformis), todo
parental, con excepcion de N. tabacum, que produce menos que 500 kg/ha, donde
las semillas fueron obtenidas por cruzamientos interespecificos que producen
plantas estériles (es decir, sin semillas) y que fueron sometidos a mutagénesis
somatico in vitro mediante métodos de cultivo de embriones e induccion
poliploids por tratamiento con el mutigeno colchicina (ver la pagina 8 de la
solicitud presentada originalmente), dando lugar a las plantas presentan en la tabla
a continuacién. Los mutantes se seleccionaron de acuerdo con los parametros
reivindicados y la seleccion final para verificar la productividad de las semillas se
hizo en invernadero en una parcela de 10 m2, donde se calculé la densidad de las
plantas en escala (12,5 plantas/m2 equivalente a 125000 plantas/ha) (1 ha = 10.000
m2). Varios individuos con un fenotipo de alta produccion de semilla se
obtuvieron y como ejemplo se presentan en la tabla siguiente:

Nombr
DendSIda Semilla/pl Kg de DendSlda Semilla/pl Ke ;:g
CRUZAMIE | (planta/| , *™ |Semil (planta/| 202 |semil| de
NTO m2) | ©2m09) " Metodo | m2) | ™09 |71 Inuaci
Ha Ha on
[Mutagene
S1S
TC528xTC53 uimica IPLT
1 12.5 10.0 1250}3 125  W5.97 5746 (103
Seleccion.
utagene
TC528xTC54 is {PLT
D 12.5 9.5 1187 |Quimica [12.5 35.61 4451 {100




Seleccion.
[Mutagene
Sis
Somatica PLT
N. tabacum x [12.5 [0 0 in vitro y |12.5 34.69 4336 104
IN. sylvestris rSelecci()n.
utagene
Sis
N. tabacum x Somatica PLT
N. 12.5 j0 0 in vitro y [12.5 32.76 4095 1102
quadrivalvis Seleccion.
utagene
N. tabacum x is
N. Somatica IPLT
tomentosiform|12.5 |0 0 in vitro y {12.5 32.00 4000 101
is Seleccion.
SIN
VENTO
TC 501 E
[eaf variety [12.5 6.8 850 UTACI12.5 [6.8 850
(control) N

La tabla a continuacion presenta una densidad de semillas por m2 y la produccién
de semillas calculado por hectirea (ha) de las plantas experimentales en
comparacion con las semillas de alta produccion por hectarea (ha) que se revela en
la técnica anterior.

2.4 Respetuosamente, llamo la atencion a ese despacho, el hecho que como se define

normalmente en genética, las mutaciones se definen como cambios heredables en
el material genético y no es causado por la recombinacion o la segregacion (de
hecho, la produccion de semillas de las plantas antes de la mutagénesis era o bien
la produccién de semillas estdndar para las variedades de hoja pero no para la
produccién en todos los hibridos). Los resultados experimentales obtenidos en las
parcelas también estin apoyados por los resultados obtenidos en campo abierto
donde el Mutante pLT103 tuvo los siguientes resultados, donde el ensayo se inicié
en octubre de 2009, cuando las condiciones meteorolégicas (temperatura de la
noche era entre 9 y 12°C y la temperatura del dia era entre 15 y 25°C), seglin un



profesor experto de la Estacién Experimental del Tabaco, no eran adecuados para
el tabaco, pues por lo general se siembran en abril en esa zona, donde:

‘ 2.4.1 La parcela esta en campo abierto y se trasplantan las plantas de 15-20 cm de
altura.

| 2.4.2 Acerca de 760 metros cuadrados se utilizaron para el ensayo con una

densidad de 80.000 plantas por hectérea (50 cm entre las filas y 25 cm de
! distancia entre si en la fila).

| 2.4.3 Los plantas estaban listas para el trasplante en diciembre.

2.4.4 La primera cosecha se ha hecho el 12 de mayo con 100 plantas elegidas al
| azar, con corte de la inflorescencia hacia la ultima hoja.

2.4.5 El peso promedio de semillas por planta fue de 140 gr.
2.4.6 Se consideran 80.000 piantas / Ha para producir 11,2 Ton / Ha.

2.4.7 Sin embargo, con el control del nimero de plantas hecho el 12 de mayo
(considerando falacias y la irregularidad del disefio de trasplante) el numero

| total de plantas debe ser un poco mas de 60.000 plantas / ha, con una
produccion estimada de 8,4 Ton / ha.

2.4.8 Las plantas se mantendran durante la segunda cosecha que deberia estar
listas en 60 dias.

2.4.9 El érea de la prueba se utiliza normalmente para el ensayo del tabaco y las

\ enfermedades endémicas en que los suelos son: TMV, la mancha anular,
Phytophthora y Peronospora (entre otros).

' 2.4.10 No hay rastro de virus y hongos presentes en las plantas.

De acuerdo con el resultado obtenido en el campo, hay una produccién promedio
de alrededor de 1400 Kg de semillas/ha por 10000 plantas/ha (véanse los puntos
| 2.3.6 y 2.3.7 anteriores). El calculo se hace facilmente de la siguiente manera: En

el item 2.3.6 anterior, se informa una densidad de $80.000 plantas/ha con una
produccion de 11200 kg/ha, esto significa que 80.000 producen 11200 kg de
semillas que resulta en una produccién de 11200:8 = 1400 Kgs por 10.000 plantas.
Asimismo, el punto 2.3.7 informa una densidad de 60.000 plantas/ha con una
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produccion de semillas de 8400 kgs/ha, esto significa que las plantas producen
60.000 8400 kg de semillas que resulta en una produccién de 8400:6 = 1400 kg de
semillas por 10.000 plantas. Una densidad de plantas como se describe en las
reivindicaciones (100.000 plantas/ha) proporcionaria una produccién de 14000 Kg
/ ha. Como se desprende de los datos experimentales anteriores, no sélo las plantas
de la invencion se pueden obtener de una manera repetible por el método descrito,
sino que es posible obtener varias plantas de alta produccién de semillas, con lo
que la etapa de mutacién se demuestra y es esencial para proporcionar las plantas
de alta produccion de semillas segin la materia reivindicada. En los casos en los
que se indujo mutacién quimica, la produccién de semillas de la planta antes de la
mutacion estaba dentro de la productividad de los rangos reportados en la
literatura, en el caso de mutagénesis somética in vitro, llevada a cabo segun la
tabla anterior, las plantas antes de la etapa de mutagénesis no mostraron las
caracteristicas de las plantas seleccionadas después de los pasos de mutagénesis,
demostrando asi que la etapa de mutagénesis reivindicado es esencial para la
obtenci6n de la introduccion de los nuevos rasgos en el genoma.

Asi las cosas, de lo anterior se desprende que el procedimiento reivindicado no
entra en la definicion de "procedimiento esencialmente biolégico", por lo que si es
objeto de patente con base en la norma, la Decisién 486 de la Comunidad Andina
de Naciones.

Por lo tanto, los cambios a las reivindicaciones del nuevo capitulo anexo a la
presente, estan encaminados en este sentido, con base en los argumentos antes
expuestos, esperando sea acogido por ese despacho y en consecuencia, no sea
objetado como un procedimiento esencialmente biolégico.

3. ANALISIS DE PATENTABILIDAD.

Respecto al examen de patentabilidad, el sefior examinador hace referencia los
siguientes documentos del estado de la técnica:

D1 - EP0257993. 1988.

D2 - PLANT CELL PHYSIOL. 2002. Pag: 1518 - 1525.
D3 -HOWTOPEDIA. 2008.

D4 — BIOMASS AND BIONERGY. 2005.

Conforme se ha definido en el Oficio, el sefior examinador alega que la materia
descrita en la reivindicacién 11 no son nuevas pues lo contenido est revelado con
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anterioridad en los documentos D1 y D2; que las reivindicaciones 14 a 18 no son

nuevas pues se ven afectadas por el documento D3; y, que la clausula 19 no es
nueva frente al documento D4.

Respecto al documento D1, divulga un fragmento de acido nucleico que codifica
un acetolactato sintasa que proporcione resistencia a herbicidas. Este fragmento de
acido nucleico contiene al menos una mutacion de nucleétidos qua resulta en un
cambio da aminoacido en una de las siete regiones de homologia conservadas
sustancialmente. Esta mutacién da como resultado la produccién de una proteina
acetolactasa sintasa que contiene mayor resistencia a los compuestos herbicidas de
sulfonilurea en comparacion con la proteina de tipo silvestre. D2 revela por su
parte plantas de tabaco que contienen genes que codifican para Acetyl-CoA
Carboxliasa que se encuentra relacionado con el metabolismo de 4cidos grasos de

la semilla, y evalua la producci6n de dichos compuestos en la planta transformada
y en su progenie.

Como tal, con base en los documentos D1 y D2, afirma el sefior examinador
entonces que la mutacién de las plantas con el fin de desarrollar fenotipos
deseados segun la reivindicacién 11 se utiliza con frecuencia en la técnica anterior,
basado en la evidencia del procedimiento de mutagénesis de dichas anterioridades.
El sefior examinador ha dirigido su comparacién a la utilizacién de mutagénesis
con el fin de obtener un fenotipo deseado pero, por un lado considera sélo los
pasos de cruce (cuando objeta la "biolégica esencial" la naturaleza del método yla
no patentabilidad con base en la norma) y en el otro lado considera sélo la parte
del método de mutagénesis, privandolo de los pasos esenciales (tal como el g) que,
en conjunto, proporcionan el resultado deseado. Segiin la presente invencion, el
método indica que la planta debe ser mutada y proporciona, después de la
mutacion, la ensefianza de los pardmetros fenotipicos que permiten que el experto
en la materia pueda identificar las plantas con los caracteres deseados después de
dicha mutagénesis, con la debida aplicacién que permite al experto en la materia
obtener plantas que producen una cantidad de semillas que nunca se ha descrito en
la técnica anterior. Ninguna ensefianza de la técnica anterior sugiere la presente
solucién de la mutagénesis de semillas y la regeneracion in vitro de meséfilo junto
con los pasos de seleccion que figuran en la actual nueva reivindicacion 1, de
manera que pueda proporcionar altas producciones de semillas de tabaco. El
método por lo tanto no se puede objetar simplemente en el hecho de que la
mutagénesis es una técnica conocida también para las plantas. Por lo tanto, el
sefior examinador no ha proporcionado un tnico documento que ensefia a
transformar plantas de tabaco en biofarma para la produccién de semillas (semilla
es siempre un subproducto en la técnica anterior) y la forma de lograr este
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objetivo. Ademds, el examinador no ha proporcionado la técnica anterior que
ensefie o sugiera ¢l fenotipo de la planta que el experto tiene que seleccionar con el
fin de obtener la mas adecuada, como mutante de alta produccién. Por el contrario,
los documentos citados hacen referencia exactamente es a la técnica anterior
puesto que ensefian que las plantas individuales que expresan el doble de la
cantidad de semillas con respecto a la planta de la que derivan, son las plantas de
Madoka et al., 2002. Plant Physiol celular. 43:1518-1525 (citado en el informe
como D2) de manera que en la pagina 1522, 1ltima linea de la columna 1 y la
primera linea de la columna 2, que "las plantas transgénicas eran indistinguibles
de los de tipo salvaje" fenotipicamente mientras que el método de la invencién
ensefia un fenotipo bien definido que el experto tiene que buscar durante la
seleccion de los mutantes adecuados. Por lo tanto, la objecién afirmando que el
método es "no es novedoso" resulta infundado y sin apoyo.

En principio, todos los documentos citados en el informe de busqueda indican que
las semillas de tabaco son productos de desecho de la industria del tabaco
(Documento D2). Este documento D2, ensefia que las plantas de tabaco con la
produccion de semillas se duplico. El experto en la materia, a partir de la técnica
anterior no tendria ninguna ensefianza de que la planificacién de la produccién de
tabaco mediante la combinacién de las ensefianzas de D1 y D2. Ninguno de los
documentos ensefia o sugiere que las plantas deberian ser modificadas por
mutagénesis con el fin de producir mas semillas, y ninguno de los documentos
ensefia que la mutagénesis y la seleccion de un fenotipo particular podria dar lugar
al producto deseado. Los datos proporcionados anteriormente, sin embargo,
demuestran que la invencion reivindicada permite la produccién reproducible de

las semillas de alta produccién de plantas que tienen una produccién de semilla,
como se describe en la solicitud. '

El documento D3, se refiere a la produccién de aceite de semillas. La Tabla 1 del
presente documento indica claramente aceites de interés comun, mientras que en la
pagina 1 del documento D3 da otra lista de aceites comunmente interesantes, como
el de maiz, de girasol, de soja, coco, semillas de mostaza, de mani, de nueces de
Brasil y nueces de macadamia. No obstante, todas las semillas enumeradas en D3
son semillas que tienen un tamafio extremadamente mayor que el tamafio de las
semillas de tabaco. En la descripcion de la presente solicitud, se hace constar
expresamente que: "El método indicado anteriormente tiene, sorprendentemente,
un rendimiento mayor que 70%, que es un rendimiento totalmente inesperado,
dicho después de usar métodos de prensado sobre las semillas tan pequerias como
las del tabaco. En la presente invencion, en el que las plantas que tienen una alta
produccion de semillas se seleccionan con el objetivo de aumentar la produccién
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3.7

de aceite de tabaco por planta, el descubrimiento de que el método de prensado
aplicada sobre semillas de tabaco tiene un rendimiento comparable con el
rendimiento obtenible en semillas grandes de tamafio". Por lo tanto la novedad es
el alto rendimiento de un método que, en las semillas que tienen el tamafio de las
semillas de tabaco no es sugerido normalmente. En apoyo de esta afirmacion,
proveemos el documento Anexo 1 publicado en Eur. J. Lipid Sci.. Technol. 2009,
111, 513-518 y por Stanisavljevic 'al., el que indica en la pagina 1, columna 2,
parrafo segundo, que la extraccién de aceite de tabaco por presién en frio es nuevo
y es, sorprendentemente, el método de extraccion mas eficaz en comparacion con
otros métodos cominmente utilizados para ¢l tabaco.

Ahora bien, el documento D4, revela las caracteristicas de produccién de biodisel
que procede de aceite de semillas de tabaco que han sido transterificado con
metanol. Segin la presente invencion, los resultados experimentales, muestran que
hay una gran diferencia entre el aceite extraido mecénicamente y el extraido
quimicamente. En particular, en el contenido de cera en el informe 11LA01742
(Mecanica) (Anexo 2), la primera linea reporta valores de 64,4 mg / kg en
comparacion con la cantidad de cera en el aceite de extraccion quimica (método de
la técnica anterior) protocolo 11LA01745 (Anexo 3) que el contenido de ceras es
de 530,2 mg / kg. El contenido de cera extremadamente bajo del aceite extraido
mecanicamente hace el aceite inmediatamente adecuado para transterificacién con
metanol sin otras etapas de purificacion y hace que el aceite sea preferible como
biocombustible con un punto de fluidez (cfr. Tabla 2) que es mucho menor que la
del punto de vertido de aceite de tabaco descrito en la técnica (véase la Tabla 3 del
anexo 5) como el aceite de la invencion se caracteriza por un punto de fluidez de -
18 © C frente a un punto de congelacién de -14 ° C como da a conocer en la técnica
anterior. Por su parte, también adjuntamos el Anexo 4 que también ensefia que el
punto de fluidez es crucial para biodiesel, ya que no es deseado que el combustible
se solidifica a bajas temperaturas, por ejemplo, en invierno. Por lo tanto el aceite
obtenido por presion es extremadamente ventajoso por varias razones. Por tltimo,
pero no menos importante, la cantidad total de acidos grasos oxidados es de un
2,13% en la extraccion mecénica frente a un 9,51% con la extraccién de productos
quimicos. Otra diferencia en el aceite extraido mecénicamente (Anexo 4) muestra
un contenido de 4cido graso libre de 0,27% (otros datos muestran que el promedio
da un maximo de 1% de contenido de acidos grasos libres que es equivalente a un
indice de acidez mg de KOH / g de alrededor de 2) que, es extremadamente bajay
es adecuado para los combustibles, asi como para los suplementos dietéticos.
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3.8

3.9

3.10

3.11

Es importante aclarar que todos los anexos aportados con la presente, buscan
coadyuvar como prueba de novedad respecto al arte anterior y todos pertenecen a
publicaciones posteriores al 14 de marzo de 2007.

En conclusion, es evidente que no solo el método de las reivindicaciones se
considera objetivamente nuevos e inventivo por las personas expertas, sino
también que el aceite obtenido con dicho método tiene caracteristicas quimicas y
fisicas que lo hace facilmente distinguible de la del aceite extraido quimicamente
conocidos en la técnica y que dichas caracteristicas son deseables en un aceite para
ser usado s6lo o en combinacion con otros materiales, como biocombustible o para
los usos reivindicados en la presente solicitud.

Asi, basandose en los argumentos establecidos en la presente respuesta y con las
modificaciones propuestas en el nuevo capitulo reivindicatorio, los solicitantes
creen que los documentos D1 a D4 no anticipan el objeto de la presente invencion,
ya que no describen un método tal y como el que aqui se reclama. Por lo tanto,
estos documentos no son perjudiciales respecto al requisito d¢ NOVEDAD de la
invencién, ni contradice cualquier disposicién legal o reglamentario.

En consecuencia, a la luz de todo lo anterior, me permito solicitar a ese despacho,
esta solicitud sea concedida conforme el articulo 45 de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Sin embargo, incluso si el examinador lo
considera insuficiente en conjunto con las nuevas reivindicaciones o el
razonamiento que aqui se presenta, la solicitante ruega respetuosamente que se le
ofrezca una nueva oportunidad, a través un nuevo Oficio para expresarse sobre
cualquier tema en controversia.

4. FUNDAMENTO DE DERECHO

Fundamento esta remision en las normas legales siguientes:

4.1

4.2

4.3

Numeral 1 del articulo 586 del Cédigo de Comercio.
Articulo 43 de la Decision 486 de la Comisi6n del Acuerdo de Cartagena.

En las deméas normas concordantes.
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2.1 Nuevas reivindicaciones.
2.2 Anexo 1: comparison of techniques for the extraction of tobacco seed oil.
2.3 Anexo 2: informe 11LA01742.

' 24 Anexo 3: protocolo 11LA01745

2.5 Anexo 4: informe 10LA01350

2.6 Anexo 5: tobacco seed oil as an alternative diesel fuel: physical and chemical
properties

3 NOTIFICACIONES

| Para efectos de notificaciones que por disposicién del articulo 50 del Decreto 01 de 1984

' debe hacer su Despacho, informo que mi representada y la suscrita recibiremos
notificaciones en la Secretaria de su Despacho o en mis oficinas de abogado situadas en la
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UAN CARLOS URIBE TREPO
CC. No. 79.159.313
T.P.A. 54.493 del C.S. dela .

4290210264033/JFN
COLO 5769 0301 42990

Calle 93B No. 12-48 P. 4 » Bogota D.C., 110221 Colombia
Tel: (571) 601 9660 - 621 5810 « Fax: (571) 611 4209 - 635 1914
e-mail: tum@tumnet.com e Website:www.tumnet.com
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccion de una planta de tabaco mutagenizada de alta
capacidad de produccion de semillas caracterizada perque produce una cantidad
de semillas de por lo menos 4.000Kg por hectérea, a una densidad de siembre de
por lo menos 125.000 plantas por hectérea, que comprende los siguientes pasos:

a)  someter a mutagénesis las semillas producidas por los cruces iniciales entre
los individuos de la misma especie pertenecientes al tipo silvestre o a
variedades seleccionadas;

b) permitir que las semillas germinen y seleccionar las 5 plantas de las
generaciones M2-M4 de acuerdo con los siguientes parametros:

i.

ii.

iii.

la presencia de una o mas caracteristicas fenotipicas manifiestas
seleccionadas de: altura de planta 80-120 cm, hojas con una l4mina
delgada y en posicion vertical, inflorescencia compacta, cantidad de
flores superior a 100, cantidad de cépsulas superior a 100, cantidad de

semillas por cépsula superior a 5.000, lignificados y tallo robusto,
raices profundas;

estabilidad del caricter seleccionado en las generaciones siguientes a
M2;

verificacion de la hereditariedad del caracter seleccionado;

¢) permitir germinar las semillas seleccionadas en el paso b), y la
regeneracion de las plantas a partir de la hoja de meséfilo callo
inducida in vitro ante la presencia de fitohormonas y la seleccién
de las plantas que mantienen los caracteres seleccionados en el
paso b) en las generaciones RO-R2;

d) sembrar en campo abierto las plantas seleccionadas en el paso c),
y seleccionar también plantas que producen al menos 4.000Kg de

semilla por hectérea, a una densidad de siembra de por lo menos
125.000 plantas por hectarea.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 donde el paso a) se sustituye por el

paso:

a') producir semillas mutagenizadas mediante la modalidad de cruces

Calle 93B No. 12-48 P. 4 « Bogota D.C., 110221 Colombia
Tel: (571) 601 9660 - 621 5810 o Fax: (571) 611 4209 - 635 1914
e-mail: tum@tumnet.com ¢ Website:www.tumnet.com
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interespecificos dentro del género Nicotiana, seguido del cruce de
los individuos F1 e induccion de anfidiploide a través del
tratamiento del é4pice vegetativo de las plantas producido por
dichos cruces con colchicina.

Meétodo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 que comprende también los
siguientes pasos:

€)

g)

la transformacién de las plantas obtenidas en el paso d) con vectores que
incluyen casetes de expresion que expresan los genes de la planta para
resistencia a enfermedades de insectos, herbicidas y/o hongos y la seleccién
de las plantas asi transformadas en las generaciones TO-T4 para resistencia a
enfermedades de insectos, herbicidas y/o hongos y/o;

la transformacién de las plantas obtenidas en el paso d) con uno o varios
vectores que comprenden casetes de expresion que expresan los genes de
semillas del metabolismo de 4cidos grasos seguido de la seleccién de plantas
transformadas en las generaciones TO-T4 por caracteristicas tales como el
contenido total de aceite de las semillas y la composicién de acidos grasos
de las mismas;

cruce de las plantas obtenidas en las etapas €) y/o f), y la seleccion de la
progenie resultante por una o mas de las caracteristicas seleccionadas en el
grupo: de alta capacidad de produccién de semillas en una cantidad superior
a 4.000 Kg por hectarea, contenido de aceite de semillas mayor al 42 %, el
titulo de yodo en el aceite obtenido de las semillas de la progenie inferior a
120, composicion de acidos grasos del aceite contenido en las semillas
variable con respecto a la planta de tipo silvestre, la resistencia a insectos,
resistencia a los herbicidas, la resistencia a los hongo.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que
dicha cantidad de semilla es de aproximadamente 5000 kilogramos por hectarea, o
de aproximadamente 7000 kilogramos por hectéarea, o de aproximadamente 9000
kilogramos por hectérea a una densidad de siembra de aproximadamente 125.000

plantas por hectarea.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4 en donde
dicha planta se modifica adicionalmente en el metabolismo de 4cidos grasos por
transformacion genética y produce una semilla que contiene un aceite que tiene un
valor de yodo inferior o igual a 120.



El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 en donde dicha
planta se modifica adicionalmente en el metabolismo de &cidos grasos por
transformacién genética y produce una semilla que contiene un porcentaje de
aceite comprendido entre aproximadamente 40% a aproximadamente 60% de la
semilla.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 en donde dicha
planta se modifica en €) y / o g) por transformacién con uno o mas vectores de
expresion que comprenden un casete de expresion especifico de semilla que
comprende, ordenados desde 5° a 3' una secuencia de ADN que codifica para un
promotor de un gen especifico de la planta para la expresion en 6rganos de
almacenamiento de semillas; una secuencia de ADN que codifica para una
secuencia de sefiales de una proteina de la planta capaz de dirigir dicha proteina al
reticulo endoplasmatico (ER); una secuencia de ADN que codifica para una
secuencia de sefiales capaz de dirigir la proteina al plastido o una secuencia de
ADN que codifica para una secuencia de sefial capaz de anclar la proteina a la ER;
una secuencia de ADN que codifica para una proteina seleccionada del grupo que
comprende los genes la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa), aciltransferasa de
diacil-glicerol (DGAT), lisofosfatidato aciltransferasa (LPAT), fosfatidato
fosfohidrolasa (PAPasa), proteina transportadora de acilo (ACP), malonil-CoA:
ACP transacilasa, cetoacil-ACP sintasa (KAS), cetoacil-ACP reductasa, 3-h id
roxiacil des hid rasa AC P, e noi I-AC P red uctasa, Estearoil-desaturasa ACP,
acil-tioesterasa ACP, glicerol-3-fosfatoaciltransferasa, 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato
aciltransferasa, citidina-5-difosfato sintasa diacilglicerol, sintasa glicerofosfato
fosfatidil, fosfatidil glicerol-3-fosfato fosfatasa , FA O 1-8 desaturasa, fosfatasa de
4cido fosfatidico, monogalactosil sintasa glicerol diacilo, digalactosil sintasa
glicerol diacilo, proteinas de biosintesis sulfolipida, sintasa acil-CoA de cadena
larga, glicerol-3-fosfato  aciltransferasa  (GPAT), diacilglicerol  colina
fosfotransferasa, sintasa de fosfatidilinositol, acil-CoA diacilglicerol
aciltransferasa, acil-ACP desaturasa, desaturasa lineoilo, desaturasa esfingolipidos,
oleato 12-desaturasa, acetilenasa de 4cidos grasos, epoxigenasa de 4cido graso,
diacilglicerol quinasa, colina fosfato citidil transferasa, colina quinasa, fosfolipasa,
descarboxilasa fosfatidilserina, fosfatidilinositol quinasa, cetoacil-CoA sintasa,
factor de transcripcion CER, oleosina, 3-cetoacil-CoA tiolasa, acil-CoA
deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa, acil-CoA oxidasa, y una sefial de
poliadenilacion. '

Planta obtenible por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7, para la produccion de semillas para la fabricacién de aceite de tabaco, aceites
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

combustibles, biodiesel, suplementos dietéticos para animales, combustibles

solidos, suplementos dietéticos humanos, lubricantes.

Planta obtenible por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7, para la produccion de biomasa para la conversién bioquimica o para la
conversiéon termoquimica por - combustién directa, carbonizacién, pirdlisis,
gasificacion, digestion anaerobia, digestion aerobia, fermentacién alcohdlica o

procedimientos de explosion de vapor.

Semilla de una planta obtenible por el método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, para la fabricacion de aceite de tabaco, aceite combustible,
biodiesel, suplementos dietéticos animales, combustibles s6lidos, suplementos

dietéticos humanos.

Un método para la extraccién de aceite de las semillas de tabaco en el que el
rendimiento de aceite se encuentra entre 15 el 70 y €l 95% del aceite contenido en

las semillas, que comprende los siguientes pasos:

a)  la extraccion del aceite mecanicamente presionando con la prensa helicoidal
y la obtencién de aceite y una torta de aceite residual;

b) lafiltracién del aceite extraido en el paso a) con filtros de papel o tela.
El método de acuerdo con la reivindicacion 11 que también comprende el paso:

¢)  extraccién quimica por el uso de solventes del aceite residual contenido en
la torta de aceite obtenida en el paso a).

El método.de acuerdo con las reivindicaciones 11 6 12 en el que el aceite se extrae
de semillas, de la planta que se puede obtener por un método de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

El método de acuerdo con las reivindicaciones 12 6 13 también comprende el paso

d)  refinado del aceite obtenido en las etapas a) o b), y c).

Biodiesel que comprende el aceite de semillas de la planta que se puede obtener
por un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
transesterificado con metanol.

e



16.

17.

18.

19.

Suplemento alimenticio para uso humano que se caracteriza porque comprende

aceite de semillas de la planta que se puede obtener por un método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

Suplemento alimenticio para uso animal que comprende la torta de aceite

obtenible en el paso a) de las reivindicaciones 11 6 13 cuando dependen de la
reivindicacion 11.

Combustible solido, que comprende la torta obtenible en el paso a) de las
reivindicaciones 11 6 13 cuando dependen, de la reivindicacion 11.

Lubricante industrial que comprende el aceite de semillas de tabaco obtenibles a
partir de cualquiera de las reivindicaciones de la 11 a la 16.

W
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I’Comparison of techniques for the extraction of tobacco seed
P"

Ivana T. Stanisavljevi¢', Dragan T. Veli¢kovi¢?, Zoran B. Todorovi¢', Miodrag L Lazié' and Viada B.
‘Veljkovié‘

! The Faculty of Technology, Leskovac, Serbia
2 Zdravije-Actavis, Leskovac, Serbia

The yield and fatty acid (FA) composition of the oil obtained from the seeds of a semi-oriental tobacco
(Nzcotzana tabacum L.) plant, type Otlja, by various recovery techniques, which are: Soxhlet extraction
(SE), maceration (ME), indirect and direct ultrasonic extraction (IUE and DUE, respectively) and cold
pressmg (CP), were compared. The solvent extractions of ground tobacco seeds (TS) were carried out by
n-hexane, while CP was used to recover the oil from the TS. The highest oil yield (32.9 g/100 g, 7.e. 93% of
’the oil content in the seeds) was achieved by CP. Ultrasonically assisted solvent extractions appear to be
inefficient in recovering the oil from the ground TS, as the oil yields were only 45-55% of the oil content,
;depending on the extraction conditions. Independently of the technique applied, linoleic acid was the
major FA of the tobacco seed oil (TSO). The compositions of the TSO extracted by SE, ME, IUE and CP
were very similar to each other, and the composition of the TSO recovered by DUE depended on the
ultrasonic power input. The content of linoleic acid was reduced, while the content of saturated FA was
increased by increasing the ultrasonic power from 5 to 50 W.
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1 Introduction

In the tobacco (Nicotiana tabacum L..) leaf production process,
seeds are known as agricultural waste. By processing tobacco
seeds (T'S), two possibly valuable products can be produced:
the oil and the cake. Tobacco cultivars give a good yield of oil,
ranging up to 40% of the total seed mass, and the remaining
part consists of crude fiber, protein, starch and inorganic
material [1]. The main fatty acids (FA) of tobacco seed oil
(TSO) are: palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids
[2]. Trilinolein and palmitodilinolein are the main triacylglyc-
erols accounting for about 90% of the composition of the oil
[3]. TSO is free from nicotine and is comparable to other
edible oils [4]. Because of the low proportion of saturated FA,
which is desirable from a public health perspective, TSO can
be considered as nutritionally appropriate, particularly com-

Correspondence: Ivana T. Stanisavljevi¢, The Faculty of Technology,
124 Bulevar oslobodjenja Street, 16000 Leskovac, Serbia.

E-mail: icaneca@gmail.com

Fax: +381 16 242859

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

pared to high-saturated-fat vegetable oils. A drawback of TSO
could be the high content of cholesterol [S]. Besides, TSO is
shown to be a substitute for diesel fuel [6] or a feedstock for
biodiesel production [7, 8]. On the other hand, the TS cake, a
by-product in the oil extraction, is rich in nitrogen, predomi-
nantly in the form of amino acids (15.6%) [9], and could be
incorporated into concentrate mixtures for dairy cattle feed, at
up to about 25% of the ration {10]. In these ways, TSO
represents a possible hope for the “healthy” use of tobacco
and for the future of tobacco agriculture [11].

The procedures to extract oil from seeds are generally
solvent extraction (SE) and pressing. So far, the Soxhlet
extraction (SE) apparatus employing n-hexane (7, 12, 13] or
diethyl ether [6] has been mainly used for TSO extraction
under laboratory conditions. Maceration (ME) using petro-
leum ether and n-hexane has also been employed [2, 14].
Indirect ultrasonic extraction (IUE) has recently been used
for extracting the oil from TS [11], but direct ultrasonic
extraction (DUE) and cold pressing (CP) have not yet been
used for recovering TSO. Despite several recovery tech-
niques that have been used to obtain TSO, there is no com-
parative study on the influence of the recovery technique and

www.ejist.com
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operating conditions on the yield and FA composition of
TSO.

l The present study deals with the yield and FA composition
of the oils recovered from the seeds of a semi-oriental tobacco
(Nzcotmna tabacum L.) plant, type Otlja, by various recovery
techmques, which are: SE, ME, IUE, DUE and CP. The sol-
vent extractions of the oil from the ground TS were carried
out by n-hexane, while CP was used to recover the oil from the
TS. The main goals were to compare yields and compositions
of ithe TSO obtained by various recovery techniques and to
select the most favorable one. Special attention was paid to the
effects of direct sonication on the extraction efficiency and
composmon of TSO.

2 Materials and methods
2.‘? Materials

Tllle seeds of a semi-oriental tobacco (N. tabacum L.) strain,
type Otlja, were used. Moisture content, determined by drying
at 105 °C to constant mass, was 5.5%. Before solvent extrac-
tlon, the seeds were ground in an electrical mill with a fast-
rotatmg knife (15,000 rpm; 1 min) to a fine powder which
passed through the 0.63-mm screen. For one of the experi-
ments, grinding was repeated five times, each time under the
same conditions (15,000 rpm; 1 min). #-Hexane (Merck,
Darmstadt, Germany) was used as the extracting solvent. The
standard for methyl esters (Sigma Chemical Company, St.
Loms, MO, USA) contained methyl esters of palmitic, stearic,
olélc, linoleic and linolenic acids (20% of each ester). Sodium
methox1de (Merck) was used for preparing the methyl ester of
the FA present in the TSO.

2.2 Oil extraction methods

2.2.1 Soxhlet extraction

Tl'te ground TS (10 g) and n-hexane (100 mL) were put into
the Soxhlet apparatus. The solvent was boiled and refluxed in
the extractor for a period of 90 min (six extraction cycles).
Prev1ously, we have found that the oil yield was not increased
after the seventh cycle. The liquid extract was transferred to a
rotary vacuum evaporator, and the solvent was evaporated at

[
50 °C to constant mass.

2.T.2 Maceration

ME was carried out at a seeds-to-solvent ratio of 1 : 3 g/mL at
25/°C ( 0.1°C) for 20 min. The seeds-to-solvent ratio of
1:|3 g/mL was used in all experiments because we have shown
previously [2] that the oil yield obtained by ME was increased
only by 6.8% when the seeds-to-solvent ratio was changed
frdm 1:3to01: 10 g/mL. The ground TS (5 g) were taken to
an Erlenmeyer flask (100 mL) placed in a thermostated water
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bath and n-hexane (15 mL) was added. Additional agitation
or shaking was not employed. Exceptionally, in experiments
where the effect of agitation on the extraction efficiency was
estimated, 16.7 g of ground TS and 50 mL n-hexane were
taken to a flask (100 mL) placed in the thermostated water
bath. A propeller stirrer at minimum speed kept the seed par-
ticles suspended in the liquid. At the end of each extraction
cycle, the liquid extract was separated from the solid residue
by vacuum filtration. The seed cake was washed twice with
fresh solvent (20 mL). The fiitrates were collected and the
solvent was evaporated in a rotary vacuum evaporator at
50°C.

2.2.3 Indirect ultrasound extraction

IUE was carried out using an ultrasonic cleaning bath (Sonic,
Nis, Serbia; total nominal power: 3 x 50 W; internal dimen-
sions: 30 x 15 x 20 cm) operating at 40 kHz frequency. The
bath was filled with distilled water up to one third of its volume
(about 2.5L). The temperature was controlled and main-
tained at 25 °C ( % 0.1 °C) by water circulating from a ther-
mostated bath by means of a pump. IUE was carried out at a
seeds-to-solvent ratio of 1 : 3 g/mL and at 25 °C for 20 min.
The extraction time has previously been optimized for this
technique [11].

The ground T'S (5 g) and n-hexane (15 mL) were taken to
an Erlenmeyer flask (100 mL) placed in the ultrasonic bath
and the suspension was sonicated for 20 min. Neither addi-
tional agitation nor shaking was employed, except in the
experiment where ultrasound was combined with the action of
a propeller stirrer keeping the seed particles (16.7 g) sus-
pended in the solvent (50 mL.). The further procedure to ob-
tain the oil was the same as described in Section 2.3.

The ultrasonic power dissipated via the indirect sonication
was measured by the calorimetric method, i.e. by determining
the rate of the temperature increase due to conversion of the
ultrasound energy into heat. The temperature in the extrac-
tion flask after switching on the ultrasonic generator was
measured with a type-K thermocouple digital thermometer
(Symmetry, Leskovac, Serbia). The dissipated ultrasonic
power was measured separately from the extraction experi-
ment under the same conditions (ultrasound bath, 40 kHz,
seeds-to-solvent ratio of 1:3 g/mL, n-hexane) and was
determined to be 2 W.

2.2.4 Direct ultrasonic extraction

The ground TS (50 g) and n-hexane (150 mL) were put into
an ultrasonic reactor (URS 1000, ELAC, Nautic, Germany;
internal diameter: 106 mm; height: 200 mm; total volume of
the reactor: about 1.7 dm®) equipped with an ultrasonic
transducer (frequency range: 40-2500 kHz; power range: up
to 250 W). The transducer is a part of the reactor bottom
(25 cm®. The ultrasonic power actually delivered to the
extraction system by the ultrasonic generator was read out

www._ejlst.com



Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2009, 7171, 513-518

from a digital display. The oil extraction was carried out at
25 °C applying a constant frequency of 1865 kHz and three
different powers: 5, 10 and S0 W; the chosen frequency
ensured a stable operation in the whole range of ultrasonic
bower. Previously, we showed that frequencies of sonication of
up to 2250 kHz had no significant effect on the oil yield at a
‘constant ultrasonic power (50 W), which was 19.4 + 0.3 g/
100 g. After 20 min of sonication without additional agitation,
the liquid extract was separated from the solid residue by

‘Yacuum filtration. The seed cake was washed twice with fresh
solvent (50 mL). The filtrates were collected and the solvent

Wwas evaporated in a rotary vacuum evaporator at 50 °C.

.2.5 Cold pressing

The TS (1000 g) were pressed by a hydraulic press (Komet,
Germany) through three nozzles (diameter of 15, 10 and
6 pum). The press does not involve mixing and tearing of the
seeds

The seed cake was ground by an electrical mill and the
re31dual oil was extracted by using n-hexane at a seeds-to-sol-
vent ratio of 1 : 3 g/mL and 25 °C for 60 min. The further
ﬁ)rocedure to obtain the oil was the same as described in Sec-
tion 2.3.

|

2.3 Determination of TSO FA composition

The FA composition of TSO was determined by GC analysis
after the FA had been transformed into methyl esters [2].
Methylatxon of the oil samples was carried out immediately

I
after solvent evaporation from the extracts.

'I;able 1. Oil yields obtained by different recovery techniques.
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The methyl esters were stored in sealed dark-glass con-
tainers in a freezer until GC analysis. The methyl esters of
TSO were analyzed using an Agilent 6850 gas chromatograph
equipped with a DB WAX capillary column (30 m x
0.25mmx0.25 um) and a flame ionization detector. The
following temperature program was used: column, 50 °C,
1 min, 25 °C/min to 200 °C and 3 °C/min from 200 to 230 °C;
injector, 250 °C; detector, 280 °C. Nitrogen, hydrogen and air
at flow rates of 20, 30 and 400 mL/min, respectively, were
used for the analysis. The volume of the oil injected was
0.2 uL.. The methyl esters of palmitic, stearic, oleic, linoleic
and linolenic acids were identified by comparison of retention
times of the oil components with those of standard methyl
esters. All experiments were done in duplicate.

3 Results and discussion

3.1 Yield of oil

The oil yields obtained from the TS by the different recovery
techniques are compared in Table 1. As it can be seen, the oil
yield depended on the type of the recovery technique and on
the operating conditions applied. The highest oil yield (32.9 g/
100 g) was achieved by CP of TS. After oil pressing, an addi-
tional amount of the residual oil (3.6% of the seed cake, or
2.4 g of the oil per 100 g of the initial TS) was extracted from
the seed cake by using n-hexane. The sum of the oil yields
obtained by CP followed by ME was accepted as the content
of oil in the seeds (35.3 g/100 g).

SE gave the second highest oil yield among the techniques
employed. The extraction efficiency of SE with respect to the

1
Recovery technique

Seeds Seeds-to- Duration of Yield of oil®
solventratio’  extraction [g 0il/100 g seeds]
il . —_—
[s/mL] [min) S —
|
Cold pressing (CP) Not ground - - 32,9 -
Soxhlet extraction (SE) Ground 1:10 90 - 31.1}
Maceration (ME) Ground 1:3 20 17.7 19.9
Indirect ultrasonic extraction JUE), 2 W Ground 1:3 20 18.2 21.0%
’ (0.134 W/g)
Direct ultrasonic 5W (0.048 W/g) Ground 1:3 20 16.2 -
extraction (DUE) 10 W (0.096 W/g) 17.7 -
50 W (0.481 W/g) 19.4 -

$ ‘Extracung solvent: n-hexane.
$ ‘All experiments were carried out in duplicate.
* BT, boiling temperature.
'Enhanced temperature (close to the boiling temperature).
' 2.
*[11].

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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content of oil was 87.9%. This higher oil yield is a result of the
greater seeds-to-solvent ratio and the prolonged extraction
process. A higher oil yield by SE, compared to that obtained
by IUE, was %ﬂso obtained from ground rose hip seeds [15].

The yields of oil from the ground TS obtained by ME and
IUE were substantlally smaller than those achieved by CP and
SE, being about 50% of the content of oil in the seeds. It might
be speculated about the factors limiting the mass transfer of oil
from the seed particles into the liquid extract, but the most
important features were the solid particle size, the degree of
cell destructxon and the degree of macro-mixing. The low oil
yield recovered by ME or IUE could be caused by the resist-
ance to the mass transfer in the bulk of the liquid extract and/
or the mefﬁc1ent cell destruction. These assumptions were
verified expenmentally, as follows.

Firsty, the seeds were ground for 1 min and the oil
extraction |(seeds-to-solvent ratio of 1:3g/ml, 25°C,
60 min) was carried out with and without agitation and ultra-
sound. The oil yields obtained were as follows: ME 19.9 g/
100 g; IUE 21.0 /100 g; ME assisted by agitation 21.4 g/
100 g; TUE assisted by agitation 21.8 g/100 g. This experi-
ment showed that agitation improved the oil extraction from
the ground seeds, increasing the oil yield recovered by both
ME and IUE by about 10 and 4%, respectively. It can also be
concluded (that agitation was somewhat more effective than
ultrasound in improving the extraction efficiency.

In the second experiment, the seeds were ground as pre-
viously, but grinding was repeated five times (1 min each time
to avoid 5verheatmg of the seeds), and the oil extraction
(seeds-to- solvent ratio of 1 : 3 g/mL, 25 °C, 60 min) was car-
ried out w1th agitation. The oil yield was 33.9 g/100 g (about
96% of the oil content), which was higher than the one
obtained by CP. Repeated grinding efficiently destroys the
internal seed organs containing the oil, facilitating the release
of oil fI‘Oﬁ’l the interior of the seed particles. It will also de-
crease the' size of the seed particles, reducing the resistance to
oil d1ffus16n from the interior of the seed particles to the bulk
of the hquld extract. Both effects of repeated grinding
improve the oil yield from the TS.

In the case of DUE, the increase of the ultrasound power
from 5 to 50 W caused an increase of the oil yield by more
than 20°/?. This was attributed to the greater specific ultra-
sonic power introduced to the extraction system (the ultra-
sonic pov‘ver per gram of the suspension), as can be seen in
Table 1. On the other hand, the increase in ultrasonic power
from 60 to 170 W had no effect both on the yield and on the
kinetics of the oil extraction from ground woad seeds [16].
Both the positive and negative effects of ultrasonic power
were observed in the copper recovery from an oxide ore [17].
In this study, the leaching efficiency was improved with the
rise in u}trasomc power, reaching a maximum value at a cer-
tain power, while it declined with a further increase in the
ultrasonlic power. Increased ultrasonic power resulted in
more ccl)mplete implosion of cavitation bubbles, creating
more extreme final conditions. As a consequence, the mass
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transfer from the solid particles was intensified and the sol-
vent penetrated more easily into the solids, through the
ultrasonic jets, which improved the extraction efficiency. The
cavitation intensity could, however, not be increased without
a limit, because de-coupling occurred between the ultrasonic
transducer and the solution as the vibration amplitude
increased, thus decreasing the ultrasonic energy transfer effi-
ciency.

A higher oil yield from the TS was obtained by IUE at an
ultrasonic power of 2 W (0.134 W/g) than by DUE at a power
of 5 and 10 W (0.048 and 0.096 W/g, respectively), as can be
seen in Table 1. The better extraction conditions in the former
case were attributed to a higher specific ultrasound energy
dissipation. However, higher yields of total saponin from var-
ious types of ginseng roots were obtained rather by direct than
indirect sonication, due to the greater specific ultrasound
energy introduced in the former extraction system (8.2 and
3.5 W per 15 mL of solvent and 200 mg of the plant material,
respectively) [18].

The other available comparative studies of classical and
ultrasonically assisted solvent extraction showed similar
results with respect to the effects of indirect and direct soni-
cation on the extraction efficiency. Vinatoru et al. improved
the oil yield from crushed dill seeds in a substantially shorter
time by ultrasound action, while the oil yields obtained by
DUE and IUE were comparable [19]. Rostagno et al. deter-
mined that IUE could give an isoflavone extraction efficiency
from soybeans similar to DUE [20]. Albu ez al. showed that
ultrasound increased the extraction efficiency of antioxidants
from the herb rosemary, with comparable levels of extracted
carnosic acid obtained by employing DUE and IUE [21].
However, the ultrasonic power actually delivered to the pro-
cess systems was not given in these studies.

At enhanced temperature (close to the boiling tempera-
ture), the SE was the most effective technique in recovering
the oil from the ground TS, ensuring an oil yield of 31.1 g/
100 g, which was close to that obtained by CP. Comparable
vields were obtained by ME and IUE at the boiling tempera-
ture (19.9 and 21.0 g/100 g, respectively). This result was at-
tributed to the fact that seed comminution was more effective
for the oil extraction than ultrasound action.

3.2 Fatty acid composition

The FA compositions of the TSO recovered from the ground
TS by solvent extractions and that of the TSO obtained by
CP of the TS are compared in Table 2. Independently of the
recovery technique and the extraction conditions, the FA
composition of TSO was dominated by linoleic acid, al-
though the other major FA (palmitic, stearic, oleic and lino-
lenic) were present. By comparing the FA compositions of
the oils obtained by various recovery techniques with the
published ones, one could conclude that only the FA com-
positions of the oils obtained by DUE at the ultrasonic power
of 10 and 50 W differed from those of the oils recovered all
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Table 2. The FA composition (%) of the TSO recovered by different techniques and operating conditions.
|

Fatt’y acid Oil recovery technique’

Cold- Maceration (ME)®  Indirect ultrasonic Direct ultrasonic Soxhlet

pressed extraction (IUE)® extraction (DUE)® extraction

ol 25°C BT*  25°C BT 25°C oM

(CP)

Power [W] Power [W]
2 5 10 50
|

Palmitic 9.10 8.50 8.52 8.26 8.40 10.71 12.23 13.99 842
Stearic 3.27 2.77 4.72 3.66 5.32 3.49 4.33 491 378
Oleic 13.74 12.49 14.72 12.17 14.89 13.02 15.09 16.66 11.78
LilLloleic 71.01 71.28 69.97 70.21 69.19 70.19 63.95 58.03 72.22
Lix:mlenic 0.70 0.93 1.06 0.89 1.12 0.81 0.78 071 0.84
Others 2.18 4.03 1.01 4.81 1.08 1.78 3.62 570 296
SaJturated 12.37 11.27 13.24 11.92 13.72 14.20 16.56 1890 12.20
U{llsaturated 85.45 84.7 85.75 83.27 85.2 84.02 79.82 7540 84.84

Monounsanuated 13.74 12.49 14.72 12.17 14.89
Polyunsaturated 71.71 72.21 71.03 71.10 70.31
|

13.02 15.09 16.66 11.78
71.00 64.73 58.74 73.06

|
§ Operaung conditions are given in Table 1.

\Extractmg solvent: n-hexane.
*# 'Enhanced temperature (close to the boiling temperature).
BT, boiling temperature.

over the world. These differences included the greater con-
tent of palmitic acid and the smaller content of linoleic acid in
the former case.

The total saturated (palmitic and stearic) and unsaturated
(oleic, linoleic and linolenic) FA compositions of TSO recov-

ered by SE, ME, TUE and CP were in the same ranges of 11—

. 19% and 75-86%, respectively. However, the content of lino-

lelc acid was reduced by about 12% when the ultrasonic power
of direct sonication increased from S to 50 W (i.e. from 0.048
to 0.481 W/g). The total contents of saturated and unsatu-
rated FA of TSO under the same conditions were increased by
about 5% and decreased by about 10%, respectively. A small
’decrease in unsaturated FA and an increase in the content of
saturated FA were observed in the case of soybean oil obtained
Py ultrasound-assisted extraction (specific ultrasonic power of
j0'45_0'90 W/g) using n-hexane as extracting solvent, which
'was explained by the oxidation of unsaturated FA [22]. It was
also observed that ultrasound (0.65 W/g) affected the FA
composition of sunflower oil by decreasing the content of
linoleic acid [23]. Because a slight increase in the conjugated
diene values was detected as well, it was concluded that oxi-
dation of the oil had occurred during sonication [23]. The
ultrasonic oxidation of the oil was attributed to cavitation
which affects structural and functional components up to the
point of FA oxidation [24]. However, the decrease of unsatu-
rated FA and the increase of saturated FA might mean that the
reduction of the former FA occurred due to hydrogen gen-
eration under sonication of hydrocarbons. Indeed, Mizukoshi

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

et al. [25] reported that hydrogen was among the decomposi-
tion products of hydrocarbon (from decan to hexadecane)
sonolysis under argon.

4 Conclusions

For obtaining oil from TS, several recovery techniques such as
SE, ME, IUE, DUE and CP were compared with respect to
both the extraction efficiency, measured by the oil yield, and
the FA composition. The maximum oil yield of 35.3 g/100 g
was obtained by a two-step process consisting of CP followed
by ME. In this process, the seed cake after CP was ground and
then the residual oil was extracted by using n-hexane. Among
the individual techniques applied, CP was the most effective in
recovering the oil from the TS, ensuring an oil yield of 93% of
the maximum oil yield. This recovery technique is more
acceptable than the other methods, not only for economic but
also for environmental, health and safety reasons. The highest
oil yield is obtained in a relatively simple technological pro-
cess, producing no waste and using no potentially hazardous
solvents.

ME and ultrasonic extraction are inefficient for recovering
oil from the ground TS, as the oil yields were between 45 and
55% of the oil content in the seeds. The efficiency of these
recovery techniques can be increased by a more effective
comminution of the TS and by mechanical agitation of the
extraction suspension. Repeated grinding of the TS followed
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by ME assisted by mechanical agitation improved the oil
extraction efficiency at 25 °C to up to 96% of the oil content in
the seeds.

The major FA of the oil from the seeds of the tobacco
plant, type Otlja, was linoleic acid (about 70%), although the
other major FA (palmitic, stearic, oleic and linolenic acids)
were also present. The compositions of the TSO extracted by
SE, ME, TUE.and CP were found to be similar to one another.
However, the TSO recovered by DUE had a smaller content
of linoleic acid compared to the other oils. When increasing
the power of direct sonication, one can expect an increase in
the saturated FA content and a decrease in the unsaturated FA
content. The observed change of the FA profile by sonication
has been explained so far only by oxidation of unsaturated FA.
However, it may also be caused by reduction of the unsatu-
rated FA induced by hydrogen generation under hydrocarbon
sonolysis. Further investigations are needed to elucidate more
clearly the mechanism of ultrasound action on the FA com-
position of oils.
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Comparacion de técnicas para la extraccién de aceite de semillas de
tabaco
Ivana T. Stanisavljevic" Dragan T. Velckovic?, Zoran B. Todorovic',
Miodrag L. Lazic' and Viada B. Veljkovic'
.
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2 Zdravjle-Actavis, Lescovac, Serbia

Se comparo6 el rendimiento y la composicion de acidos grasos (FA) del aceite
obtenido de la semilla de una planta de tabaco semi-oriental (Nicotiana
tabacum L.), tipo Otlja, mediante técnicas de recuperacion serias, como son:
Extraccion Soxhelt (SE), maceracion (ME), extraccion ultrasénica directa e
indirecta (IUE y DUE, respectivamente) y presion en frio (CP). La extraccion
de solventes de semillas molidas de tabaco (TS) se efectu6 con n-hexano, en
tanto que se utilizd la CP para recuperar el aceite de las TS. El mayor
rendimiento de aceite (32,9 g/100 g, es decir, el 93% del contenido de aceite
en las semillas) se logr6 mediante la CP. Las extracciones de solventes
asistidas ultrasénicamente parecen ser ineficientes en la recuperacién del
aceite de las TS molidas, ya que los rendimientos de aceite fueron sélo del
45-55% del contenido de aceite, dependiendo de las condiciohes de

extraccion. Independientemente de la técnica aplicada, el acido linoléico fue

el principal FA del aceite de semilla de tabaco (TSO). Las composiciones del




contenido de FA safurados se incrementd al aumentar la energia ultrasénica
de5a50W.

Palabras clave: Presion en frio / Extraccién / Acidos grasos / Aceite de
semilla / Tabaco
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1. Introduccién

En el proceso de produccién de hoja de tabaco (Nicotiana tabacum L.) las
semillas son conocidas como residuos agricolas. Mediante el procesamiento
de semillas de tabaco (TS), se pueden producir dos productos posiblemente
valiosos: el aceite y la torta. Los cultivos de tabaco dan un buen rendimiento
de aceite, que va hasta el 40% de la masa total de semillas, y la parte
restante se compone de fibra cruda, proteina, almidén y material inorganico
[1]. Los principales acidos grasos (AG) de aceite de semillas de tabaco (TSO)
son: acidos palmitico, estearico, oléico, linolénico y linoléico [2]. Trilinolein y
palmitodilinolein son los principales triglicéridos, llegando a ser cerca del 90%
de la composicion del aceite [3]. El TSO es libre de nicotina y se compara con
otros aceites comestibles [4]. Debido a la baja proporcion de FA saturada, la
cual es deseable desde una perspectiva de salud publica, el TSO puede

considerarse nutricionalmente adecuado, especialmente en comparaciéon con

los aceites vegetales con alto contenido de grasas saturadas. Un




subproducto de Ila extraccibn de aceite, es rica en nitrégeno,
predominantemente en forma de aminoacidos (15,6%) [9] y podria
incorporarse en las mezclas de concentrados para la alimentacion de ganado
lechero, en hasta un 25% de la racién [10]. De esta forma, el TSO representa
una posible esperanza para el uso "saludable” del tabaco y para el futuro de

la agricultura del tabaco [11].

Los procedimientos para extraer aceite de las semillas son generalmente
extraccion de solventes (SE) y presién. Hasta ahora, el aparato de extraccion
Soxhlet (SE) que emplea n-hexano [7, 12, 13] o éter dietilico [6] se ha
utilizado principalmente para la extraccion del TSO bajo condiciones de
laboratorio. También se ha empleado la maceraciéon (ME) que usa el éter de
petréleo y el n-hexano [2, 14]. La extraccién ultrasénica indirecta (IUE) ha
sido utilizada recientemente para extraer el aceite de las TS [11], pero la
extraccion ultrasonica directa (DUE) y la presion en frio (CP) no se ha
utilizado todavia para la recuperacion del TSO. A pesar de las distintas
tecnicas de recuperacién que se han utilizado para obtener el TSO, no hay
ningun estudio comparativo sobre la influencia de la técnica de recuperacién
y las condiciones de operacion en el rendimiento y la composicién de los FA
del TSO.

El presente estudio se ocupa del rendimiento y la composicién de FA de los

aceites recuperados de las semillas de una planta de semi-oriental de tabaco
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hexano, mientras la CP fue utilizada para recuperar el aceite de las TS. Los
principales objetivos fueron comparar rendimientos y composiciones del TSO
obtenidos mediante diversas técnicas de recuperacién y seleccionar la mas
favorable. Se prestd especial atencién a los efectos de sonicacién directa

sobre la eficiencia de extraccién y composicion del TSO.

2. Materiales y Métodos
21. Materiales

Se utilizaron semillas de una variedad de tabaco semi-oriental (N. tobacum
L.), tipo Otlja. El contenido de humedad, determinado por secado a 105 °C a
masa constante, fue de 55%. Antes de la extraccién de solventes, las
semillas se molieron en un molino eléctrico con un cuchillo de rotacién rapida
(15.000 rpm, 1 min) hasta lograr un polvo fino que pasa a través de la
pantalla de 0.63 mm. Para uno de los experimentos, el proceso de molido se
repitié cinco veces, cada vez en las mismas condiciones (15.000 rpm, 1 min).
El n-hexano (Merck, Darmstadt, Alemania) fue utilizado como solvente de
extraccion. El estandar para ésteres metilicos (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, Estados Unidos) contiene ésteres metilicos de acido palmitico,
estearico, oléico, linoléico y linolénico (20% de cada éster). El metdxido de

sodio (Merck) se utilizé para preparar el éster metilico de los FA presentes en

el TSO.
2.2. Métodos de extraccion de aceite
2.2.1. Extraccion Soxhlet
Las semillas de tabaco molidas TS (10 g) y el n-hexano (100 myi<=s

’ l .s-';‘

colocaron en el aparato de Soxhlet. El solvente Mf Y,
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extractor durante un periodo de 90 min (seis ciclos de extraccion).
Anteriormente, encontramos que no se incrementd el rendimiento del aceite
después del séptimo ciclo. El extracto liquido fue trasladado a un evaporador

rotatorio de vacio, y se evaporé el disolvente a 50 °C a masa constante.

2.2.2. Maceracion

La ME se llevé a cabo en una proporcion de semillas- solvente de 1:3 g/mL a
25 °C (+ 0,1 °C) durante 20 minutos. Se utilizd la proporcién de semillas-
solvente de 1:3 g/mL en todos los experimentos porque hemos demostrado
anteriormente [2] que el rendimiento del aceite obtenido por la ME aumenté
s6lo un 6.8% cuando la proporcién de semillas-solvente se cambio de 1:3 a
1:10 g/mL. Las TS molidas (5 g) fueron llevadas a un matraz Erlenmeyer (100
mL) en un bafio de agua de termostato y se agregd n-hexano (15 mL). No se
uso agitacion adicional. Excepcionalmente, en experimentos donde se estimé
el efecto de la agitacion sobre la eficiencia de extraccion, se llevaron 16.7 g
de TS molidas y 50 mL de n-hexano a un matraz (100 mL) colocado en el
bafio de agua de termostato. Un agitador de hélice a velocidad minima
mantuvo las particulas de semillas suspendidas en el liquido. Al final de cada
ciclo de extraccion, el extracto liquido se separé del residuo sélido por
filtracion de vacio. La torta de semillas se lavé dos veces con solvente fresco
(20 mL). Se recogieron los filtrados y el solvente se evaporé en un
evaporador rotatorio de vacio a 50 °C.

2.2.3. Extraccion ultrasoénica indirecta

La IUE se llevé a cabo utilizando un bafio de limpieza ultrasénicaZ&grios

' 4 l
Serbia; potencia total nominal: 3 x 50 W, dimensio ’g .
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funcionando a la frecuencia de 40 kHz. El bafio fue llenado con agua
destilada hasta un tercio de su volumen (aproximadamente 2,5 L). La
temperatura fue controlada y mantenida a 25 °C (¢ 0,1°C) por agua
circulando desde un bafo termostatizado por medio de una bomba. La IUE
se llevo a cabo en una proporcién de semillas-solvente de 1:3 g/mLy a 25 °C

durante 20 minutos. Previamente, el tiempo de extraccion ha sido optimizado

para esta técnica [11].

Las TS molidas (5 g) y el n-hexano (15 mL) fueron llevados a un matraz
Erlenmeyer, colocado en el bafio ultrasénico y la suspension fue sonicada
durante 20 minutos. No se empleé agitacion ni sacudida adicional, excepto en
el experimento donde el ultrasonido se combiné con la accién de un agitador
de hélice, manteniendo las particulas de semillas (16.7 g) suspendidas en el

solvente (50 mL). El posterior procedimiento para obtener el aceite fue el

mismo descrito en la Seccidon 2.3.

La potencia disipada por ultrasonido a través de la sonicacién indirecta se
midié por el método calorimétrico, es decir, mediante la determinacion de la
tasa del aumento de temperatura debido a la conversion de la energia de
ultrasonido en calor. La temperatura en el matraz de extraccién después de
encender el generador de ultrasénico se midié6 con un termémetro digital de

termopar tipo K (Symmetry, Leskovac, Serbia). La potencia disipada por

mismas condiciones (bafio de ultrasonido, 40 kHz, prgf i

solvente de 1:3 g/mL, n-hexano) y estaba determin /s
¢



2.2.4. Extraccion ultrasoénica directa
Las TS molidas (50 g) y el n-hexano (150 mL) se colocaron en un reactor
ultrasénico (URS 1000, ELAC, Nautic, Alemania; diametro interno: 106 mm,
altura: 200 mm, el volumen total del reactor: aproximadamente 1.7 dm3)
equipado con un transductor ultrasénico (rango de frecuencia: 40-2500 kHz;
rango de potencia: hasta 250 W). El transductor es una parte de la parte
inferior del reactor (25 cm?). La energia ultrasénica realmente entregada al
sistema de extraccion por el generador de ultrasonidos se leyé de una
pantalla digital. La extraccion de aceite se llevo a cabo a 25 °C aplicando una
frecuencia constante de 1865 kHz y tres potencias diferentes: 5, 10 y 50W; la
frecuencia escogida garantiza una operacion estable en toda la gama de
potencias ultrasonicas. Anteriormente, hemos demostrado que las
frecuencias de sonicacion de hasta 2250 kHz no tuvieron efectos
significativos en el rendimiento de aceite en una potencia ultrasonica
constante (50 W), la cual fue de 19.4 + 0.3 g/100 g. Después de 20 minutos
de sonicacién sin agitacion adicional, el extracto liquido se separé del residuo
solido por filtracion de vacio. La torta de semilla se lavé dos veces con
solvente fresco (50 mL). Se recogieron los filtrados y el disolvente se evapord

en un evaporador rotatorio de vacio a 50 °C.

2.2.5. Presion en frio

Las_TS (1000 g) fueron presionadas por una prensa hidraulica (Komet,
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La torta de semilla fue molida por un molino eléctrico y el aceite residual se
extrajo usando n-hexano en una proporcion de semillas-solvente de 1:3 g/mL
y 25 °C durante 60 minutos. El posterior procedimiento para obtener el aceite

fue el mismo descrito en la Seccién 2.3.

2.3. Determinacion de la composicion de FA del TSO
La composicion de FA del TSO se determiné por analisis de GC después de
que los FA se habian transformado en ésteres metilicos [2]. La metilacién de
las muestras de aceite se llevé a cabo inmediatamente después de la

evaporacion del solvente de los extractos.

Los ésteres de metilo fueron almacenados en envases sellados de vidrio
oscuro en un congelador hasta el analisis de GC. Los ésteres de metilo del
TSO fueron analizados usando un cromatografo de gases Agilent 6850
equipado con una columna capilar DB WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) y un
detector de ionizacién de llama. Se utilizd el siguiente programa de
temperatura: columna, 50 °C, 1 min, 25 °C/min a 200 °C y 3 °C/min, de 200 a
230 °C; inyector, 250 °C; detector, 280 °C. Se utiliz6 para el analisis
nitrégeno, hidrégeno y aire a velocidades de flujo de 20, 30 y 400 mL/min,
respectivamente. El volumen del aceite inyectado fue de 0.2 uL. Se
identificaron los ésteres de metilo de los acidos palmitico, estearico, oléico,
linoléico y linolénico mediante la comparacion de los tiempos de retencién de
los componentes de aceite con los de los estandares de ést etilicos.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.




3. Resultados y Discusion
31 Rendimiento del aceite

Los rendimientos de aceite obtenidos de las hojas de tabaco mediante las
diferentes técnicas de recuperacion se comparan en la Tabla 1. Como puede
verse, el rendimiento del aceite depende del tipo de técnica de recuperacion y
de las condiciones de operacion aplicadas. El rendimiento mas alto del aceite
(32,9 g/100 g) fue obtenido mediante la CP de las TS. Después de presionar
el aceite, se extrajo una cantidad adicional de aceite residual (3.6% de la torta
de semillas, 0 2.4 g de aceite por cada 100 g de las TS iniciales) de la torta
de semillas mediante el uso de n-hexano. La suma de los rendimientos de
aceite obtenidos por la CP seguida de la ME fue aceptada como el contenido

de aceite en las semillas (35.3 g/100 g).

Tabla 1. Rendimiento de aceite obtenido por diferentes técnicas de recuperacién

Relacién Duracién de Produc(;ién
SemiII;s a la de Aceite®
Técnica de recuperacion Semillas Solvente® Extraccion [a Zt::t_ﬁﬂ 00
[g/mL] [min]  |—3Semilias]
25°C BT
Presién en Frio (CP) No Molidas - - 32.9 -
Extraccién Soxhlet (SE) Molidas 1:10 90 - 31.1°
Maceracién (ME) Molidas 1:3 20 17.7 19.97
Extraccién Ultrasénica Indirecta (IUE), Molidas 1.3 20 182 | 21.0°
2W (0.134 Wig)
Extraccion Uitrasonica Directa (DUE) Molidas
5W (0.048 W/g) 1:3 20 16.2 -
10W (0.096 W/g) 17,7 -
50W (0.481 W/g) 19,4 -

§ Extraccion de Solventes: n-hexano

§ Se realizaron todos los experimentos en duplicado

# BT, temperatura de ebuilicion.

Temperatura mejorada (cercana a la temperatura de ebullicion)

1
[2)
1)

La SE produjo el segundo mayor rendimiento de aceite entre las técnicas

empleadas. La eficiencia de extraccion de la SE con respecto al contenido de
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mayor proporcion de semillas-solvente y el proceso de extraccién prolongado.
Un mayor rendimiento de aceite por SE, comparado con los obtenidos
mediante [UE, también fue obtenido de semillas molidas de rosa mosqueta

[15].

Los rendimientos de aceite de las TS molidas obtenidas por ME e IUE fueron
muy inferiores a los alcanzados por la CP y SE, siendo aproximadamente el
50% del contenido de aceite en las semillas. Se podria especular sobre los
factores que limitan la transferencia de masa de aceite de las particulas de
semillas en el extracto liquido, pero las caracteristicas mas importantes
fueron el tamario de particula sélida, el grado de destruccion de la célula y el
grado de mezclado-macro. El bajo rendimiento del aceite recuperado por ME
o IUE podria ser causado por la resistencia a la transferencia de masa en la
mayor parte de extracto liquido y/o la destruccion ineficiente de células. Estos

supuestos fueron verificados experimentalmente, como sigue.

En primer lugar, las semillas fueron molidas durante 1 minuto y se llevo a
cabo la extraccion del aceite (proporcion de semillas-solvente de 1:3 g/mL,-25
°C, 60 min) con y sin agitacién y ultrasonido. Los rendimientos de aceite
obtenidos fueron los siguientes: ME 19.9 g/100 g; IUE 21.0 g/100 g; ME
asistida por agitacién 21.4 g/100 g; IUE asistida por agitacion 21.8 g/100 g.
Este experimento demostrd que la agitacién mejoré la extraccion de aceite de

las semillas molidas, aumentando el rendimiento del aceite recuperado

mediante ME e IUE alrededor del 10 y 4%, respectivamengeZ=tam DI




puede concluir que la agitacion fue algo mas eficaz que el ultrasonido en la

mejora de la eficiencia de extraccion.

En el segundo experimento, las semillas fueron molidas como en el caso
anterior, pero el proceso de molido se repitié cinco veces (1 min cada vez
para evitar el sobrecalentamiento de las semillas), y la extraccion del aceite
(proporcion de semillas-solvente de 1:3 g/mL, 25 °C, 60 min) se llevé a cabo
con agitacion. El rendimiento del aceite fue 33.9 g/100 g (aproximadamente el
96% del contenido de aceite), el cual fue superior al obtenida mediante la CP.
El proceso de molido repetido destruye eficientemente los 6rganos internos
de la semilla que contiene el aceite, facilitando la liberacion de aceite del
interior de las particulas de semillas. También disminuye el tamafio de las
particulas de semillas, reduciendo la resistencia a la difusion de aceite desde
el interior de las particulas de semillas para la mayor parte del extracto

liquido. Ambos efectos del proceso de molido repetido mejoran el rendimiento

del aceite de las TS.

En el caso de la DUE, el aumento de la potencia de ultrasonido de 5 a 50 W
provoco un incremento del rendimiento del aceite por mas de 20%. Esto se
atribuyé a la mayor potencia de ultrasonido especifica introducida en el
sistema de extraccion (la potencia ultrasonica por gramo de la suspension),

como puede verse en la Tabla 1. Por otro lado, el aumento de la potencia

ultrasénica de 60 a 170 W no tuvo efecto sobre el rendimiento y en la cinética
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recuperacion de cobre de un mineral de 6xido [17]. En este estudio, se
mejoré la eficiencia del filtrado con el aumento de la potencia ultrasénica,
alcanzando un valor maximo a cierta potencia, mientras que se redujo con el
aumento en la potencia ultrasénica. El aumento de la potencia ultrasénica
resulté en una implosién més completa de burbujas de cavitacién, creando
condiciones finales mas extremas. Como consecuencia, la transferencia de
masa de las particulas soélidas se intensifico y el solvente penetr6 mas
facilmente en los sélidos, a través de los chorros de ultrasonidos, que
mejoraron la eficiencia de la extraccion. Sin embargo, la intensidad de
cavitacién no podria ser aumentada sin un limite, porque la disociacién se
produjo entre el transductor ultrasénico y la solucién como la amplitud de
vibracién aumentada, disminuyendo asi la eficiencia de transferencia de

energia ultrasoénica.

Se obtuvo un mayor rendimiento de aceite de las TS por medio de la IUE en
una potencia ultrasénica de 2 W (0.134 W/g) que mediante la DUE a una
potencia de 5y 10 W (0.048 y 0.096 W/g, respectivamente), como puede
verse en la Tabla 1. Las mejores condiciones de extraccion en el primer caso
fueron atribuidas a una mayor disipacion de energia especifica de
ultrasonido.

Sin embargo, los rendimientos mas altos de saponina total de varios tipos de
raices de ginseng se obtuvieron mejor por sonicacion directa que indirecta,

debido a la mayor energia especifica de ultrasonido introducida en el primer

material vegetal, respectivamente) [18].



|

Lps otros estudios comparativos disponibles de extraccion de solventes
clasica y asistida por ultrasonido mostraron resultados similares con respecto
a los efectos de sonicacion directa e indirecta sobre la eficiencia de
extraccion. Vinatoru et al. mejord el rendimiento del aceite de semillas de
e]neldo picadas en un tiempo sustancialmente mas corto por accion del
ultrasonido, mientras los rendimientos del aceite obtenido mediante DUE e
IUE fueron comparables [19]. Rostagno et al. determiné que el IUE podria dar
una eficiencia de extraccion isoflavona de los granos de soya similares a
QUE [20]. Albu et al demostré que el ultrasonido aumenté la eficiencia de
extraccion de antioxidantes del romero, con niveles comparables de acido
carnésico extraido obtenidos empleando DUE e IUE [21]. Sin embargo, la
energia ultrasénica realmente entregada a los sistemas de proceso no se dio
en estos estudios.

i

A mayor temperatura (cerca a la temperatura de ebullicién), la SE fue la
técnica mas eficaz en la recuperacion del aceite de las TS molidas,
garantizando un rendimiento de aceite de 31.1 g/100 g, la cual estaba cerca
‘de los obtenidos por la CP. Se obtuvieron rendimientos comparables
'mediante DUE e IUE en la temperatura de ebullicion (19.9 y 21.0 g/100 g,
irespectivamente). Este resultado se atribuyd al hecho de que pulverizacion
de semilla era mas eficaz para la extraccién del aceite que la accion del
iultrasonido.

3.2 Composicién de acidos grasos
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Las composiciones de FA del TSO recuperado de las TS molidas por
extraccion de solventes y el TSO obtenido por CP de las TS se comparan en
la Tabla 2. Independientemente de la técnica de recuperacion y las
condiciones de extraccion, la composicion de FA del TSO fue dominada por
el acido linoléico, aunque estuvieron presentes los otros principales FA
(palmitico, estearico, oleico y linolgico). Comparando las composiciones de
FA de los aceites obtenidos por diversas técnicas de recuperacion con los
publicados, se podria concluir que sélo las composiciones de FA de los
aceites obtenidos por DUE a la potencia ultrasonica de 10 y 50 W difieren de
las de los aceites recuperados en todo el mundo. Estas diferencias incluyen
mayor contenido de acido palmitico y menor contenido de acido linoléico en

el primer caso.

Tabla 2. Composicién FA (%) de la TSO recuperada por diferentes técnicas y condiciones de

operacion.
Técnica de Recuperacion de Aceite *
Extraccion ‘o Extracc
i Aceite Maceracién (ME) ¢ |nl:||itr?;gr}i|fjaE) Ultrai)g;?:ac IIgi':ecta iSé:thet
Acido Graso prensado § (DUE) (SE) §
e("cf;')° 25°C | BT 25°C
25°C BT Potencia [W] Potencia [W]
2 5 [ 10 [ so0
Palmitico 9.10 8.50 8.52 8.26 840 1071 1223 13.99 8.42
Esteérico 327 277 472 3.66 5.32 349 4.33 4.91 3.78
Oléico 13.74 12.49 14.72 1217 1489 13.02 1509 16.66 11.78
Linoléico 71.01 71.28 69.97 7021 6919 7019 63.95 5803 7222
Linolénico 0.70 0.93 1.06 0.89 1.12 0.81 0.78 0.71 0.84
Otros 2.18 4.03 1.01 4.81 1.08 1.78 3.62 5.70 2.96
Saturado 12.37 11.27 13.24 1192 1372 1420 1656 18.90 12.20
Insaturado 85.45 84.7 8575 8327 852 8402 79582 7540 84.84
Mono- saturado 13.74 12.49 14.72 1217 1489 13.02 1509 1666 11.78
Poli-insaturado 71.71 72.21 7103 7110 7031 7100 6473 58.74 73.06

¢ Las condiciones de operacién se dan en la Tabla 1
Extraccion de solventes: n-hexano
emperatura mejorada (cercana a la temperatura de ebullicion)
BT, temperatura de ebullicion.
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IUE y CP estuvieron en los mismos rangos de 11-19 y 75-86%,
respectivamente. Sin embargo, el contenido de acido linoléico se redujo en
un 12% cuando la potencia ultrasonica de sonicacion directa aumenté de 5 a
50 W (es decir, de 0.048 0.481 WI/g). El contenido total de FA saturados e
insaturados del TSO en las mismas condiciones se incrementd en
aproximadamente 5% y disminuy6 en un 10%, respectivamente. Se observo
una pequefia disminuciéon en los FA insaturados y un aumento en el
contenido de FA saturados en el caso del aceite de soya obtenido por
extraccion asistida por ultrasonido (potencia ultrasénica especifica de 0.45-
0.90 W/g) con n-hexano como solvente de extraccion, lo cual se explicd por la
oxidacion de FA insaturados [22]. También se observé que el ultrasonido
(0.65 W/g) afectd la composicion de los FA del aceite de girasol al disminuir
el contenido de &cido linoléico [23]. Debido a que se detectd un ligero
incremento en los valores de dieno conjugado, se concluyé que la oxidacion
del aceite habia ocurrido durante la sonicacién [23]. La oxidacion ultrasonica
del aceite se atribuyé a la cavitacion, la cual afecta los componentes
estructurales y funcionales hasta el punto de la oxidaciéon de los FA [24]. Sin
embargo, la disminucién de los FA insaturados y el aumento de los FA
saturados podria significar la reduccién de los primeros FA producidos debido
a la generaciéon de hidrégeno bajo sonicacién de hidrocarburos. De hecho,
Mizukoshi et. al. [25] informé que el hidrégeno estaba dentro de los productos
de descomposicion de la sonolisis de hidrocarburos (del decanato a

Hexadecano) bajo argén.
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4. Conclusiones

Para obtener aceite de las TS, se compararon diferentes técnicas de
recuperacion tales como SE, ME, IUE, DUE e CP con relacion a la eficiencia
de extraccion, medida por el rendimiento del aceite y la composicion de los
FA. El rendimiento maximo del aceite de 35.3 g g/100 fue obtenido por un
proceso de dos pasos que incluye la CP seguida por la ME. En este proceso,
la torta de semillas después de la CP fue molida y luego se extrajo el aceite
residual mediante el uso de n-hexano. Entre las técnicas individuales
aplicadas, la CP fue la mas efectiva en la recuperacién del aceite de las TS,
garantizando un rendimiento de aceite del 93% del rendimiento maximo de
aceite. Esta técnica de recuperacién es mas aceptable que los otros
metodos, no sélo por razones econdmicas sino también ambientales, de
salud y de seguridad. El mayor rendimiento de aceite se obtiene en un
proceso tecnoldgico relativamente simple, que no produce residuos y no usa
solventes potencialmente peligrosos.

La ME y la extraccién ultrasénica son ineficientes para recuperar el aceite de
las TS molidas, ya que los rendimientos de aceite estuvieron entre el 45 y
55% del contenido de aceite en las semillas. La eficiencia de estas técnicas
de recuperacion se puede incrementar mediante una cominucién mas eficaz
de las TS y mediante la agitacion mecanica de la suspensién de la
extraccion. El proceso de molido repetido de las TS seguido de la ME asistida
por agitacion mecanica mejoré la eficiencia de extraccidon de aceite a 25 °C

hasta un 96% del contenido de aceite en las semillas.
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Los principales FA del aceite de las semillas de la planta de tabaco, tipo Otlja,

I

fue el acido linoléico (70%), aunque también estuvieron presentes los otros

I

brincipales FA (acidos palmitico, estearico, oléico y linoléico). Las

composiciones del TSO obtenido por SE, ME, IUE y CP resultaron para ser

‘'similares entre si. Sin embargo, el TSO recuperado por DUE tuvo un menor

‘contenido de acido linoléico en comparacién con los otros aceites. Al

‘aumentar la potencia de sonicacion directa, se podria esperar un aumento en

I

- el contenido de FA saturado y una disminucion en el contenido de FA

\' insaturados. El cambio observado del perfil FA por sonicacion ha sido

- explicado hasta el momento sélo por la oxidacion de FA insaturados. Sin

f embargo, también este podria ser causado por la reduccién de los FA

insaturados inducidos por la generacion de hidrégeno bajo la sonolisis de
hidrocarburos. Se necesitan nuevas investigaciones para dilucidar mas
claramente el mecanismo de la accion del ultrasonido sobre la composicion

de FA de aceites.
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STAZIONE SPERIMENTALE *‘ﬁ s
PER LE INDUSTRIE e

DEGLI OLI E DEI GRASSI

Rapporto di prova n°: 11LA01742

Dati del campione

Dat!’:\ accettazione: 12/04/2011
Datg inizio prove: 12/04/2011
Data fine prove: 22/04/2011
Dat? emissione: 05/05/2011

Desr:rizione: OLIO DI SEMI

Eticpetta: CAMP. 2'- 10/4/11
imballaggio: contenitore di PE
Sigilli: assenti

Campionamento eseguito da:  Cliente

ACCREDIA

VIR TTALIANO T4 AL CRE DTN

20133 MILANO - Via.G. Colombo 79

N

LABNH* 0137

Committente
SUNCHEM SRL

Tel. 02.70.64.97.1
Fax. 02.23.63.953
Cod. Fisc. e Part. IVA 01071130155
hitp:/iwww.sso0g, it

VIA DEL. PARCO TECNOLOGICO, 6

26041 CASALMAGGIORE CR

Prova Unita di misura Risultato
Metodo
* Cere (36-46 atomi di carbonio) mg/Kg 64,5
« TRIACILGLICEROLI CLASSI EGN(HPLC)
Metodo interno
. ECI\:MO % 1,_§6
» ECN42 % 45,38
. ECN:« % 33,20
» ECN46 % 15,49
» ECN48 % 3,62
. ECNI‘SO % 0.60.
. ECN§2 % 0,08
» ACIDI GRASS! OSSIDATI TOTALI % 2,13
NGD C88-2007
- Acidi: Grassi Ossidati (Idrossi, Idroperossi C18:1,C18:2,C18:3,Chete C18:1 ) % q.n
« Acidii Grassi Ossidati (Cheto C18:2,£18:3) % 1,40
ESTERI METILICI DEGLI ACID! GRASSI
iso 5508 1990 +1S0 12966-2:2011
Acid? miristico % 0,03
Acido pentadecanoico % 0,02
Acido paimitico % 8,12
Acido palmitoleico % 0,12
Acidd eptadecanoico % 0,10
Acidc{ eptadecenoico % 0,04
Acido‘ stearico % 2,78
AcidcI oleico % 11,68
Acido linoleico % 75,89
Acid& linolenico % 0.81
Acido octadecatetraenoico % 0,02
Acide arachico % 0,16
Acido eicosenoico % 0,10
Acldo: beenico % 0,08
Acido!emcico % 0,02
Acido fignocerico % 0,03

iHfisultato delle prove si riterisce soltanto al campione ficevuto, e non al lotto che il campione rappresenta.

1 campion] sf conservano per fre mesi dalla data di fatturazione.

La riproduzione parziale del presente rapporto di prova non & armessa, salvo autorizzaziong scritta defla Stazione Sperimentale per la Industrie dogli Oli ¢

dei Grassi,

Pagina 1 di 2

W



PER LE INDUSTRIE
DEGLI OL! E DEI GRASSI

Segue rapporto di prova n*:

11LA01742

'ACCREDIA %

CENTE STALISIEN OF ALCREINTARA I

LABN' 0137

- 20133 MILANO - Via G. Colombo 79
Tel. 02.70.64.97 1
Fax. 02.23.63.953
Cod. Fisc. e Part. IVA 01071130155

http: fiwww.ssog.it

l
Prova

Unita di misura Risultato
Metodo
STEROU
NGD C71-1989
Colesterolo % 84
Delta} 7-colesterolo % 1.2
24-Metilencolesterolo % 1,0
Cam})esterolo % 13,1
Cambestanolo % 0,8
Stigmasterolo % 8,9
Delta 7-campesterolo % 1,0
Delta|5,23-stigmastadienolo % 0,1
Cierosterolo % 0,7
Beta-sitosterolo % 41,5
Sitostanolo % 03
Delta 15~avenastero|0' % 21,0
Delta !5,24—stigmastadienoto % 114
Delta 17-stigmasteno!o % 0,2
Delta p’-avenasterolo % q,s
Steroli totali mg/Kg 6431
NGD €72-1989
* Determinazione det Tocoferoli e Tocotrienoli mediarite HPLC
Metod? interno v
* Delta tocotrienolo ‘mgiKg <1
* Baa+bamma tocotrienolo “my/Kg 138
- Alfa tlocotrienolo mg/Kg 8
. TOTA‘LE TOCOTRIENOL! mg/Kg 146
+ Delta tocoferolo mg/Kg <1
+ Beta+gamma tocoferolo mg/Kg 122
* Alfa to:coferolo mgIKg 6
* TOTALE TOCOFEROLI mglKg 128
* TOTA‘VLE TOCOFEROLl e TOCOTRIENOL! mg/Kg 274
(*)Le Lr‘ove contrassegnate dall'asterisco non-sono accreditate da ACCREDIA
IR It Dirpttore Generale

sponsabile del Servizio

il risultato defle prove si riferisce soltanto al campione. ricevuto, e non af o
I campfoni si conservano per tre mesi dafla data of fatturazione.

La riproduzione parziale del presente rapporto di prova non é ammessa, salvo aulorizzazione scritta defia S?aziohe Sperimentale per te Industrie degli Ol e

dal Grassi.

tto che it campione rappresenta.

.Dott. Marcg
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
[ Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

TRADUCCION OFICIAL # 1 COLO 5769 realizada el dia 10 de diciembre de
2012 por SANDRA MONICA BARRIGA BALMA, Abogada y Traductora Oficial de

Confianza de las Embajadas de ltalia y Suiza en Colombia, nombrada para el

cargo mediante Resolucién Min-Justicia N° 735 del 20 de Septiembre de 2001.

SSOG - STAZIONE SPERIMENTALE PER LE INDUSTRIE DEGLI OLI E DEI GRASSI

‘ ILAC MRA ~ ACCREDIA LAB N° 0137

Sigue direccidn, telefax, Codigo Fiscal y Partida IVA 01071130155 - hitp://www.ssog.it
Reporte de prueba N° 11LA01742

(;omitente

éUNCHEM SRL

\I/IA DEL PARCO TECNOLOGICO, 6

26041 CASALMAGGIORE CR

Fecha de la muestra

Fecha de aceptacion: 12/04/2011

l‘:echa de inicio de las pruebas: 12/04/2011
Ifecha de finalizacién de las pruebas:22/04/2011
Fecha de emision: 05/05/2011

bescripcién: ACEITE DE SEMILLAS

Etiqueta: CAMP. 2 — 10/4/11

Empaque: contenedor de PE

Sellos: ausentes

Muestreo realizado por: el Cliente
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

Prueba Unidad de medida Resultado
Método
* Ceras (36-46 atomos de carbono) mg/Kg 64,5
* TRIACILGLICEROLES CLASES ECN
(HPLC)
Método Interno
*ECN 40 % 1,66
*ENC 42 % 45,38
*ECN 44 % 33,20
*ECN 46 % 15,49
*ECN 48 % 3,62
*ECN 50 % 0,60
*ECN 52 % 0,06
* ACIDOS GRASOS OXIDADOS % 2,13
TOTALES
NGD C88-2007
* Acidos Grasos Oxidados (Hidroxis, % 0,73
Hidroperoxis C18:1 C18:2, C:18:3, Ceto
C18:1)
* Acidos Grasos Oxidados (Ceto C18:2, % 1,40
1C18:3)
| ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS %
| GRASOS
ISO 5508:1990 + ISO 12966-2:2011
Acido miristico % 0,03
Acido pentadecanoico % 0,02
| Acido palmitico % 8,12
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

Acido palmitoleico % 0,12
Acido heptadecanoico % 0,10
Acido heptadecenoico 0,04
Acido estearico % 2,78
Acido oleico % 11,68
Acido linoleico % 75,89
Acido linolenico % 0,81
Acido octadecatetraendico % 0,02
Acido araquico % 0,16
Acido eicosendico % 0,10
Acido behénico % 0,08
Acido ertcico % 0,02
Acido lignocérico % 0,03

El resultado de las pruebas se refiere unicamente a la muestra recibida y no al lote

que la muestra representa.

Las muestras se conservan por tres meses desde la fecha de la facturacién

La reproduccién parcial del presente reporte de prueba no sera admitida, salvo

que haya sido expedida autorizacion por escrito de la Stazione Sperimentale per le

Industrie degli Oli e dei Grassi.

Sigue a la pagina siguiente
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

SSOG - STAZIONE SPERIMENTALE PER LE INDUSTRIE DEGLI OLI E DEI GRASSI
ILAC MRA - ACCREDIA LAB N° 0137

Sigue direccion, telefax, Codigo Fiscal y Partida IVA 01071130155 - http://www.ssoq.it

Sigue Reporte de prueba N° 11LA01742

‘ Prueba Unidad de medida Resultado
| Método
ESTEROLES
NGD C71-1989
Colesterol 8,4
} Delta 7 — colesterol % 1,2
'| 24 - Metilencolesterol % 1,0
Campesterol % 13,1
Campestanol % 0,6
| Estigmaesterol % 8,9
| Delta 7 — campesterol % 1,0
Delta 5,23 - estigmastadienol % 0,1
Colesterol % 0,7
| Beta- sitosterol % 41,5
‘ Sitostanol % 0,3
Delta 5 — avenasterol % 21,0
Delta 5,24 — estigmastadienol % 1,1
| Delta 7 — estigmastenol % 0,2
| Delta 7 —avenasterol % 0,9
| Esteroles totales mg/Kg 6461
NGD C72-1989
* Determinacion de los Tocoferoles y
Tocotrienoles mediante HPLC
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
‘ Traductora e Intérprete Oficial
| Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

Método interno

* Delta tocotrienol mg/Kg <1
* Beta + gamma tocotrienol ' mg/Kg 138
* Alfa tocotrienol mg/Kg 8
*TOTAL TOCOTRIENOLES mg/Kg 146
* Delta tocoferol mg/Kg <1
*Beta + gamma tocoferol mg/Kg 122
: Alfa tocoferol mg/Kg 6
* TOTAL TOCOFEROLES mg/Kg 128
2 TOTAL TOCOFEROLES Y mg/Kg 274
TOCOTRIENOLES

I

ﬁ*) Las pruebas marcadas con el asterisco no estan acreditadas por ACCREDIA

El Responsable del Servicio - Dra. Pierangela Rovellini. Firmado ilegible.

El Director General - Dr. Marco Surdi. Firmado ilegible.

ﬁay sello redondo y humedo de la “Stazione Sperimentale per le Industrie degli Oli
é dei Grassi”

EI resultado de las pruebas se refiere unicamente a la muestra recibida y no al lote
que la muestra representa.

Las muestras se conservan por tres meses desde la fecha de la facturacion

La reproduccioén parcial del presente reporte de prueba no sera admitida, salvo
q‘ue haya sido expedida autorizacion por escrito de la Stazione Sperimentale per le

Ihdustrie degli Oli e dei Grassi.
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. S, 20133 MILANO - Via G. Colombo. 79
N ‘ , Tel. 02.70.64.97.1
- %%@[E % ACCREDIA & Fax. 02.23.63.953 ,

3
o”»
A s\“

N 7':,; % :;? CTRTE ARG DL ATCREXIBINTT o 'COd: Fisc. e Part_‘ IVA 01071130155
ggfigﬁﬁgﬁg?&?%ENTALE ”%’,’,’:}“\“\ LAB RCOLIY hitp:/iwww.ssog. it
DEGLI OL! E DEI GRASSI
Rapporto di prova n°: 11LAQ1745 Committente

'SUNCHEM SRL
VIA DEL PARCO TECNOLOGICO, 6
Dati del campione ‘26041 CASALMAGGIORE CR

oata accettazione: 12/04/2011

Data inizio prove: 12/04/2011

Da‘xta fine prove: 22/04/2011
Data emissione: 05/05/2011

De‘scrizione: SEMI

Etichetta: Campione 2 Seme - A seguito della richiesta del cliente viene riportata la seguente dicitura: olio tabacco
\ estrazione chimica

Imballaggio: sacchetto di politene

Sigili: assenti

Campionamento eseguito da:  Cliente

Prtova Unita di misura Risultato
Metodo
+ Estrazione ofio da semi
Metodo intermo
. Ce‘re (36-46 atomi di carbonio) mg/Kg 630,2
* TRIACILGLICEROU CLASSI ECN (HPLC)
‘Melodo interno
» EC;N40 % 173
» ECPMZ % 43,89
. ECFI44 % ‘33,56
. EC[N46 % 16,32
- . + ECN48 % 3,96
. + ECNSO % 0,54
: » ECl‘\JSZ %. <0,01
‘ * ACIDI GRASS! OSSIDAT: TOTALI % 9,51
: NGD ce8-2007
] A0|d| Grassi Ossidati (Idrossi, ldroperossi C18:1,C18:2,C18:3,Cheto C18: 1) % 1,86
* ACIdI Grassi Ossidali (Cheto C18:2,C18.3} % 7,66
ESTER! METILICI DEGL! ACID! GRASSI
SO |5508:1990 +180-12966-2:2011
Acir{o miristico % 0,08
Acidp pentadecanoico % 0,03
Acid[o palmitico % 9,48
AcidP paimitoleico % 0,14
Acido eptadecanoico % 0,11
Acido eptadecencico % 0,12
Acido stearico % 3,06
Acidl oleico % 11,63
Acid? linoleico % 73,93
Acido linolenico % 0,84
Acidt‘: arachico % 0,22
Acidt'? eicosenoico % 0,09
Acido beenico % 0,17

Il isultato deffe prove si riferisce soltanto al campione ricevuto, e non al lotto che i campioné’ rappresenta.
I campioni si conservano per tre mesi dalla data dj fattisrazions.

53 né)r:duzrone parziale del presente rapporto di prova non é ammessa, salvo autorizzazione scrifta défla Stazione Sperimentala per le Industrie degliOfi ¢
ei Grassi.,

Pagina 1 di 2
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IR N 20133 MILANG - Via G. Colombo 79
' = Tel. 02.70.64.97.1
Ralh _ ACCREDIA Fax, 02.23.63.953

STAZIONE SPERIMENTALE NN LT a0 1 A CRe0m 0T Cod, Fisc_ e Part. IVA 01071130155
‘PER LE INDUSTRIE Loy B N 0137 hitp://www.ssog.it
DEGLI OLI E DEI GRASSI
|
: S}egue rapporto di prova n®: 11LAD01745
|
Prova “Unita di misura Risultato
g Matodo o )
%\cldo erucico ' ‘ % 0,04
f\cido lignocerico % 0,06
< STEROL)
s NGD C71-1989
l E)o!esterolo % 7.6
i)elta 7-colesterclo % 9,8
‘ 24Metlencolesterolo % 11
’ Campesterclo % 15,8
E’g :Campestanolo % 1.9
3 Stigmasterolo % 15,1
? Deita 7-campesterolo % 03
' Pelta 5,23-stigmastadienoté % 9?2
;ﬁ Clerosterolo % 08
r& :iséta~sitos(erolo % 38,8
Sitostanolo % 0,6
g ;Delta S-avenasterolo % 16,8
: Defta 5,24-stigmastadiencio %: 07
4 ‘De!ta 7-stigmastenolo % 0,1
% [Delta 7-avenasterolo % 0,6

|
‘Steroli totali mglKg 6724
NGD C72-1989

+ Determinazione dei Tocoferoli e Tocotrienoli mediante HPLC

Metodo interrio

* iDelta tocotrienolo my/Kg 4
» | Beta+gamma tocotriencle mg/Kg 118

g +IAifa tocotrienclo my/Kg 8
.’ = TOTALE TOCOTRIENOL! ‘Mg/Kg 130
*|Delta tocoferolo MKy <1
+|Betargamma tocoferolo mo/Kg 132

»1 Alfa tocoferolo ‘mgiKg 4
*| TOTALE TOCOFEROLI mgikg 136
*|TOTALE TOCOFEROLI e TOCOTRIENOLI s . my/Kg. 266

X ") Le prove contrassegnate dall'asterisco non sono accreditate da ACCREDIA

Y

nsabile d izio

It ( il Diyettore Genergle
s Pi ;.
ott ierangela B¢ }3291

Ddit. Marco i
(:’ s :) r

e
|
|
|
|

|
|
|
|

1! Asultato ﬁgﬂe prove si riferisce soltanto af campione ricevirto, e non al fotto che il campione rappresents.
[ campioni si conservano per tre mesi dalla data di fatturazione,

g: ‘(grrodu'zione paiziale del presents rapporto di prova non & ammessa, saivo autorizzazione scitfa della Stazione Sperimentale perle industrie degli Ofi ¢
f Grassi. ’
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
i Traductora e Intérprete Oficial
Resolucidn Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

| TRADUCCION OFICIAL # 1.1 COLO 5769 realizada el dia 10 de diciembre de
. 2012 por SANDRA MONICA BARRIGA BALMA, Abogada y Traductora Oficial de
Confianza de las Embajadas de Italia y Suiza en Colombia, nombrada para el
cargo mediante Resolucién Min-Justicia N° 735 del 20 de Septiembre de 2001.

SSOG - STAZIONE SPERIMENTALE PER LE INDUSTRIE DEGLI OLI E DEI GRASSI
ILAC MRA - ACCREDIA LAB N° 0137

Sigue direccion, telefax, Cédigo Fiscal y Partida IVA 01071130155 - hitp://www.ss0q.it

| Reporte de prueba N° 11LA01745
| Comitente
| SUNCHEM SRL
. VIADEL PARCO TECNOLOGICO, 6
26041 CASALMAGGIORE CR
Fecha de la muestra
Fecha de aceptacion: 12/04/2011
| Fecha de inicio de las pruebas: 12/04/2011
i Fecha de finalizacion de las pruebas:22/04/2011
| Fecha de emision: 05/05/2011

' Descripcion: SEMILLAS

| Etiqueta: Muestra 2 Semillas — Luego de la solicitud del cliente, se report6 la
'siguiente leyenda: aceite tabaco extraccion quimica
|Empaque: bolsa de polietileno

|Sellos: ausentes
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

Muestreo realizado por: el Cliente

Prueba Unidad de medida Resultado
Método
 * Extraccion aceite de semillas
Método Interno
* Ceras (36-46 atomos de carbono) mg/Kg 530,2
* TRIACILGLICEROLES CLASES ECN
(HPLC)
Método Interno
*ECN 40 % 1,73
*ENC 42 % 43,89
*ECN 44 % 33,56
*ECN 46 % 16,32
*ECN 48 % 3,96
*ECN 50 % 0,54
*ECN 52 % <0,01
* ACIDOS GRASOS OXIDADOS % 9,51
TOTALES
NGD C88-2007
* Acidos Grasos Oxidados (Hidroxis, % 1,86
Hidroperoxis C18:1 C18:2, C:18:3, Ceto
C18:1)
* Acidos Grasos Oxidados (Ceto C18:2, % 7,65
C18:3)
ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS %
GRASOS
ISO 5508:1990 + ISO 12966-2:2011
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i SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
; Traductora e Intérprete Ofictal
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

' [Acido miristico % 0,08
Acido pentadecanoico % 0,03
" [Acido palmitico % 9,48
Acido palmitoleico % 0,14
Acido heptadecanoico % 0,11
Acido heptadecenoico 0,12
" [Acido estearico % ' 3,06
| Acido oleico % 11,63
‘ Acido linoleico % 73,93
Acido linolenico % 0,84
[ Acido araquico % 0,22
Acido eicosendico % 0,09
| Acido behénico % 0,17

El resultado de las pruebas se refiere tnicamente a la muestra recibida y no al lote
que la muestra representa.

Las muestras se conservan por tres meses desde la fecha de la facturacion

La reproduccién parcial del presente reporte de prueba no seré admitida, salvo
que haya sido expedida autorizacion por escrito de la Stazione Sperimentale per le

Industrie degli Oli e dei Grassi.

Pagina 1 de 2
i Sigue a la pagina siguiente
 [Acido ertcico % 0,04
| | Acido lignocérico % 0,06
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucién Ministerio de Justicia N® 735 del 20 de septiembre de 2001

SSOG - STAZIONE SPERIMENTALE PER LE INDUSTRIE DEGLI OLI E DE!I GRASSI

ILAC MRA - ACCREDIA LAB N° 0137

Sigue direccion, telefax, Codigo Fiscal y Partida IVA 01071130155 - hitp://www.ssog.it

Sigue Reporte de prueba N° 11LA01745

Prueba Unidad de medida Resultado
Metodo
ESTEROLES
NGD C71-1989
Colesterol % 7.6
Delta 7 — colesterol % 0,8
24 - Metilencolesterol % 1,1
Campesterol % 15,8
Campestanol % 1,9
Estigmaesterol % 15,1
Delta 7 — campesterol % 0,3
Delta 5,23 — estigmastadienol % 0,2
Colesterol % 0,6
Beta- sitosterol % 38,8
Sitostanol % 0,6
Deita 5 — avenasterol % 15,8
Delta 5,24 — estigmastadienol % 0,7
Delta 7 — estigmastenol % 0,1
Delta 7 —avenasterol % 0,6
Esteroles totales mg/Kg 6724
NGD C72-1989
* Determinacién de los Tocoferoles vy
Tocotrienoles mediante HPLC
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA

Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

Traductora e Intérprete Oficial

&V

Método interno

* Delta tocotrienol mg/Kg 4
* Beta + gamma tocotrienol mg/Kg 118
* Alfa tocotrienol mg/Kg 8
* TOTAL TOCOTRIENOLES mg/Kg 130
* Delta tocoferol mg/Kg <1
*Beta + gamma tocoferol mg/Kg 132
* Alfa tocoferol mg/Kg 4
* TOTAL TOCOFEROLES mg/Kg 136
*TOTAL TOCOFEROLES Y mg/Kg 266
TOCOTRIENOLES

(*) Las pruebas marcadas con el asterisco no estan acreditadas por ACCREDIA

El Responsable del Servicio - Dra. Pierangela Rovellini. Firmado ilegible.

El Director General - Dr. Marco Surdi. Firmado ilegible.

Hay sello redondo y humedo de la “Stazione Sperimentale per le Industrie degli Oli

e dei Grassi”

El resultado de las pruebas se refiere tinicamente a la muestra recibida y no al lote

que la muestra representa.

Las muestras se conservan por tres meses desde la fecha de la facturacion

La reproduccion parcial del presente reporte de prueba no serd admitida, salvo

que haya sido expedida autorizacién por escrito de la Stazione Sperimentale per le

Industrie degli Oli e dei Grassi.
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STAZIONE SPERIMENTALE
PER LE INDUSTRIE
DEGL] OLI E DE| GRASSI

Rapporto di prova n°: 10LA01350

Pati del campione

Data accettazione: 20/05/2010
'pata inizio prove: 20/05/2010
Pata fine prove: 25/05/2010
Pata emissione:

Pescrizione: SEME TABACCO

|‘Etichetta: Tabacco GIZA 1 2010
I‘mballaggio: sacchetto di carta
§igilli: assenti

Campionamento eseguito da: ~ Cliente
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Committente

IDROEDIL SRL

o

20133 MILANO - Via G. Colombo 79
Tel. 02.70.64.97 1
Fax. 02.23.63.953
Cod. Fisc. e Part. IVA 01071130155
http:/fwww.ssog.it

VIA C.COLOMBO, 54 INT.1
18018 ARMA DI TAGGIA IM

I'?rova Unita di misura Risultato
Metodo
» Acidita, espressa come acido oleico % 0,27
IlVGD C10-1976
* SOSTANZA GRASSA - seme % 36,60
IiVGD B4-1976
UMIDITA'E SOSTANZE VOLATILI - seme % 4,75
IYGD B2-1976
* Preparazione dei metil esteri
I.\SO 5509-1990
Analisi gascromatografica degli acidi grassi
I|SO 5508-1990
* A‘cido palmitico % 8,30
* Acido palmitoleico % 0,11
* Acido stearico % 2,74
* A:cido oleico % 12,03
* Af:ido linoleico % 75,24
* Af:ido linolenico % 1,32
* A?ido arachico % 0,16
* Acido eicosenoico % 0,10

\

|

)

Il Responsabile del Servizio
\ Dott. Paolo Federico Bondioli

I n’sgltato delle prove si riferisce soltanto al campi
I campioni si conservano per tre mesi dalla data

La riproduzione parziale del
Oli e'dei Grassi.

Le prove contrassegnate dall'asterisco non sono accreditate dal SINAL.

ione ricevuto, e non al lotto che il campione rappresenta.
di fatturazione.

presente rapporto di prova non é ammessa, salvo autorizzazione scritta della Stazione Sperimentale per le Industrie degli

Il Direttore Generale
Dott. Marco Surdi

Pagina 1 di 1



l SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
\ Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

TRADUCCION OFICIAL # 1.2 COLO 5769 realizada el dia 10 de diciembre de
?012 por SANDRA MONICA BARRIGA BALMA, Abogada y Traductora Oficial de
Confianza de las Embajadas de Italia y Suiza en Colombia, nombrada para el
cargo mediante Resolucién Min-Jdusticia N° 735 del 20 de Septiembre de 2001.

!

\ SSOG — STAZIONE SPERIMENTALE PER LE INDUSTRIE DEGLI OLI E DEI GRASS!
: SINAL N° 0137 — ILAC - MRA

|
Sigue direccion, telefax, Codigo Fiscal y Partida IVA 01071130155 - hitp://www.ssog.it

Reporte de prueba N° 10LA01350
Comitente

IDROEDIL SRL

VIA C. COLOMBO, 54 INT. 1

18018 ARMA DI TAGGIA IM

Fecha de la muestra

Fecha de aceptacion: 20/05/2010

Fecha de inicio de las pruebas: 20/05/2010
Fgcha de finalizacion de las pruebas:25/05/2010
Fecha de emisién: En blanco

Descripcion: SEMILLAS DE TABACO
Et%iqueta: Tabaco GIZA 1 2010

Er’ppaque: bolsa de papel

Séllos: ausentes

Muestreo realizado por:; el Cliente
|
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

(S

Prueba Unidad de medida Resultado
Meétodo
* Acidez, expresada como acido oleico % 0,27
NGD C10-1976
* SUSTANCIA GRASA - semillas % 36,60
NGD B4-1976
HUMEDAD Y SUSTANCIAS VOLATILES % 4,75
- semillas
NGD B2-1976
* Preparacion de metil ésteres
1SO 5509-1990
Analisis gascromatografico de los acidos
grasos
ISO 5508-1990
Acido palmitico % 8,30
Acido palmitoleico % 0,11
Acido estearico % 2,74
Acido oleico % 12,03
Acido linoleico % 75,24
Acido linolenico % 1,32
Acido araquico % 0,16
Acido eicosenoico % 0,10

(*) Las pruebas marcadas con el asterisco no estan acreditadas por SINAL

El Responsable del Servicio — Dr. Paolo Federico Bondioli — sin firma

El Director General - Dr. Marco Surdi — sin firma
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SANDRA MONICA BARRIGA BALMA
Traductora e Intérprete Oficial
Resolucion Ministerio de Justicia N° 735 del 20 de septiembre de 2001

El resultado de las pruebas se refiere unicamente a la muestra recibida y no al lote
que la muestra representa.

Las muestras se conservan por tres meses desde la fecha de la facturacién

La reproduccién parcial del presente reporte de prueba no sera admitida, salvo
que haya sido expedida autorizacion por escrito de la Stazione Sperimentale per le

Industrie degli Oli e dei Grassi.
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INDUSTRIAL CROPS
AND PRODUCTS

DIARIO INTERNACIONAL

Industrial Crops and Products 16 (2002) 1-9

www.elsevier.com/locate/indcrop

Aceite de Semilla de Tabaco como Combustible Diesel Alternativo:
Propiedades Fisicas y Quimicas

P.N. Giannelos, F. Zannikos, S. Stournas, E. Lois*, G. Anastopoulos
Departamento de Ingenieria Quimica, National Technical University of
Athens, Iroon polytechniou 9, Atenas 157 80, Grecia

Aceptado el 19 de Diciembre de 2001

Resumen

La semilla de tabaco es un subproducto de la produccién de hojas de tabaco.
Esta semilla de aceite fue evaluada en este estudio, como una fuente de
energia renovable y potencial. La extraccién sucesiva de aceite de semillas
de tabaco indicd que casi el 38% de la semilla es aceite. Los principales
componentes observados en el analisis GC fueron acido linoleico (18:2),
acido oleico (18:1) y acido palmitico (16:0). Las propiedades fisicas, quimicas

y relacionadas con combustible del aceite de semillas de tabaco fueron

investigadas en este trabajo. Estas propiedades se compararon con las de

61



comestible puede ser un sustituto adecuado para mercados nichos
especificos tales como tractores o vehiculos que se mueven internamente en
las ciudades. Por otro lado, el aceite de semilla de tabaco como combustible
representa una posible esperanza para el futuro de la agricultura del tabaco
en la Union Europea. © Publicado en 2002 por Elsevier Science B.V.
Palabras Clave: Aceite de semilla de tabaco, extraccion con disolvente;
Propiedades fisicas; Propiedades del combustible; Composicién de acidos
grasoé.

1. Introduccién

Los aceites agricolas, sin tratar o modificados quimicamente, tienen el
potencial para sustituir una fraccion de destilados de petréleo y productos
petroquimicos derivados del petréleo en un futuro préximo. ElI material de
rango de ebullicion del diesel es de particular interés porque ha demostrado
reducir significativamente las emisiones de particulas del diesel de petréleo.
Estudios recientes indican que el nimero de cetano, el contenido aromatico,
el contenido de azufre, la temperatura de destilacion, y la densidad son
factores importantes para el control de emisiones (Kuljuka et al., 1998; Lee et
al., 1998; Ryan et al., 2000). La reduccion en el contenido aromatico y/o la
eliminacién de fracciones pesadas, o el uso de combustible mas ligero se
consideran eficaces para este propoésito (Walsh, 1998).

La demanda de combustibles derivados del petréleo esta cambiando. Para la

gasolina y los destilados medios incluyendo el combustible diesel, esta

aumentando pero con una fuerte disminuciéon de combustibles pesados. Por




produccion de combustible limpio econémicamente viable seguira siendo un
reto en los afios venideros.

El desarrollo de sustitutos derivados de la biomasa para el combustible diesel
es una posible salida atractiva, ya que podria ayudar a mejorar la calidad del
combustible diesel. Entre las diferentes posibles fuentes, los combustibles
diesel derivados de aceites vegetales presentan una alternativa prometedora
para sustituir los combustibles diesel. Hay mas de 350 cultivos de aceite
productivos identificados, entre los cuales sélo los aceites de girasol,
cartamo, soya, semilla de algoddn, colza y mani son considerados como
posibles combustibles alternativos para motores diesel. Estos aceites de
semillas organicas son mejores que el combustible diesel en términos de
contenido de azufre, punto de inflamacién, contenido aromatico vy
biodegradabilidad.

Los aceites vegetales tienen estructuras quimicas diferentes a los
combustibles diesel derivados del petréleo. Hasta tres acidos grasos estan
ligados a una molécula de glicerol con enlaces de ester. EI componente
béasico de los aceites vegetales son los triglicéridos. Con pocas excepciones,
los acidos grasos de los cuales se derivan los aceites vegetales, son todos
compuestos de cadena recta que varian de tamafio de 3 a 18 atomos de
carbono.

Muchas naciones que dependen de sus condiciones de clima y suelo, estan

estudiando diferentes aceites vegetales como alternativa a los combustibles

diesel. Grecia, un importante productor de tabaco a nivel internacional_gs,

uno de los once paises en los que crece aproximadamente el

mundial. La produccién mundial de tabaco no Dﬁ ..\

N



2000 fue estimada en 7.722.327 t (Departamento de Agricultura de Los
Estados Unidos, 2000), mientras que la cosecha del 2000 en Grecia se
estimé en 123.704 t (Centro Nacional de Tabaco de Grecia, 2000).
La semilla de tabaco (Fig. 1) es un subproducto de la produccién de hojas de
tabaco en Grecia y en otros paises. Las semillas de la planta de tabaco son
muy pequefnas en tamafo, pero vienen en una gran cantidad por planta
(Chras, 1997). Pueden conservarse durante mucho tiempo si se almacenan
en condiciones secas, resistentes a la humedad mas alta en temperaturas
normales y tienen una cascara fuerte. El endosperma de las semillas de
tabaco contiene células con membrana delgada, ricas en aceite. El aceite
extraido de las semillas de tabaco es un aceite no comestible, y las
propiedades fisicas y quimicas de este aceite no estan disponibles en la
literatura. Los objetivos de esta investigacion fueron analizar diversas
propiedades del aceite de semilla de tabaco relacionadas con el combustible.
Estas propiedades se compararon con las de otros aceites vegetales y con

los requerimientos Griegos para aceites de petroleo.

2. Materiales y Métodos
21. Procedimiento de Extraccion - Contenido de aceite de
semilla de tabaco
El aceite de hojas de tabaco fue extraido con disolvente hexano y el aceite se
separé del solvente usando un evaporador rotatorio de vacio. Las semillas se

secaron durante 1 hora a 60-70°C, molidas y extraidas. El extracto se




Se pes6 una muestra representativa de la tierra de semillas de tabaco y el
aceite se extrajo usando éter de petrdleo segun los procedimientos
operativos estandarizados por la GIPSA (Administracion de Inspeccion de
Granos, Empacadores y Corrales del departamento de agricultura de los
Estados Unidos). Al finalizar el proceso de extraccién, se calculé el contenido
de aceite de la muestra de suelo. Al finalizar el proceso de extraccion, se
calculé el contenido de aceite de la muestra de suelo. El método utilizado fue
una modificacion del método oficial Ac 3-44 de la AOCS (Sociedad Quimica
Americana de Aceite) (OAC, 1995), donde mantuvimos la temperatura del
dispositivo soxtec en 120°C en lugar de 100°C y el proceso de extraccion

durd 15 minutos, mientras que el proceso de destilacion duré 45 minutos.

2.2, Composicion del acido graso de aceite de semilla de tabaco
' La composicién de acidos grasos del aceite de semilla de tabaco se
~ determin6 mediante analisis GC. Se utilizé un Cromatografo de Gases, serie
Il 5890 Hewlett Packard, con una columna (compafia Supelco) tipo SP2340
de 60 m de largo y un inyector con/sin divisién. El didmetro interior fue de
‘ 0,25 mm vy el espesor de la pelicula fue 0,20 um. El detector fue un FID. Se
, coloco un muestreador automatico al Cromatografo de Gases HP 5890 para
' automatizar la introduccién de la muestra. La cantidad de muestra (aceite de
"semilla de tabaco) inyectada fue 0.5 ul. La temperatura del inyector del GC

|

ifue 230°C. Se utilizé helio como gas portador. La temperatura del detector de
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relacion de 3.0°C/min a 220°C. La temperatura del horno fue constante
durante 5 minutos. La temperatura final fue de 220 °C. Los acidos grasos del
aceite de semilla de tabaco fueron identificados y cuantificados mediante el

estandar de larodan 905518.

2.3. Propiedades Fisicas y Quimicas del aceite de semilla de
tabaco

Se analizaron las propiedades fisicas y quimicas del aceite de semilla de

tabaco, empleando los procedimientos estandar que se muestran en la Tabla

1. Sin embargo, ya que bajas cantidades de aceite de semilla de tabaco

estaba disponible para la determinaciéon del nimero de cetano utilizando los

métodos estandar, se establecié un nimero de cetano calculado de acuerdo

a Goering et al. (1982).

3. Resultados y Discusién

La produccion del aceite de semillas de tabaco oscilé entre 36.2 y 41,4%
(promedio Ly 38.8%) en peso seco, mediante la extraccion de hexano de
columna soxhlet, L,=33.4%, usando la extraccién de éter de petréleo del
aparato soxtec. Estos valores indican que las semillas de tabaco son ricas en
aceite.

La Fig 2. presenta la cromatografia de gases del aceite de semillas de
tabaco. El total de la composicion de acidos grasos saturados e insaturados

del aceite de semilla de tabaco fue de 14.8 y 85.2%, respectivame‘nte (Tabla

2). El aceite linoleico (18:2) y oleico fueron los dos acidos insaturad G ',

abundantes (69.49 y 14.54%, respectivamente). //:/(M I
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Tabla 1
Determinacion de propiedades fisicas y quimicas usando métodos estandar
Propiedades Fisicas y Método Estandar Unidad
Quimicas
Densidad ASTM D4052-91 (1995c) g/mi
Cantidad de Yodo AOC CD1-25 1993 Centigramos 1/g aceite
Valor de Saponificacion AOC CD3-25 1997 Mg KOH/G aceite
Contenido Energético ASTM D2015-85 (1998) MJ/kg
Punto de Enturbamiento ASTM D2500-91 (1995b) °C
Punto de Fluidez ASTM D97-93 (1995f) °C
Punto de Inflamacién ASTM D93-94 (1995¢) °C
Numero Cetano ASTM D613 (1979) -
Viscosidad Cinematica { ASTM D44 (IP 71) ¢St en 40°C
Contenido de Azufre ASTM D5453-93 (1995d) wt. %
Ceniza ASTM D482-91 (1995a) wt. %

Aunque soélo se producen naturalmente acidos con un numero par de atomos
de carbono, el aceite de semilla de tabaco contiene una pequefia cantidad de
acidos heptadecanoicos y heptadecenoicos.

Un resumen de las propiedades fisicas y quimicas del aceite de semilla de
tabaco (extraido del hexano de columna soxhiet) y otros aceites de semilla
utilizados para la produccién de biodiesel, asi como los requisitos Griegos
para combustible diesel de automotor, se enumeran en la Tabla 3. La Tabla 4
presenta algunas propiedades fisicas y quimicas del aceite de semilla de
tabaco de otro estudio. La mayoria de los valores fueron similar a los
nuestros, excepto el contenido de yodo y el contenido acido palmitico,
indicando que las diferencias del mismo material sin tratar pueden existir en
diferentes regiones geograficas.

Durante nuestros experimentos, la densidad del aceite de semilla de tabaco
fue de 0.9175 kg/l. Aunque la densidad del aceite de semillas de tabaco fue
similar a las de los otros aceites vegetales, es superior a la normativa
Europea, por lo cual cumple las especificaciones Griegas, indicando que la

densidad de los combustibles diesel después del inicio del af

estar en el rango de 0.820-0.845 kgl/l. /ﬁ}&/

0,20008xdebe



Por lo tanto, la medicién volumétrica del aceite de semilla de tabaco (como en
los inyectores de unidad utilizados en motores diesel modernos) resulta en la
entrega de mayor masa de combustible. Sin embargo, los aceites vegetales
tienen un menor contenido energético en la base volumétrica y de masa. Por
lo tanto, aunque un inyector de unidad podria ofrecer una mayor masa de
combustible, la energia real entregada es menor que la de los combustibles
diesel convencionales.

El numero de yodo es una medida del grado de insaturacién del combustible.
La experiencia de Mercedes Benz sugiere que no es aceptable el
combustible con contenido de yodo superior a 115 debido a depésitos de
carbon excesivo (Shafer, 1994). El contenido de yodo de la mayoria de
aceites vegetales estuvo dentro del rango de 105-130. E! contenido de yodo
del aceite de semilla de tabaco es mayor que la de los otros aceites, y el valor
maximo establecido por regulaciones de la Unién Europea, establece un valor
maximo para el Contenido de Yodo en 120.

Este resultado fue el esperado, ya que se basa en el mayor grado de
insaturacion de este aceite. La insaturacién en la cadena de acido graso es la
principal fuente de inestabilidad en los aceites vegetales (Stavinoha y Howell,
1999). Si hay dos o mas dobles enlaces, estos tienen un efecto mutuamente
activador. Los metales y elastdbmeros en contacto con aceites vegetales
durante el almacenamiento también pueden afectar la estabilidad.

Oxidacion conduce a la formacién de hidroperoxidos, que pueden atacar

elastébmeros o polimerizar para formar resinas insolubles. La eliminacién de la




debe ser enfocada a aditivos que puedan actuar para estabilizar las uniones

insaturadas en aceites vegetales para obtener una estabilidad aceptable.

Tabla 2
Composicion de acidos grasos de aceite de semillas de tabaco
Numero

de Acido Graso Estructura Quimica P(:\/so
Carbonos °
8 Caprilico [acido carboxilico Cg ] CH3(CH3)sCOOH <0.01
10 Capril [acido carboxilico Cio ] CH3(CH,)sCOOH | <0.01
12 Laurico {acido carboxilico Ci2 ] CH3(CH,)10COOH <0.01
14 Miristico [acido carboxilico C14 ] ' CH3(CH2)12,CO0H 0.09
16 Palmitico [acido carboxilico Cie ] CH3(CH2)14COOH 10.96
16 Palmitoléico [4cido cis-9-Hexadecanoico] CH3(CH,)sCH= (CH,);COOH 0.20
17 Heptadecanoico [acido carboxilico Cq7 ] CH3(CH,)1sCOOH 0.10
17 Heptadecenoico [acido cis-9-Hexadecanoico] CHa;(CH,)sCH= (CH,)yCOOH 0.05
18 Estearico [acido carboxilico Cis ] CH3(CH.)16COOH 3.34
18 Oleico [4cido cis-9-Octadecenoico] CH3(CH,);CH= (CH,);COOH 14.54
18 Linoléico [acido cis, cis-9-12-Octadecadienoico] CH3(CH:)3CHoCH= 69.49

CH)2(CH2);COOH
18 Linolénico [acido cis, cis, cis-9, 12, 15-Octadecatrienoico] | CH3(CH,CH= CH)3(CH,)7COOH | 0.69
18 Elaidico [acido trans-9-0.040ctadecenoico] CH3(CH,);CH= CH(CH»);COOH | 0.02
18 C18:2 [acido trans, trans-9, 12-Octadecadienoico] CH3(CHg)s(CH.CH= 0.04
CH)2(CH3);COOH
18 C18:3 [acido trans,trans, trans-9, 12-15- CH3(CH,CH=CH)3(CH;); COOH | 0.03
Octadecadienoico]

20 Eicosanoico [acido carboxilico Cao ] CH3(CH,)1sCOOH 0.25
20 Eicosenoico [acido carboxilico Cyo ] CH3(CH2)sCH-CH(CHz)s COOH 0.13
22 Behénico [acido carboxilico CH3(CH2)20CO0OH 0.12
22 Erdcico [acido cis-13-docosanoic ] CH3(CHz);CH=CH(CH,):sCOOH [ <0.01
24 Lignocérico [4cido carboxilico Cpa ] CH3(CHa)22COOH 0.04

El valor de saponificaciéon del aceite de semilla de tabaco estuvo dentro del

rango de valor de saponificacion de todos los otros aceites vegetales. Este

valor reflejo la duracién media de la cadena del acido graso de este aceite.

El HHV del aceite de semillas de tabaco, calculado mediante la ecuacién de

Demirba (Demirba, 1998), mostrd una diferencia de 0.032% del valor medido.

El contenido energético de este aceite fue de 39.4 MJ/kg. Este valor fue casi

lo mismo que los otros aceites vegetales. El contenido energético de la

mayoria de aceites vegetales es aproximadamente 12% menor que el del

combustible diesel automotriz utilizado en Grecia.

Las propiedades de flujo frio caracterizan el comportamiento de
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serios problemas graves en regiones mas frias, especialmente en invierno.
En consecuencia, es importante garantizar el buen comportamiento de flujo
frio debido al buen desempefio de flujo intrinsecamente del combustible o
mediante la adicién de aditivos adecuados. Los aditivos del mejorador de flujo
frio pueden reducir el tamafio, o inhibir la formacién de los cristales de cera
formados al enfriamiento del combustible y asi bajar la temperatura en la que
la obstruccién de la cera se convierte en un problema (Botros, 1997). Una de
las desventajas de los aceites de semilla utilizados es el rendimiento
insuficiente de flujo frio durante el invierno (Graboski y McCormick, 1998).
Segun nuestros experimentos cuando el aceite de semilla de tabaco fue
comparado con otros aceites vegetales, este tenia el punto mas bajo de
Enturbamiento de -78°C. Ademas, su punto de fluidez fue de -14°C, que esta
dentro del rango de 12 a -31°C (Goering et al, 1982) que reporté para aceites
vegetales.
El punto de inflamacién es una medida de la temperatura a la que un
combustible debe ser calentado para que se pueda encender la mezcla de
vapor y aire sobre el combustible. En comparaciéon con los otros aceites
vegetales, el aceite de semilla de tabaco tiene el menor punto de inflamacién
de 220°C. Todos los aceites vegetales tienen puntos de inflamacion

relativamente altos, por lo que se consideran combustibles seguros bajo

condiciones normales.
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| Tabla 3
“ Propiedades del Aceite de Tabaco y otros aceites vegetales — Requerimientos Griegos

|
|

1

. Ny . Punto
Viscosidad . Contenido | Punto de Punto de : Valor de : .
Aceite Vegetal | Cinematica gugero Energético | Enturbamiento de . Inflamacién E:(er/lls idad Azu:/re Saponificacion gar:(tu:’ad (f;mza
240°C | etaneo | 1 1ikg) {°C) f,'g;“ez (°C) (kg WE%) | tmg KOHIgr] e Yodo | (%)
Maiz 34.9 37.6 39.5 -1.1 -40.0 277 0.9095 0.010 187-195 122.6 0.01
S:ngéﬂe 335 418 395 17 150 234 09148 | 0010 189-198 1057 | 001
Mani 39.61 41.8 39.8 12.8 6.7 271 0.9026 0.010 187-196 - 0.005
Colza 37.0! 376 39.7 -3.9 -31.7 246 0.9115 0.010 168-181 130.0 0.054
Sésamo 3551 40.2 39.3 -39 -9.4 260 0.9133 0.010 187-195 106.6 <0.010
Soya 326 37.9 39.6 -3.9 -12.2 254 0.9138 0.010 189-195 1125 <0.010
Girasol 339! 371 7.2 -15.0 274 0.9161 0.010 188-194 125.5 <0.010
Aceite de tabaco 27.7 | 38.7 39.4 -7.8 -14.0 220 0.9175 0.006 193 135.0 0.008
Requerimientos |
Europeos I
(combustible 245! | 51 (min) ; ; ; 56 (min.) 0820 &‘;?(5 ; 120 (2{2; )
diesel para “ ’ ) )
aytomotores) i
T
i \
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Tabla 4
Comparacion de informacion fisica y quimica del aceite de semilla de tabaco de dos paises
Aceite de semilla de tabaco Aceite de Semilla de Tabaco
(Bajpai y Seth, 2000) (este trabajo)
Cantidad de Yodo 145 135
Valor de Saponificacion 190.9 193
Acido Linoléico, wt.% 70.0 69.49
Acido Oléico, wt. % 16.0 14.54
Acido Esteéarico, wt.% 5.0 3.34
Acido Palmitico, wt.% 3.0 10.96

Se ha encontrado que el punto de inflamacién del aceite de semilla de tabaco
es mucho mayor que el del combustible diesel para automotores utilizado en
Grecia. El nimero cetano del combustible es una medida de su retraso de
ignicién con mayor nimero de cetano que indica el tempo mas corto entre la
iniciacion de la inyeccién de combustible y la igniciéon, una propiedad

deseable en combustible de motor diesel.

El numero de cetano calculado de aceite de semillas de tabaco fue 38.7. Este
estaba dentro del rango tipico de nimero de cetano de todos los aceites
vegetales. Los numeros cetano de aceites vegetales aumentan con la
esterificacion. Después de este proceso, el nimero cetano podria ser mayor
que el requisito minimo Europeo de 51, para combustibles diesel de
automotores

La viscosidad de un combustible liquido es importante para su flujo a través
de las tuberias, inyectores, orificios y para la atomizacion de combustible en
el cilindro (Goering et al, 1982). El principal problema asociado con el uso de
aceites de vegetales puros como combustibles, para los motores diesel es
causado por la alta viscosidad del combustible alta en la ignicién por

compresion.
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Peterson, 1993). La viscosidad cinematica de los aceites vegetales, utilizados
para la produccion de biodiesel, varia en el rango de 30-40 cSt a 40°C. El
aceite de semilla de tabaco era menos viscoso (27.7 cSt) en comparacién
con los otros aceites vegetales. La transesterificacion, pirolisis o dilucion
reduciria su rendimiento en un motor diesel (Masjuki et al, 1993). Después de
cualquiera de estos procesos, podria cumplirse el requisito Griego de
maxima viscosidad 4.5 ¢St para aceite de semillas de tabaco.

El contenido de azufre del aceite de semilla de tabaco, asi como los otros
aceites vegetales, fue menor a 0.035 que es el limite para el combustible
diesel en Grecia. Los compuestos de azufre causan contaminacion ambiental
de sus productos de combustion y también son naturalmente corrosivos y
causan varios problemas fisicos a partes del motor. (Ryan et al. 2000). El
contenido de cenizas del aceite de semillas de tabaco fue menor a 0.004 g/50
g de la muestra seca (<0.01 wt.%, que es el requisito Griego). Se concluyé
que este contenido de ceniza era lo suficientemente bajo como para no
causar problemas cuando se utiliza como combustible en motores diesel.

Una pregunta oportuna ya que el aceite vegetal podria utilizarse para la
produccion de biodiesel, es por un lado la combinacién de su disponibilidad y
costo del material sin tratar y, por otro lado, las especificaciones. Las Ultimas
especificaciones Europeas de Biodiesel, establecen explicitamente los
valores minimo y maximo que deben tener los aceites vegetales, antes de

que estos puedan ser utilizados. Si esto se combina con el hecho de que el

uso de biodiesel en diesel de automotores y calefaccién se convierte en
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opcion abierta para utilizar distintos materiales de aceite vegetal, para

satisfacer las necesidades locales.

4,

1.

2.

Conclusiones
Se encontré que la semilla de tabaco es rica en aceite.
Las propiedades fisicas, quimicas y térmicas del aceite de tabaco,
obtenidas en la presente investigacion, se comparan con otros aceites
vegetales.
La viscosidad del aceite de semilla de tabaco prohibe su uso directo
como combustible alternativo en los motores diesel, pero este podria
ser utilizado en mezclas con diesel para automotores, o después de la
transesterificacion catalitica de sus triglicéridos con alcoholes
formando ésteres monoalcalicos de acidos grasos de cadena larga.
El uso de las semillas de tabaco por producto, para el aceite de
semillas de tabaco o produccion de biodiesel de aceite de semillas de
tabaco, podria ser una atractiva aplicacién alternativa de los cultivos
de tabaco existentes en Grecia para nuevos mercados.
El dltimo mandato de la Unién Europea, obliga a todos los estados
miembros que después del ario 2005 el biodiesel debe ser usado en el
diesel para automotores y calefaccién, y en proporciones crecientes de
2% por volumen y hasta 5% por volumen para el afio 2010, es un
fuerte incentivo para los paises en donde crece el tabaco, para
estudiar con mas profundidad el aceite de semillas de tabaco como

una posible alternativa para produccién de biodiesel/8&«!
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estudios para establecer las emisiones de motores y calderas, antes

de que este sea introducido en el mercado.
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Abstract

Tobacco seed is a byproduct of tobacco leaves production in Greece. This oil seed was evaluated in the present
s%udy, as a renewable and potential source of energy. Successive tobacco seed oil extraction indicated that almost 38%
of the seed was oil. The major constituents observed by GC analysis were linoleic acid (18:2), oleic acid (18:1) and
pa]mmc acid (16:0). The physical, chemical and fuel related properties of tobacco seed oil were investigated in this
work These properties were comparable to those of other vegetable oils and to current European specifications for
automouve diesel fuel. This study suggests that this non edible oil may be an appropriate substitute for diesel fuel.
The environmental advantages of tobacco seed oil as a fuel can be exploited for specific niche markets such as inner
c1ty vehicles or tractors. On the other hand, tobacco seed oil as a fuel represents one possible hope for the future of
EU tobacco agriculture. © 2002 Published by Elsevier Science B.V.

Kfywords: Tobacco seed oil; Solvent extraction; Physical properties; Fuel properties; Fatty acid composition

1! Introduction content and type, sulfur content, distillation tem-
perature, and density are important factors for
Agricultural oils, in raw or chemically modified emission control (Kuljuka et al., 1998; Lee et al.,
forms, have the potential to substitute a fraction 1998; Ryan et al., 2000). Reduction in the aro-
of petroleum distillates and petroleum based matic content and/or the removal of heavy frac-
petrochemicals in the near future. Diesel boiling tions, or the use of lighter fuel are considered to
range material is of particular interest because it be effective for this purpose (Walsh, 1998).
ha'ls been shown to significantly reduce particulate The demand for petroleum-derived fuels is
emlsswns relative to petroleum diesel. Recent changing. For gasoline and middle distillates in-
studles indicate that the cetane number, aromatic cluding diesel fuel, it is increasing but with a

sharp decrease for heavy fuels. It is thus difficult
to reduce the aromatic content and heavy fraction

%‘Corresponding author. Tel.: + 30-1-7723-190; fax: + 30- in diesel fuel_ to meet the n,eeds (lean-]an’ 1993).
1-6197-750. The production of economically viable clean fuel
E-mail address: elois@orfeas.chemeng.ntua.gr (E. Lois). will remain a challenge in the years to come.

09;26-6690/02/$ - see front matter © 2002 Published by Elsevier Science B.V.
PIL: 50926-6690(02)00002-X




2 P.N. Giannelos et al. /Industrial Crops and Products 16 (2002) 1-9

The development of biomass derived substitutes
for diesel fuel is a possible attractive outlet, as it
could help improve diesel fuel quality. Among the
different possible sources, diesel fuels derived
from vegetable oils present a promising alterna-
tive to substitute diesel fuels (Marshall et al.,
1995; Schmidt and Gepren, 1996). There are more
than 350 oil bearing crops identified, among
which only sun flower, safflower, soybean, cotton
seed, rapeseed and peanut oils are considered as
potential alternative fuels for diesel engines. These
organic seed oils are better than diesel fuel in
terms of sulfur content, flash point, aromatic con-
tent and biodegradability (Goering et al., 1982)

Vegetable oils have different chemical struc-
tures to petroleum-based diesel fuels. Up to three
fatty acids are linked to a glycerol molecule with
ester linkages. The basic constituent of vegetable
oils is triglyceride. Vegetable oils comprise 90—
98% triglycerides and small amounts of mono-
and diglycerides. With few exceptions, the fatty
acids from which the vegetable oils are derived,
are all straight-chain compounds ranging in size
from 3 to 18 carbons (Thomopoulos, 1986).

Many nations depending upon their climate
and soil conditions, are looking into different
vegetable oils as alternative for diesel fuels.
Greece, a major international tobacco producer,
is one of the eleven countries which grow approx-
imately 80% of the world’s tobacco. World un-
manufactured tobacco production for 2000 was
estimated at 7722327 t (United States Depart-
ment of Agriculture, 2001) while the 2000 crop in
Greece was estimated at 123704 t (Greek Na-
tional Center of Tobacco, 2000).

Tobacco seed (Fig. 1) is a by-product of to-
bacco leaves production in Greece and in other
countries. The seeds of the tobacco plant are very
small in size, but they come in an extremely large
quantity per plant (Chras, 1997). They can be
preserved for a long time if they are stored in dry
conditions, resistant to rather high humidity at
ordinary temperatures, and have a strong shell.
The tobacco seeds endosperm contains thin
walled cells, rich in oil. The oil extracted from
tobacco seed is a non edible oil, and the physical
as well as the chemical properties of this oil are
not available in the literature. The objectives of

this investigation were to analyze various fuel-re-
lated properties of tobacco seed oil. These proper-
ties were compared to those of other vegetable
oils and to the Greek requirements for petroleum
oils.

2. Materials and methods

2.1. Extraction procedure— tobacco seed oil
content

The oil of tobacco seeds was extracted using
hexane solvent and the oil was separated from the
solvent using a rotary vacuum evaporator. The
seeds were dried for 1 h at 60-70 °C, grounded
and extracted. The extract was concentrated using
the rotary vacuum evaporator, dried at 60 °C and
weighed. Yield was calculated as calculated on
dry weight basis (Papageorgiou et al., 1996).

A representative ground sample of tobacco
seeds was weighed and the oil was extracted using
petroleum ether according to the GIPSA (Grain
Inspection Packers and Stockyards Administra-
tion of United States department of agriculture)
standard operating procedures. Upon completion
of extraction process, the oil content of the
ground sample was calculated. The method used
was a modification of the AOCS (American Oil
Chemical Society) (AOAC, 1995) official method
Ac 3-44, where we kept the soxtec device tempera-

v
.

Fig. 1. Tobacco seeds.
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ture at 120 °Cinstead of 100 °C and the extraction
process lasted 15 min while the distillation process
lasted 45 min.

2.2. Tobacco seed oil fatty acid composition

Fatty acid composition of tobacco seed oil was
determined by GC analysis. A Hewlett Packard
5890 series I Gas Chromatograph, with a SP2340
type column (Supelco company) 60 m long and
split—splitless injector, was used. The inside diame-
ter was 0.25 mm and film thickness was 0.20 pm.
The detector was a FID. An automatic sampler was
attached to the HP 5890 GC to automate sample
introduction. The sample (tobacco seed oil)
amount injected was 0.5 pul. The temperature of GC
injector was 230 °C. Helium was used as a carrier
gas. The flame ionization detector temperature was
230 °C. The oven temperature was kept at 175 °C
for 31 min. After that, the oven was heated with
heat ratio 3.0 °C/min to 220 °C. The oven temper-
ature was constant for 5 min. The final temperature
was 220 °C. The fatty acids of tobacco seed oil
were identified and quantified using the external
larodan standard 905518.

2.3. Physical and chemical properties of tobacco
seed oil

The tobacco seed oil was analysed for physical
and chemical properties using standard procedures
shown in Table 1. However, as too low amounts of
tobacco seed oil were available for determination
of cetane number using the standard method a
calculated cetane number was established accord-
ing to Goering et al. (1982).

3. Results and discussion

The yield of tobacco seed oil ranged from 36.2
to 41.4% (average L, = 38.8%) on dry weight basis,
using soxhlet column hexane extraction, and L, =
33.4%, using soxtec apparatus petroleum ether
extraction. These values indicate that tobacco seeds
are rich in oil.

Fig. 2 presents the GC chromatograph of the
tobacco seed oil. The total saturated and unsatu-

Table 1

Determination of physical and chemical properties using stan-

dard methods

Standard method

Physical and Unit

chemical properties

Density ASTM D4052-91 g/ml
(1995¢)

Iodine value AOAC CDI-25  Centigrams I/g
1993 oil

Saponification value AOAC CD3-25 Mg KOH/g oil
1997

Energy content ASTM D2015-85 MlJ/kg
(1988)

Cloud point ASTM D2500-91 °C
(1995b)

Pour point ASTM D97-93 °C
(1995f)

Flash point ASTM D93-94 °C
(1995¢)

Cetane number ASTM D613 -
(1979)

Kinematic viscosity ASTM D44 cSt at 40 °C
(P 71)

Sulfur content ASTM D5453-93 wt%
(1995d)

Ash ASTM D482-91  wt.%
(1995a)

rated fatty acid compositions of tobacco seed oil
were 14.8 and 85.2%, respectively (Table 2).
Linoleic (18:2) and oleic (18:1) were the two most
abundant unsaturated acids (69.49 and 14.54%,
respectively).

Although only acids with an even number of car-
bons occur naturally, tobacco seed oil contains a
little amount of heptadecanoic (17:0) and heptade-
cenoic (17:1) acids (0.10 and 0.05%, respectively).

A summary of the physical and chemical proper-
ties of tobacco seed oil (soxhlet column hexane
extracted) and other seed oils used for biodiesel
production (Srivastana and Prased, 1999), as well
as the Greek requirements for automotive diesel
fuel (Stournas et al., 1997), are listed in Table 3.
Table 4 presents some physical and chemical prop-
erties of tobacco seed oil from another study
(Bajpai and Seth, 2000). Most of the values were
similar to the ours, except for the Iodine value and
the Palmitic content, indicating that differences for
the same raw material may exist in different geo-
graphic regions.




In the course of our experiments, the density of
the tobacco seed oil was found 0.9175 kg/l. Al-
though the density of the tobacco seed oil was
similar to those of the other vegetable oils, it was
higher than the European regulations, by which the
Greek specifications comply, stating that the den-
sity of the diesel fuels after the beginning of the year
2000, must lie in the range 0.820-0.845 kg/l.
Therefore, volumetric metering of tobacco seed oil
(as in the unit injectors used in modern diesel
engines) results in the delivery of greater mass of
fuel. However, vegetable oils have a lower energy
content on both the volumetric and a mass basis.
Therefore, although a unit injector might deliver a
larger mass of fuel, the actual energy delivered is
less than conventional diesel fuels.

Iodine number is a measure of the degree of
unsaturation of the fuel. Mercedes Benz experience
suggests that fuel with iodine number greater than
115 is not acceptable because of excessive carbon
deposits (Shafer, 1994). The iodine value of most

P.N. Giannelos et al. / Industrial Crops and Products 16 (2002) 1-9

vegetable oils was within the range of 105-130. The
iodine value of tobacco seed oil is greater than that
of the other oils, and the maximum value set by the
European Union regulations, setting a maximum
value for Iodine Number at 120. This result was
expected, since it was based on the greater degree
of unsaturation of this oil. Unsaturation in the fatty
acid chain is the main source of instability in
vegetable oils (Stavinoha and Howell, 1999). If two
or more double bonds are present, they have a
mutually activating effect. The metals and elas-
tomers in contact with vegetable oils during storage
can also impact stability. Oxidation leads to the
formation of hydroperoxides, which can attack
elastomers or polymerize to form insoluble gums.
Removal of the unsaturation by hydrogenation
leads to a worsening of cold flow properties (Gra-
boski and McCormick, 1998). Research must be
directed at additives that can act to stabilize the
unsaturated bonds in vegetable oils to obtain an
acceptable stability.

17.317 25945 29.010 34295

12.223 19.713

‘21 074 ’
IF LIF l 23.897,

T
START 19.328

‘ 32.746;

29.301

Fig. 2. GC chromatogram of the tobacco seed oil.
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Table 2

FatFy acid composition of tobacco seed oil

Nuinber of Fatty acid Chemical structure Weight %

carbons

8 Caprylic [Carboxylic acid Cg) CH,(CH,),COOH <0.01

10, Capric [Carboxylic acid C,g] CH,(CH,);COOH <0.01

12 Lauric [Carboxylic acid C,,] CH,(CH,),(COOH <0.01

14’ Mpyristic [Carboxylic acid C,,] CH;(CH,),,COOH 0.09

16 Palmitic [Carboxylic acid C,g] CH,(CH2),,COOH 10.96

16 Palmitoleic [cis-9-Hexadecanoic acid] CH,(CH,)sCH = CH(CH,),COOH 0.20

17 Heptadecanoic [carboxylic acid ¢,,] CH,;(CH,),sCOOH 0.10

17 Heptadecenoic [cis-9-Heptadecanoic acid] CH,(CH,)¢CH = CH(CH,),COOH 0.05

18 Stearic [carboxylic acid c4] CH,(CH,),,COOH 3.34

18 Oleic [cis-9-Octadecenoic acid] CH;(CH,),CH = CH(CH,),COOH 14.54

18 Linoleic [cis,cis-9-12-Octadecadienoic acid] CH;(CH,),(CH,CH = CH),(CH,), 69.49

! COOH

18 Linolenic [cis,cis,cis-9,12,15-Octadecatrienoic acid) CH,(CH,CH = CH),(CH,),COOH 0.69

18 Elaidic [trans-9-Octadecenoic acid) CH,;(CH,),CH = CH(CH,),COOH 0.02

18 C18:2 [trans,trans-9,12-Octadecadienoic acid] CH;(CH,);(CH,CH = CH),(CH,), 0.04
COOH

18 CI18:3 [trans,trans,trans-9,12,15-Octadecatrienoic acid] CH,(CH,CH = CH),(CH,),COOH 0.03

20 Eicosanoic [carboxylic acid C,o] CH;(CH,),sCOOH 0.25

20 Eicosenoic [cis-10-eicosenoic acid] CH,(CH,)3CH = CH(CH,);COOH 0.13

22 Behenic [carboxylic acid C,,) CH,(CH,),,COOH 0.12

22 Erucic [cis-13-docosanoic acid] CH,4(CH,),CH = CH(CH,),,COOH <0.01
CH,;(CH,),,COOH 0.04

24 Lignoceric [carboxylic acid C,,]

- The saponification value of the tobacco seed oil
(193 mg KOH/g) was within the saponification
.value range of all vegetable oils. This value reflected
. the average length of the fatty acid chain of this oil.
. The HHV of tobacco seed oil, was calculated
,using the Demirba equation (Demirba, 1998),
. showed a difference of 0.032% from the measured
+ value. The energy content of this oil was 39.4
 MJ/kg. This value was almost the same as the other
vegetable oils. The energy contents of most veg-
etable oils are approximately 12% lower than that
© of the automotive diesel fuel used in Greece.
i Cold flow properties characterize the behaviour
of the fuel at low temperatures. Inadequate cold
i flow performance may cause serious problems in
colder regions, especially in winter. As a conse-
quence, it is important to guarantee good cold flow
behaviour either due to the inherently good cold
flow performance of the fuel or by adding suitable
additives. Cold flow improver additives can de-

crease the size, or inhibit the formation of the wax
crystallites formed upon cooling the fuel and thus
lower the temperature at which wax plugging
becomes a problem (Botros, 1997). One of the
disadvantages of the commonly used seed oils is the
inadequate cold flow performance dur-ing winter
(Graboski and McCormick, 1998). According to
our experiments when the tobacco seed oil was
compared to the other vegetable oils, it had the
lowest cloud point of — 7.8 °C. Moreover, its pour
point was — 14 °C, which is within the range of 12
to — 31 °C that (Goering et al., 1982) reported for
vegetable oils.

Flash point is a measure of the temperature to
which a fuel must be heated so that the mixture of
vapor and air above the fuel can be ignited.
Compared to the other vegetable oils, tobacco seed
oil has the lowest flash point of 220 °C. All
vegetable oils have relatively high flash points, so
they are considered to be safe fuels under normal

qr



'

Table 3

Properties of tobacco oil and other vegetable oils—Greek requirements

Vegetable oil Kinematic Cetane Energy Cloud point Pour point Flash point Density Suifur Saponification Iodine  Ash (%)
‘ viscosity at number content (°C) ((®) (°C) (kg/l) (wt.%) value number
! 40 °C (MJ/kg) (mg KOH/gr)
(mm?fs)
Corn 1 349 37.6 39.5 —1.1 —40.0 277 0.9095 0.010 187-195 1226  0.01
Cottonseed ‘ 335 41.8 39.5 1.7 —15.0 234 0.9148 0.010 189-198 105.7  0.01
Peanut 39.6 41.8 39.8 12.8 —6.7 271 0.9026 0.010 187-196 - 0.005
Rapeseed 37.0 37.6 39.7 -39 -31.7 246 09115 0.010 168-181 130.0 0.054
Sesame 35.5 40.2 39.3 -39 -94 260 0.9133 0.010 187-195 106.6 <0.010
Soya bean 326 379 39.6 -39 -12.2 254 0.9138 0.010 189-195 112.5 <0.010
Sunflower 339 37.1 39.6 7.2 —15.0 274 0.9161 0.010 188-194 125.5 <0.010
Tobacco oil ‘ 27.7 38.7 394 —78 —14.0 220 0.9175 0.006 193 1350  0.008
European 245 51 (min) - - - 56 (min) 0.820-0.845 0.035 (max) - 120 0.01 (max)
requirements
(automotive

diesel fuel) ‘

61 (2002) 91 s1onposq puv sdos) jprysnpuy /v 12 sojuURD “‘N'd

b
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Table 4

Comparison of physical and chemical data of Tobacco seed oil
for two countries

Tobacco seed oil
(Bajpai and Seth,

Tobacco seed
oil (this work)

2000)

lodine value 145 135

Saponification 190.9 193
value

Linoleic acid, 70.0 69.49
wt.%

Oleic acid, wt.% 16.0 14.54

Stearic acid, 5.0 3.34
wt.%

Palmitic acid, 3.0 10.96
wt.%

conditions. The flash point of tobacco seed oil
has been found to be far greater than that of
the automotive diesel fuel used in Greece.

The cetane number of the fuel is a measure of
its ignition delay with higher cetane numbers in-
dicating shorter time between the initiation of
fuel injection and ignition, a desirable property
in diesel engine fuel. The calculated cetane num-
ber of tobacco seed oil was 38.7. This was
within the typical cetane number range of all
vegetable oils. The cetane numbers of vegetable
oils increase with esterification. After this pro-
cess, the cetane number could become greater
than that of the European requirement of a
minimum 51, for automotive diesel fuels.

The viscosity of a liquid fuel is important to
its flow through pipelines, injector nozzles,
orifices and for atomization of fuel in the cylin-
der (Goering et al., 1982). The major problem
associated with the use of pure vegetable oils as
fuels, for diesel engines is caused by high fuel
viscosity in compression ignition. The vegetable
oils were all extreme viscous, with viscosities
ranging 10-20 times greater than conventional
diesel fuels (Reece and Peterson, 1993). The
kinematic viscosity of vegetable oils, used for
biodiesel production, varies in the range of 30-
40 cSt at 40 °C. Tobacco seed oil was less vis-
cous (27.7 cSt) compared to the other vegetable
oils. Transesterification, pyrolysis or dilution
would reduce its viscosity and improve its per-

formance in a diesel engine (Masjuki et al.,
1993). After any of these processes, the Greek
requirement of maximum 4.5 ¢St viscosity could
be met by tobacco seed oil.

The sulfur content of tobacco seed oil, as well
as the other vegetable oils, was less than 0.035
wt.%, which is the limit for automotive diesel
fuel in Greece. Sulfur compounds cause environ-
mental pollution from their combustion prod-
ucts and they also are naturally corrosive and
cause several physical problems to engine parts
(Ryan et al., 2000).

Ash content of tobacco seed oil was less than
0.004 g/50 g of dry sample (< 0.01 wt.%, which
is the Greek requirement). It was concluded that
this ash content was low enough so as not to
cause any problems when used, as fuel in diesel
engines.

A timely question as to which vegetable oil
could be used for biodiesel production, is a
combination of its availability and cost of the
raw material on the one hand, and specifications
on the other. Latest European Biodiesel specifi-
cations (2001), state explicitly the minimum and
maximum values the vegetable oils must have,
before they could be used. If this is combined
with the fact that biodiesel use in automotive
and heating diesel becomes obligatory in the Eu-
ropean Union after the year 2005, and in grad-
ual proportions of up to 5% by volume by the
year 2010, one is left with all option open to
use various vegetable oil materials, to satisfy the
local needs.

4. Conclusions

1. The tobacco seed was found to be rich in oil.

2. The physical, chemical and thermal fuel prop-
erties of tobacco seed oil, obtained in the
present research compared well with other veg-
etable oils.

3. The viscosity of tobacco seed oil prohibits its
direct use as an alternative fuel in diesel en-
gines, but it could be used in blends with
automotive diesel, or after catalytic transester-
ification of its triglycerides with alcohols,



forming monoalkyl esters of long-chain fatty
acids.

4. The use of tobacco seed byproduct, for tobacco
seed oil or tobacco seed oil biodiesel produc-
tion, could be an attractive alternative applica-
tion of the existing tobacco crops in Greece for
new markets

5. The latest European Union mandate, obliges all
member sates that after the year 2005 biodiesel
should be used into the automotive and heating
diesel, and in growing proportions from 2% by
volume and up to 5% by volume by the year
2010, is a strong incentive for tobacco growing
countries, to further study the tobacco seed oil
as a possible venue for biodiesel production.
Studies are necessary to establish the engine and
boiler emissions, before it is introduced into the
market.
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