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Variables de operacidon en el proceso de transesterificacion de
aceites vegetales: una revision - catalisis enzimatica

Operation variables in transesterification of vegetable oil: an enzymatic catalysis
review
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RESUMEN

En este articulo se presentan los resultados de la revisién bibliogréfica sobre la influencia de variables tales como temperatura y
tiempo de reaccién, tipo de alcohol, concentracién molar alcohol:aceite vegetal, tipo y concentracién de biocatalizador, solven-
te, intensidad del mezclado, pureza de los reactivos, y concentracién de dcidos grasos libres y humedad, sobre el rendimiento en
la producciéon de biodiesel por transesterificacién enzimdtica de aceites vegetales. En la catdlisis enzimética de aceites vegetales
se pueden alcanzar rendimientos superiores al 90%, utilizando temperaturas entre 35-50 °C, tiempos largos de reaccién (7-90h)
y una relaciéon molar alcohol:aceite vegetal de 3:1; sin embargo, dichos valores dependerdn intrinsecamente del tipo de lipasa y
aceites utilizados. Ademds, se encontré que el contenido de dcidos grasos y de humedad no son pardmetros que requieran un
control riguroso debido a la alta especificidad de las enzimas. Las lipasas inmovilizadas de la bacteria Pseudomonas cepacia y
del hongo Rhizopus orizae son las mds utilizadas en la fransesterificacién enzimdtica de aceites vegetales.
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ABSTRACT

This paper presents the results of a literature review regarding how operating conditions influence vegetable oil enzymatic tran-
sesterification yield. The following parameters were studied: temperature and time reaction, alcohol:oil molar ratio, alcohol type,
biocatalyst type and concentration, solvent, mixed intensity, reagent purity and free fatty acid and moisture concentration. Yields
greater than 90% can be achieved in the enzymatic catalyst of vegetable oil using 35-50°C temperatures, long time reactions (7-
90h) and a 3:1alcohol:vegetable oil molar ratio; however, such values would inirinsically depend on the type of lipase and oil u-
sed. It was also found that free fatty acid and moisture concentration were parameters which did not require rigorous control due
to high enzyme specificity. Lipases immobilised from Pseudomona cepacia bacteria and Rhizopus orizae fungi were most used in
vegetable oil enzymatic transesterification.
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Introduccion

El uso de aceites vegetales como combustible se registra desde los
origenes del motor diesel, pero ha tomado fuerza a partir de la cri-
sis energética de 1970. Desde entonces, y debido a los problemas
generados en el motor al utilizar directamente aceite vegetal, se
han desarrollado procesos para modificarlo quimicamente, de tal
manera que los triglicéridos se transforman en sus correspondien-
tes ésteres grasos. A esta conversion quimica del aceite se la cono-
ce como proceso de transesterificacién, y los ésteres grasos son lla-
mados biodiesel. El biodiesel es un biocombustible liquido sintéti-
co que se obtiene de aceites vegetales o de grasas animales y se
caracteriza porque en el proceso de combustion es entre el 40% y
el 80% menos contaminante que el petrodiesel pues en su molé-
cula contiene 4tomos de oxigeno que ayudan a una combustién
més limpia. No es téxico, ya que no emite 6xidos de azufre ni sus-
tancias nocivas, y es completamente biodegradable. Este biocom-

triple de energia de la que se necesita para su produccién) y eco-
némicas frente a los combustibles tradicionales, y se considera in-
dispensable en la lucha contra el cambio climatico (Alcéntara,
2000; Zhang, 2003a, b). El propésito principal del proceso de
transesterificacion es el de reducir la viscosidad del aceite para
mejorar sus caracteristicas carburantes (Ma, 1999a) y de flujo
(Meka, 2007; Refaat, 2008).

La transesterificacion de aceites vegetales se puede llevar a cabo
con catalizadores homogéneos como NaOH, KOH o H,SO,, o en
presencia de catalizadores heterogéneos como los 6xidos metali-
cos, carbonatos o enzimas (Schuchardt, 1998; Vicente, 2007). De
los anteriores procesos la catdlisis enzimética se caracteriza porque
los productos son mds puros, no hay formacién de jabén, no se
emplean catalizadores quimicos que afectan el medio ambiente,
se evita la neutralizacién acida y la recuperacién del catalizador es
facil (Lin, 2006). En este proceso se emplean enzimas como
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Rhizomucor miehei (Veena, 2007), Pseudomonas cepacia (Kaieda,
2001; Veena, 2007), Rhizopus orizae (Ban, 2001; Li, 2007), Candi-
da antarctica (Kése, 2002) y Candida rugosa (Kaieda, 2001). Estas
enzimas se utilizan en forma libre o inmovilizada en la transesteri-
ficacion. Las enzimas libres se agregan directamente al medio
reactante, pero debido al contacto directo con el alcohol se redu-
ce su actividad catalitica y se dificulta su recuperacién al final del
proceso. Las enzimas inmovilizadas hacen referencia a las lipasas
que se adhieren o confinan en particulas sélidas (soportes de in-
movilizacion), con el propésito de mantener su actividad catalitica
y posibilitar su reutilizacién. Entre los soportes de inmovilizacion
mas utilizados se encuentran: espumas de poliuretano reticulado
(Ban, 2001; Hama, 2004], celita (Shweta, 2004), soportes de poli-
propileno (Veena, 2007), resinas de intercambio i6nico (Fukuda,
2001), y filosilicato sol-gel (Hsu, 2001).

El objetivo de este articulo es el de mostrar la influencia de la tem-
peratura y tiempo de reaccion, tipo de alcohol, concentracién mo-
lar alcohol:aceite vegetal, tipo y concentraciéon de biocatalizador
(enzima), solvente, intensidad del mezclado, pureza de los reacti-
vos y concentracién de dcidos grasos libres y humedad, sobre el
rendimiento en la produccién de biodiesel de aceites vegetales
empleando catdlisis enzimdtica, a través del estudio de trabajos
desarrollados y reportados en la literatura en los dltimos veinte
anos.

Proceso de manufactura del biodiesel

El biodiesel obtenido mediante la transesterificacién o alcoholisis
(Gerpen, 2005, 2006; Vicente, 2006] de aceites vegetales
utilizando enzimas como catalizadores, es igual al obtenido por los
procesos convencionales a través de catalisis inorganica. Las
caracteristicas de este biocombustible son similares a las del
petrodiesel, y se puede mezclar con gaséleo en cualquier
proporcion  (Demirbas, 2002; Zhang, 2003a). En |la
transesterificacién intervienen un mol de triglicérido y tres moles
de alcohol para producir uno de glicerina y tres de alquil-éster
(biodiesel). La reaccion de transesterificacion enzimdtica de
triglicéridos es:

TG + 3ROH  —Bdmy, G 4+ 3FAA (M

donde TG: triglicérido, ROH: alcohol, G: glicerol y EAAG: ésteres
alquilicos de écidos grasos. El alcohol empleado en esta reaccién
es preferiblemente de cadena corta para evitar la formacién de u-
na emulsién estable entre la glicerina y el biodiesel al finalizar la
reaccion (Schuchardt, 1998; Demirbas, 2006; Marchetti, 2007).
La mayor parte del biodiesel que se comercializa en el mundo se
produce empleando metanol, pero se han realizado trabajos don-
de se utiliza etanol, propanol y butanol (Lang, 2001; Gerpen,
2005; Benjumea, 2007).

Factores que afectan el proceso de transes-
terificaciéon

La alcoholisis de aceites vegetales depende de la temperatura y
tiempo de reaccion, relacién molar alcohol:aceite vegetal, tipo de
alcohol, tipo y concentracién de catalizador, intensidad del mez-
clado y contenido de &cidos grasos libres (AGL) y humedad (Ma,
1999a, b; Hernandez, 2008; Sharma, 2008). Sin embargo, cuando
se utilizan lipasas se deben considerar otras variables como: tipo
de solvente, pH del medio reactante, microorganismo que genera
la enzima y estado libre o inmovilizado de la enzima (Demirbas,
2008). A continuacién se analizan los efectos de las condiciones
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de operacién en la transesterificacion de aceites vegetales sobre el
rendimiento de la reaccion, reportados en la literatura.

Temperatura de reaccién. En los procesos biocataliticos la tempera-
tura de reaccién es més baja que la utilizada en catdlisis inorgani-
ca, debido a que las altas temperaturas desnaturalizan las enzimas,
evaporan el solvente cuando éste es utilizado en la reaccién (Lu,
2007) y favorece la reaccién de hidrélisis (Noureddini, 2005). El
rango de temperatura més utilizado en la catdlisis enzimatica esta
entre 35-50 °C. Sin embargo, Kose (2002) report6 un rendimiento
del 90% utilizando una temperatura de 60 °C al transesterificar a-
ceite de semillas de algodén con Candida antarctica en estado li-
bre. Soumanou (2003)encontr6 que el rendimiento al transesterifi-
car aceite de girasol con R. miehei, a temperaturas de 35, 40 y
45°C, alcanzé valores de 37, 43 y 63%, respectivamente. Esto
muestra que al aumentar la temperatura de reaccion, dentro del
rango limitado por la enzima, el rendimiento aumenta.

Relacién molar alcohol:aceite vegetal. Por la estequiometria de la
reaccion se requiere una relaciéon molar alcohol:aceite de 3:1, la
cual se debe mantener en la catélisis enzimatica, pero como la al-
coholisis es reversible, se necesita alimentar un exceso de alcohol
para favorecer la reaccién directa. Se ha reportado (Tamalampudi,
2008) que aun con la cantidad estequiométrica de alcohol, la en-
zima se inhibe asi esté inmovilizada. Hay enzimas que soportan
mayor concentracion de alcohol que otras, como la P. fluorescens,
que mantiene su actividad hasta una relacion de 4.5:1
(Soumanou, 2003). Eso se debe a que en algunas cepas de la Pseu-
domona los 4cidos grasos insaturados de la membrana celular se
isomerizan de cis a trans haciéndola més tolerante a solventes or-
génicos (Heipieper, 1994). Para evitar la inhibicién de las enzimas
por el alcohol, éste se adiciona a diversos tiempos durante la reac-
cién, como es el caso donde se realizan tres adiciones sucesivas de
1/3 del equivalente molar del alcohol (Lu, 2007).

Tipo de alcohol. El rendimiento de la reaccién depende del al-
cohol y la lipasa utilizada (Nelson, 1996). Se ha reportado [Nelson,
1996] que la lipasa de M. miehei es mas eficiente con alcoholes
primarios, mientras que la lipasa de C. antarctica lo es con alcoho-
les secundarios. También se ha encontrado (Noureddini, 2005)
que en la etandlisis de aceite de soya con P. cepacia inmovilizada
el rendimiento es del 65% y con metanol del 47%. Resultados si-
milares se lograron con aceite de soya y M. miehei (Nelson, 1996),
y aceite de girasol y P. cepacia (Mittelbach, 1990). Esto se debe a
que algunas lipasas son més eficientes con alcoholes de cadena
larga que con alcoholes de cadena corta (Fukuda, 2001). Sin em-
bargo, se ha establecido (Tamalampudi, 2008) que el rendimiento
de la alcoholisis de aceite de jatrofa con R. orizae inmovilizada es
mayor con metanol que con etanol. Esto se atribuye al bajo peso
molecular y la alta polaridad del metanol, pues estas caracteristicas
permiten un mayor contacto con la enzima debido al aumento en
la velocidad de difusién a través de la membrana celular (Hama,
2004).

Solvente. En la catdlisis enzimatica se presentan dificultades como
la baja solubilidad del alcohol con los demés componentes de la
reaccién y el recubrimiento de la enzima por la glicerina (Royon,
2006). Para evitar estos inconvenientes se utilizan solventes como
hexano, terbutanol, octano, acetona y éter de petréleo
(Soumanou, 2003). En la alcoholisis de aceite de Madhuca indica
con P. cepacia libre utilizando octano como solvente se alcanzé un
rendimiento del 84%, mientras que sin solvente fue del 80%
(Veena, 2007). Soumanou (2003) evalu6 el rendimiento al transes-
terificar aceite de girasol con R. miehei, utilizando diversos tipos de
solventes, y encontr6 que al utilizar enzimas inmovilizadas se ob-
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tienen mayores rendimientos con solventes no polares, lo cual se
debe a que dichos solventes no retiran el agua esencial de las enzi-
mas, prolongando su actividad catalitica (Lu, 2007). Algunas lipa-
sas, como la R. miehei, T. lanuginosa y P. flourescens, se ven inhibi-
das al utilizar solventes organicos polares, como la acetona (Sou-
manou, 2003). Aunque el rendimiento de la alcoholisis aumenta al
utilizar solventes, también lo hacen los costos de produccién al re-
cuperar y purificar el solvente.

Tipo de biocatalizador. Las lipasas utilizadas se producen de forma
extra o intracelular. Las primeras requieren de métodos de purifi-
cacion para su obtencion, elevando sus costos en el mercado (Fu-
kuda, 2001). Debido a esto, se han desarrollado métodos para su
inmovilizacién, incrementando su eficiencia y reutilizacion en
nuevas reacciones (Yahya, 1998; Ranganathan, 2008). Se ha en-
contrado (Shweta, 2007) que en la alcoholisis de aceite de jatrofa
con P. cepacia se alcanzan rendimientos del 63 y 79% en 24 h,
mientras que en la metandlisis de aceite de soya, con esta misma
lipasa, las conversiones son de 41y 65% mol en 1 h cuando la li-
pasa se encuentra libre e inmovilizada, respectivamente
(Noureddini, 2005). Esto quiere decir que el rendimiento de la
reaccién aumenta al inmovilizar la enzima debido a la proteccién
que brinda el soporte a los cambios del microambiente de la reac-
cién (Ghamgui, 2007).

Concentracién de biocatalizador. Cuando se usan enzimas existe
un rango de concentracion en el cual se deben agregar, y depende
de la lipasa y las condiciones del proceso. Noureddini  agregd
300, 550 y 3000 mg de lipasa inmovilizada de P. cepacia en la
metandlisis de aceite de soya en Th y encontré rendimientos de
61, 65y 47% mol, respectivamente. Para el mismo aceite con lipa-
sa libre de C. viscosum agregando 10, 50, 75 y 100 mg de la lipasa
se obtuvo rendimientos de 50, 61, 69 y 48%, en 8 h (Shweta,
2004). Esto indica que una cantidad elevada de biocatalizador li-
mita el rendimiento, lo cual se debe a que la viscosidad del medio
aumenta, dificultando el contacto entre los componentes (Shweta,
2004). Aunque el aumento en la cantidad de lipasa mejora el ren-
dimiento (Noureddini, 2005), éste no es muy significativo, pero sf
los costos del proceso, debido a la cantidad de enzima adicionada.

Tiempo de reaccion. En la catdlisis enzimatica este pardmetro
puede ser mayor que el utilizado en la catélisis quimica, como lo
reporté Tamalampudi (2008) cuando transesterificé aceite de ja-
trofa con R. oryzae durante 60 h y obtuvo un rendimiento del
80%, utilizando una relacién molar metanol:aceite del 3:1 y un
contenido de humedad del 5%. Sin embargo, Noureddini (2005)
reporté que al transesterificar aceite de soya con Pseudomona ce-
pacia utilizando una relacién molar etanol:aceite de 9.5:1 y un
porcentaje de agua del 3%, obtuvo un rendimiento del 63% mol al
cabo de 1 h, y a las mismas condiciones pero a un tiempo de 5 h
hallé que el rendimiento aument6 sélo hasta el 67%.

Intensidad del mezclado. En la catalisis enzimética no sélo es im-
portante agitar al comienzo de la reaccién, sino también, durante
el transcurso de ella, ya que una vez alimentados los reactivos se
forma un sistema de tres fases inmiscibles entre el aceite, el meta-
nol y la enzima (Anjana, 2000; Meher, 2006). Al final de la reac-
cién no se requiere agitacién, ya que se busca desestabilizar la e-
mulsién formada y dar paso a la separacién de las fases (biodie-
sel/glicerina/enzima). Es de anotar que el efecto del mezclado en
la cinética de la transesterificacion es la base para el escalado y di-
sefo del proceso (Barnwal, 2005). En este tipo de catalisis se acon-
seja una velocidad de agitacion entre 150200 r. p. m. para no a-
fectar la estructura de la lipasa. Sin embargo, se han reportado

(Hsu, 2001) velocidades de agitacién de 500 y 700 rpm, sin efec-
tos importante durante la reaccién. Cuando la lipasa se encuentra
inmovilizada en un soporte sélido, se requiere mayor velocidad de
agitacion para aumentar la transferencia de masa en el soporte y
disminuir la saturacién de los poros del soporte con la glicerina
(Shimada, 2002).

Contenido de acidos grasos libres (AGL) y humedad. Se ha en-
contrado (Freedman, 1984; Recinos, 2005) que en la catdlisis inor-
gdnica altos contenidos de AGL y humedad favorecen el proceso
desaponificacion. En la catdlisis biolégica altos valores de estos pa-
rametros no promueven la reaccién de saponificacién debido a la
alta especificidad de las enzimas (Li, 2007; Watanabe, 2001). Se
encontré (Li, 2007) que células inmovilizadas de R. oryzae sinteti-
zan biodiesel a partir de aceites de colza con alto grado de acidez.
Tamalampudi (2008) reporta que con humedades de 0,5 y 10%
en la transesterificacion de aceite de jatrofa con la lipasa inmovili-
zada del R. Orizae se alcanzaron rendimientos de 50, 80 y 60%,
respectivamente. Resultados similares se reportaron cuando se
transesterificé aceite de jatrofa (Shweta, 2007) y aceite de soya
con P. cepacia (Noureddini, 2005), lo cual indica que el rendi-
miento aumenta hasta un valor limite cuando se incrementa el
contenido de agua. Este aumento se explica debido a que algunas
lipasas requieren de la interfase agua-aceite para iniciar su
actividad catalitica (Lu, 2007). Sin embargo, un incremento en el
contenido de agua por encima del valor limite reduce la formacién
de ésteres debido a que las lipasas en medios muy acuosos favore-
cen la reaccién de hidrélisis (Noureddini, 2005).

En la tabla 1 se resumen las condiciones de operacién, encontra-
das en la literatura, del proceso de sintesis de biodiesel con lipasas
como biocatalizadores. En la tabla se muestra que las lipasas mas
utilizadas provienen de la bacteria P. cepacia y del hongo R. orizae
debido a su facilidad de manejo, asi como también a su resistencia
frente a condiciones precarias de la reaccion. También se observa
que la forma mas conveniente de adicionar la lipasa a la reaccién
es inmovilizandola en un soporte sélido, con el fin de obtener ma-
yor rendimiento y garantizar su reutilizacién en nuevas reacciones
sin perder su actividad catalitica. Este método se lleva a cabo a ba-
jas temperaturas (35-50 °C), y no requiere un control rigurosamen-
te del contenido de humedad (0-30%) y de AGL. Ademas, se ob-
serva que sélo se requiere la cantidad estequiométrica de alcohol
para efectuar la transesterificacion: esto repercute en economia
para el proceso. Se pueden alcanzar rendimientos hasta del 69%
mol utilizando tiempos de reaccion de 1 h, mientras que rendi-
mientos mayores al 80% se obtienen a las 7-90 h. La informacién
presentada en la tabla T complementa lo reportado por Fukuda (
2001), Shimada (2002) y Ranganathan (2008).

Conclusiones

Para alcanzar rendimientos altos (>90%) en biocatdlisis se reco-
mienda: inmovilizar enzimas provenientes de la bacteria P.cepacia
y del hongo R. orizae, en un soporte muy poroso; mante-ner una
velocidad de agitacion alrededor de 600 r. p. m. para no afectar la
estructura de la lipasa; utilizar aceites con humedad me-nor al
25%; solventes no polares; alcoholes de cadena larga (se su-giere
bioetanol anhidro por su cardcter renovable) adicionado por
etapas; una relacion molar alcohol: aceite igual a la estequiométri-
ca; y una temperatura de reaccién y concentracién de biocataliza-
dor adecuados a la enzima utilizada, ya que éstas dos variables, al
igual que el tipo de alcohol, dependen intrinsecamente del tipo de
lipasa.
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Tabla 1. Condiciones de operacién en la produccién de biodiesel por catdlisis enzimatica

. . Estado de la Relacion molar | Enzima o Agua . Rendimiento,
Aceite Enzima enzima Alcohol Alcohol:Aceite Mg Temperatura °C w/w) Tiempo t (h) Conversion, % Ref
Candida rugosa Libre Metanol ® 2:1 100 35 ;é 90 255; Kaieda, 2001
0 23
Pseudomonas Libre b 500 6 98
cepacia Libre Metanol 2z 100 » 12 % 95
Soya 30 90
Pseudomonas 6 10
fluorescens Libre Metanol 2:1 100 35 12 90 23
30 88
. . b 3 54.4
Rhizopus oryzae | Inmovilizada Metanol ® 3:1 426 35 15 72 911 Ban, 2001
o Pseudomonas. Libre Propancl 100 <70
Trioleina y Butanol 3:1 <60
) fluorescens 50 5 Iso, 2001
cartamo . Propanol >90
Inmovilizada 2840
Butanol 85
Libre Metanol 41 10 47 Hsu, 2001
Pseudomonas Etanol 50 18 81
Usado . 0.4
cepacia Inmovilizada Metanol 100 o4
Etanol 88
40 70.5 Kose, 2002
3:1
83.6
Libre 115 83.6
. Candida 3:1 3345 7 ’
Algodon ; Metanol 87.4
antarctica 4:1 3200
o 85.2
o 30 — 84.0
i 60 90.0
Rhizomucor 24 37
miehei 35 43
e 40 36 Soumanou,
Girasol Inmovilizada Metanol 3:1 17.65 45 5 .4 2003
Pseudomonas 40 24 96.3
fluorescens —_— 5 39.3
24 72.4
Libre 8 >0
Jatrofa 10 61 Shweta
Chromobactenum Etanol 441 50 40 1 69 2004
viscosum 75 48
Inmovilizada 100 62
10 89
Metanol 8.5:1 5 L 61%mol
65% mol
40 .
Etanol 9.5:1 59% mol
Libre o 300 63
550 63
Sova Pseudomonas Metanol 8.2:1 300 35 62 Noureddini,
Y cepacia Etanol 951 550 0 3 62 2005
Inmovilizada o 3000 65
35 1.5 65
Metanol 8.2:1 40 5 .
5 69
35 1.5 63
Etanol 9.5:1 3 5 67
Pseudomonas 18:1 40 72 99.40 Moreira
Palma fluorescens Inmovilizada Etanol 9:1 2400 48.30 2007 !
18:1 58 — 24 97.25
Pseudomonas 0 24 63 Shweta,
Jatrofa cepacia Libre Etanol 4:1 50 40 79 2007
Inmovilizada 100 5 12 96
10 76
Colza Rhizopus oryzae | Inmovilizada Metanol 4:1 87.8 35 1.2 Z 6738 Li, 2007
Pseudomonas Libre 6 96
cepacia Etanol 4:1 50 40 6 24 78 Veena, 2007
P 24 84
Madhuca Inmovilizada 6 96
Indica Pseudomonas Libre Etanol 441 50 40 24 62
fluorescens —
Rhizomucor 1\ ilizada Etanol 411 50 40 24 80
miehei —
RhizopUs orvzae Metanol ® 0 55 Tamalampud
Jatrofa pus ory Inmovilizada 3:1 200 30 5 60 80 i, 2008
10 60

® Se afade la cantidad sefialada de alcohol en dos o tres pasos durante la reaccién (alcohol:aceite 1:1, en dos o tres tiempos diferentes).
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La transesterificacion bioldgica tiene gran impacto en el desarrollo
de una tecnologia verdaderamente sostenible en la produccién de
biocombustibles, dado que la reaccién se lleva a cabo a menor
temperatura (35-50 °C, menor consumo de energia) que en la ca-
talisis quimica (65-90 °C), se emplea etanol en lugar de metanol y
no se requiere catalizadores quimicos que afecten el ambiente.

Se plantea como trabajo futuro transesterificar aceites de fritura u-
sados con lipasas del pancreas del pollo y de semillas de zapallo,
en forma libre e inmovilizada en quitosan, colageno extraido de la
pata de la res, y una mezcla quitosan/colageno.
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