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RESUMEN 

 

Los procesos catalizados por lipasas han sido ampliamente investigados como alternativa para 

la producción de metil ésteres de ácidos grasos (fatty acid methyl ester, FAME) o biodiesel. El 

interés en este proceso radica en que a diferencia de los procesos convencionales catalizados 

con sales alcalinas, los procesos catalizados con lipasas permiten el uso de materias primas 

alternativas y de menor costo, tales como el aceite residual de fritura (waste frying oil, WFO). 

Pese a los logros alcanzados hasta la fecha, la catálisis enzimática no ha llegado a ser 

competitiva con el proceso químico convencional. Esto se debe principalmente a los altos 

tiempos de reacción de hasta 48 horas, la pérdida de la actividad enzimática por el metanol 

usado en la reacción y los altos costos del proceso, asociados entre otros, a que las enzimas no 

puedan ser reutilizadas. En la presente investigación se optimizó el proceso enzimático de 

producción de FAME utilizando aceite de raps y WFO como materias primas, con metanol 

como aceptor acilo. La reacción fue catalizada por la enzima comercial lipasa de Candida 

antarctica inmovilizada en resina de acrílico (Novozym 435). En una primera etapa se 

desarrolló una matriz superficie respuesta (MSR) con las variables: razón metanol/aceite 

(mol/mol), dosis de lipasa (% p/p de Novozym 435), temperatura (°C) y el contenido de WFO 

en la mezcla con aceite de raps (% p/p). Los resultados obtenidos permitieron generar un 

modelo, el cual predijo rendimientos de hasta un 100 % de FAME en 12 horas de reacción 

utilizando un 100 % de WFO. De acuerdo al modelo, la adición de WFO incrementó el 

rendimiento de FAME, lo cual podría estar asociado a su mayor contenido de 

monoacilglicéridos, diacilglicéridos y ácidos grasos libres (en comparación al aceite de raps), 

los cuales son sustratos más disponibles para la catálisis enzimática. Posteriormente, 

utilizando sólo WFO como materia prima, se realizó una segunda etapa para optimizar el 

proceso eliminando el agua de la reacción, a través del uso de tamices moleculares de tamaño 

de poro de 3 Å. La adición de los tamices moleculares generó un medio anhidro que evitó las 

reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación, llevando a cabo la producción de FAME 

principalmente a través de la transesterificación de triglicéridos. Este proceso en medio 

anhidro permitió disminuir la acidez del producto e incrementar el rendimiento de la reacción. 

En una tercera etapa, se investigó la posibilidad de reutilizar las enzimas bajo las condiciones 

de operación resultantes de las dos etapas previas. Se probaron solventes hidrofílicos e 
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hidrofóbicos para el lavado de las enzimas y su posterior reutilización. Sin embargo, los 

mejores resultados fueron obtenidos utilizando tert-butanol como co-solvente durante la 

transesterificación, el cual tiene la característica de ser medianamente polar. En esta etapa fue 

posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos de producción de FAME usando tert-butanol como 

co-solvente de la reacción, mostrando que Novozym 435 puede ser reutilizada en un medio 

anhidro. Finalmente, se estudió la cinética de la reacción enzimática de producción de FAME 

utilizando WFO como materia prima en un sistema con tert-butanol como co-solvente y medio 

anhidro. Los resultados se ajustaron a un modelo Ping Pong con inhibición competitiva por 

metanol y sin inhibición por sustrato. Con los resultados se pudo establecer la factibilidad de 

usar altas dosis de metanol de hasta 8/1 moles de metanol/moles de WFO que permitieron 

desplazar el equilibrio hacia la formación de producto, acelerando la reacción sin inhibir la 

actividad enzimática. Utilizando esta dosis de metanol se implementó un reactor enzimático 

semi-continuo para la producción de FAME. Las condiciones de operación del reactor fueron 

establecidas de acuerdo a los resultados de la primera etapa (100 % p/p WFO, 15 % p/p de 

Novozym 435 y 44,5 °C a 200 rpm). El reactor fue operado reutilizando las enzimas durante 

ciclos consecutivos de 4 horas, en un sistema con tert-butanol como co-solvente y 

recirculando la mezcla de reactantes a través de una columna con tamices moleculares para 

extraer el agua. Los resultados mostraron rendimientos sobre un 80 % de FAME durante 7 

ciclos sucesivos, sin evidenciar pérdida de actividad enzimática. A diferencia de los trabajos 

reportados hasta la fecha, los cortos tiempos de reacción de este proceso y la reutilización de 

las enzimas generan una alternativa factible de ser utilizada a escala industrial. Este proceso 

presenta importantes ventajas en comparación al proceso convencional con catalizador 

químico. Esto se debe a que a pesar de que el proceso químico requiere solo 1 hora de 

reacción de transesterificación, luego del proceso es necesaria una etapa de lavado para 

eliminar los residuos del catalizador químico. Esta etapa anexa no es necesaria en el proceso 

propuesto debido a la utilización de un catalizador sólido. Además, el proceso enzimático 

propuesto tiene la ventaja de ser flexible permitiendo el uso de materias primas alternativas y 

de menor costo para la producción de FAME. Por lo tanto, los resultados de este trabajo han 

generado un proceso con catalizador enzimático que puede llegar a ser no solo 

ambientalmente sino que también económicamente competitivo con la catálisis química 

convencional. 
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ABSTRACT 

 

Lipase-catalyzed processes have been widely investigated for biodiesel of fatty acid methyl 

ester (FAME) production. The interest in this process is that, unlike the alkaline process, 

lipase-catalyzed processes allow free fatty acid (FFA) esterification to FAME avoiding the 

saponification reaction when alternative raw materials, such as waste frying oils (WFO) are 

used. Although interesting results have been reached up to date, the enzymatic catalysis has 

not become competitive compared to the conventional chemical process. The main reasons 

explaining this issue are the long reaction time (until 48 h), the loss of enzymatic activity due 

to methanol use in the reaction and the high operational costs because the lipases cannot be 

reused. The enzymatic FAME production process was optimized in the present investigation 

using WFO and rapeseed oil as raw material, with methanol as an acyl acceptor. The reaction 

was catalyzed by the commercial lipase of Candida antarctica immobilized on acrylic resin 

(Novozym 435). In the first step a response surface methodology (MSR) to analyze and 

optimize the interaction effects of four variables on FAME production yield was developed: 

final methanol-to-oil ratio (mol/mol), WFO content in the feedstock mixture (% wt), 

temperature (°C) and Novozym 435 dosage (% wt based on oil weight). With the results 

obtained an empiric model was generated, which predicted until 100% of FAME yield after 12 

hours of reaction time, using 100% of WFO. According to the model, the addition of WFO 

increased FAME yield, which is largely due to its higher contents of monoacylglycerols, 

diacylglycerols and FFA (in comparison to rapeseed oil), which are more available substrates 

for the enzymatic catalysis. Subsequently, a second step to optimize the process producing an 

anhydrous medium by the addition of molecular sieves of 3 Å to the reaction using only WFO 

as raw material was carried out. Using this anhydrous medium, FAME yield was improved by 

avoiding hydrolysis and esterification reactions, producing also a decrease in both the acid 

value and the diglycerides content in the product. Enzymes reuse in the anhydrous medium 

using WFO as raw material was studied in a third step. Hydrophilic and hydrophobic solvents 

were tested to wash the enzyme and to recover the activity. However, better results were 

obtained using the moderate polar solvent tert-butanol as a co-solvent, which led to a stable 

catalysis using Novozym 435 even after 17 successive cycles of FAME production in 

anhydrous medium. Finally, the enzymatic transesterification kinetics in a tert-butanol system 
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and anhydrous medium was investigated regarding FAME production using WFO as raw 

material. The results were adjusted to a Ping Pong model with inhibition by methanol and 

without inhibition by WFO.  With these results, the feasibility of using high methanol dosage 

until a methanol/WFO ratio of 8/1 (mol/mol) was established, allowing the reaction to move to 

the product side, and improving the reaction rate without enzymatic activity loss. Using this 

methanol dosage an enzymatic reactor for FAME production was set-up. The operational 

conditions were established according to the first step (100 wt % WFO, 15 wt % of Novozym 

435, 44.5°C and 200 rpm). The reactor was operated reusing the enzymes during consecutives 

cycles of 4 hours in a tert-butanol system and recycling the mixture of reactants through a 

column containing the molecular sieves of 3 Å for water removal. The results showed 80% of 

FAME yield during 7 successive cycles of reaction, without loss of enzymatic activity. The 

short reaction time of the proposed process and the reuse of the enzymes generate a feasible 

alternative to be implemented at industrial scale. This process has several advantages 

compared to the chemical process. Although the chemical process requires only 1 hour of 

reaction time, after the process a washing step to remove catalyst residues is necessary. This 

washing step is not necessary in the enzymatic process because Novozym 435 is a solid 

catalyst. In addition, the enzymatic process has the advantage to be flexible allowing the use 

of alternative and low cost raw materials. Therefore, the results obtained in this work have 

generated an enzymatic process that could become not only environmentally friendly but also 

economically competitive with the chemical-catalyzed process.   
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1.1 INTRODUCCIÓN 

 
El biodiesel o metil ésteres de ácidos grasos (fatty acid methyl ester, FAME) de cadena larga, 

es un biocombustible que ha sido propuesto como una alternativa para sustituir parcialmente el 

diesel. El FAME es producido convencionalmente a través de la reacción de 

transesterificación, en donde aceites vegetales y metanol reaccionan en presencia de un 

catalizador básico para producir FAME y glicerol como residuo o subproducto (Fjerbaek et 

al., 2009). 

A pesar de que el proceso convencional de producción de FAME ha sido ampliamente 

utilizado, éste presenta falencias tanto ambientales como económicas. En la producción 

convencional de FAME se utilizan sales alcalinas tales como KOH o NaOH, las cuales 

reaccionan con el metanol para generar metóxido como catalizador. El uso de estos 

catalizadores genera residuos líquidos debido a que se requiere una etapa de lavado del FAME 

al final del proceso, necesaria para eliminar las sales alcalinas utilizadas. En este proceso se 

generan alrededor de 20 L de residuos líquidos por cada 100 L de FAME producido, los cuales 

requieren un tratamiento de neutralización que incrementan los costos de producción. Además, 

el glicerol producido contiene residuos del catalizador perdiendo su potencial como 

subproducto. Por otro lado, los aceites vegetales utilizados en este proceso que provienen 

mayormente de soya, maravilla y raps, presentan un costo elevado, incrementando el valor del 

producto final por sobre los del combustible fósil. Los costos del aceite vegetal corresponden a 

alrededor de un 80 % de los costos totales de producción. El reemplazo de estos aceites por 

otros de menor costo, tales como los aceites residuales de fritura (waste frying oil, WFO) no es 

factible utilizando el proceso convencional. Esto se debe a que el catalizador básico utilizado 

reacciona con los ácidos grasos libres (free fatty acid, FFA) comúnmente presentes en aceites 

residuales o alternativos, generándose jabón en reacciones paralelas de saponificación 

(Fjerbaek et al., 2009).   

La utilización de lipasas inmovilizadas como catalizador permite el uso de materias primas 

alternativas en la producción de FAME (Fukuda et al., 2001). Esto se debe a que junto con 

llevar a cabo la transesterificación de triglicéridos (TG), estas enzimas catalizan la 

esterificación de los FFA para producir FAME. Además, el uso de lipasas inmovilizadas evita 

la etapa de lavado al final del proceso permitiendo la recuperación y reutilización de las 
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enzimas, evitando así la generación de residuos líquidos y generando glicerol libre de 

impurezas. 

Pese a la gran cantidad de estudios realizados con lipasas, existen pocas investigaciones 

relacionadas con la producción de FAME utilizando WFO como materia prima y lipasas como 

catalizador (Al-Zuhair et al., 2009). Usando Rhizopus oryzae como bicatalizador, los FFA de 

un WFO sintético fueron esterificados para producir FAME, lo cual incrementó el rendimiento 

de la reacción en hasta un 20 % (Li et al., 2007). Por otro lado, Watanabe et al. (2001) 

testearon la enzima comercial lipasa de Candida antarctica inmovilizada en resina de acrílico 

(Novozym 435), obteniendo un rendimiento 5,5 % menor cuando se utilizó WFO como 

materia prima en vez de un aceite vegetal. Estas contradicciones demuestran que a pesar del 

alto potencial de incorporar en la materia prima un aceite residual en un proceso catalizado 

con lipasas, no existe claridad acerca de los efectos que pueden tener diferentes materias 

primas en el rendimiento de la reacción. En este estudio se plantea que considerando el estado 

degradado de los WFO, que contienen mayor cantidad de FFA, monoglicéridos (MG) y 

diglicéridos (DG) que un aceite vegetal, podrían ser una materia prima más disponible para ser 

catalizada por las lipasas, a través de la transesterificación y esterificación, acelerando la 

reacción. 

Por otro lado, ha sido establecido que junto con la transesterificación y dependiendo de las 

condiciones del medio (inorgánico u orgánico y presencia de FFA), las enzimas pueden 

catalizar las reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación. En este sentido, no existe 

claridad acerca de los mecanismos de acción de las enzimas y de las consecuencias en el 

producto y en el rendimiento al producir FAME a través de una u otra ruta. Algunos autores 

han establecido que el contenido de agua en la reacción permitiría incrementar su rendimiento 

al favorecer el funcionamiento de las enzimas a través de la formación de una interface agua-

aceite (Yu et al., 2010). Sin embargo, la adición de agua a la reacción también puede favorecer 

la hidrólisis disminuyendo el rendimiento y afectando negativamente las propiedades del 

producto al hacerlo más ácido. Investigaciones recientes han planteado que la lipasa Novozym 

435 se encuentra hidratada (presenta agua ligada en su matriz), por lo que la adición de agua 

no sería necesaria (Ognjanovic et al., 2009; Tamalampudi et al., 2008). Esto genera la 

alternativa de investigar la producción enzimática de FAME en un medio libre de agua 
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(anhidro) para analizar los posibles efectos en las características del producto y en el 

rendimiento de la reacción. 

El proceso de producción de FAME catalizado con lipasas inmovilizadas debería tener la 

ventaja de permitir la reutilización de las enzimas para disminuir los costos de producción. Sin 

embargo, problemas de inhibición y pérdida de actividad producidos por el contacto de las 

enzimas con alcoholes de cadena corta, han imposibilitado su reuso. Junto a lo anterior, para 

alcanzar un proceso competitivo a mayor escala, es necesario implementar un reactor que 

funcione bajo condiciones óptimas. Sin embargo, existe una falencia en los estudios cinéticos 

realizados, debido a que no se realizan bajo condiciones óptimas de operación con co-

solventes adecuados y condiciones que puedan ser extendidas a mayor escala (Al-Zuhair et al., 

2009). Además, en los estudios realizados tales como los de Al-Zuhair et al. (2007) y Al-

Zuhair et al. (2009), las reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación podrían interferir en 

los resultados de velocidad de reacción y constantes cinéticas, por lo que sería necesario 

investigar la cinética enzimática evitando estas reacciones secundarias. Por lo tanto, es de 

interés realizar un estudio de la cinética enzimática de la transesterificación evitando las 

reacciones paralelas, para proponer y llevar a cabo la puesta en marcha de un reactor bajo 

condiciones óptimas de operación, que sea factible de ser implementado a escala industrial.  

 

1.2 HIPÓTESIS 

 
1. La incorporación de aceites residuales de fritura en la producción de metil esteres de ácidos 

grasos, usando Novozym 435 como catalizador y aceite de raps como materia prima, 

incrementa el rendimiento de la reacción. 

 

2. El uso de un medio anhidro en la producción de metil ésteres de ácidos grasos usando 

Novozym 435 como catalizador y aceite residual de fritura, incrementa el rendimiento de la 

reacción evitando las reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación.  
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1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo general 

Desarrollar un proceso enzimático de producción de metil ésteres de ácidos grasos, utilizando 

Novozym 435 como catalizador y mezclas de aceite residual de fritura y aceite de raps como 

materia prima. 

 
1.3.2 Objetivos específicos 

1. Establecer la influencia de la incorporación de aceites residuales de fritura en el rendimiento 

de metil ésteres de ácidos grasos usando Novozym 435 como catalizador enzimático y aceite 

de raps como materia prima 

 

2. Establecer el efecto de usar un medio anhidro en el rendimiento de metil ésteres de ácidos 

grasos con Novozym 435 como catalizador enzimático y aceites residuales de fritura como 

materia prima. 

 

3. Establecer un tratamiento para la reutilización de Novozym 435 durante procesos sucesivos 

de producción de metil ésteres de ácidos grasos en medio anhidro, utilizando aceites residuales 

de fritura como materia prima. 

 

4. Validar el modelo cinético Ping Pong para la reacción de producción de metil ésteres de 

ácidos grasos en medio anhidro con tert-butanol como co-solvente, utilizando Novozym 435 

como catalizador y aceites residuales de fritura como materia prima. 

 
 

El desarrollo de cada objetivo específico de esta tesis fue escrito en un capítulo por separado. 

Previo a estos capítulos se  incluyó un capítulo de antecedentes generales. 
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Capítulo basado en artículo publicado:  
Azócar L, Ciudad G, Heipieper H, Navia R (2010) Biotechnological processes for biodiesel production using 

alternative oils. Appl Microbiol Biotechnol 88:621-636 (Anexo 1). 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

 

2.1 BIODIESEL 

 

2.1.1 Contexto  

La crisis energética mundial es un resultado del crecimiento de la población y del incremento 

del consumo de energía en países desarrollados y en vías de desarrollo (Pérez-Lombard et al., 

2008). De 1973 a 2007, el consumo mundial de energía primaria fue casi duplicado desde 256 

a 505 millones de GJ (IEA, 2009). Mientras tanto, la población mundial estimada para el año 

2010 fue de 6,8 billones (US Census Bureau, 2010). Además, ha sido reportado que el peak de 

la producción de petróleo, incluyendo los yacimientos que aún no han sido encontrados, pudo 

haber sido alcanzada durante 2010 (Owen et al., 2010).   

Este escenario ha llevado a la necesidad de buscar alternativas para reemplazar el petróleo por 

otras fuentes energéticas más sustentables. Una promisoria alternativa es el biodiesel o metil 

ésteres de ácidos grasos (fatty acid methyl ester, FAME). La producción de FAME se justifica 

debido a que éste puede ser usado para reemplazar parcialmente el diesel, decreciendo la 

dependencia de países importadores de petróleo y reduciendo las emisiones de CO2 (Carraretto 

et al., 2004). Además, el FAME es biodegradable, no tóxico y generalmente libre de sulfuros y 

compuestos aromáticos (Demirbas, 2009). Pese a las ventajas mencionadas, más del 95 % del 

FAME en el mundo es producido de aceites vegetales comestibles (Gui et al., 2008), lo cual 

ha incrementado la demanda y el precio de los aceites vegetales a nivel mundial (Gustone, 

2009). Además, alrededor de un 70 a 95 % de los costos totales de producción de FAME son 

relacionados con la materia prima, aceites vegetales.  

Para la producción de aceites vegetales es necesario utilizar suelos agrícolas. En países en 

desarrollo, esto podría limitar la cantidad de suelo disponible para la agricultura, reduciendo la 

seguridad alimentaria, cuando 1 billón de personas sufre actualmente de malnutrición en estos 

países (FAO, 2009). Además, Estados Unidos necesitaría cerca de un 13 % de su tierra 

agrícola disponible para reemplazar 5 % del diesel usado en el transporte, mientras Europa 

requeriría un 15 % para conseguir el mismo fin (Escobar et al., 2009).  
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Basado en estos hechos, es necesario utilizar materias primas alternativas que permitan una 

producción de FAME económicamente factible, sin afectar negativamente la seguridad 

alimentaria (Haas, 2005; Parawira, 2009). En general, las materias primas alternativas, tales 

como los aceites residuales de fritura (waste frying oil, WFO) y las grasas residuales, difieren 

en su composición y son caracterizadas por un alto contenido de ácidos grasos libres (free 

fatty acid, FFA). Los FFA generan reacciones de saponificación cuando se utiliza un 

catalizador alcalino para la producción de FAME (Fjerbaek et al., 2009). Por lo tanto, es 

necesario utilizar otros catalizadores para la utilización de estas materias primas alternativas. 

En este sentido, el uso de catalizadores biológicos permitiría la producción de FAME usando 

diferentes materias primas.  

 

2.1.2 Transesterificación y proceso convencional de producción  

La transesterificación es el término usado para describir la clase de reacciones orgánicas en 

donde un éster es transformado en otro, a través del intercambio de un grupo alcóxido 

(Parawira, 2009) (Figura 1). La producción de FAME se basa en la reacción de 

transesterificación entre un triglicérido (TG) y metanol, en presencia de un catalizador, 

produciendo FAME y glicerol como subproducto (Fjerbaek et al., 2009; Parawira, 2009). Esta 

reacción ocurre en etapas sucesivas, con mono- y diglicéridos (MG y DG) como productos 

intermediarios (Marchetti et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 Reacción de transesterificación. 

 

En un proceso industrial convencional se utiliza una mezcla de metanol y aceite vegetal con 

una razón molar de 6:1 para llevar a cabo la transesterificación en 1 hora de reacción, 
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utilizando NaOH como catalizador básico (Marchetti et al., 2007; Parawira, 2009). Debido a 

la baja solubilidad del aceite en el metanol se producen dos fases en este proceso. Por lo tanto, 

se necesita agitación (alrededor de 200 rpm) y una alta temperatura (60 °C) para garantizar 

una cinética de la reacción aceptable. Durante la reacción se forma un alcóxido por la mezcla 

entre el NaOH y el metanol, el cual es usado como catalizador de la reacción (Marchetti et al., 

2007). Después de que la reacción de transesterificación es finalizada, la mezcla es llevada a 

una etapa de sedimentación por gravedad. El glicerol sedimenta y la capa superior corresponde 

al FAME. El glicerol es separado y el FAME es lavado con agua para remover las sales 

utilizadas para la formación del catalizador. Además, se requiere una etapa de neutralización 

del FAME para eliminar residuos de sodio y jabón. El exceso de metanol presente en el 

FAME puede ser recuperado por destilación, mientras que el glicerol puede ser refinado para 

su utilización o directamente descartado como residuo.  

 

2.1.3 Catálisis ácida y básica 

La metanólisis con catalizador básico es una reacción de adición-eliminación que involucra el 

ataque nucleofílico del anión metóxido a un átomo de carbono del grupo carbonilo del 

acilglicerol (Marchetti et al., 2007). Como el anión metóxido resulta de la reacción entre el 

metanol con los iones hidroxilos, la concentración de iones de metóxido se incrementa con la 

cantidad de álcali. KOH y NaOH son usados como catalizadores básicos para la formación del 

metóxido. Al usar materias primas alternativas con alto índice de acidez, el catalizador 

alcalino reacciona con los FFA para producir jabón en una reacción secundaria de 

saponificación durante la transesterificación (Kulkarni y Dalai, 2006). El jabón formado 

permanece remanente tanto en el  glicerol como en la fase de FAME, lo que hace necesario 

costosos métodos para la purificación del glicerol y el proceso de lavado del FAME. Por lo 

tanto, la catálisis básica no permite producir FAME de materias primas alternativas que 

contengan sobre 1 mg KOH/ g aceite de FFA (Canakci, 2007; Fjerbaek et al., 2009; Parawira, 

2009).  

El uso de catalizadores ácidos permite producir FAME utilizando materias primas con alto 

contenido de FFA (Al-Zuhair et al., 2009; Canakci, 2007; Marchetti et al., 2007; Veljkovic et 

al., 2006; Wang et al., 2006b; Zheng et al., 2006). Usando ácido sulfúrico (así como otros 

catalizadores ácidos), los FFA pueden ser esterificados a FAME sin la formación de jabón. Por 
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lo tanto, los catalizadores ácidos también pueden ser usados como un pretratamiento, antes de 

la reacción alcalina (Marchetti et al., 2007; Veljkovic et al., 2006). Además, los TG pueden 

reaccionar con el metanol para producir FAME y glicerol en una reacción de 

transesterificación, usando catálisis ácida.  

La catálisis ácida o su uso como un tratamiento previo a la catálisis básica, requiere largos 

tiempos de reacción y altos costos de equipamiento debido a la generación de corrosión. Lo 

anterior, la hace económicamente menos factible que la catálisis básica utilizada 

convencionalmente (Zhang et al., 2003). Además, las catálisis ácida y básica requieren etapas 

de neutralización y separación de la mezcla producida. También caracterizan a estos procesos 

los problemas ambientales y económicos relacionados con un alto gasto de energía y la 

generación de aguas residuales (Dossin et al., 2006). El uso sales alcalinas como catalizador 

genera alrededor de 20 L de agua residual por 100 L de FAME producido (Suehara et al., 

2005). Además, el balance energético indica que cada tonelada de FAME requiere alrededor 

de 50 kWh de electricidad, de los cuales entre un 60-70 % es consumido en la refinación de la 

glicerina (Barnwal y Sharma, 2005).   

Las herramientas biotecnológicas se presentan como una alternativa que permitiría solucionar 

la mayoría de los inconvenientes ocasionados por los catalizadores químicas (Röttig et al., 

2010). El uso de un catalizador biológico, tal como lipasas purificadas, permite la 

esterificación de los FFA a FAME, evitando la generación de jabón cuando se utilizan 

materias primas con alto índice de acidez. Además, el glicerol puede ser recuperado 

fácilmente, y la purificación de FAME es simplificada. Finalmente, si el biocatalizador esta 

inmovilizado, éste puede ser fácilmente separado de la reacción, lo que lo hace 

económicamente y medioambientalmente conveniente para la producción de FAME (Röttig et 

al., 2010). 

 

2.2 MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCIÓN DE FAME 

 

Las materias primas utilizadas para la producción de FAME están compuestas principalmente 

por triglicéridos (TG), es decir, ésteres con tres moléculas de ácidos grasos y una molécula de 

glicerol. Los ácidos grasos de los TG son ácidos carboxílicos de cadena larga (desde C12 a 

C20), los cuales pueden estar saturados o insaturados. A temperatura ambiente, la mayoría de 
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los TG saturados son sólidos (grasas) mientras los TG insaturados son líquidos (aceites). De 

acuerdo a esta descripción, existen diferentes materias primas que pueden ser utilizadas para la 

producción de FAME: aceites vegetales comestibles y no comestibles (Gui et al., 2008),  

aceite de microorganismos oleaginosos (Chisti, 2007; Lu et al., 2008) y lípidos residuales 

(Azócar et al., 2010b; Canakci, 2007; Felizardo et al., 2006). 

 

2.2.1 Materias primas convencionales y alternativas 

Los principales aceites vegetales usados en la producción de FAME dependen de la zona 

geográfica. Aceite de raps y aceite de maravilla en Europa, y aceite de soya en América del 

Norte y del Sur. Algunas ventajas de estos aceites son su bajo nivel de saturación, bajo 

contenido de FFA y propiedades fisicoquímicas similares (Tabla 2.1). El bajo nivel de 

saturación permite que el FAME obtenido se caracterice por un punto de obstrucción del filtro 

en frío similar al del diesel. El bajo contenido de FFA y las propiedades fisicoquímicas 

similares permiten utilizar en forma efectiva un catalizador alcalino para la producción de 

FAME, por lo que no se requiere modificar el convencional proceso de producción. En el 

sudeste asiático el FAME es también producido utilizando aceite de palma como materia 

prima. La desventaja es que este aceite es caracterizado por un alto nivel de saturación y un 

alto valor de acidez (Tabla 2.1). 

Una amplia variedad de aceites con alto contenido de FFA se encuentran disponibles en 

grandes cantidades. Estos aceites son principalmente usados para producir jabón de bajo costo 

y son conocidos como aceites no comestibles (Ramadhas et al., 2005). Los aceites no 

comestibles tienen un menor costo que los aceites comestibles y podrían ser utilizados como 

materia prima para la producción de FAME (Barnwal y Sharma, 2005). Algunos aceites no 

comestibles provienen de: jatrofa (Jatropha curcas, L.), karanja (Pongamia pinnata), madhuca 

(Madhuca indica), tabaco (Nicotiana tabacum, L.), corcho (Ficus elastica), nueces de jabón 

(Sapindus mukorossi), y aceite de risino (Ricinus communis, L.) (Barnwal y Sharma, 2005).  

La Tabla 2.1 muestra las propiedades y composición de ácidos grasos de aceites no 

comestibles. 
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Tabla 2.1 Propiedades fisicoquímicas y composición de ácidos grasos de materias primas para la producción de FAME.  

a A 40 ºC. b Aceites no refinados. c AST: Aceite de semillas de tabaco. d Ácido ricinoleico.    
e 1 Ramadhas et al. (2005), 2 Azócar et al. (2010b), 3 Barnwal y Sharma (2005), 4 Demirbas (2005), 5 Talukder et al. (2009), 6 Chhetri et al. (2008), 7 
Sarin et al. (2007), 8 Sharma et al. (2010), 9 Scholz y Nogueira da Silva (2008), 10 Sousa et al. (2010), 11 Demirbas (2009), 12 Leung y Guo (2006), 13 
Canakci (2007), 14 Beal (1975), 15 Altiparmak et al. (2007), 16 Veljkovic et al. (2006). 
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T
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A
S

T
c   

Viscosidad cinemática 
(cSt)a 58 34 65 40 66 49,9 26,9 - 270 37 36,4 - - - 70 28 

Densidad (Kg/m3) 918 927 - 918 910 918 911 - 962 925 924 - - - - 918 
Índice de acidez (mg 
KOH/g aceite) 

0,2 0,8 0,2 5,3 34 14 19,9 9,1 4,7 4,5 1,3 14,8 41,8 29,8 158 193 

Contenido de agua (%) - <0,01 - 2,1 - - - - 0,2 1,3 0,4 55 19 4,9 5,2 - 
Punto de ignición (°C) 220 >100 230 267 - 240 - - 245 >100 485 - - - - - 
Índice de yodo (g I2/100 g 
aceite) 

- 105 - 52,4 119 - - - 86 111 141 - - - - 135 

Capacidad calorífica 
(MJ/kg) 40 - 40 - 38 40 - - 38 - 41 - - - 40 - 

Composición ácidos grasos 
(% p/p) 

                

  Ácido palmítico (C16:0) 6,8 4,2 11,8 42,6 10,2 13,4 8,9 4,7 1,3 12,2 20,4 12,7 26 17,2 0 - 
  Ácido esteárico (C18:0) 3,3 1,3 3,2 4,4 8,7 5,4 8,2 1,5 0,8 4,1 4,8 8,2 16,5 4,4 2,1 - 
  Ácido oleico (C18:1) 16,9 66,6 23,3 40,5 24,6 45,8 65,8 52,6 3 28,5 52,9 41,5 39,6 15,7 52,7 - 
  Ácido linoleico (C18:2) 73,7 18,7 5,5 10,1 39,6 32,3 12,1 4,7 4,4 49,5 13,5 30,9 4,4 55,6 38,3 - 
  Ácido linolénico (C18:3) 0 7,7 6,3 0,2  16 0 0 0 0,5 3,5 0,8 3,0 0,6 7,1 6,9 - 
  Otros 2,6 1,5 0 2,2  0,9 3,1 5 36,5 87d 2,2 7,6 3,7 12,9 0 0 - 

Referenciase 1 2 1 
3-4-
5 

1 6-7 7-8 6 9-10 2 
11- 
12 

13 13 14 15 16 
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La mayoría de los aceites no comestibles son caracterizados por una elevada viscosidad y un 

alto contenido de FFA. Sin embargo, la capacidad calorífica y el punto de ignición son 

similares a los aceites comestibles (Tabla 2.1). Por lo tanto, usando un catalizador adecuado, el 

FAME producido de estas materias primas sería factible de ser utilizado en un motor diesel.   

Microorganismos oleaginosos capaces de acumular lípidos sobre un 20 % son denominados 

single cell oil (SCO) y también han sido propuestos como materia prima alternativa para la 

producción de FAME (Hu et al., 2008).  La producción de SCO no requiere suelo arable y no 

competiría con la producción de alimentos, debido a que se puede utilizar biomasa residual 

como fuente de carbono para su producción. Los principales microorganismos que han sido 

investigados son: microalgas, bacterias, levaduras y hongos (Li et al., 2008). Además, ha sido 

reportado que el aceite de microalgas, levaduras y hongos se caracteriza por un porcentaje 

relevante de FFA, lo cual haría necesaria la utilización de un proceso alternativo para su uso 

en la producción de FAME (Azócar et al., 2010a). 

 

2.2.2 Lípidos residuales y aceites residuales de fritura para la producción de FAME 

Los lípidos residuales tales como grasas, aceites residuales de fritura (waste frying oil, WFO) 

y borra o soapstock (subproducto de la refinería de aceites) son potenciales materias primas 

que podrían reducir los costos de producción de FAME (Canakci, 2007; Felizardo et al., 2006; 

Gui et al., 2008; Haas, 2005; Zhang et al., 2003). Además, el aceite de resina o tall oil  que es 

un subproducto de la manufactura de pulpa y papel (Altiparmak et al., 2007) y el aceite de 

semillas de tabaco (N. tabacum L.) (Veljkovic et al., 2006), han sido propuestos como nuevas 

materias primas para la producción de FAME (Tabla 2.1).  

Los WFO también conocidos como aceites de cocina (waste cooking oil, WCO), son 

generados de aceites vegetales usados a altas temperaturas en procesos de fritura de alimentos. 

Estos procesos causan reacciones de hidrólisis, polimerización y oxidación, las cuales cambian 

las características fisicoquímicas del aceite (Araújo, 1995). Además, los WFOs son conocidos 

por su alto valor de acidez, el cual se debe a su alto contenido de FFA. Índices de acidez 

mayores a 1 mg KOH/ g aceite son comunes en WFO y pueden causar reacciones paralelas de 

saponificación cuando un catalizador alcalino es utilizado en la reacción de transesterificación 

(Freedman et al., 1986). La producción de jabón consume el catalizador, disminuye el 
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rendimiento de FAME y produce una separación menos efectiva del FAME producido de la 

fase glicerol (Freedman et al., 1986). 

A la fecha, la cantidad total de WFO producida en países europeos, norteamericanos y 

asiáticos supera las 16,6 Mton/año. Considerando que la producción total de FAME en 2009 

fue 11 Mton y que la demanda se incrementa en alrededor de 3,5 Mton/año (Gustone, 2009), 

el uso solamente de WFO como materia prima hubiera permitido suplir la demanda total de 

FAME durante los últimos años.  

Cuando se utiliza WFO o cualquier lípido residual para la producción de FAME el proceso 

debe ser flexible. Esta necesidad surge debido a las propiedades fisicoquímicas variables que 

caracterizan a estas materias primas. Como se muestra en la Tabla 2.1, el contenido de 

humedad varía de 0,4 % a 55 %, mientras el índice de acidez varía entre 1,3 a 193 mg KOH/ g 

aceite para las materias primas residuales de distinto origen.  
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2.3 BIOCATÁLISIS PARA LA PRODUCCIÓN DE FAME 

 

Aunque las lipasas son utilizadas generalmente para catalizar la hidrólisis de ésteres 

carboxílicos, éstas también son utilizadas en un amplio rango de reacciones de bioconversión, 

incluyendo la esterificación y transesterificación (Noureddini et al., 2005; Orcaire et al., 

2006). Los biocatalizadores investigados en la producción de FAME pueden ser clasificados 

como lipasas libres, lipasas inmovilizadas y whole-cell (cultivos celulares con actividad 

enzimática) (Du et al., 2008; Röttig et al., 2010).  

El uso de enzimas libres a escala industrial es debatible debido a que su funcionamiento 

presenta bajos rendimientos y altos costos ya que no se pueden reutilizar. En comparación a 

las lipasas libres, el uso de enzimas inmovilizadas presenta ventajas tales como estabilidad y 

posibilidad de reuso. Por otro lado, debido a que el uso de lipasas inmovilizadas requiere 

complejos procesos de recuperación, purificación e inmovilización el uso de biocatálisis 

whole-cell también ha sido investigado (Du et al., 2008; Röttig et al., 2010).  

La lipasa de Candida antarctica inmovilizada en resina de acrílico es conocida 

comercialmente como Novozym 435 y ha sido el catalizador enzimático más comúnmente 

investigado para la producción de FAME alcanzando altos rendimientos (Fjerbaek et al., 

2009). La amplia aceptación de este catalizador se debe a varias razones entre las que destacan 

su baja regioespecifidad (sn-3) que permite producir FAME a partir de todos los MG-, DG- y 

TG- de la materia prima. Por el contrario, otros catalizadores tales como lipasas de 

Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM), lipasas de Mucor miehei (Lipozyme IM-20) y 

lipasas de Rhyzopus oryzae IFO4697 han sido ampliamente investigados en la producción de 

FAME pero se caracterizan por una especificidad sn-(1)3 que genera la acumulación de MG- 

durante la reacción (Fukuda et al., 2001). 

Novozym 435 ha sido reportada como una lipasa que podría contener suficiente cantidad de 

agua en su matriz como para preservar su actividad catalítica en un medio anhidro 

(Ognjanovic et al., 2009; Tamalampudi et al., 2008). En un reciente estudio utilizando la 

metodología de superficie de respuesta, se correlacionó la concentración de Novozym 435 

versus la concentración de agua, encontrándose mayores rendimientos de FAME (92 %) 

cuando se utilizó el medio con la menor concentración de agua (0 %) y con la mayor dosis de 
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enzima (5 % basado en el peso del aceite). Esta característica de Novozym 435  es una ventaja 

comparado con otras lipasas tales como lipasas de Pseudomona cepacia y lipasa de R. oryzae, 

las cuales necesitan la adición de agua a la reacción para poder llevar a cabo una catálisis 

efectiva (Parawira et al., 2009). La ventaja se debe a que la adición de agua a la reacción 

puede decrecer la vida útil de las enzimas además de favorecer la reacción paralela de 

hidrólisis de TG durante la transesterificación, lo cual se evitaría al utilizar Novozym 435 

como catalizador.  

Por otro lado, a diferencia de la lipasa libre de C. antarctica y de otros catalizadores 

investigados, Novozym 435 ha demostrado ser un catalizador robusto y estable en presencia 

de alcoholes de cadena corta (Hernandez-Martin y Otero, 2008). En este sentido Cabrera et al. 

(2009) desarrollaron una investigación para desorber la enzima C. antarctica  del soporte de 

resina de acrílico que conforma la Novozym 435, estableciendo que el soporte es el que da las 

características de estabilidad y alta actividad a esta enzima comercial.  

En general, los biocatalizadores inmovilizados presentan ventajas en comparación a la catálisis 

alcalina ya que facilitan la recuperación del glicerol y evitan la etapa de lavado del FAME. Sin 

embargo, el costo de las lipasas y los altos tiempos de reacción son significativamente 

mayores en comparación a la catálisis alcalina. Los largos tiempos de operación y problemas 

de pérdida de actividad están siendo estudiados debido a que los costos de la enzima aun son 

una barrera para desarrollar un proceso de producción de FAME a escala industrial (Du et al., 

2008). Sin embargo, como se discutió previamente, el uso de  materias primas alternativas es 

necesario. Por lo anterior, los estudios se deberían focalizar en el empleo de la biocatálisis 

para promover el uso de materias primas alternativas.  

 

2.4 CONDICIONES DE OPERACIÓN PARA LA PRODUCCIÓN DE FAME USANDO 

BIOCATÁLISIS 

 

Las condiciones operacionales investigadas para la producción FAME son similares cuando se 

utilizan aceites comestibles, aceites no comestibles o lípidos residuales. Esto podría hacer 

factible la producción de FAME a partir de mezclas de materias primas. Las principales 

variables estudiadas son: temperatura, tipo de alcohol, eficiencia de regeneración de lipasas, 

humedad del aceite y concentración de FFA en la materia prima (Tabla 2.2).  
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Tabla 2.2 Condiciones de operación para la transesterificación usando materias primas alternativas y biocatalizadores. 

a ROL: whole cells de R. oryzae. b AMP: Adición de metanol por pasos. c Lipasa de P. cepacia inmovilizada en célite. d Razón molar mantenida en un reactor 
continuo. e Lipasa de T.lanuginosos inmovilizada en un polímero microporoso. f Lipasas solubles NS81006 y NS81020, producidas por fermentación de los 
microorganismos Aspergillus oryzae/Aspergillus niger. g SOOD: soybean oil deodorizer distillate. h ABE: Activated bleaching earth. 

Materia prima Biocatalizador 

Condiciones de operación 
FAAE  
(%)  Referencias Metanol:

aceite 
(mol/mol) 

Catalizado
r  
(%p/p)  

T 
(°C) 

t  
(h) 

Agitación 
(rpm) Otras condiciones 

A
ce

ite
s 

no
 

co
m

es
tib

le
 Aceite de 

jatrofa  
ROLa 3:1 4 30 60 150 AMP b 80 (Tamalampudi et 

al., 2008) 
Novozym 435 3:1 4 

 
30 90 150 AMP 76 (Tamalampudi et 

al., 2008) 
PS-D c etanol 4:1 5 50 8 200 Agua 5 (% p/p) 98 (Shah y Gupta, 

2007) 

Lí
pi

do
s 

re
si

du
al

es
 

WFO Novozym 435 25:1 10 50 4 150 - 89 (Maceiras et al., 
2009) 

Lipasa de Candida 
sp.99–125 

1:1d 25 45 1,2mL/min Hexano y agua 91 (Chen et al., 2009) 

Lipasa e  6:1 1,1 65 24 250 Agua 15 (% p/p)  90 (Dizge et al., 2009) 

Novozym 435 4:1 4 40 12 200 Co-solvente tert-
butanol  

88 (Halim y 
Kamaruddin, 2008) 

Lipasa de P. 
expansum 

3:1 84 µ/g oil 35 7 200 AMP -
Adsorbentes  y t-
amyl alcohol  

93 (Li et al., 2009) 

Soapstock Novozym 435 etanol ~ 
3:1 

3 45 6 d 100 Neutralización de 
la reacción 

85 (Sato et al., 2008) 

Lipasaf  ~ 8:1 61 µ/g oil 28 8 600 AMP -  agua 10 
(p/p)   

89 (Chen et al., 2008) 

SOODg Lipozyme TL IM 
y Novozym 435 

3,9:1 5 40 12 150 Co-solvente tert-
butanol  

94 (Wang et al., 
2006a) 

Waste 
ABEh 

Lipasa de C. 
cylindracea 

4:1 238 µ/g oil 37 8 120 - 83 (Lara y Park, 2004) 

S
C

O
 Aceite de 

microalgas 
Lipasa de Candida 
sp.99-125 

3:1 30 38 12 180 - 98 (Xiong et al., 2008) 
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2.4.1 Temperatura de reacción 

La solubilidad del alcohol en aceite se incrementa con la temperatura, promoviendo una 

reacción de transesterificación más rápida. Sin embargo, la actividad óptima de las lipasas 

también depende de la temperatura y si ésta es demasiado alta puede producir la 

desnaturalización de las enzimas (Nie et al., 2006). Usando la metodología de superficie de 

respuesta, Shieh et al. (2003) encontraron que la temperatura óptima para llevar a cabo la 

reacción de transesterificación usando Lipozyme IM-77 era de 36,5 °C. Usando aceites 

comestibles con lipasa de Candida sp. 99-125 inmovilizada en membrana textil, el mayor 

rendimiento de FAME fue observado a 40 °C (Nie et al., 2006). En otra investigación con 

aceites comestibles, Royon et al. (2007) determinaron que la estabilidad operacional de 

Novozym 435 era superior a otras enzimas, alcanzando los mejores resultados a 50 °C. Esta 

afirmación concuerda con los resultados obtenidos por Kose et al. (2002), quien estableció que 

sólo para temperaturas sobre 50 °C el rendimiento de FAME disminuye producto de la pérdida 

de actividad de la Novozym 435.  

La termoestabilidad de algunas lipasas inmovilizadas podría ser atribuida a la interacción entre 

las lipasas y  la superficie del soporte, a través de puentes de hidrógeno y fuerzas iónicas. Esta 

característica de las lipasas inmovilizadas podría permitir incrementar el rendimiento de la 

transesterificación, disminuyendo los tiempos de reacción. 

 

2.4.2 Tipos de alcohol y uso de solventes 

Alcoholes de cadena corta tales como el metanol pueden producir la pérdida de actividad de 

las enzimas, debido a la baja solubilidad de los alcoholes en el aceite. (Ban et al., 2001; Du et 

al., 2004; Kaieda et al., 2001). Alcoholes de cadena larga mayor a tres átomos de carbono 

pueden ser completamente disueltos en el aceite en una razón estequiométrica, es decir 3 

moles de alcohol son disueltos en 1 mol de aceite. Sin embargo, la solubilidad del sistema 

metanol/aceite es solo 1,5:1 (mol/mol) y 2:1 (mol/mol) para la mezcla etanol/aceite (Shimada 

et al., 2002).  

Usualmente se utiliza un exceso de alcohol para llevar a cabo la reacción de 

transesterificación. Estas altas dosis pueden producir la pérdida de actividad de las lipasas a 

través del contacto de la enzima con las gotas de metanol o etanol insoluble que se encuentran 
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en el aceite (Shimada et al., 2002). Diversas alternativas han sido propuestas para resolver el 

problema de pérdida de actividad: la adición del alcohol por pasos, el uso de alcoholes 

secundarios o de cadena corta como aceptores acilo y la adición de co-solventes orgánicos a la 

reacción.  

La metanólisis ha sido investigada adicionando tres dosis sucesivas de 1 mol de metanol (1/3 

M equivalente por dosis), hasta alcanzar la cantidad estequiométrica requerida. Esta 

alternativa es llamada protocolo de tres pasos o adición por pasos (Du et al., 2004; Nie et al., 

2006; Shimada et al., 2002; Zeng et al., 2006). Shimada et al. (2002) aplicó tres adiciones 

consecutivas de 1/3 M equivalente de metanol durante 48 h de tiempo de reacción, usando 4 

(% p/p)  de Novozym 435 para alcanzar un rendimiento de 97,3 % de FAME. Ognjanovic et 

al. (2009) reportaron que usando condiciones previamente optimizadas de 3 (% p/p) de 

Novozym 435, 45 °C y razón metanol/aceite 3:1 (mol/mol) era posible alcanzar hasta un 99 

% de rendimiento de FAME adicionado el metanol por pasos. Este protocolo fue realizado 

adicionando un primer paso de metanol al comienzo de la reacción, un segundo paso a las 10 

h de reacción y un tercer paso a las 25 h de reacción, llevando a cabo la reacción completa en 

50 horas de incubación (Ognjanovic et al., 2009). Li et al. (2009) reportó que a pesar de los 

altos rendimientos alcanzados usando adición de metanol por pasos, se generan largos 

tiempos de reacción y bajas tasas de producción de FAME. Por lo tanto, es necesario buscar 

estrategias que permitan disminuir estos tiempos de reacción sin afectar negativamente la 

actividad de las enzimas. Estudios realizados por Shimada et al. (2002), sugirieron que no es 

necesaria la aplicación de 3 pasos consecutivos. Este supuesto se fundamenta en que con el 

transcurso de la reacción los alquil ésteres producidos (hidrofóbicos al igual que el aceite), 

actúan como verdaderos solventes de la reacción, ayudando a incrementar la miscibilidad del 

sistema. Por lo tanto, la aplicación de sólo dos pasos: 1/3 de metanol al inicio de la reacción 

y 2/3 posteriormente, surge como una opción que podría acelerar la velocidad de reacción. 

Diferentes aceptores acilo tales como alcoholes secundarios y alcoholes cadena larga también 

han sido investigados para evitar la inhibición por alcohol (Fjerbaek et al., 2009). Du et al. 

(2004) reportaron un 92 % de rendimiento de FAME en 14 horas de reacción, utilizando metil 

acetato (CH3COOCH3) como un nuevo aceptor acilo para producir triacetilglicerol como un 

subproducto de mayor valor comercial. Sin embargo, de acuerdo a Fjerbaek et al. (2009) es 

necesario considerar que los aceptores acilo deben ser económicos y disponibles en grandes 
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cantidades, por lo que sólo el metanol y etanol podrían ser opciones realistas para la 

producción de FAME.  

El uso de solventes orgánicos como co-solventes durante la reacción para la producción de 

FAME ha sido investigado con varios propósitos: disminuir el problema de inmiscibilidad 

entre reactantes generando una mezcla homogénea; reducir la viscosidad de la mezcla de  

reacción  incrementando la tasa de difusión y reduciendo problemas de transferencia de masa 

alrededor de la enzima; forzar a que el agua residual permanezca alrededor de las enzimas 

inmovilizadas favoreciendo la estabilidad de las mismas (solventes no polares) (Fjerbaek et 

al., 2011).  

El efecto del co-solvente en la reacción depende de la polaridad del solvente utilizado. Yu et 

al. (2010) investigaron el uso de co-solventes con grupos hidroxilos en la reacción de 

transesterificación, tales como acetona y 1,4 dioxano, debido a que estos pueden solubilizar el 

glicerol y el metanol. Sin embargo, estos solventes hidrofílicos tienen la desventaja de no 

solucionar los problemas de inmiscibilidad entre el aceite y el alcohol. La utilización de 

solventes hidrofóbicos tales como, éter de petróleo, n-hexano, y n-heptano han permitido 

alcanzar altos rendimientos de FAME, cercanos al 90 % (Nie et al., 2006) (Tabla 2.2). Pero, la 

solubilidad de metanol y glicerol en estos solventes relativamente hidrofóbicos,  han generado 

efectos negativos en la actividad de las lipasas (Royon et al., 2007).  

La utilización de co-solventes medianamente polares ha sido recientemente reportada (Yu et 

al., 2010; Wang et al., 2006; Li et al., 2006). Yu et al. (2010) reportaron que el uso de un 

alcohol medianamente hidrofóbico como co-solvente, el alcohol tert-amílico, permitiría 

incrementar la actividad de Novozym 435 para la producción de FAME. Sin embargo, el 

alcohol tert-amílico presenta un elevado punto de ebullición cercano al del agua lo que podría 

complicar su recuperación para ser reutilizado. Wang et al. (2006a) y Li et al. (2006) 

propusieron el uso de tert-butanol como co-solvente de la reacción para la producción de 

FAME (Tabla 2.2). tert- Butanol es un alcohol terciario con un coeficiente octanol-agua de 

0,35 y se caracteriza por ser un solvente medianamente polar en el cual el metanol y el aceite 

son solubles. Este alcohol ha sido previamente investigado demostrando que puede 

incrementar considerablemente la actividad de la enzima en comparación a un alcohol lineal. 

Esto es atribuido a la diferencia de miscibilidad con triglicéridos, debido a que un alcohol no 
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lineal tiene mejor miscibilidad con triglicéridos en comparación a uno lineal con el mismo 

número de átomos de carbono (Yu et al., 2010). Además, la utilización de tert-butanol 

permitiría mantener altos rendimientos de FAME independiente del contenido de agua 

(Fjerbaek et al., 2011).  

Pese a las posibles ventajas del uso de un co-solvente, al momento de seleccionar alguno se 

deben considerar factores clave como los costos, el gasto de energía adicional, posibles riesgos 

de explosiones y la factibilidad de que el solvente sea recuperado (Shimada et al., 2002). 

 

2.4.3 Pérdida de actividad de las lipasas y regeneración 

La pérdida de actividad de las lipasas puede ser causada por alcoholes de cadena corta y 

glicerol (Du et al., 2008). En un estudio de metanólisis continua, usando Novozym 435 como 

catalizador, Shimada et al. (2002) sugirieron que el metanol sin reaccionar migra desde la 

mezcla de la reacción a la capa de glicerol, cubriendo las enzimas y generando su inhibición. 

Para solucionar este problema, ha sido propuesto el lavado de la enzima con un solvente 

orgánico, lo cual permitiría remover el glicerol del soporte enzimático (Xu et al., 2006). 

Soumanou y Bornscheuer (2003) utilizaron sucesivos lavados con acetona fría y una posterior 

etapa de secado para la lipasa de R. miehei previamente utilizada como catalizador de la 

transesterificación de aceite de maravilla y metanol. Los resultados permitieron mantener la 

actividad de la enzima durante 7 ciclos  de uso.  

En otro estudio, Chen y Wu (2003) investigaron la pérdida de actividad y regeneración de 

Novozym 435. En esta investigación, los autores propusieron que el material del soporte de la 

enzima (resina de acrílico) podría adsorber componentes polares tales como metanol o etanol, 

generando la inactivación o inhibición enzimática. Además, Chen y Wu (2003) investigaron 

un tratamiento para Novozym 435 previamente desactivada con exceso de alcohol, 

estableciendo que el uso de sucesivos lavados con tert-butanol o 2-butanol y un posterior 

tratamiento en aceite de soya por 12 horas, permitían recuperar hasta un 75 % de la actividad 

original.  

Recientemente ha sido propuesto un sistema utilizando tert-butanol como co-solvente para 

mantener una efectiva transesterificación evitando la pérdida de actividad de las lipasas. Wang 

et al. (2006a) utilizando Lipozyme TL IM y Novozym 435 como catalizador, llevaron a cabo 
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la transesterificación en un sistema con tert-butanol, el cual permitió alcanzar un 94 % de 

rendimiento de FAME y reutilizar la enzima en ciclos sucesivos (Tabla 2.2).   

 

2.4.4 Efecto de los FFA y el agua en la reacción 

Los FFA de materias primas alternativas pueden ser esterificados por lipasas para producir 

FAME. Sin embargo, la esterificación de 1 mol de FFA genera 1 mol de agua como 

subproducto. Un alto contenido de agua en la reacción (alrededor de un 10 %) puede favorecer 

la hidrólisis, mientras que un bajo contenido de agua favorecería la esterificación (Nie et al., 

2006). Esto significa que la hidrólisis podría ser promovida en reacciones con aceites 

alternativos, transformando aceite en FFA. Posteriormente, luego de la hidrólisis, los FFA 

pueden ser transformados en FAME por esterificación.  

La actividad enzimática en medio no acuoso podría ser afectada positivamente por la 

presencia de agua en bajas cantidades. Para investigar el efecto de la presencia de agua en el 

medio de reacción durante la metanólisis, un estudio fue llevado a cabo variando el contenido 

de agua desde 0 % a 40 % (% p/p basado en el peso del aceite) (Nie et al., 2006). La 

producción de FAME se incrementó hasta que el contenido de agua alcanzó entre 10-15 %, 

disminuyendo con dosis superiores. En otro estudio, se investigó la transesterificación de 

aceite de raps acidificado (índice de acidez de 129 mg KOH/g aceite) utilizando un catalizador 

whole cell, R. oryzae inmovilizado, en un sistema con tert-butanol (Li et al., 2007). En esta 

investigación se encontró que un mayor contenido de FFA incrementó la tasa de reacción y el 

rendimiento de FAME final obtenido. Además, con un 3 % de agua en la reacción se alcanzó 

el mayor rendimiento en el mismo estudio.  

Se ha establecido que la mayoría de las lipasas necesitan una cantidad óptima de agua para 

mantener su actividad en un medio orgánico. Sin embargo, en un reciente estudio se reportó 

que Novozym 435 contiene suficiente cantidad de agua en su matriz como para preservar su 

actividad sin requerir la presencia de una interfase aceite/agua (Halim y Kamaruddin, 2008). 

En este estudio, el rendimiento de FAME de WCO fue menor que el rendimiento utilizando 

aceite refinado de palma. Se observó que WCO tenía un contenido de agua levemente mayor 

comparado al aceite comestible, lo cual pudo promover la hidrólisis del sustrato, 

disminuyendo el rendimiento de la transesterificación. Por lo tanto, debido a que el contenido 
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óptimo de agua para la transesterificación enzimática depende del sustrato, las enzimas, el 

solvente y el material de soporte, el contenido de agua apropiado debe ser evaluado para cada 

lipasa, optimizando el rendimiento de la reacción y la estabilidad de las enzimas (Fjerbaek et 

al., 2009).  

 
2.4.5 Cinética de la transesterificación enzimática 

De acuerdo a lo anterior, la búsqueda de condiciones óptimas para la producción FAME 

catalizada con lipasas ha sido ampliamente reportada (Azócar et al., 2010a; Fukuda et al., 

2001). Sin embargo, para el uso de lipasas a escala industrial, la información relacionada con 

la cinética de la tasa de formación de productos y los efectos de los cambios en las 

condiciones del sistema, son esenciales en el diseño de reactores (Krishna y Karanth, 2001). 

Paradojalmente, la cinética enzimática es sólo una insipiente rama dentro de los estudios de 

producción de FAME. En un comienzo, los reportes sólo se referían al estudio cinético de la 

esterificación de FFA. En un estudio Krishna y Karanth (2001) establecieron el uso de un 

modelo basado en el mecanismo de Ping Pong Bi Bi por inhibición competitiva por alcohol y 

FFA para describir la cinética de la reacción. En una investigación posterior de la 

esterificación de ácido butírico con metanol, Al-Zuhair et al. (2006) utilizaron un modelo 

simplificado para inhibición competitiva sólo por alcohol denominado modelo de Ping Pong. 

El estudio cinético de la transesterificación enzimática de TG sólo fue propuesto por Al-

Zuhair et al. (2007). En ese estudio los autores utilizaron aceite de palma y propusieron un 

mecanismo de reacción asumiendo que la reacción puede ocurrir a través de una 

transesterificación directa de TG (Al-Zuhair et al., 2007). En un reciente reporte, Cheirsilp et 

al. (2008) estableció que los estudios de Al-Zuhair et al. (2007) tenían la falencia de no 

considerar las reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación, además de la cinética de los 

productos intermediarios TG, MG, DG y FFA. Como consecuencia, Cheirsilp et al. (2008) 

investigaron los mecanismos de la transesterificación considerando la hidrólisis y 

esterificación de todos los productos intermediarios, a través de una simulación 

computacional. En este estudio, los autores encontraron que la hidrólisis y la 

transesterificación ocurren simultáneamente a una tasa mayor que la reacción de 

esterificación. Todo lo anterior genera la necesidad de realizar estudios simplificados que 

permitan modelar la cinética de la catálisis enzimática para la producción de FAME.  
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3. INCORPORACIÓN DE WFO EN LA PRODUCCIÓN DE FAME CA TALIZADA 

CON LIPASAS 

 

3.1 RESUMEN 

 

Se investigó la utilización de WFO mezclado con aceite de raps como materia prima para la 

producción de FAME. El proceso fue catalizado con lipasas. Se utilizó la metodología de 

superficie de respuesta (MSR) para optimizar la interacción de cuatro variables: el porcentaje 

de WFO en la mezcla con aceite de raps, la razón molar metanol/aceite, la dosis de Novozym 

435 como catalizador y la temperatura. Además, fue demostrado que la adición de un segundo 

paso de metanol a las 8 horas de reacción disminuyó en forma efectiva la inhibición de la 

enzima. Usando esta técnica, el modelo obtenido por la MSR predijo que las condiciones 

óptimas para alcanzar un 100 % de FAME fueron: razón de metanol/aceite 3,8:1 (mol/mol), 

100 (% p/p) de WFO, 15 (% p/p) de Novozym 435 y 44,5 °C por 12 horas de reacción a 200 

rpm. Experimentos posteriores confirmaron la validez del modelo. De acuerdo al modelo, la 

adición de WFO incrementó el rendimiento de producción de FAME, lo cual podría estar 

asociado a su mayor contenido de monoacilglicéridos, diacilglicéridos y ácidos grasos libres 

(en comparación al aceite de raps), los cuales son sustratos más disponibles para la catálisis 

enzimática. Por lo tanto, el reemplazo de aceite de raps por WFO en el proceso de producción 

de FAME catalizado con Novozym 435, podría disminuir los costos de producción debido a 

que es una materia prima más económica que incrementa el rendimiento de producción. Lo 

anterior hace a este proceso una potencial alternativa de producción de FAME a escala 

industrial.  

 

3.2 INTRODUCCIÓN 

 
Debido a que entre un 70 a un 80 % del costo total de producción de FAME corresponde al 

aceite vegetal, se han comenzado a investigar materias primas alternativas tales como WFO 

(Canakci, 2007; Gui et al., 2008). Además, también se ha propuesto la utilización de mezclas 

de materias primas de WFO con aceites vegetales como una opción más flexible para ser 

implementada a escala industrial (Issariyakul et al., 2008).  
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El uso de lipasas para producir FAME utilizando aceites vegetales ha sido ampliamente 

investigado (Azócar et al., 2010a). Para evitar la inhibición de las lipasas por alcoholes de 

cadena corta se ha propuesto la adición del metanol por pasos (Shimada et al., 2002). Con la 

finalidad de mejorar el rendimiento del proceso también se han investigado condiciones de 

operación tales como, temperatura, dosis de lipasa, agitación y razón molar metanol/aceite, 

utilizando diferentes lipasas y materias primas (Al-Zuhair et al., 2007; Du et al., 2004; Fukuda 

et al., 2001; Kose et al., 2002; Ognjanovic et al., 2009). 

Pese a la gran cantidad de estudios realizados, existen pocas investigaciones relacionadas con 

la producción de FAME utilizando WFO como materia prima y lipasas como catalizador. 

Usando Rhizopus oryzae como bicatalizador, los FFA de un WFO sintético fueron 

esterificados para producir FAME, lo cual incrementó el rendimiento de la reacción (Li et al., 

2007). Por otro lado, usando la lipasa de Thermomyces lanuginosus inmovilizada en un 

polímero microporoso se alcanzó un 97 % de rendimiento de FAME usando aceite de 

maravilla y sólo un 90,2 % usando WFO como materia prima, bajo las mismas condiciones 

(Dizge et al., 2009). Watanabe et al. (2001) testeó la lipasa Novozym 435 obteniendo un 

rendimiento 5,5 % menor cuando utilizó WFO como materia prima en vez de un aceite 

vegetal. Ellos concluyeron que los componentes oxidados de los ácidos grasos podían ser 

responsables de la disminución del rendimiento, los cuales afectarían negativamente la 

actividad de la lipasa.  

Debido a que los efectos de utilizar WFO en procesos catalizados con lipasas no son claros y 

por el interés que genera la alternativa de utilizar mezcla de materias primas, en este trabajo se 

investigó el uso de mezclas WFO-aceites vegetales como materia prima para la producción de 

FAME, usando Novozym 435 como catalizador. El objetivo de este estudio fue elucidar por 

medio de la metodología de superficie de respuesta (MSR), el efecto de la incorporación de 

WFO en el rendimiento de FAME usando Novozym 435 como catalizador y aceite de raps 

como materia prima. Además, se investigaron características del WFO y del aceite de raps con 

la finalidad de identificar las propiedades responsables de los resultados obtenidos. 

Adicionalmente, se llevó a cabo un estudio preliminar para proponer el tiempo óptimo para la 

adición de metanol por pasos y así disminuir el tiempo total de reacción.   
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3.3  MATERIALES Y MÉTODOS 

 
3.3.1 Materiales 

Como materia prima se utilizó WFO el cual fue obtenido de un restaurant de la zona, y aceite 

de raps crudo de una molinera de la Región de la Araucanía. Ambos aceites fueron filtrados 

antes de su utilización para eliminar impurezas. Como catalizador se utilizó la lipasa de 

Candida antárctica inmovilizada en resina de acrílico cuyo nombre comercial es Novozym 

435, la cual fue adquirida en Sigma-Aldrich. Para la cuantificación de los resultados se 

utilizaron estándares internos de pureza para análisis cromatográfico: metil ester de ácido 

heptadecanoico, 1,2,3-butanotriol y 1,2,3-tricaprinoilglicerol. Todos los otros químicos 

utilizados fueron de grado analítico.  

 

3.3.2 Metodología de superficie respuesta 

Con la finalidad de analizar y optimizar el efecto de la interacción de cuatro variables en el 

rendimiento de FAME se utilizó la metodología de superficie de respuesta (MSR). De acuerdo 

a la Tabla 3.1 las variables investigadas fueron: contenido de WFO en la mezcla (% p/p), 

razón final metanol/aceite (mol/mol), temperatura (°C) y dosis de Novozym 435 (% p/p 

basado en el peso del aceite). Los niveles del contenido de WFO en la mezcla fueron 

establecidos para abarcar todo el rango posible de variación. Los niveles de las otras tres 

variables fueron establecidos de acuerdo a referencias (Tabla 3.1). 

 

Tabla 3.1 Variables y niveles usados en la metodología de superficie de respuesta. 

 

Los experimentos fueron llevados a cabo en orden aleatorio de acuerdo a una matriz central 

compuesta por 5 niveles y 30 corridas (Tabla 3.2).  

 

Variables independientes Símbolos 
Niveles 

-2 -1 0 1 2 
WFO en la mezcla  [% p/p] X1 0 25 50 75 100 
Razón metanol/aceite [mol/mol] X2 1,50 2,25 3,00 3,75 4,50 
Temperatura [°C] X3 35 40 45 50 55 
Novozym 435 [% p/p] X4 3 6 9 12 15 
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Tabla 3.2 Diseño de la matriz central compuesta y respuestas obtenidas. 

N° 
Niveles de variables Rendimiento de FAME [%] 

X1 
WFO 

X2 
Metanol 

X3 
Temperatura 

X4 
Novozym Predicho Experimental 

1 25 2,25 40 6 23,8 22,8 
2 75 2,25 40 6 30,8 22,8 
3 25 3,75 40 6 28,3 28,5 
4 25 2,25 40 12 50,0 48,3 
5 75 3,75 40 6 26,2 25,1 
6 75 2,25 40 12 65,8 68,7 
7 50 3,00 35 9 48,3 62,1 
8 0 3,00 45 9 62,6 63,6 
9 50 3,00 45 9 85,8 84,2 
10 25 3,75 40 12 91,7 90,7 
11 75 3,75 40 12 98,3 96,0 
12 50 3,00 45 9 85,8 83,3 
13 50 1,50 45 9 39,2 40,0 
14 50 3,00 45 9 85,8 87,3 
15 50 3,00 45 3 13,5 14,3 
16 75 3,75 50 6 38,0 36,4 
17 25 2,25 50 6 54,4 52,5 
18 75 2,25 50 6 51,4 54,4 
19 25 3,75 50 6 50,1 54,1 
20 50 3,00 45 9 85,8 87,2 
21 50 3,00 45 9 85,8 86,1 
22 100 3,00 45 9 66,2 67,6 
23 50 3,00 45 9 85,8 87,5 
24 75 3,75 50 12 94,7 97,6 
25 25 3,75 50 12 98,1 96,4 
26 50 3,00 45 15 96,5 97,8 
27 50 4,50 45 9 67,4 68,7 
28 75 2,25 50 12 71,0 65,8 
29 25 2,25 50 12 65,3 68,1 
30 50 3,00 55 9 75,2 73,9 
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Cada corrida fue realizada en triplicado. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en 

matraces conteniendo 1 mL de aceite y agitadas a 200 rpm. El volumen de aceite en los 

matraces fue seleccionado de tal manera de mantener una perfecta agitación en las muestras 

cuando se utilizó la mayor dosis de catalizador y la menor razón molar de metanol/aceite. Las 

reacciones se llevaron a cabo utilizando diferentes combinaciones de mezclas de materia 

prima, dosis de catalizador, razón molar metanol/aceite y temperatura, de acuerdo a la Tabla 

3.2. 

Para evitar la inhibición de la lipasa el metanol fue adicionado en dos pasos, utilizando una 

adaptación de la metodología propuesta por Shimada et al. (2002). En el primer paso se 

adicionó un tercio de la razón molar total de acuerdo a la Tabla 3.1. En el segundo paso se 

adicionaron los dos tercios remanentes para completar la razón molar total de acuerdo a la 

misma tabla. Se realizó un estudio preliminar con la finalidad de establecer el tiempo total de 

reacción y el tiempo en que se debía adicionar el segundo paso de metanol. Este experimento 

fue llevado a cabo durante 48 horas, utilizando las condiciones de operación del punto central 

de la MSR, es decir, 50 (% p/p) de WFO en la mezcla, razón metanol/aceite 3/1 (mol/mol) y 9 

(% p/p) Novozym 435 a 45 °C y 200 rpm. Luego de cada experimento las muestras fueron 

inmediatamente almacenadas a 4 °C para detener la reacción. Para la cuantificación del 

contenido de FAME en las muestras, el sobrenadante fue analizado utilizando un 

cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masa (gas chromatography coupled 

with mass spectrometry, GC-MS) de acuerdo a la normativa para FAME EN-14214 (Ver 

anexo A2.2). Los resultados también fueron expresados en función de la productividad de la 

reacción en gramos de FAME producido por gramos de enzima utilizados por hora.  

 

3.3.3 Análisis estadístico 

Los datos de rendimiento de FAME obtenidos (Tabla 3.2) fueron ajustados a una ecuación de 

segundo orden polinomial. Esta ecuación describe la relación entre la respuesta predicha 

(rendimiento de FAME) y las variables independientes (Tabla 3.1). El modelo polinomial 

obtenido para el rendimiento de FAME se muestra en la ecuación (3.1). Con la ecuación del 

modelo polinomial ajustado se desarrollaron gráficos de contorno para analizar la interacción 

entre los términos y sus efectos en el rendimiento de FAME. 
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Donde: 

β: 0= intercepto, i= lineal, ii=cuadrático y ij= interacción. 

Xi, Xj: i= 1, 4; j=1; i ≠ j representan las variables independientes codificadas. 

 

3.3.4 Caracterización de las materias primas 

Para identificar y cuantificar los ácidos grasos de la materia prima se utilizó GC-MS según 

metodología analítica (sección A2.2). Previo a la inyección en el cromatógrafo de gases, el 

WFO y el aceite de raps fueron metilados de acuerdo a la metodología de Araújo (1995) 

(sección A2.2). La gravedad específica, viscosidad cinemática, acidez, índice de peróxido y 

yodo, también fueron determinados según Araújo (1995) (ver metodología analítica en 

anexos). Junto a lo anterior, se midieron los siguientes parámetros de acuerdo a ASTM 

Standard Methods (ASTM, 2008): agua y sedimentos (ASTM Standard D 1976-97), punto de 

escurrimiento (ASTM Standard D 97-04), contenido de azufre (ASTM Standard D 7039-04) y 

punto de inflamación (ASTM Standard D 56-02a) (ver metodología analítica en Anexos A2).  

Con la finalidad de elucidar los posibles efectos de los diferentes ácidos grasos en la actividad 

de Novozym 435, se llevó a cabo un experimento cuantificando la composición de ácidos 

grasos en la materia prima previo a la reacción y en el producto después de la reacción. Este 

experimento fue realizado en triplicado usando aceite de raps como materia prima, razón 

metanol/aceite 3/1 (mol/mol), 9 (% p/p) de Novozym 435 y 45 °C a 200 rpm durante 6, 8, 12, 

24 y 48 horas de reacción. El contenido de ácidos grasos fue analizado en la entrada y en la 

salida del proceso y los datos fueron analizados según el test estadístico t de student para 

establecer diferencias significativas.  

Finalmente, para establecer el grado de degradación de los aceites se analizó el contenido de 

monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG), triglicéridos (TG) y FFA en las materias primas 

utilizadas (ver metodología analítica en anexos A2.3 y A2.4).  
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.4.1 Adición de metanol 

A pesar de que se requiere una razón molar de metanol/aceite 3:1 para completar la reacción 

de transesterificación, la solubilidad del metanol en aceite es menor a 1,5 moles de metanol 

por 1 mol de aceite (Shimada et al., 2002).  Por lo tanto, una alta concentración de metanol 

podría producir la inhibición de la lipasa usada en este estudio, debido a su baja solubilidad en 

aceite (Du et al., 2004; Shimada et al., 2002). En función de lo anterior, se diseñó un 

experimento adicionado el metanol en dos pasos. La Figura 3.1 muestra los resultados de 

rendimiento de FAME y de productividad obtenidos en este estudio. La experiencia fue 

llevada a cabo adicionado una concentración inicial de un tercio de los moles de metanol 

necesarios para completar la reacción. Cuando alrededor de un tercio del aceite fue convertido 

en FAME luego de 8 horas de reacción, se adicionaron los dos tercios remanentes de metanol 

a la reacción (Fig. 3.1A). La adición de una mayor concentración de metanol en el segundo 

paso fue determinada de acuerdo a Shimada et al. (2002), quien estableció que el metanol es 

más soluble en FAME que en TG  en un experimento utilizando Novozym 435 como 

catalizador. 

Li et al. (2009) reportó que a pesar de el alto rendimiento alcanzado usando adición de 

metanol por pasos, esto generaba largos tiempos de reacción y lentas tasas de conversión de 

FAME. En experimentos usando adición de metanol en tres pasos y 4 (% p/p) de Novozym 

435 como catalizador, fue posible alcanzar un alto rendimiento de FAME pero solamente 

después de 50 horas de reacción (Du et al., 2004; Watanabe et al., 2001). En forma similar, en 

un estudio reciente se utilizó un tiempo de incubación de 50 horas para poder alcanzar altos 

rendimientos (Ognjanovic et al., 2009). Estos largos tiempos de reacción se deben a que 

comúnmente el segundo paso de metanol es adicionado luego de alcanzar un tercio (33,3 %) 

del rendimiento de FAME en la reacción, lo que significa que el metanol adicionado en el 

primer paso ha sido completamente consumido (Du et al., 2004; Shimada et al., 2002). Esta 

metodología produce una fase estacionaria en el rendimiento de FAME, disminuyendo la 

productividad de la reacción.  
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Figura 3.1 (A) Rendimiento y (B) productividad de FAME durante la reacción. Condiciones 

de operación: 50 (% p/p) de WFO en la mezcla de materia prima, razón metanol/aceite 3:1 

(mol/mol), 9 (% p/p) de Novozym 435 y 45 °C a 200 rpm. Las flechas indican la adición de 

metanol (1/3 de los moles necesarios en el primer paso y 2/3 en el segundo paso). 
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A diferencia de otros estudios, en esta investigación el segundo paso de metanol fue 

adicionado cuando se alcanzó aproximadamente un 28,6 % de rendimiento de FAME, después 

de 8 horas de reacción. Esta metodología de adición en dos pasos permitió incrementar la 

productividad sobre los 0,7 g FAME/g lipasa/h a las 12 horas de reacción (Fig. 3.1B). Esto se 

debió a que se evitó la fase estacionaria, permitiendo alcanzar un plateau con un máximo 

rendimiento de FAME (Fig. 3.1A). 

En un estudio reciente Li et al. (2009) reportó reducciones similares en el tiempo de reacción 

debido a la disminución de la fase estacionaria. Estos resultados estarían asociados a que 

Novozym 435 ha demostrado ser un catalizador robusto y estable en presencia de alcoholes de 

cadena corta, a diferencia  de otras lipasas investigadas (Hernandez-Martin y Otero, 2008). Por 

lo tanto, en los experimentos de MSR, la primera dosis de metanol (un tercio de la razón molar 

mostrada en la Tabla 3.1) fue adicionada al comienzo de la reacción, mientras la segunda dosis 

(dos tercios de la razón molar mostrada en la Tabla 3.1) fue adicionada luego de 8 h de 

reacción. El tiempo total de reacción fue de 12 horas. 

 

3.4.2 Optimización de las condiciones de metanólisis 

Se investigaron cuatro variables que previamente han mostrado un efecto significativo en el 

rendimiento de FAME. Los niveles de las variables razón molar metanol/aceite, temperatura y 

dosis de Novozym 435 fueron establecidos según literatura (Du et al., 2004; Fukuda et al., 

2001; Kose et al., 2002). Además, de acuerdo a experimentos previos (datos no mostrados) el 

contenido de WFO en la materia prima fue incluido como una cuarta variable para testear su 

efecto en el rendimiento de FAME. El diseño de la matriz central compuesta es mostrado en 

las Tablas 3.1 y 3.2.  

La Tabla 3.2 muestra un rendimiento mínimo de FAME de 14 % obtenido para la corrida 

experimental número 15, la cual corresponde al experimento con el menor porcentaje de 

catalizador (3 % p/p de Novozym 435). En este sentido, ha sido recientemente reportado que 

es factible alcanzar altos rendimientos de FAME usando bajas dosis de enzimas, pero estas 

reacciones requerirían tiempos de reacción excesivamente largos (alrededor de 50 h) 

(Ognjanovic et al., 2009). En la presente investigación, bajo las condiciones de operación de 
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dos corridas experimentales (11 y 25) fue posible alcanzar un máximo rendimiento de FAME, 

el cual se encuentra dentro de lo establecido por la normativa EN-14214 (> 96,5 %).  

Para comprender y optimizar la relación entre las variables testeadas, los datos experimentales 

obtenidos (Tabla 3.2) fueron ajustados a una ecuación polinomial de segundo orden por medio 

de MSR. El ajuste del modelo obtenido fue testeado por análisis de varianza (ANOVA), el 

cual mostró un bajo valor de p, además de un alto coeficiente de determinación (R2) y un alto 

valor para el ajuste del coeficiente de determinación (R2 Aj.) (Tabla 3.3). El bajo valor de p 

obtenido indica que el modelo representa con precisión la relación entre la respuesta y las 

variables. El valor de R2 indica que la variación en el rendimiento de FAME está 

correlacionada en un 95,3 % con las variables independientes y el valor de R2 ajustado indica 

un 94,5 % de correlación entre las variables independientes.  

 

Tabla 3.3 Análisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadrático polinomial.  

Fuente 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Promedio de 
cuadrados 

F p 

Modelo 63749,8  14 4553,6  115,86   0,000* 
Error residual 3144,0  80 39,3  - - 
Falta de ajuste 585,0  10 58,5     1,60 0,125 
Error puro 2559,0  70 36,6  - - 
Total 66893,8  94 -  - - 
R2  = 0,953        
R2Aj=0,945        

*Significativo al 1 %.  

 

La pérdida de ajuste se refiere al hecho de que un simple modelo de regresión lineal no pueda 

ajustar adecuadamente los datos experimentales. La Tabla 3.3 muestra también un valor de p 

para la pérdida de ajuste de 0,125 (> 0,1), lo cual indica que no hay una pérdida de ajuste 

significativa, lo que quiere decir que no es necesario evaluar un modelo más complejo.    

Los valores de p obtenidos del análisis de regresión mostraron que todos los coeficientes de 

los términos lineales, de interacción y cuadráticos tuvieron un efecto significativo en el 

rendimiento de FAME (Tabla 3.4). Todos los términos lineales y cuadráticos, así como los de 

interacción X1X3, X2X4 y X3X4, fueron significativos al 1 %. Los términos de interacción 
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X1X2, X1X4 y X2X3 fueron significativos al 5 %. Por lo tanto, el modelo final entregado por la 

MSR en términos de las variables codificadas puede ser escrito según la ecuación 3.2.  

 

Tabla 3.4 Resultados del análisis de regresión del modelo polinomial de segundo orden para 

la optimización de las condiciones de reacción. 

Término Valor estimado p 

Intercepto -896,521 > 0,001*  

X1 1,899 > 0,001*  

X2 91,397 > 0,001*  

X3 28,056 > 0,001*  

X4 19,993 > 0,001*  

X1X1 -0,009 > 0,001*  

X2X2 -14,433 > 0,001*  

X3X3 -0,240 > 0,001*  

X4X4 -0,854 > 0,001*  

X1X2 -0,122                  0,017** 

X1X3 -0,020 0,008*  

X1X4 0,029       0,022** 

X2X3 -0,586       0,020** 

X2X4 4,125 > 0,001*  

X3X4 -0,256 > 0,001*  

     *    Significativo al 1 %.      
     **  Significativo al 5 %. 

 

Los principales factores que afectaron el rendimiento de FAME fueron los términos lineales 

X1, X2, X3 y X4, el término cuadrático X2
2 y el término de interacción X2X4. Los términos 

lineales con coeficientes positivos indican un incremento en el rendimiento de FAME (Tabla 

3.4). Como X1 es un término positivo, es posible establecer que la incorporación de WFO en 

la mezcla como materia prima podría incrementar el rendimiento de la reacción.  
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Para validar el modelo empírico se comparó un punto experimental al azar con la predicción 

del modelo (Ec. (3.2)), encontrándose un error menor al 8 %. Además, a través del modelo 

(Ec. (3.2)) y de acuerdo al criterio límite de la máxima respuesta de rendimiento de FAME, 

fue posible predecir las condiciones óptimas de reacción. De acuerdo a lo anterior, las 

condiciones predichas para alcanzar un 100 % de rendimiento de FAME fueron: 100 (% p/p) 

WFO, razón metanol/aceite de 3,8/1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435 y 44,5 °C. Estas 

condiciones predichas demostraron que la incorporación de WFO en la reacción incrementa el 

rendimiento de FAME. 

 

   

(%) 1 2 3

2 2 2
4 1 2 3

2
4 1 2 1 3 1 4

2 3 2 4 3 4

896,52 1,90 91,40 28,06

20,00 0,01 14,46 0,24

0,85 0,12 0,02 0,03

0,59 4,13 0,26

Rendimiento de FAME X X X

X X X X

X X X X X X X

X X X X X X

= − + ⋅ + ⋅ + ⋅

+ ⋅ − ⋅ − ⋅ − ⋅

− ⋅ − ⋅ ⋅ − ⋅ ⋅ − ⋅ ⋅

− ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ − ⋅ ⋅
     

(3.2)

   

 

Por otro lado, usando este modelo es posible predecir diversas condiciones óptimas para 

alcanzar altos rendimientos de FAME, las cuales a su vez podrían reducir los costos de 

producción y la dosis de enzima. Por ejemplo, de acuerdo al modelo es posible alcanzar un 96 

% de rendimiento de FAME usando 75 (% p/p) de WFO en la mezcla de materia prima, con 

una razón metanol/aceite 3,75/1 (mol/mol), 12 (% p/p) Novozym 435 y 40 °C.  

De acuerdo a lo anterior, se generaron gráficos de contorno con la finalidad de ilustrar que es 

posible encontrar diversas combinaciones óptimas para alcanzar altos rendimientos. Las 

Figuras 3.2, 3.3 y 3.4 son gráficos de contorno predichos por el modelo, que muestran el 

efecto de la interacción de las variables en el rendimiento de FAME. Estos gráficos fueron 

generados para  mostrar el efecto de dos variables en la respuesta, manteniendo constantes las 

otras dos variables independientes.  

La Figura 3.2 muestra la interacción entre dos variables independientes (WFO en la mezcla de 

materia prima y dosis de Novozym 435) y sus efectos en la variable respuesta rendimiento de 

FAME, mientras las otras dos variable fueron mantenidas en el punto central de la matriz. 

Bajo estas condiciones, el incremento de la dosis de Novozym 435 produjo un incremento en 



 Capítulo III. Incorporación de WFO en la producción de FAME catalizada con lipasas 

Proceso enzimático para la producción de FAME utilizando aceites residuales de fritura en mezcla con 
aceite de raps como materia prima.   52 

el rendimiento de FAME. Este efecto es adicionalmente incrementado cuando el WFO fue 

incorporado hasta en un 80 % en la mezcla de materia prima. Por lo tanto, bajo las condiciones 

investigadas WFO parece ser un sustrato más disponible para ser catalizado por Novozym 

435, comparado al aceite de raps.  

 

 

Figura 3.2 Gráfico de contorno de rendimiento de FAME predicho por el modelo a 45 °C y 

razón metanol/aceite 3:1 (mol/mol). 

 

El rendimiento de FAME fue más susceptible a la dosis de Novozym 435, lo que significa que 

altas dosis de enzimas son necesarias para alcanzar altos rendimientos de producción. En este 

sentido, con la finalidad de disminuir los costos de producción para futuras aplicaciones 

industriales, sería interesante llevar a cabo investigaciones que permitan determinar el efecto 

de utilizar catalizadores biológicos más económicos. Además, debido a que Novozym 435 ha 

mostrado tener una alta actividad residual en utilizaciones sucesivas, experimentos con 

subsecuentes protocolos de recuperación y reutilización las enzimas podrían ser realizados 

bajos las condiciones óptimas establecidas en esta investigación (Hernandez-Martin y Otero, 

2008).  
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Recientemente, Issariyakul et al. (2008) investigaron el uso de WFO mezclado con aceite de 

raps utilizando un catalizador alcalino. Sin embargo, el rendimiento de FAME alcanzado fue 

menor cuando se incorporó el WFO en la reacción. Cuando se usa un catalizador alcalino se 

produce jabón, lo que disminuye el rendimiento de la reacción. Aunque el costo de las lipasas 

es significativamente mayor que el costo de catalizadores alcalinos, su uso podría resolver las 

principales desventajas del proceso convencional de producción de FAME: el uso de aceite 

vegetal puro (el cual corresponde a un 80 % del costo total del proceso) y la competencia con 

productos alimenticios (Gui et al., 2008). Además, si el proceso con lipasas es llevado a cabo 

con enzimas inmovilizadas, se podría evitar la generación de residuos líquidos así como los 

complejos procesos de purificación de glicerol, disminuyendo aun más los costos de 

producción. Por lo tanto, en esta investigación se ha demostrado que la incorporación de WFO 

en la materia prima para reemplazar total o parcialmente el aceite de raps en procesos 

catalizados con Novoym 435, puede disminuir los costos y simultáneamente incrementar el 

rendimiento de producción, lo cual hace que esta sea una alternativa potencial para la 

producción de FAME a escala industrial.  

Bajo las condiciones estudiadas el rendimiento de FAME fue afectado en forma más 

significativa por la razón molar metanol/aceite y por la dosis de Novozym 435, comparado al 

efecto de la temperatura (Figuras 3.3 A y 3.3 B). El rendimiento de FAME fue incrementado 

cuando la temperatura aumentó desde 45 a 50 °C; sin embargo, una tendencia opuesta fue 

observada para temperaturas mayores a 50 °C. Estos resultados concuerdan con los resultados 

obtenidos por Kose et al. (2002), quien estableció que para temperaturas sobre 50 °C el 

rendimiento de FAME disminuye producto de la inactivación de la enzima.  
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Figura 3.3 Gráficos de contorno de rendimiento de FAME predicho por el modelo para 50 (% 

p/p) WFO. (A) 9 (% p/p) de Novozym 435 y (B) razón metanol/aceite 3:1 (mol/mol).  

 

 
De acuerdo a la Figura 3.4, también fue posible observar un incremento en el rendimiento de 

FAME cuando se incrementó la razón metanol/aceite junto con la dosis de Novozym 435. De 

acuerdo a Hernandez-Martin y Otero (2008), cuando se utiliza una alta dosis de biocatalizador, 

también son necesarias altas cantidades de alcohol para proveer líquido suficiente y mantener 

una suspensión uniforme del catalizador. Esto con la finalidad de evitar problemas de 

agitación y de transferencia de masa. Además, como Novozym 435 es  un catalizador 

resistente en presencia de alcoholes de cadena corta, el exceso de alcohol permite mantener el 

glicerol en solución previniendo la pérdida de actividad de Novozym 435 por el recubrimiento 

de la enzima por glicerol (Hernandez-Martin y Otero, 2008). Por lo tanto, los niveles de 

Novozym 435 usados y el protocolo de adición por pasos establecido, parecen haber evitado 

posibles limitaciones por difusión generando altos rendimientos de FAME.  
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Figura 3.4 Gráfico de contorno de rendimiento de FAME predicho por el modelo para 50 (% 

p/p) de WFO a 45 °C.  

 

3.4.3 Propiedades de la materia prima que afectan la metanólisis 

Se investigaron las características de la materia prima con la finalidad de determinar 

propiedades responsables de los resultados obtenidos en la MSR, particularmente, el 

incremento en el rendimiento de FAME cuando se incorporó WFO en el proceso. 

Se encontraron diferencias en la mayoría de las propiedades físicas de los aceites 

caracterizados (WFO y aceite de raps) (Tabla 3.5). Los procesos de fritura produjeron un 

incremento en el valor de acidez y en el valor de peróxido de WFO, lo cual se debe a 

reacciones de hidrólisis y oxidación, respectivamente (Araújo, 1995). El alto índice de 

peróxido del WFO podría afectar positivamente las características del FAME, debido a que 

esto se traduce en un mayor contenido de oxígeno que podría incrementar la eficiencia de la 

combustión (Lin y Lin, 2007). Sin embargo, un alto contenido de oxígeno en el FAME 

también podría promover mayores emisiones de óxidos de nitrógeno durante el proceso de 

combustión (Lin y Lin, 2007).   
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Tabla 3.5 Propiedades y composición de las materias primas. 

Propiedades fisicoquímicas 
Materia prima* 

WFO Aceite de raps 
     Densidad [kg/m3 a 20 °C] 925,0  927,0  
     Viscosidad cinemática a 40 °C [cst] 37,0  34,0  
     Índice de acidez [mg KOH/g] 4,5  0,8  
     Índice de yodo [g I2/100 g aceite] 111,0  105,0  
     Índice de peróxido [meq/kg] 15,2  4,1  
     Agua y sedimentos [%v/v] 1,3  < 0,01  
     Azufre [mg/L] 2,0  7,0  
     Punto de escurrimiento  [°C] -6,7  -23,3  
     Punto de inflamación [°C] > 100,0  >100,0  
Composición de ácidos grasos [% p/p]    
     Palmítico [C16:0] 12,2  4,2  
     Esteárico [C18:0] 4,1  1,3  
     Oleico [C18:1] 28,5  66,6  
     Linoleico [C18:2] 49,5  18,7  
     Linolénico [C18:3] 3,5  7,7  
     Araquídico [C20:0] 0,2  0,4  
     Eicosénico [C20:1] 0,1  1,0  
     Eicosapentaenoico [C20:5] 0,2  0,1  
     Erúcico [C22:1] 0,0  0,1  
     Otros  1,7  0,0  
Composición de acilglicéridos y FFA [% p/p]    
     Monoacilglicéridos 0,1  0,0  
     Diacilglicéridos 3,3  0,5  
     Triacilglicéridos 93,5  98,7  
     FFA 3,1  0,8  

*Las muestras fueron filtradas antes de los análisis. 

 

El WFO analizado fue originalmente una mezcla de aceite de soya y aceite de maravilla, los 

cuales son caracterizados por un índice de yodo de alrededor de 130 g I2/100 g aceite. Como el 

índice de yodo disminuyó por reacciones de polimerización durante el proceso de fritura, el 

WFO alcanzó un índice de yodo similar al del aceite de raps (Tabla 3.5). Bajos valores de 

índice de yodo pueden mejorar la estabilidad oxidativa del combustible. Sin embargo, también 

pueden incrementar el punto de escurrimiento, lo cual puede afectar negativamente el 
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funcionamiento del motor a bajas temperaturas. La viscosidad cinemática del WFO también 

fue medida, encontrándose un valor levemente mayor comparado al aceite de raps, lo cual 

debería ser un resultado de las reacciones de polimerización durante los procesos de fritura. El 

contenido de azufre también fue analizado, encontrándose en menor concentración en el WFO 

debido a que se trató de un  aceite refinado, a diferencia del aceite de raps que fue un aceite sin 

refinar (crudo). En el análisis comparativo también se encontró un mayor índice de acidez en 

el WFO que en el aceite de raps, lo que significa un mayor contenido de FFA. De acuerdo a Li 

et al. (2007) un mayor contenido de FFA podría incrementar el rendimiento de FAME usando 

un biocatalizador tal como Novozym 435, debido a reacciones directas de esterificación.  

La esterificación de FFA produce 1 mol de agua por 1 mol de FAME producido. En este 

trabajo se cuantificó el agua y sedimentos de las materias primas, encontrándose bajos niveles 

en el WFO y en el aceite de raps con un contenido levemente mayor para el caso de WFO 

(Tabla 4.5). Sin embargo, debido a que WFO tiene un mayor contenido de FFA, la 

incorporación de WFO en la mezcla de materias primas podría incrementar el contenido de 

agua durante el proceso, debido a las reacciones de esterificación de FFA. Aunque las lipasas 

necesitan una cantidad óptima de agua para mantener su actividad catalítica en medio 

orgánico, una investigación reciente reportó que Novozym 435 al estar hidratada contiene 

suficiente agua en su matriz para preservar su actividad catalítica sin requerir la presencia de 

la interface agua/aceite (Ognjanovic et al., 2009). Además, en otro estudio ha sido reportado 

que Novozym 435 necesita un medio más bien anhidro para ser más efectiva (Salis et al., 

2005).  De acuerdo a estos estudios previos, cuando WFO fue incorporado en la mezcla de 

materias primas, el rendimiento de la reacción debería haber disminuido como resultado del 

alto contenido de agua en la reacción. Entonces, el incremento en el rendimiento de FAME 

cuando WFO fue incorporado en la reacción, no pudo haber sido producido por la presencia de 

agua durante el proceso.  

Al comparar la composición de ácidos grasos de WFO y aceite de raps también se encontraron 

diferencias (Tabla 3.5). Con la finalidad de analizar el rol de los ácidos grasos en la 

producción de FAME, se realizó un análisis comparativo de la composición de ácidos grasos 

en la entrada y en la salida del proceso (Figura 3.5). La inhibición por sustrato durante la 

esterificación de FFA ha sido ampliamente reportada, sin embargo, la inhibición durante la 

transesterificación de aceites vegetales solo ha sido recientemente investigada (Al-Zuhair et 
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al., 2007). En este estudio, no se encontraron diferencias significativas entre la composición 

de ácidos grasos en la entrada y en la salida del sistema. Por lo tanto, la diferencia de la 

composición de ácidos grasos de las materias primas, no debería tener un efecto significativo 

en el rendimiento de FAME. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Al-Zuhair et al. 

(2007), quienes establecieron que la composición de ácidos grasos en el aceite de palma y en 

los metil ésteres producidos de este aceite, permaneció casi constante usando lipasas como 

catalizadores.  

Figura 3.5 Composición de ácidos grasos en la entrada y en la salida de la reacción para la 

producción de FAME, (sin diferencias significativas usando test t de Student con P<0,05). 

Condiciones de operación: 0 (% p/p) WFO en la mezcla de materias primas, razón 

metanol/aceite 3:1 (mol/mol), 9 (% p/p) Novozym 435 y 45 °C a 200 rpm.   

 

La composición de acylglicéridos MG, DG, TG y el contenido de FFA de los aceites 

estudiados fueron cuantificados para su comparación. La suma de MG, DG y FFA en el WFO 

fue un 6,4 % comparado con sólo un 1,3 % encontrado en el aceite de raps (Tabla 3.5). Turkan 

y Kalay (2006) establecieron que en la transesterificación catalizada por Novozym 435, el 

primer paso (es decir la conversión de TG a DG) es el paso determinante de la tasa de 

reacción, debido a que los TG son convertidos en FAME sin una acumulación significativa de 

MG y DG. Este hecho indica que MG, DG y FFA pueden ser fácilmente convertidos a FAME 
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en comparación a los TG. Por lo tanto, WFO es un sustrato más disponible en el proceso 

investigado, comparado al aceite de raps, lo que incrementaría el rendimiento de FAME 

cuando WFO es incorporado a la reacción.  

 

3.5 CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO III 

 

De acuerdo a la MSR, la óptima combinación de condiciones predichas para obtener un 100 % 

de rendimiento de FAME fueron el uso de 100 (% p/p) de WFO, razón metanol/aceite 3,8:1 

(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435 y 44,5 °C a 200 rpm. La adición de metanol en dos pasos 

fue previamente establecida. Una adición temprana del segundo paso luego de 8 h de reacción 

fue una técnica efectiva para incrementar la productividad disminuyendo el tiempo total de 

reacción a 12 h y previniendo a la vez la inhibición de las enzimas. El modelo empírico 

obtenido de la MSR predijo que existen diversas combinaciones de condiciones óptimas para 

alcanzar altos rendimientos de FAME. De acuerdo a este modelo, la adición de WFO 

incrementó el rendimiento de FAME, y su efecto pudo ser principalmente atribuido al mayor 

contenido de MG, DG y FFA en el WFO, comparado al aceite de raps, los cuales son sustratos 

más disponibles para la catálisis enzimática. Por lo tanto, el reemplazo total o parcial del 

aceite de raps por WFO en procesos catalizados por Novozym 435, podría disminuir los costos 

de producción del FAME, debido a que es una materia prima más económica que 

adicionalmente incrementa el rendimiento de FAME. Por lo tanto, este proceso es una 

alternativa potencial para la producción de FAME a escala industrial. Finalmente, las futuras 

investigaciones en esta materia deberían enfocarse en estudiar el efecto de la utilización de 

WFO en las propiedades del producto y en la posibilidad de reutilizar la lipasa Novozym 435 

bajos las condiciones de operación establecidas en este trabajo.  



 

 

 

 

 

 

 

 
CAPÍTULO IV. PRODUCCIÓN DE FAME CATALIZADA CON 

LIPASAS EN MEDIO ANHIDRO 

 
Capítulo basado en patente solicitada 
Azócar L, Navia R, Betancourt R, Farías O (2010) Proceso de producción de biodiesel comercializable y de baja 

acidez. N° registro 31032010, INAPI, Chile (Anexo 2). 
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4.1 RESUMEN 

 
Junto con la reacción de transesterificación, la producción de FAME en procesos catalizados 

con lipasas puede ser llevada a cabo a través de reacciones sucesivas de hidrólisis y 

esterificación. La hidrólisis de TG produce FFA, lo que puede generar un producto con altos 

índices de acidez y fuera de la normativa. Por lo tanto, la acidez en el FAME podría depender 

del contenido de agua en la reacción ya que favorecería la hidrólisis de TG. Con la finalidad 

de mejorar el rendimiento de la reacción y las propiedades del producto, se investigó el uso de 

un medio anhidro generado por extracción de agua durante la reacción para la producción de 

FAME catalizada por lipasas. La producción de FAME catalizada por Novozym 435 fue 

llevada a cabo usando WFO como materia prima y metanol como aceptor acilo, adicionado 

tamices moleculares de tamaño de poro de 3 Å para remover el agua durante la reacción. 

Usando un medio anhidro, el índice de acidez fue significativamente menor evitando la 

reacción de hidrólisis de TG. Además, usando este medio, fue posible incrementar el 

rendimiento de FAME a través de la inhibición de reacciones de hidrólisis y esterificación, 

produciendo FAME principalmente por transesterificación de triglicéridos. Finalmente, se 

observó una disminución del contenido de DG probablemente debido a que lo tamices 

produjeron migración acil en la reacción, favoreciendo la actividad de Novozym 435 que es 

una lipasa con especificidad sn-3. Estos resultados demostraron que el medio anhidro es una 

alternativa que permitiría implementar los procesos catalizados por lipasas a nivel industrial, 

para producir FAME principalmente por transesterificación, con propiedades acordes a la 

normativa para biodiesel.  

 

4.2 INTRODUCCIÓN 

 
En los últimos años se han reportado diversos procesos efectivos para la producción de FAME 

catalizados con lipasas (Azócar et al., 2010a; Fukuda et al., 2008). La producción de FAME 

en procesos catalizados con lipasas puede ser llevada a cabo a través de la reacción de 

transesterificación. De acuerdo a Al-Zuhair et al. (2007), la transesterificación ocurre por 

donación o aceptación de protones en grupos funcionales ácidos o básicos, los cuales se 

encuentran en los sitios activos de las enzimas. La transesterificación ocurre en etapas, con 

MG y DG como productos intermediaros para finalmente producir FAME y glicerol.  



 Capítulo IV. Producción de FAME catalizada con lipasas en medio anhidro 

Proceso enzimático para la producción de FAME utilizando aceites residuales de fritura en mezcla con 
aceite de raps como materia prima.   62 

Junto con la reacción de transesterificación, la producción de FAME en procesos catalizados 

con lipasas puede ser llevada a cabo a través de reacciones sucesivas de hidrólisis y 

esterificación. La hidrólisis de TG produce FFA y glicerol. Subsecuentemente, la 

esterificación de FFA produce FAME y agua como subproducto (Li et al., 2009). La 

desventaja de este proceso comparado con la transesterificación es que el agua producida por 

esterificación promueve la hidrólisis de TG. La hidrólisis durante el proceso puede producir 

FAME con un alto índice de acidez, lo cual generaría la necesidad de tratamientos adicionales 

para cumplir con los estándares internacionales para FAME (entre < 0,5 y < 0,8 mg KOH/g 

aceite, dependiendo del país de origen de la normativa) (Fukuda et al., 2008). Este problema 

podría ser incrementado si se utilizan materias primas con altos índices de acidez, tales como 

WFO, aceite de jatrofa, aceite de microalgas o de palma sin refinar, entre otros (Azócar et al., 

2010a).  

Por otro lado, se ha reportado que la activación de las lipasas involucra la reestructuración de 

su sitio activo, lo cual requiere la presencia de una interface agua-aceite (Yu et al., 2010). En 

este contexto, Yu et al. (2010) reportaron que para llevar a cabo un proceso efectivo es 

recomendable adicionar pequeñas dosis de agua a la reacción. La desventaja es que el exceso 

de agua puede estimular reacciones de hidrólisis, generándose un producto más acidificado. 

Una solución para evitar la producción de FAME acidificado cuando éste es producido por 

biocatálisis, sería evitar las reacciones de hidrólisis y esterificación, llevando a cabo el proceso 

en un medio anhidro sólo a través de la transesterificación de TG. Usando la lipasa comercial 

Novozym 435 se han alcanzado rendimientos de FAME superiores en comparación a otras 

enzimas investigadas bajo similares condiciones de operación. Además, Novozym 435 ha sido 

reportada como una lipasa que podría contener suficiente cantidad de agua en su matriz como 

para preservar su actividad catalítica en un medio anhidro (Ognjanovic et al., 2009; 

Tamalampudi et al., 2008). En un reciente estudio utilizando la metodología de superficie de 

respuesta, se correlacionó la concentración de Novozym 435 versus la concentración de agua, 

encontrándose mayores rendimientos de FAME (92 %) cuando se utilizó el medio con la 

menor concentración de agua (0 %) y con la mayor dosis de enzima (5 % basado en el peso 

del aceite). En otra investigación, Novozym 435 mostró una menor actividad por la presencia 

de agua en la reacción, por lo que fue sugerida la utilización de un medio anhidro para hacer 

más eficiente la catálisis (Tamalampudi et al., 2008). 
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De acuerdo a lo anterior, el uso de un medio anhidro podría ser una alternativa efectiva para 

que los procesos catalizados por lipasas puedan competir con el proceso químico 

convencional, obteniéndose un producto con propiedades dentro de la normativa. Para lo 

anterior, es necesario determinar los efectos de este medio en la tasa de la reacción y en las 

propiedades del producto. Por lo tanto, el objetivo de esta etapa de la investigación fue 

investigar un proceso en medio anhidro catalizado por lipasas pata producir FAME con un 

bajo valor de acidez, analizando los efectos de este medio en el producto y en el rendimiento 

del proceso.  

 

4.3  MATERIALES Y MÉTODOS 

 
4.3.1 Materiales  

Como materia prima se utilizó WFO de un restaurant de la zona y aceite de raps de una 

empresa de la Región de la Araucanía. Ambos aceites fueron filtrados y caracterizados 

previamente durante el desarrollo del capítulo III (Tabla 3.5). Como catalizador se utilizó 

Novozym 435 y para generar el medio anhidro se utilizaron tamices moleculares de tamaño de 

poro de 3 Å, ambos adquiridos en Sigma-Aldrich. Para analizar el efecto de los FFA en la tasa 

de reacción se utilizó ácido linoleico grado de pureza 99 %. Para la cuantificación de los 

resultados se utilizaron estándares internos de pureza para análisis cromatográfico: metil ester 

de ácido heptadecanoico, 1,2,3-butanotriol y 1,2,3-tricaprinoilglicerol. Todos los otros 

químicos utilizados fueron de grado analítico.  

 

4.3.2 Biocatálisis en medio anhidro 

Se realizó un estudio preliminar de biocatálisis en medio anhidro adicionado sílica gel a la 

reacción de producción de FAME para generar este medio. Se llevó a cabo una reacción con 

sílica gel y un control bajo las mismas condiciones de operación: 9 (% p/p) Novozym 435, 

razón metanol/WFO 3:1 (mol/mol), 45 °C, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reacción. Cada 

reacción fue realizada en triplicado y se tomaron muestras a las 3, 6, 9 y 12 horas de reacción. 

El rendimiento de FAME fue analizado por GC-MS (Anexo A2.1). Los resultados fueron 

analizados a través de un análisis estadístico utilizando test de Duncan.  



 Capítulo IV. Producción de FAME catalizada con lipasas en medio anhidro 

Proceso enzimático para la producción de FAME utilizando aceites residuales de fritura en mezcla con 
aceite de raps como materia prima.   64 

Se investigó la producción de FAME catalizada por lipasas en medio anhidro, adicionado 

tamices moleculares de tamaño de poro de 3 Å a cada reacción. Las condiciones de operación 

fueron establecidas de acuerdo a las condiciones previamente optimizadas en el capítulo IV. 

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en matraces de 20 mL a los cuales se les adicionó 

1 mL de WFO (0,925 g) y 15 % de Novozym 435 (% p/p basado en el peso del aceite). 

Además, a cada matraz se le adicionó metanol en dos pasos, un tercio de la dosis total al inicio 

de la reacción y los otros dos tercios remanentes a las 8 horas de reacción para alcanzar una 

razón molar final de 4/1. Los matraces fueron incubados en un shaker a 35 °C y 200 rpm. 

Cada matraz fue una muestra destructiva a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 horas de reacción 

cada uno y fue realizado en triplicado. Finalmente, se llevaron a cabo controles para cada 

reacción sin la adición de tamices moleculares.  

Para calcular la dosis de tamices moleculares se consideró como capacidad de absorción de 

agua de los tamices un 20 %. Además, se estimó el contenido de agua en la reacción. Este 

valor fue establecido considerando el contenido inicial de agua del aceite más el agua que 

teóricamente se debería producir durante la reacción por esterificación de FFA. El agua 

producida por esterificación de FFA durante la reacción fue estimada a través de balance de 

masa, considerando que 1 mol de FFA esterificado produce 1 mol de agua. Por lo tanto, 

considerando que el contenido de agua en el aceite fue de 1,3 % y el contenido de FFA en el 

mismo aceite fue 2,8 %, se consideró un contenido de agua total de 4,1 % (la suma de ambos) 

para estimar  la dosis de tamices moleculares de acuerdo a la Ecuación 4.1.  

 

  

1 0,925 4,1
2 0,19

20

V aceite aceite H O
Tamices g

CAA

ρ• • • •
= ≈ =

   

(4.1) 

 

Donde: 

V aceite   : Volumen de aceite en la reacción (mL). 

ρ aceite    : Densidad del aceite (g/mL). 

H2O          : Contenido de agua del aceite más el contenido de FFA del aceite (% v/v). 

CAA        : Capacidad de absorción de agua de los tamices (%). 
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Luego de cada experimento, las muestras fueron almacenadas a 4 °C para detener la reacción. 

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue extraído y 

almacenado a 4 °C para su posterior análisis. El rendimiento de FAME, el valor de acidez, y el 

contenido de MG y DG fueron analizados de acuerdo a los procedimientos analíticos (Ver 

Anexos).  

 

4.3.3 Efecto de los ácidos grasos libres en el rendimiento de la reacción  

En análisis previos de caracterización del WFO utilizado en esta investigación (capítulo III), 

fue establecido que este aceite estaba compuesto mayormente por ácido linoleico (49,5 %). 

Por lo anterior, éste ácido graso fue seleccionado para analizar el efecto de los FFA en el 

rendimiento de la reacción de producción de FAME por biocatálisis.  

Para llevar a cabo esta investigación se realizaron cinco experimentos con cuatro repeticiones 

cada uno. Para cada experimento se preparó un sustrato sintético en matraces de 20 mL, 

mezclando ácido linoleico sintético con aceite vegetal (aceite de raps) para completar una 

masa total por experimento de 927 mg equivalentes a 1 mL de aceite (Tabla 4.1). Las 

condiciones de reacción para todos los experimentos fueron: razón metanol aceite 3/1 

(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 35 °C y 200 rpm durante 12 horas de tiempo de 

reacción. El metanol se adicionó en dos pasos de forma similar a los experimentos anteriores. 

Al término de la reacción las muestras fueron almacenadas a 4 °C para detener la reacción. 

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue analizado para 

cuantificar el rendimiento de FAME según la metodología analítica. Los resultados fueron 

comparados a través de análisis estadístico de varianza.  

 

Tabla 4.1 Composición sustrato sintético.  

Experimento 
[N°] 

Ácido linoleico 
[mg] 

Aceite vegetal 
[mg] 

1 0 927 
2 2 925 
3 4 922 
4 8 919 
5 10 917 
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4.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

A) Biocatálisis en medio anhidro utilizando silica gel 

Se realizó un estudio preliminar para conocer el efecto de la adición de sílica gel en el 

rendimiento de la reacción. Los resultados son mostrados en la Figura 4.1, en donde se 

observa que la adición de la sílica tuvo un efecto negativo en el rendimiento de FAME, el cual 

fue significativo durante las primeras 12 horas de reacción. Estos resultados pudieron estar 

asociados a que la sílica gel, a pesar de tener la capacidad de adsorber agua, también puede 

adsorber moléculas de mayor tamaño, tales como el metanol (Wang et al., 2006a). Esta 

característica de la sílica debió interferir negativamente en la reacción, generando un menor 

rendimiento por limitación del alcohol.  

Figura 4.1 Efecto de la extracción de agua con sílica gel en el rendimiento de la reacción para 

una razón metanol/WFO 3:1 (mol/mol), 9 (% p/p) Novozym 435, 45 °C, 200 rpm y 12 horas 

de tiempo de reacción. Las letras a, b, c y d indican diferencias significativas para P< 0,05 

utilizando test de Duncan. 
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B) Biocatálisis en medio anhidro utilizando tamices moleculares 

En los experimentos mostrados a continuación se utilizaron tamices moleculares de tamaño de 

poro de 3 Å para producir el medio anhidro, los cuales son tamices específicos para adsorber 

agua que pueden ser regenerados y reutilizados. Los resultados del índice de acidez obtenidos 

durante la reacción en medio anhidro y en un medio control, son mostrados en la Figura 4.2. 

De acuerdo a esta figura, el índice de acidez fue mantenido en alrededor de 1 mg KOH/g 

aceite a través de toda la reacción en medio anhidro. Por el contrario, el índice de acidez del 

control fue mayor en toda la reacción, incrementándose sobre los 3 mg KOH/g aceite al final 

del periodo experimental. Los valores obtenidos usando el medio anhidro son cercanos a lo 

establecido por estándares europeos para FAME (> 0,5 mg KOH/g aceite). El bajo índice de 

acidez obtenido para el estudio en medio anhidro se debe a que a pesar de que los FFA del 

WFO fueron esterificados durante las dos primeras horas de reacción (Fig. 4.2), el agua 

producida pudo ser removida de la reacción por los tamices moleculares, evitando reacciones 

de hidrólisis y la consecutiva producción de FFA. Por lo tanto, la razón para la baja acidez en 

este medio podría ser la inhibición de la reacción de hidrólisis cuando el material adsorbente 

fue incluido en la reacción. Esto indica que la biocatálisis en un medio anhidro permitiría 

alcanzar una mayor calidad del producto comparado a una reacción típica usando Novozym 

435 como catalizador.   

El rendimiento de FAME también fue analizado en el medio anhidro (Figura 4.3). Los 

resultados obtenidos mostraron que el uso de este medio generó un incremento significativo en 

el rendimiento de la reacción, utilizando Novozym 435 como catalizador. Estos resultados 

concuerdan con lo reportado por Li et al. (2007) en un estudio de biocatálisis utilizando FFA 

como materia prima, en donde la incorporación de tamices moleculares de 3 Å a la reacción de 

producción de FAME incrementó el rendimiento significativamente. A pesar de la similitud de 

los resultados reportados y los obtenidos en este estudio, la diferencia radica en que en la 

presente investigación se utilizó WFO que contenía sólo un 2,8 % de FFA y un 1,3 % de agua. 

Para descartar el efecto catalizador de los tamices se llevó a cabo un control adicionado 

tamices moleculares a la reacción pero sin el uso de catalizador. Los resultados mostraron que 

no hubo producción de FAME (datos no mostrados). Esto conlleva a suponer que el 

incremento en el rendimiento de la reacción podría estar asociado a un mejor funcionamiento 

de la enzima en este medio. Esta hipótesis concuerda con lo reportado por  Tamalampudi et al. 
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conformacionales permiten alterar las propiedades de las lipasas a través de la modificación de 

las propiedades del medio o el soporte. En este sentido, Samukawa et al. (2000) establecieron 

que la preincubación de la enzima en aceite antes de la reacción podía incrementar el 

rendimiento debido a que la enzima preincubada no adsorbería agua durante la reacción.  
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Figura 4.3 Rendimiento de FAME durante la reacción en medio anhidro y en el control, para 

una razón metanol/WFO 4:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 35 °C, 200 rpm y 12 horas 

de tiempo de reacción. 

 

El contenido de MG y DG también fue cuantificado durante la misma reacción en el medio 

anhidro estudiado. MG y DG son productos intermediarios en la producción de FAME que 

tienen características higroscópicas, las cuales pueden causar daños al motor. Fukuda et al. 

(2008) explicó que a pesar de que se puede alcanzar un alto rendimiento de FAME utilizando 

lipasas regioespecíficas, el problema de estas lipasas es que pueden generar un producto con 

alto contenido de MG y DG.  En este estudio, se esperaba que el contenido de MG y DG fuera 
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afectado por el diferente comportamiento de la enzima en el medio anhidro. Por lo tanto, el 

contenido de MG y DG fue medido a través de la reacción en el medio anhidro, con la 

finalidad de compararlo con un control (Figura 4.5).  

La Figura 4.4A muestra que el contenido de MG durante la reacción fue bajo y bastante 

similar para el medio anhidro y el control, con 0,6 ± 0,4 (% m/m) y 0,7 ± 0,1 (% m/m)  al final 

de la reacción, respectivamente. Estos valores están dentro de lo establecido por la normativa 

EN-14214 para el contenido de MG en el FAME (< 0,8 % m/m). 

El contenido de DG fue rápidamente reducido durante las dos primeras horas de reacción tanto 

en el medio anhidro como en el control (Figura 4.4B). Este resultado puede ser explicado 

según lo reportado por Azócar et al. (2010b), quienes establecieron que los productos 

intermediarios son sustratos más disponibles para la catálisis enzimática.  

A medida que avanzó la reacción el contenido de DG se incrementó drásticamente en el 

control, manteniéndose entre un 3 y 4 (% m/m) desde las 6 horas hasta el final de la reacción 

(Figura 4.4B). Esto se debió probablemente a que Novozym 435 tiene una especificidad sn-3, 

la cual a pesar de que es baja comparada con otras lipasas, produce una considerable 

acumulación de DG durante la reacción (Figura 4.4B). 

Cuando la reacción se llevó a cabo en el medio anhidro el contenido de DG alcanzó un valor 

máximo de 2 (% m/m). Sin embargo, este valor declinó a un 0,3 (% m/m) al final de la 

reacción, el cual es cercano a lo establecido por la normativa para FAME (≤ 0,2 % m/m). La 

razón para este menor contenido de DG podría estar relacionada con la adición de tamices 

moleculares a la reacción. En otros estudios ha sido establecido que el uso de materiales, tales 

como sílica gel, podría producir migración acilo, lo cual tendería a incrementar el rendimiento 

de FAME cuando se utilizan lipasas con regioespecificidad como catalizadores de la reacción 

(Du et al., 2005). En este estudio, la adición de tamices moleculares a la reacción pudo reducir 

el contenido de DG debido a una probable generación de migración acilo. Por lo tanto, la 

adición de tamices moleculares a la reacción puede producir dos efectos positivos en la 

biocatálisis: un incremento en el rendimiento de FAME por el medio anhidro generado y, un 

incremento en las propiedades del FAME por la reducción de índice de acidez y del contenido 

de DG en el producto.  
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Figura 4.4 Contenido de MG y DG en el producto durante la reacción en medio anhidro y en 

el control, para una razón metanol/WFO 4:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 35 °C, 200 

rpm y 12 horas de tiempo de reacción. 
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4.4.3 Efecto de los ácidos grasos libres en el rendimiento de la reacción 

El comportamiento de las lipasas para llevar a cabo las reacciones de hidrólisis, esterificación 

y transesterificación puede ser afectado en un medio anhidro. Cuando se utilizó un medio 

anhidro el contenido de FFA disminuyó a lo largo de la reacción de producción de FAME, 

probablemente por inhibición de la esterificación de FFA y de la hidrólisis de TG. Por lo tanto, 

se llevó a cabo un experimento para analizar el efecto de la presencia de FFA en el 

rendimiento de la reacción. Esto fue realizado adicionando pequeñas dosis de un FFA sintético 

a la reacción de producción de FAME usando aceite de raps como materia prima, el cual se 

caracteriza por un bajo contenido de FFA (Figura 4.5).  

La Figura 4.5 muestra una reducción significativa en el rendimiento de FAME cuando se 

adicionaron pequeñas dosis de FFA a la reacción. En estos casos, la enzima esterificó los FFA 

adicionados para producir FAME y agua. Esta agua reaccionó con los TG para producir más 

FFA y glicerol. Por lo tanto, las enzimas tuvieron que llevar a cabo tres reacciones en paralelo: 

hidrólisis, esterificación y transesterificación, lo cual generó un proceso más lento y menos 

efectivo. Además, ha sido reportado que el exceso de agua reduce la metanólisis debido a que 

actúa como un inhibidor competitivo de la lipasa para catalizar la esterificación y la 

transesterificación (Du et al., 2005; Tamalampudi et al., 2008). Como resultado, el agua 

producida por esterificación podría afectar negativamente la transesterificación, disminuyendo 

la tasa de reacción. Por lo tanto, el mayor rendimiento para la producción de FAME por 

biocatálisis en medio anhidro, podría ser debido a que las reacciones paralelas de hidrólisis y 

esterificación son evitadas en este medio y el FAME puede ser producido principalmente a 

través de la transesterificación.  
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Figura 4.5 Efecto de la adición de ácidos grasos libres en el rendimiento de FAME. 

Condiciones de operación: razón metanol/WFO 3:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 35 

°C, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reacción. Las letras a y b muestras diferencias 

significativas para P< 0,05 utilizando análisis de varianza.  

 

4.5 CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO IV 

 
De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible establecer que el uso de un medio anhidro 

disminuyó el contenido de DG y el índice de acidez del FAME, alcanzando valores cercanos a 

la normativa. El bajo índice de acidez alcanzado pudo ser producido por la inhibición de la 

hidrólisis cuando se utilizaron tamices moleculares en la reacción, lo cual evitó la producción 

de FFA. La reducción en el contenido de DG se debió probablemente a que los tamices 

adicionados a la reacción produjeron migración acilo, solucionado el problema de 

regiospecificidad de la Novozym 435. El rendimiento de FAME también pudo ser 

incrementado con el medio anhidro propuesto, debido a que las reacciones paralelas de 

hidrólisis y esterificación pudieron ser evitadas en este medio para producir FAME 
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principalmente por transesterificación. Estos resultados indican que el uso de un medio 

anhidro permitiría implementar un proceso flexible en cuanto a materias primas para la 

producción de FAME a escala industrial, con propiedades acordes a los estándares 

establecidos para este biocombustible.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO V. REUTILIZACIÓN DE NOVOZYM 435 

 
Capítulo basado en artículo enviado a Bioscience and Bioengineering. 
Azócar L, Ciudad G, Heipieper H, Muñoz R, Navia R (2010) Simplified enzymatic fatty acid methyl ester 
production by favoring the transesterification pathway. 
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5.1 RESUMEN 

 
A pesar de los avances en el uso de enzimas para la producción de FAME, la pérdida de la 

actividad enzimática en el proceso productivo, ha impedido que ésta sea una alternativa 

factible de ser implementada a escala industrial. En este trabajo se investigaron tres 

tratamientos para recuperar las enzimas y reutilizarlas después de cada reacción para la 

producción de FAME en medio anhidro. Además, se investigó la adición de tert-butanol como 

co-solvente de la misma reacción. Los tratamientos consistieron en el lavado de las enzimas 

con un solvente hidrofílico (acetona), uno hidrofóbico (WFO) y uno medianamente polar (tert-

butanol), para luego ser incubadas en aceite residual. La utilización del lavado hidrofóbico 

permitió obtener mejores resultados en comparación al lavado hidrofílico investigado. Sin 

embargo, ninguno de estos dos tratamientos permitiría implementar este proceso a mayor 

escala, debido a que la enzima no pudo ser recuperada durante más de tres reacciones 

sucesivas en el medio anhidro. Mejores resultados fueron alcanzados usando tert-butanol para 

el lavado de enzimas, el cual es un solvente de mediana polaridad. Las propiedades 

hidrofílicas de tert-butanol permitieron remover el glicerol y el metanol de las lipasas y sus 

propiedades hidrofóbicas permitieron mantener una alta actividad de las enzimas. Finalmente, 

fue posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos de producción de FAME usando tert-butanol 

como co-solvente de la reacción, mostrando que Novozym 435 puede ser reutilizada en un 

medio anhidro. Estos resultados también mostraron que la utilización de un medio anhidro 

usando tert-butanol como co-solvente permitiría la implementación de un proceso catalizado 

con lipasas a escala industrial. 

 

5.2 INTRODUCCIÓN 

 
La principal ventaja de utilizar enzimas inmovilizadas es que éstas puedan ser reutilizadas en 

procesos continuos o semi-continuos. Sin embargo, en la producción de FAME se han 

reportado serias dificultades para mantener la actividad catalítica de las lipasas utilizadas 

como biocatalizadores (Ognjanovic et al., 2009). Esta rápida pérdida de actividad ha impedido 

que el proceso de producción de FAME catalizado con lipasas sea implementado a escala 

industrial (Lu et al., 2010).   
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Existen diversas explicaciones para la pérdida de la actividad catalítica de las lipasas durante 

la producción de FAME. La principal razón es que los alcoholes de cadena corta usados como 

aceptor acilo en la reacción, metanol y etanol, pueden inhibir o incluso inactivar las lipasas 

(Ognjanovic et al., 2009). Además, como se trata de una reacción de equilibrio, se suele 

utilizar alcohol en exceso para acelerar la reacción. Junto a lo anterior, Dossat et al. (1999) 

reportaron que se producía pérdida de actividad en lipasas inmovilizadas en soportes 

hidrofílicos expuestos a glicerol, tal como la lipasa Novozym 435. Ellos encontraron que las 

moléculas de glicerol eran adsorbidas en la superficie de estas matrices, formando un 

recubrimiento hidrofílico que impedía que las enzimas accedieran al sustrato hidrofóbico. 

Además, ha sido establecido que esta pared hidrofílica formada en el soporte de la enzima 

también atraería el metanol, lo cual disminuiría aun más la actividad de las lipasas (Chen y 

Wu, 2003; Soumanou y Bornscheuer, 2003). La baja solubilidad de metanol en aceite (1,5 

moles de metanol en 1 mol de aceite) también puede afectar la actividad de las lipasas en la 

producción de FAME. Esto se debe a que el metanol, al ser insoluble en el medio de reacción, 

permanece en gotas que son atraídas por el glicerol adherido al soporte hidrofílico o por las 

enzimas en solución.  

Diversas alternativas han sido propuestas para evitar la pérdida de actividad de las lipasas 

durante la reacción para la producción de FAME. La aplicación de metanol por pasos consiste 

en llevar a cabo adiciones sucesivas de metanol hasta completar la cantidad estequiométrica 

necesaria para completar la reacción (Azócar et al., 2010b). La utilización de alcoholes de 

cadena larga en vez de metanol o etanol, ha permitido disminuir el efecto inhibitorio sobre las 

lipasas debido a que éstos son completamente solubles en el aceite en cantidades 

estequiométricas (Iso et al., 2001; Kose et al., 2002). El uso de solventes orgánicos como éter 

de petróleo, n-hexano, n-heptano incrementan la solubilidad del alcohol en el aceite, 

permitiendo alcanzar altos rendimientos de FAME (90 %) (Nie et al., 2006). El uso de tert-

butanol como un solvente menos hidrofóbico, ha permitido alcanzar mejores resultados 

evitando la pérdida de actividad enzimática en reacciones sucesivas (Li et al., 2006). 

Investigaciones para recuperar la actividad enzimática después de la reacción también han sido 

realizadas. Chen y Wu (2003) utilizaron sucesivos lavados con tert -butanol y un posterior 

tratamiento en aceite de soya por 12 horas, para Novozym 435 previamente tratada con exceso 

de alcohol para generar pérdida de actividad. Con este procedimiento pudo ser restaurando 
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hasta un 75 % de la actividad original. Soumanou y Bornscheuer (2003) utilizaron sucesivos 

lavados con acetona fría y una posterior etapa de secado para lipasa de R. miehei previamente 

utilizada como catalizador en la producción de FAME de aceite de maravilla y metanol. Los 

resultados permitieron mantener la actividad de la enzima durante 7 reusos.  

En el capítulo IV fue demostrado que el uso de un medio anhidro permite producir FAME con 

propiedades cercanas a los estándares establecidos, incrementando además el rendimiento de 

la reacción y la actividad enzimática. Sin embargo, no existe claridad acerca de los efectos de 

este medio en la actividad catalítica, a través de reacciones sucesivas para la producción de 

FAME. Por lo tanto, el objetivo del presente capítulo fue proponer alternativas para producir 

FAME en medio anhidro a través de reacciones sucesivas, reutilizando Novozym 435 como 

catalizador.  

 

5.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 
5.3.1 Materiales 

Como materia prima se utilizó WFO de un restaurant de la zona el cual fue filtrado y 

caracterizado previamente en el capítulo III (Tabla 3.5). Como catalizador se utilizó Novozym 

435 donada por Novo Industries, Dinamarca y para generar el medio anhidro se utilizaron 

tamices moleculares de 3 Å adquiridos en Sigma-Aldrich. Para los tratamientos de 

reutilización de las enzimas se utilizó acetona, WFO y tert-butanol. Para la determinación del 

rendimiento de FAME se utilizó metil ester de ácido heptadecanoico con pureza para análisis 

cromatográfico. Todos los otros químicos utilizados fueron de grado analítico. 

 

5.3.2 Reacción para la producción de FAME 

Previo a cada tratamiento de reutilización, se llevó a cabo una reacción en triplicado para 

producir FAME de acuerdo a las condiciones optimizadas previamente en el capítulo III. Esta 

reacción fue llevada a cabo en matraces de vidrio con tapón de vidrio esmerilado para evitar 

pérdidas de metanol, los cuales fueron incubados en un shaker a las mismas condiciones de 

operación durante 12 horas de reacción (Tabla 5.1). El metanol fue adicionado en dos pasos, 

un tercio de la dosis total establecida en la Tabla 5.1 al inicio de la reacción y los otros dos 

tercios remanentes a las 8 horas de reacción, de acuerdo a los resultados obtenidos en el 
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capítulo III. Para cada reacción se utilizaron 8 mL de WFO (7,4 g) con un valor de acidez de 

5,61 mg KOH/ g aceite. Para mantener el medio anhidro se adicionaron a la reacción 0,95 g de 

tamices moleculares de 3 Å, lo cual fue calculado de acuerdo a la Ecuación 4.1. Durante el 

transcurso de cada reacción se tomaron muestras de 70 µL de una mezcla homogénea a las 3, 

6, 9 y 12 horas de reacción, las cuales fueron inmediatamente almacenadas a 4 °C. Las 

muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue extraído para analizar el rendimiento de 

FAME de acuerdo a los procedimientos analíticos (Anexo A2.1).  

 

Tabla 5.1 Condiciones de operación. 

Variables de operación valor 

Novozym 435 [% p/p] 15 

Razón metanol/aceite [mol/mol] 3,8/1 

Temperatura [°C] 44,5 

Agitación [rpm] 200 

  

5.3.3 Recuperación de las enzimas 

Luego de la reacción para la producción de FAME, se llevó a cabo el procedimiento para 

separar la enzima de los reactantes y productos para su posterior tratamiento y reutilización. 

Para esto se implementó un sistema de filtros que consistió en un tamiz bajo el cual se dispuso 

un papel filtro sobre un sistema de vacío (Fig. 5.1). El producto de la reacción fue vertido a 

través de este sistema, los tamices moleculares fueron separados por el tamiz y las enzimas 

fueron separadas por el filtro sobre el sistema de vacío. Bajo estos filtros se obtuvo el FAME 

permeado que fue posteriormente analizado por cromatografía para determinar su contenido 

de FAME. Finalmente, las enzimas retenidas en el papel filtro fueron traspasadas a un nuevo 

matraz para llevar a cabo el tratamiento de reutilización.  
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Figura 5.1 Esquema del sistema de filtración para la recuperación de las enzimas. 

 

5.3.4 Tratamientos para la reutilización de las enzimas 

Se investigaron 3 tratamientos para la reutilización de las enzimas, los cuales fueron 

seleccionados de acuerdo a referencias (Chen y Wu, 2003; Samukawa et al., 2000; Yu et al., 

2010) y a experimentos previos (datos no mostrados). Como control se llevó a cabo un 

experimento reutilizando las enzimas directamente, sin tratamientos entre cada reacción. Los 

tratamientos investigados fueron llevados a cabo en los mismos matraces que contenían las 

enzimas recuperadas por el sistema de filtros.  

 

A) Tratamiento hidrofílico 

 Las enzimas fueron lavadas adicionado una pequeña dosis de acetona fría a los matraces. 

Posteriormente, éstos fueron agitados y el residuo líquido fue eliminado. Este procedimiento 

Bomba de vacio 

Filtro de papel 

Enzimas y biodiesel 

Mezcla 
 (Tamices moleculares, enzimas y biodiesel)  

Biodiesel 

Separación enzimas  
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Tamiz molecular 
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fue repetido sucesivamente hasta la obtención de un líquido de aspecto claro. El volumen total 

de acetona que se utilizó en este proceso fue alrededor de 10 mL por gramo de enzimas.  

 

B) Tratamiento hidrofóbico 

Las enzimas fueron lavadas adicionando a cada matraz un volumen de WFO que permitiera 

mantenerlas sumergidas. Los matraces fueron agitados y el residuo líquido fue eliminado. Este 

procedimiento fue repetido tres veces.  

 

C) Lavado con un solvente medianamente polar 

El lavado fue llevado a cabo adicionando una determinada dosis de tert-butanol a los 

matraces. Luego, la mezcla fue agitada y el líquido residual fue eliminado. Esta secuencia fue 

repetida consecutivamente hasta alcanzar un líquido de aspecto claro. El volumen total 

utilizado en este proceso fue alrededor de 10 mL de tert-butanol por gramo de enzima.  

 

Después de cada lavado se adicionó una dosis conocida de WFO a cada matraz con las 

enzimas lavadas. Posteriormente, los matraces fueron incubados toda la noche en este aceite a 

temperatura ambiente. Luego de 10 horas de incubación, se llevó a cabo una nueva reacción 

para la producción de FAME en el mismo medio de incubación (WFO) de acuerdo a la 

sección 5.3.2. Para llevar a cabo la reacción se adicionaron a cada matraz tamices moleculares 

nuevos y metanol, de acuerdo a la metodología descrita previamente. El control fue realizado 

transfiriendo las enzimas directamente a otro matraz para llevar a cabo una nueva reacción. De 

esta manera, se realizaron ciclos sucesivos que consistieron en una reacción para la producción 

de FAME, la separación de la enzima a través del sistema de filtros y su recuperación a través 

de los lavados descritos. Estos ciclos se repitieron 4 veces, lo cual permitió alcanzar 

diferencias significativas entre los tratamientos y el control.   

 

5.3.5 Producción de FAME en medio anhidro usando tert-butanol como co-solvente 

Se investigó la incorporación de tert-butanol como co-solvente en la reacción de producción 

de FAME en medio anhidro, como una alternativa para mantener la actividad enzimática 

durante reacciones sucesivas.  
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A) Dosis óptima de tert-butanol 

La primera etapa de este experimento consistió en definir la dosis óptima de tert-butanol que 

se debía adicionar a la reacción. Para lo anterior, se llevaron a cabo cinco experimentos de 

producción de FAME, cada uno en triplicado, adicionando diferentes dosis de tert-butanol a la 

reacción de acuerdo a la Tabla 5.2. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en matraces, 

los cuales fueron incubados en un shaker a las mismas condiciones de operación establecidas 

para los experimentos de reutilización (Tabla 5.1). El metanol fue adicionado en dos pasos de 

forma similar a los experimentos anteriores y el contenido de tamices fue calculado de acuerdo 

a la Ecuación 4.1. Se utilizó 1,9 mL de WFO (1,76 g)  para cada experimento.  

Después de cada reacción, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue mantenido 

a 85 °C por 20 minutos en un baño para eliminar el tert-butanol residual de las muestras. Las 

muestras tratadas fueron analizadas de acuerdo a los procedimientos analíticos (Anexo A2.1) 

para determinar el rendimiento de FAME. La dosis óptima de tert-butanol fue determinada 

analizando los resultados a través de análisis de varianza ANOVA de dos vías.  

 

 
Tabla 5.2 Dosis de tert-butanol investigadas. 

Experimento 
[N°] 

Dosis de tert-butanol 
[% v/v]* 

Volumen de tert-butanol 
[µL] 

1 0 0 

2 0,5 95 

3 0,75 143 

4 1 190 

5 1,25 238 
   * Basado en el volumen del aceite 

 

B) Reacciones sucesivas para la producción de FAME en medio anhidro usando tert-

butanol como co-solvente  

Se investigó la reutilización de las enzimas en reacciones para la producción de FAME, 

utilizando la dosis de tert-butanol seleccionada y medio anhidro. Los experimentos fueron 

llevados a cabo utilizando las mismas enzimas sin ningún tratamiento, durante 17 ciclos 

sucesivos de producción de FAME. Cada experimento fue realizado en matraces de 25 mL, 
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adicionando 5 mL de de WFO (4,6 g) durante 12 horas de reacción, utilizando las condiciones 

de operación la Tabla 5.1. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado y durante 

cada ciclo se tomaron muestras de 70 µL a las 3, 6, 9 y 12 horas de reacción. Después de cada 

reacción, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue mantenido a 85 °C por 20 

minutos en un baño para eliminar el tert-butanol residual de las muestras. Las muestras 

tratadas fueron analizadas de acuerdo a los procedimientos analíticos (Anexo A2.1) para 

conocer el rendimiento de FAME.  

 

5.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.4.1 Reutilización de Novozym 435 para la producción de FAME en medio anhidro 

Se investigó la estabilidad de la enzima Novozym 435 en medio anhidro, llevando a cabo 

reacciones sucesivas para la producción de FAME reutilizando las lipasas. Esta reutilización 

se realizó incorporado directamente las lipasas a una nueva reacción, sin tratamientos para la 

recuperación de su actividad enzimática entre reacciones. De acuerdo a los resultados 

obtenidos (Figura 5.2), el rendimiento de FAME decreció considerablemente en el segundo 

ciclo. Esta tendencia se mantuvo en los ciclos sucesivos, llegándose a valores cercanos al 0 % 

de rendimiento de FAME en el cuarto ciclo.  

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Ognjanovic et al. (2009), quienes 

obtuvieron un 0 % de rendimiento de FAME en un cuarto ciclo, reutilizando Novozym 435 en 

un medio orgánico y usando metanol como aceptor acilo. Por lo tanto, aunque en el capítulo 

IV fue establecido que la actividad de la enzima es incrementada en una primera reacción 

usando un medio anhidro en comparación a un medio orgánico, la pérdida de la actividad 

enzimática parece ser similar para ambos tipos de medio cuando la lipasa es reutilizada. 

Ha sido reportado que las lipasas tienen alta actividad de síntesis y alta estabilidad en 

solventes hidrofóbicos, pero el alcohol y el glicerol son inmiscibles en estos solventes (Halim 

y Kamaruddin, 2008). Esto puede generar una baja solubilización de las moléculas polares en 

el medio, favoreciendo la adsorción de estas moléculas en el soporte hidrofílico de la enzima 

para generar inhibición de las enzimas y una baja tasa de transesterificación (Halim y 

Kamaruddin, 2008). El recubrimiento del soporte por las moléculas polares es acumulativo en 
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el tiempo lo que genera la pérdida de actividad al utilizarlas en reacciones sucesivas. Por lo 

tanto, para alcanzar un proceso que pueda ser competitivo a escala industrial, es necesario 

buscar alternativas de bajo costo que permitan mantener la actividad las enzimas.  
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Figura 5.2 Reutilización de Novozym 435 en ciclos sucesivos de producción de FAME para 

una razón de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rpm y 12 

horas de tiempo de reacción (sistema sin tratamiento). 

 

5.4.2 Tratamientos para la reutilización de Novozym 435 en medio anhidro 

Se investigaron tres tratamientos para recuperar las enzimas y reutilizarlas después de cada 

reacción para la producción de FAME en medio anhidro. Los tratamientos consistieron en el 

lavado de las enzimas con un solvente hidrofílico (acetona), uno hidrofóbico (aceite residual 

de fritura) y uno medianamente polar (tert-butanol), para luego ser incubadas toda la noche en 

aceite de residual.  

La Figura 5.3 muestra los resultados obtenidos para los dos primeros tratamientos. Los 

resultados obtenidos en el tratamiento con solvente hidrofílico en la Figura 5.3 A, muestran 

que fue posible mantener un alto rendimiento de FAME en el segundo ciclo (> 90 %), el cual 
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fue superior al sistema sin tratamiento (< 20 %) (Figura 5.2). Este resultado se debe a que el 

solvente hidrofílico utilizado puede remover el glicerol y el metanol adsorbidos en el soporte 

también hidrofílico de la enzima. Sin embargo, a pesar de los altos rendimientos alcanzados en 

el segundo ciclo, en el tercer ciclo el rendimiento de FAME disminuyó drásticamente (Figura 

5.3 A). La acetona es un solvente hidrofílico con un bajo coeficiente de partición en un 

sistema estándar de dos fases octanol-agua (log P), con un valor de -0,24. De acuerdo a Yu et 

al. (2010) el agua tiene mayor afinidad con éstos solventes altamente hidrofílicos que con las 

enzimas. Por lo tanto, la actividad de Novozym 435 podría ser reducida cuando se utilizó el 

lavado con acetona, debido a que dejaría de tener una conformación flexible por la pérdida del 

agua ligada a su estructura (Yu et al., 2010). 

En el tratamiento hidrofóbico investigado la actividad de Novozym 435 fue mayor en el tercer 

ciclo en comparación al tratamiento hidrofílico (Figura 5.3). Samukawa et al. (2000) reportó 

que con la incubación de Novozym 435 en metil oleato y posteriormente en aceite de soya se 

incrementaba la tasa de producción de FAME debido a la impregnación de estos componentes 

en el soporte de la enzima. En este estudio, fue asumido que la enzima pudo haber tenido 

residuos de metil ester cuando fue incubada en WFO, lo que significaría que el tratamiento 

realizado se asemeja a lo llevado a cabo por Samukawa et al. (2000). La principal ventaja de 

este tratamiento es que el mismo WFO usado para la incubación fue posteriormente usado 

para la reacción de producción de FAME, lo cual disminuiría la necesidad de equipamiento 

para llevar a cabo este proceso.  

A pesar de las ventajas de usar WFO como tratamiento para recuperar la enzima, el 

rendimiento de FAME declinó considerablemente en el cuarto ciclo de reacción (Figura 5.3 

B). En un estudio de reutilización de enzimas, Chen y Wu (2003) encontraron que el 

rendimiento de FAME fue 5 veces mayor cuando la enzima fue incubada en aceite de soya 

previo a la reacción. Sin embargo, cuando usaron el mismo medio como tratamiento para 

recuperar la actividad de la enzima, la actividad comenzó a decaer luego de la cuarta 

reutilización. La razón podría ser la baja solubilidad del alcohol y el glicerol en el aceite, 

debido a que se trata de un lavado hidrofóbico, lo cual impediría un lavado eficiente de la 

enzima. Por lo tanto, a pesar de las ventajas del tratamiento hidrofóbico en comparación al 

hidrofílico, ninguno de los dos permitiría implementar este proceso a mayor escala, debido a 
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que la enzima no fue recuperada en más de tres reacciones sucesivas en un medio anhidro con 

estos tratamientos.  
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Figura 5.3 Comparación de tratamientos para la reutilización de Novozym 435 en ciclos 

sucesivos de producción de FAME para una razón de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% 

p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reacción. A) Tratamiento 

hidrofílico (lavado con acetona), B) Tratamiento hidrofóbico (lavado con WFO).  

 

Debido a que ni el solvente hidrofílico ni el hidrofóbico permitieron recuperar la enzima, se 

investigó el uso de tert-butanol como un solvente moderadamente polar (Figura 5.4). tert- 

Butanol es un alcohol terciario con un coeficiente octanol-agua de 0,35. Este alcohol ha sido 

previamente investigado demostrando que puede incrementar considerablemente la actividad 
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de la enzima en comparación a un alcohol lineal. Esto es atribuido a la diferencia de 

miscibilidad con triglicéridos, debido a que un alcohol no lineal tiene mejor miscibilidad con 

triglicéridos en comparación a uno lineal con el mismo número de átomos de carbono (Yu et 

al., 2010).  

Por lo tanto, se llevó a cabo el lavado de las enzimas con tert-butanol, seguido de su 

incubación en WFO. Los resultados mostraron que este pretratamiento permitió alcanzar los 

mejores resultados, manteniendo una alta actividad de la enzima en sucesivas reacciones 

(Figura 5.4). Estos resultados se deben a que tert-butanol, al ser un solvente medianamente 

polar, puede mejorar la miscibilidad entre el alcohol y el aceite, disminuyendo la inhibición 

enzimática. Además, tert-butanol tendría las ventajas de un solvente hidrofílico y de uno 

hidrofóbico, sin generar los inconvenientes de ambos. Esto significa que las propiedades 

hidrofílicas de tert-butanol permiten remover el glicerol y el metanol de las lipasas, mientras, 

las propiedades hidrofóbicas ayudarían a mantener una alta actividad enzimática. Las ventajas 

del uso de tert-butanol también han sido reportadas por Chen y Wu (2003), quienes reportaron 

que este solvente incluso puede ser usado para regenerar la enzima Novozym 435 luego de su 

pérdida total de actividad. Además, tert-butanol es un solvente estable y menos reactivo que 

otros isómeros de butanol. Por lo tanto, tert-butanol es una alternativa prometedora para la 

recuperación de Novozym 435 después de una reacción en medio anhidro. Basado en estos 

resultados, se llevó a cabo un nuevo experimento en el cual se incluyó tert-butanol como co-

solvente en la reacción en medio anhidro para la producción de FAME.   
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Figura 5.4 Reutilización de Novozym 435 en ciclos sucesivos de producción de FAME 

utilizando tert-butanol para el lavado de la enzimas entre ciclos. Condiciones de operación: de 

metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rpm y 12 horas de 

tiempo de reacción.  

 

5.4.3 Reacciones sucesivas para la producción de FAME en medio anhidro usando tert-

butanol como co-solvente 

En previas investigaciones ha sido establecido que tert-butanol es inerte en la reacción de 

producción de FAME, y que además es un potencial co-solvente que podría mantener la 

actividad enzimática durante esta reacción (Li et al., 2006). De acuerdo a esto, se investigó la 

utilización de tert-butanol como co-solvente en un medio anhidro, con la finalidad de 

determinar su capacidad para mantener la actividad de Novozym 435 en reacciones sucesivas.  

Se llevó a cabo un estudio preliminar para determinar la dosis de tert-butanol óptima para ser 

adicionada a la reacción. Los resultados mostraron que la mayor tasa de rendimiento de 

FAME fue alcanzada cuando se adicionó 0,75 y 1 (% v/v) de co-solvente a la reacción (Figura 

5.5). Estos resultados concuerdan con los reportados por Li et al. (2006) quienes reportaron 
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que dosis menores a 0,75 (% v/v) no son suficientes para producir un incremento de la 

solubilidad entre el aceite y el metanol, por lo que se mantiene el efecto inhibitorio del 

metanol en la actividad de la lipasa. Por otro lado, un incremento de la dosis de tert-butanol 

sobre 1 (% v/v), podría disminuir la transferencia de masa afectando negativamente el 

rendimiento de FAME por dilución de los reactantes. Finalmente, debido a que no se 

encontraron diferencias significativas entre la dosis 0,75 y 1 (% v/v), en los experimentos 

posteriores se adicionó una dosis de 0,75 (% v/v) de tert-butanol a la reacción en medio 

anhidro, para evitar el gasto innecesario de co-solvente.  
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Figura 5.5 Tasa de la reacción de metanólisis en un medio anhidro para diferentes dosis de 

tert-butanol como co-solvente. Condiciones de operación: razón de metanol/WFO 3,8:1 

(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reacción. Las 

letras a y b indican diferencias significativas para P < 0,05 utilizando análisis de varianza. 

 

a 
a 
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Se investigó la producción de FAME reutilizando las enzimas en reacciones sucesivas, 

utilizando un medio anhidro y adicionando la dosis de tert-butanol previamente seleccionada a 

cada reacción (Figura 5.6). También se realizó un experimento sin la adición de tert-butanol 

como co-solvente (control), en el cual el rendimiento de FAME disminuyó drásticamente a 

partir del segundo ciclo de reacción (< 20 %). Mejores resultados fueron obtenidos en las 

reacciones con el co-solvente, donde el rendimiento de FAME se mantuvo sobre un 50 % 

después de 17 ciclos (Figura 5.6). Royon et al. (2007) establecieron que la enzima es inhibida 

a lo largo de toda la reacción de producción de FAME. Al inicio de la reacción, esta inhibición 

se debe a la presencia de metanol, el cual es inmiscible en el aceite. Posteriormente, cuando la 

concentración de metanol disminuye, la inhibición es producida por el glicerol que cubre el 

soporte del catalizador, atrayendo el metanol remanente al soporte. Por lo tanto, la adición de 

tert-butanol pudo tener efectos positivos a lo largo de toda la reacción. Primero, el uso de tert-

butanol pudo incrementar la miscibilidad entre el metanol y el aceite, previniendo el contacto 

directo de la enzima con el alcohol e incrementando el rendimiento de la reacción. Segundo, 

debido a las propiedades hidrofílicas del tert-butanol, éste  disolvió el metanol y el glicerol, 

previniendo la inhibición de la enzima a lo largo de toda la reacción. Tercero, debido a las 

propiedades hidrofóbicas del tert-butanol, fue posible mantener una alta actividad de las 

lipasas a través de las reacciones sucesivas.  

Por otro lado, según Yu et al. (2010) cuando se selecciona un co-solvente para mantener la 

actividad de las enzimas en la producción de FAME, es necesario considerar diferentes 

propiedades del solvente, tales como, viscosidad, constante dieléctrica, parámetros de 

solubilidad y coeficiente octanol-agua. Otro aspecto que debería ser considerado es la 

factibilidad de recuperar el co-solvente por destilación, lo cual se relaciona con el punto de 

ebullición. En este sentido, el tert-butanol tiene ventajas en comparación a otros solventes 

reportados, tal como el alcohol amílico, el cual tiene propiedades muy similares al tert-butanol 

pero un alto punto de ebullición (102 °C), muy cercano al del agua. El punto de ebullición del 

tert-butanol es 82 °C, debido a que la destilación del metanol ocurre a 65 °C, la recuperación 

del tert-butanol no debería incrementar excesivamente la energía utilizada en este proceso.  
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Figura 5.6 Rendimiento de FAME durante 17 ciclos sucesivos de producción con una razón 

de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% v/v) de tert-

butanol, 0,9 g de tamices moleculares, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reacción. 

 

Pese a los altos rendimientos alcanzados durante alrededor de 200 horas de operación, el 

rendimiento disminuyó paulatinamente hasta llegar a un 60 % del rendimiento inicial (Figura 

5.6). Esta disminución en el rendimiento podría estar asociada a la pérdida de actividad de las 

lipasas reutilizadas. Sin embargo, también podría estar asociada a la disminución de la masa 

de lipasas utilizadas en las reacciones sucesivas, producto de los sucesivos ciclos realizados 

que generaron pérdida de enzimas al transferirlas de un batch a otro (Figura 5.7). Por lo 

anterior, es necesario realizar este proceso en forma continua o semi-continua en un reactor 

con las condiciones apropiadas para eliminar pérdidas de lipasa durante el proceso.  
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Finalmente, es posible establecer que el uso de tert-butanol como un co-solvente permitiría 

implementar un sistema en medio anhidro a escala industrial,  para la producción de FAME 

utilizando WFO como materia prima y Novozym 435 como catalizador.  
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Figura 5.7 Producción de FAME y masa de lipasas al inicio y al término de los ciclos 

sucesivos de producción con una razón de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) 

Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% v/v) de tert-butanol, 0,9 g de tamices moleculares, 200 rpm y 

12 horas de tiempo de reacción.  

 

5.5 CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO V 

 

La utilización de un lavado hidrofóbico de Novozym 435 con aceite residual de fritura (WFO) 

permitió obtener mejores resultados en comparación al lavado hidrofílico utilizando acetona. 

Sin embargo,  ninguno de estos dos tratamientos permitiría implementar este proceso a mayor 
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escala, debido a que la enzima no pudo ser recuperada durante más de tres reacciones 

sucesivas en el medio anhidro. Mejores resultados fueron alcanzados usando tert-butanol para 

el lavado de enzimas, el cual es un solvente de mediana polaridad. Las propiedades 

hidrofílicas de tert-butanol permitieron remover el glicerol y el metanol de las lipasas y sus 

propiedades hidrofóbicas permitieron mantener una alta actividad de las enzimas. Finalmente, 

fue posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos de producción de FAME usando tert-butanol 

como co-solvente de la reacción, mostrando que Novozym 435 puede ser reutilizada en un 

medio anhidro. Estos resultados también mostraron que la utilización de un medio anhidro 

usando tert-butanol como co-solvente permitiría la implementación de un proceso catalizado 

con lipasas a escala industrial. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO VI. CINÉTICA Y PUESTA EN MARCHA DE UN REAC TOR 

ENZIMÁTICO PARA LA PRODUCCIÓN DE BIODIESEL 

 
Capítulo basado en artículo en preparación. 
Azócar L, Beroiz L, Ciudad G, Navia R (2010) Enzymatic transesterification reaction kinetic in a tert-butanol 

system for biodiesel production.  
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6.1 RESUMEN 

 
Se investigó la cinética de la transesterificación enzimática para la producción FAME 

utilizando WFO como materia prima. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un sistema con 

tert-butanol como co-solvente y medio anhidro, utilizando Novozym 435 como catalizador y 

metanol como aceptor acilo. La utilización del medio anhidro usando tamices moleculares de 

3 Å para remover el agua permitió estudiar principalmente la transesterificación, evitando 

reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación. Se analizaron en forma experimental los 

efectos por separado de la variación en la concentración de WFO y de metanol en la velocidad 

de la reacción. A una concentración de WFO constante se encontró que hasta 1200 mol L-1 de 

metanol se incrementaba la tasa de producción de FAME, disminuyendo paulatinamente para 

concentraciones superiores. A una concentración de metanol constante no se encontraron 

efectos inhibitorios del sustrato. La reacción fue descrita por un modelo Ping-Pong con 

inhibición competitiva por metanol. Los resultados experimentales fueron usados para 

determinar los parámetros cinéticos del modelo: Vmáx= 0,018 mol/L/min, KM, metanol = 1030 

mol/L, KW,WFO= 397 mol/L y KIM, metanol= 1815 mol/L. El modelo fue aplicado en un reactor 

semi-continuo para la producción de FAME en ciclos de 4 horas de reacción, durante los 

cuales se utilizaron las mismas enzimas del ciclo inicial. Bajo estas condiciones fue posible 

mantener rendimientos de FAME sobre un 80 % durante 7 ciclos de reacción. Los cortos 

tiempos de reacción de este proceso y la reutilización de las enzimas, permitieron conseguir 

una alternativa factible de ser utilizada a escala industrial, generándose un proceso 

potencialmente competitivo con el proceso convencional con catalizador químico. 

 

6.2 INTRODUCCIÓN 

 
La búsqueda de condiciones óptimas para la producción de FAME catalizada con lipasas ha 

sido ampliamente reportada (Azócar et al., 2010a; Fukuda et al., 2001). Sin embargo, para el 

uso de lipasas a escala industrial, la información relacionada con la cinética de formación de 

productos y los efectos de los cambios en las condiciones del sistema, son esenciales para el 

diseño de reactores (Krishna y Karanth, 2001).  
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Estudios cinéticos utilizando diferentes lipasas para la producción de FAME han sido 

recientemente reportados. En un comienzo lo reportes sólo se referían al estudio cinético de la 

esterificación de FFA. En un estudio Krishna y Karanth (2001) establecieron el uso de un 

modelo basado en el mecanismo de Ping Pong Bi Bi por inhibición competitiva por alcohol y 

FFA para describir la cinética de la reacción. En una investigación posterior de la 

esterificación de ácido butírico con metanol, Al-Zuhair et al. (2006) utilizaron el modelo 

simplificado para inhibición competitiva por alcohol denominado modelo de Ping Pong. El 

estudio cinético de la transesterificación enzimática de TG sólo fue propuesto por Al-Zuhair et 

al. (2007). 

La principal falencia de la mayoría de los estudios cinéticos reportados hasta la fecha es que 

los resultados obtenidos en estas investigaciones tienen limitaciones para ser empleados a 

escala industrial. Ha sido reportado que las lipasas alcanzan una mayor actividad y pueden ser 

reutilizadas en sistemas usando co-solventes medianamente polares tales como el tert-butanol 

(Li  et al., 2006; Royon et al., 2007). Sin embargo, las condiciones operacionales usadas en la 

mayoría de las investigaciones de cinética incluyen la utilización de solventes no polares tales 

como n-hexano (Al-Zuhair et al., 2007; Al-Zuhair et al., 2009; Dossat et al., 2002) y n-

hexadecano (Pessoa et al., 2010), o solventes polares como agua (Cheirsilp et al., 2008), con 

los cuales no es posible alcanzar una alta actividad de la lipasas (Yu et al., 2010). Por otro 

lado, a pesar de que se ha establecido la necesidad de utilizar materias primas alternativas tales 

como los WFO, sólo Al-Zuhair et al. (2009) han investigado la cinética de la 

transesterificación utilizando WFO sintético.  

En la mayoría de los reportes de cinética existentes hasta la fecha se ha asumido que la 

transesterificación es llevada a cabo por las lipasas a través de dos reacciones consecutivas de 

hidrólisis y esterificación. En estas reacciones sucesivas primero los TG son hidrolizados para 

producir FFA y luego, los FFA son esterificados para producir ésteres. Por otro lado, algunos 

autores han asumido que la reacción puede ocurrir a través de una transesterificación directa 

de TG (Al-Zuhair et al., 2007). Cheirsilp et al. (2008), investigaron los mecanismos de la 

transesterificación considerando la hidrólisis y esterificación de TG, DG, MG, FFA y etanol, a 

través de una simulación computacional. En este estudio, los autores encontraron que la 

hidrólisis y la etanólisis ocurren simultáneamente a una tasa mayor que la reacción de 

esterificación. 
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En los capítulos previos ha sido establecido que las reacciones paralelas de hidrólisis y 

esterificación pueden ser inhibidas por la utilización de un medio anhidro en reacciones 

catalizadas por la lipasa Novozym 435. Lo anterior, permitiría producir FAME principalmente 

a través de la transesterificación de TG. Por lo tanto, la utilización de este medio en un estudio 

cinético permitiría simplificar los mecanismos de reacción e investigar efectivamente la 

cinética de la transesterificación de TG catalizada por lipasas.  

El objetivo de este estudio fue investigar la cinética de la transesterificación para la 

producción de FAME catalizada por Novozym 435 en un medio anhidro, utilizando WFO 

como materia prima, metanol como aceptor acilo y tert-butanol como co-solvente. Además, 

con los resultados obtenidos se llevó a cabo la puesta en marcha de un reactor semi-continuo 

para la producción de FAME.  

 

6.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.3.1 Materiales 

Como materia prima se utilizó WFO de un restaurant de la zona, el cual fue filtrado antes de 

su caracterización y de su uso en los experimentos. Para caracterizar el WFO se analizaron 

algunas de sus propiedades de acuerdo a la metodología analítica (Anexo), estas propiedades 

fueron: valor de acidez, contenido de FFA, índice de yodo, índice de peróxido, viscosidad y 

densidad (Tabla 6.1). Como catalizador se utilizó Novozym 435 el cual fue donado por Novo 

Industries, Dinamarca. Para generar el medio anhidro se utilizaron tamices moleculares de 3 Å 

y como co-solvente se utilizó tert-butanol, ambos adquiridos en Sigma-Aldrich. Para la 

determinación del rendimiento de FAME se utilizó metil ester de ácido heptadecanoico con 

pureza para análisis cromatográfico. Todos los otros químicos utilizados fueron de grado 

analítico.  
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Tabla 6.1 Propiedades fisicoquímicas del aceite residual de fritura (WFO). 

Propiedades Unidad WFO 

Densidad (a 20 °C) kg/m3 926 

Viscosidad cinemática a 40 °C  cst 47,9 

Índice de acidez  mg KOH/g 4,6 

FFA % 2,3 

Índice de yodo g I2/100g aceite 89  

Índice de peróxido meq/kg 10,5 

 *Las muestras fueron filtradas antes del análisis 

 

6.3.2 Modelo cinético 

En este estudio se utilizó el modelo Ping Pong con inhibición competitiva por alcohol para 

modelar el proceso (Ec. 6.1) (Al-Zuhair et al., 2006; Krishna y Karanth, 2001). 
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IM
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(6.1) 

 

Donde: 

υ   : velocidad inicial de reacción (mol/L/min). 

Vmáx  : velocidad máxima de reacción (mol/L/min). 

KW   : constante de saturación del aceite residual (mol/L). 

KM  : constante de saturación de metanol (mol/L). 

KIM  : constante de inhibición de metanol (mol/L). 

[W]  : concentración de aceite residual (mol/L). 

[M]  : concentración de metanol (mol/L). 

 

6.3.3 Procedimiento para la determinación de las constantes cinéticas 

Para el cálculo de las constantes cinéticas Vmáx, KW y KM  el sistema fue acotado para utilizar 

una cinética de Michaelis – Menten. Para el cálculo de Vmáx y KM, se eliminó el efecto del 
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WFO manteniendo una concentración no inhibitoria ni limitante de 300 mol/L. La 

concentración de metanol se varió entre 100 y 3000 mol/L. Esto permitió utilizar una cinética 

de Michaelis – Menten solo en función de la concentración de metanol. Para el cálculo de Vmáx 

y KW, se eliminó el efecto del metanol manteniendo una concentración no inhibitoria ni 

limitante de 1400 mol/L. La concentración de WFO se varió entre 200 y 350 mol/L. Esto 

permitió utilizar una cinética de Michaelis – Menten solo en función de la concentración de 

WFO, según se ejemplifica en la Ec. 6.2. Para el cálculo de las concentraciones se consideró 

como volumen total de la reacción la suma de ambos reactantes, metanol y aceite. Las 

concentraciones seleccionadas para este estudio estuvieron en el rango de razones de metanol/ 

WFO entre 0,6/1 a 15/1 (mol/mol), para el caso de metanol variable y razones molares 

metanol/WFO de 3/0,375 a 3/1 (mol/mol), para los experimentos con concentraciones 

variables de WFO. La mayor concentración de WFO fue establecida en función de la mínima 

cantidad de WFO necesaria para completar la reacción estequiométrica. 

 

[ ]
max[ ]

W

V W

K W
υ =

+
     (6.2)

 

 

Para determinar los parámetros cinéticos Vmáx y KW, los datos fueron analizados a través de un 

gráfico de dobles recíprocos o de Lineweaver-Burk, obtenido a partir de la linealización de la 

ecuación de Michaelis – Menten (Ec. 6.3). Se realizó el mismo procedimiento para la 

obtención de las constantes KM y Vmáx para el metanol variable. 

 

max max

1 1 1

[ ]
WK

V W Vυ
= • +

      (6.3)

 

 

Los resultados obtenidos fueron optimizados utilizando Excel solver para encontrar la mínima 

función objetivo de acuerdo a la ecuación 6.4. Esta ecuación compara las tasas medidas en 

forma experimental, con las tasas predichas por la ecuación cinética. Con esta optimización 
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fue posible obtener la constante KIM, utilizando constantes de inhibición de acuerdo a 

referencias para iniciar la iteración (Al-Zuhair et al., 2009).  

 

    
2( exp)FO predυ υ= ∑ −         (6.4) 

 
Donde: 

FO      : función objetivo. 

υ pred : velocidad predicha. 

υ pred :velocidad experimental. 

 

6.3.4 Condiciones de reacción 

Cada reacción con las diferentes concentraciones de sustrato fue realizada en matraces 

Erlenmeyer de 25 mL con tapón de vidrio esmerilado para evitar pérdidas de metanol. Cada 

matraz fue incubado en un shaker durante 4 horas bajo las mismas condiciones de operación: 

15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% v/v) de tert-butanol, 0,5 g de tamices moleculares 

y 200 rpm. La dosis de tert-butanol fue seleccionada de acuerdo a los resultados del capítulo 

V. La dosis de tamices se calculó de acuerdo a la Ecuación 4.1, considerando un contenido de 

FFA de 2,3 % de acuerdo a la caracterización del WFO (Tabla 6.1). Se realizaron cuatro 

repeticiones para cada experimento. 

La toma de muestras se llevó a cabo extrayendo cada 5 minutos 50 µL de la mezcla 

perfectamente agitada, durante los primeros 30 minutos de reacción. Luego, se tomaron 

muestras del mismo volumen cada 30 minutos hasta completar las 4 horas de reacción. Las 

muestras obtenidas fueron almacenadas a 4 °C para detener la reacción. Posteriormente, las 

muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm. Las muestras centrifugadas se 

calentaron a 85 ºC, durante 30 minutos para eliminar el tert-butanol y el metanol. El 

sobrenadante fue extraído para cuantificar el rendimiento de FAME a través de GC-MS 

(Anexo A.1). 
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6.3.5 Puesta en marcha de un reactor semi-continuo para la producción de FAME 

Se implementó un reactor semi-continuo para la producción de FAME de acuerdo a la Figura 

6.1. El reactor fue construido en vidrio con un volumen útil de 0,5 L. Para el control de la 

temperatura se dispuso de una camisa conectada a un termostato. Para la agitación, el reactor 

fue montado sobre una placa con agitador magnético. Para la generación de un medio anhidro, 

los tamices moleculares fueron dispuestos en una columna de vidrio contigua al reactor, a 

través de la cual se recirculó continuamente la mezcla de la reacción. Para completar el set-up 

se implementó un sedimentador de vidrio del mismo volumen que el reactor, de modo de 

separar el FAME del glicerol.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Figura 6.1 Esquema del reactor enzimático para la producción de FAME. 

 

El reactor fue utilizado para llevar a cabo reacciones sucesivas para la producción de FAME.  

Para la puesta en marcha se adicionaron 15,3 gramos de enzimas (15 % p/p de Novozym 435) 

al reactor. Posteriormente, se adicionaron al mismo reactor 110 mL de WFO, 83 mL de tert-

butanol (0,75 v/v) y 41 mL de metanol equivalentes a una razón molar 8/1, para alcanzar un 

volumen total de 234 mL. Paralelamente, a la columna de tamices se le adicionaron 20 gramos 

de tamices moleculares de 3 Å. Cada reacción fue llevada a cabo a 44,5 °C y 200 rpm, durante 

4 horas de reacción, recirculando continuamente la mezcla a través de la columna de tamices. 
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Luego de este periodo, la mezcla fue transferida al sedimentador en donde el glicerol fue 

separado del FAME luego de 1 hora de sedimentación. El glicerol sedimentado fue extraído 

por la parte inferior del sedimentador. Finalmente, el FAME fue extraído del sedimentador 

para ser analizado por cromatografía de gases (Anexo A2.1), luego de la eliminación de los 

solventes y de su posterior centrifugación.  

Para la realización de los ciclos posteriores se repitió el mismo procedimiento descrito, 

reutilizando directamente las enzimas adicionadas en el primer ciclo de reacción (éstas fueron 

mantenidas al interior del reactor durante todos los ciclos sucesivos).  

 

6.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.4.1 Efecto de la variación de la concentración de metanol en el rendimiento de FAME y 

en la velocidad inicial de reacción 

 
Se investigó el efecto de la variación de la concentración de metanol en el rendimiento de 

FAME para una concentración de WFO constante. Para esto se realizaron reacciones de 

producción de FAME variando la razón molar metanol/WFO desde 0,6 a 15 (mol/mol) (Figura 

6.2). Según la Figura 6.2 se distinguieron dos zonas, una correspondió a un rendimiento bajo 

el 60 % para relaciones metanol/WFO bajo las estequiométricas (< 3:1 moles de 

metanol/moles de WFO). La otra zona correspondió a un rendimiento de FAME sobre el 60 

%, para razones de metanol sobre la estequiométrica (≥ 3:1 moles de metanol/moles de WFO). 

Esta tendencia fue observada hasta una razón molar metanol/WFO 8/1 (mol/mol). Para las 

razones molares superiores de metanol/WFO 12/1 y 15/1 (mol/mol), se observó una 

disminución en el rendimiento de la reacción.   

Los resultados obtenidos coincidieron con los reportados por Phan y Phan (2008), quienes 

utilizando WFO como materia prima y metanol como aceptor acilo, establecieron un 

incremento en el rendimiento de FAME hasta una razón 8/1 el cual disminuía para razones 

sobre 12/1. Sin embargo, cabe destacar que en esta investigación Phan y Phan (2008) 

utilizaron KOH como catalizador. La reducción del rendimiento para altas concentraciones de 

metanol se podría deber a que el exceso de metanol interferiría en la separación de los ésteres 

producidos, por un incremento de la solubilidad del glicerol (Encinar et al., 2007). Esto 



Capítulo VI. Cinética y puesta en marcha de un reactor enzimático para la producción de biodiesel 

Proceso enzimático para la producción de FAME utilizando aceites residuales de fritura en mezcla con 
aceite de raps como materia prima.   103 

significa que el proceso enzimático investigado tendría un funcionamiento similar a un 

proceso químico convencional. Por lo tanto, las condiciones operacionales utilizadas en la 

presente investigación permitirían optimizar el comportamiento de la lipasa como catalizador, 

evitando su inhibición, para alcanzar resultados similares a los obtenidos en una catálisis 

química convencional. 

La Figura 6.2 también muestra que fueron necesarios cortos tiempos de reacción de entre 3 y 4 

horas para alcanzar rendimientos de alrededor de un 90 % con razones de metanol/WFO entre 

6/1 y 7/1 (mol/mol). Royon et al. (2007) también alcanzaron altos rendimientos bajo 

condiciones de operación similares, obteniendo un 80 % de rendimiento de FAME luego de 5 

horas de reacción, utilizando Novozym 435 como catalizador, tert-butanol como co-solvente y 

razón molar metanol/aceite 6/1.  
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Figura 6.2 Rendimiento de FAME para diferentes moles equivalentes de metanol y WFO 

constante (1 mol). Condiciones de operación: 15 (% p/p) de Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% 

v/v) de tert-butanol, 0,5 g de tamices moleculares de 3 Å y 200 rpm. 
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A pesar de los altos rendimientos alcanzados bajo estas condiciones previamente optimizadas, 

los estudios de cinética enzimática recientemente reportados no han considerado el uso de 

condiciones óptimas de reacción, obteniendo bajos rendimientos de FAME. Por ejemplo, Al-

Zuhair et al. (2009) en 10 horas de reacción alcanzó un 35 % de FAME en un medio sin 

solvente utilizando lipasa de P. cepacia como catalizador y un 5,9 % de FAME en 62 horas de 

reacción utilizando lipasa de Candida antarctica y n-hexano como co-solvente. Si bien estas 

investigaciones han permitido comprender la cinética enzimática, las constantes y velocidad 

obtenidas no son aplicables a mayor escala en un proceso industrial, debido a los bajos 

rendimientos de producción de FAME alcanzados. Por el contrario, el presente estudio  

permitiría generar un proceso catalizado por lipasas factible de ser implementado a escala 

industrial, que incluso podría ser competitivo con un proceso convencional de catálisis 

química.  

Los resultados de rendimiento de FAME fueron convertidos a concentración de FAME para la 

determinación de la tasa inicial de reacción. Estos datos de concentración de producto versus 

el tiempo fueron graficados para todas las concentraciones estudiadas. Posteriormente, se 

consideró el incremento de la producción de FAME durante los primeros 20 minutos de 

reacción, para lo cual se calcularon las pendientes en ese periodo (tasa inicial de reacción). 

Este periodo se estableció considerando pendientes con R > 0,9. La Figura 6.3 muestra un 

ejemplo de esta metodología para algunas de las concentraciones de metanol investigadas. Los 

resultados de la tasa inicial obtenida fueron utilizados para el cálculo de las constantes 

cinéticas.  
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Figura 6.3 Determinación de la tasa inicial de reacción para diferentes concentraciones 

iniciales de metanol y concentración inicial constante de WFO [300 mol/L] (R > 0,9).   

 

6.4.2 Efecto de la variación de la concentración de WFO en la tasa inicial de reacción 

Para investigar el efecto de la variación de la concentración de WFO en la producción de 

FAME, se utilizó una concentración de metanol no limitante ni inhibitoria, establecida de 

acuerdo a los resultados obtenidos en la primera parte de esta investigación. Bajo estas 

condiciones se investigó el efecto del WFO para razones molares metanol/WFO desde 3/0,375 

a 3/1 (mol/mol). La Figura 6.4 muestra el gráfico con los resultados obtenidos de rendimiento 

de FAME durante la reacción. De acuerdo a estos resultados fue posible alcanzar un mayor 

rendimiento de FAME para bajas dosis de WFO, lo que haría suponer una inhibición por 

sustrato. Sin embargo, de acuerdo a Al-Zuhair et al. (2006) diversos reportes han predicho 

erróneamente que existe inhibición por sustrato en la cinética enzimática de ácidos grasos. 

Este error se ha debido a que en estas investigaciones se ha utilizado el porcentaje de 

conversión para describir la cinética de la reacción en vez de la tasa inicial de reacción. Por lo 

tanto, en el presente estudio se utilizó la tasa inicial de reacción para analizar la cinética 

enzimática, la que fue similar para todas las concentraciones estudiadas (Figura 6.4). 
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Figura 6.4 Determinación de la tasa inicial de reacción para diferentes concentraciones 

iniciales de WFO y concentración inicial constante de metanol [1400 mol/L] (R > 0,96).   

 

Los resultados de rendimiento de FAME obtenidos fueron convertidos a concentración de 

FAME de acuerdo a los moles de FAME producidos, en función del volumen de reactantes en 

la reacción. Estos resultados fueron utilizados para calcular la tasa inicial de reacción durante 

los primeros 20 minutos. Este tiempo de reacción fue establecido de la misma forma que para 

el caso el metanol, con un R > 0,96 para cada curva. El cambio de la tasa inicial obtenida fue 

graficada en función de las concentraciones de WFO investigadas, como se observa en la 

Figura 6.5. Los resultados obtenidos permitieron establecer que no hubo inhibición por 

sustrato para el rango de concentraciones estudiadas. Resultados similares de una cinética 

competitiva sin inhibición por sustrato fueron reportados por Al-Zuhair et al. (2006). Sin 

embargo en un estudio posterior, los mismos autores reportaron por primera vez una 

inhibición por sustrato durante la transesterificación de TG (Al-Zuhair et al., 2007). 

Previamente, la inhibición por ácidos grasos durante la esterificación también había sido 

reportada (Krishna y Karanth, 2001). 
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En el presente estudio la inexistencia de inhibición por sustrato podría estar asociada a que en 

esta investigación se consideró solamente la transesterificación de TG, debido a que se trabajó 

en un medio anhidro que evitó las reacciones de hidrólisis y esterificación. Por el contrario, en 

su estudio Al-Zuhair et al. (2007) utilizaron un medio orgánico que pudo haber favorecido 

reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación. Por lo tanto, la inhibición por sustrato 

encontrada en el estudio de Al-Zuhair et al. (2007) podría estar asociada a la inhibición por 

ácidos grasos durante la esterificación, propuesta previamente por Krishna y Karanth (2001).  

Por otro lado, en este estudio se utilizaron condiciones óptimas de operación que permitirían 

un mejor desempeño de las enzimas para catalizar la reacción. Según Yadav y Lathi (2004) la 

inhibición por sustrato podría ser producida al utilizar lipasas inmovilizadas, debido a que 

éstas adsorberían el sustrato en exceso generándose problemas de transferencia de masa. En el 

presente estudio, esta inhibición se pudo evitar debido a que Novozym 435 es una enzima 

inmovilizada en un material hidrofílico y además, se utilizó un sistema con tert-butanol como 

co-solvente que elimina problemas de inmiscibilidad en la reacción. De forma similar, en una 

reciente investigación Halim y Kamaruddin (2008) reportaron que la cinética de la 

transesterificación catalizada por Novozym 435 en un sistema usando tert-butanol como co-

solvente, podría ser modelada usando un mecanismo Ping Pong con inhibición solamente por 

metanol. Por lo tanto, en la presente investigación se utilizó este mecanismo para la 

modelación de la cinética de la transesterificación enzimática de WFO. 
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Figura 6.5 Cambio de la tasa inicial de reacción para diferentes concentraciones de WFO y 

metanol constante [1400 mol/L].   

 

6.4.3 Modelo cinético para la transesterificación enzimática 

Para la estimación de las constantes de saturación y la velocidad máxima, se construyó un 

gráfico de dobles recíprocos o gráfico de Lineweaver-Burk, tanto para el WFO variable como 

para el metanol variable. La Figura 6.6 muestra el gráfico de dobles recíprocos obtenido para 

el estudio de concentraciones variables de metanol. La constante de inhibición fue estimada 

usando Excel solver de acuerdo a la ecuación 6.4. 
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Figura 6.6 Gráfico de Lineweaver-Burk de los recíprocos de la concentración de metanol y de 

la velocidad inicial de reacción.  

 

Los parámetros cinéticos estimados comparados a los reportados por literatura, son mostrados 

en la Tabla 6.2. En esta Tabla se observan importantes diferencias entre los resultados 

reportados, esto podría estar asociado a las diferencias entre las condiciones de 

experimentación y la forma de expresar los resultados. Krishna y Karanth (2001) utilizaron 

ácido butírico e isoamyl alcohol con Lipozyme IM-20 como catalizador en un sistema con n-

hexano. Asimismo, en los experimentos realizados por Al-Zuhair et al. (2009) se utilizó el 

mismo solvente orgánico, n-hexano y la lipasa de Candida antarctica en solución. Pese a las 

diferencias, existen algunas similitudes en los trabajos reportados. En el estudio de Halim y 

Kamaruddin (2008) cuyas condiciones experimentales se asemejaron más al presente estudio, 

no se encontró inhibición por sustrato. Este resultado podría estar asociado al uso de tert-

butanol como co-solvente en ambos estudios. Además, los resultados reportados en la Tabla 

6.2 coinciden en el mayor efecto inhibitorio del metanol. En este sentido, Al-Zuhair et al. 
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(2007) sólo encontró inhibición por sustrato a razones molares superiores a 1/4 moles de 

moles de metanol/ moles de WFO 

Los resultados de las constantes de saturación obtenidos (KW y KM)  confirman una mayor 

afinidad por el aceite que por el metanol por parte de las enzimas. El alto valor de KM permite 

establecer que es necesaria una alta dosis de metanol para incrementar la velocidad de 

reacción de transesterificación catalizada por Novozym 435. A pesar de los diferentes órdenes 

de magnitud de los otros estudios reportados (Tabla 6.2) estos muestran la misma tendencia de 

un KM mayor a un KW.   

 
Tabla 6.2 Comparación entre los valores de Vmáx, KM, KS y KIS de diferentes referencias. 

Parámetro Referencias 

 
(Halim y 
Kamaruddin, 2008) 

(Krishna y 
Karanth, 2001) 

(Al-Zuhair 
et al., 2009) 

Este trabajo 

Vmáx (mol/L/min) 0,94 0,012 0,002 0,018 

KW (mol/L) 2,61 3030 0,25 397 

KM (mol/L) 10,25 3060 0,11 1030 

KIM (mol/L) 1,60 1,05 35,0 1815 

KIW (mol/L) - 6,55* 28,0* - 
*Constantes de inhibición obtenidas de estudios con aceites vegetales comestibles. 

 

En la mayoría de los estudios cinéticos de transesterificación o esterificación catalizadas con 

lipasas que consideran alcoholes de cadena corta, se ha observado solamente inhibición por 

alcohol, la cual es descrita por el modelo cinético de Ping Pong con inhibición competitiva por 

alcohol (Ec. 6.1). El modelo Ping Pong de la ecuación 6.1 con las constantes estimadas es 

presentado en la ecuación 6.5.  
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De acuerdo a las Figuras 6.7 y 6.8, el modelo predice en forma adecuada el comportamiento 

de la reacción. Esto significa que las simplificaciones realizadas utilizando Michaelis – 

Menten permitieron determinar apropiadamente las constantes cinéticas.  

Los resultados de la Figura 6.7 permiten establecer que la enzima presentó una baja inhibición 

incluso a concentraciones elevadas de metanol, manteniendo una alta tasa inicial de reacción 

hasta una razón molar metanol/ WFO 8/1 (mol/mol) (aprox. 2000 mol/L). Además, el modelo 

predice una disminución moderada de la tasa inicial para concentraciones mayores. La razón 

de la alta actividad de la enzima a concentraciones elevadas de metanol podría estar asociada a 

la incorporación del co-solvente en la reacción. La posibilidad de utilizar altas concentraciones 

de  metanol en la catálisis enzimática permitiría alcanzar un proceso competitivo a nivel 

industrial. Esto se debe a que mayores razones estequiométricas de metanol permiten 

desplazar el equilibrio hacia los productos, generando tiempos de reacción menores y por lo 

tanto, factibles de ser usados a escala industrial.  

 

Figura 6.7 Comparación entre la tasa inicial de reacción predicha por el modelo y la tasa 

experimental a diferentes concentraciones de metanol y WFO constante [300 mol/L].  
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Figura 6.8 Comparación entre la tasa inicial de reacción predicha por el modelo y la tasa 

experimental a diferentes concentraciones de WFO y metanol constante [1400 mol/L]. 

 

6.4.4 Puesta en marcha de un reactor semi-continuo para la producción enzimática de 

FAME  

Se investigó la producción semi-continua de FAME para lo cual se implementó un nuevo 

reactor enzimático con tamices moleculares para la extracción del agua durante la reacción 

(Figura 6.9). Para facilitar el proceso, los tamices fueron dispuestos en una columna aparte 

según se muestra en la Figura 6.9. Las concentraciones de metanol y WFO fueron establecidas 

de acuerdo a los resultados obtenidos por el estudio cinético (razón metanol/WFO 8/1 

mol/mol). La operación de reactor se llevó a cabo durante 30 horas manteniendo las mismas 

enzimas en el reactor durante los ciclos sucesivos y adicionando nuevas materias primas y 

tamices para cada nuevo ciclo de reacción.  
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Figura 6.9 Reactor enzimático para la producción de FAME. 

 

Los resultados obtenidos durante la puesta en marcha del reactor muestran que no existe 

evidencia de pérdida significativa de la actividad enzimática durante los ciclos sucesivos, 

debido a que el rendimiento de las reacciones se mantiene constante y sobre el 80 % de FAME 

(Figura 6.10). Esto demuestra que el medio anhidro y el uso de tert-butanol como co-solvente 

son herramientas efectivas para implementar un proceso enzimático semi-continuo que pueda 

llegar a ser económicamente competitivo. En función de alcanzar esta meta es necesario 

desarrollar futuras investigaciones operando el reactor en el largo plazo para establecer vida 

útil de las enzimas bajo las condiciones propuestas. Además, sería de interés establecer un 

procedimiento para la reutilización de los tamices moleculares. Otra alternativa a investigar es 

el uso de otros materiales absorbentes, tales como las zeolitas, lo cual permitiría bajar los 

costos de producción.  
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Figura 6.10 Rendimiento de FAME durante la puesta en marcha de un reactor enzimático 

semi-continuo en medio anhidro con reutilización de enzimas. Condiciones de operación por 

ciclo: 100 (% p/p) de WFO, razón metanol/aceite 8/1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 

0,75 (v/v) de tert-butanol, 44,5 °C, 200 rpm y 4 horas de reacción. 

 

Los cortos tiempos de reacción de este proceso y la reutilización de las enzimas generan una 

alternativa factible de ser utilizada a escala industrial. Este proceso presenta importantes 

ventajas en comparación al proceso convencional con catalizador químico. Esto se debe a que 

a pesar de que el proceso químico requiere sólo 1 hora de reacción de transesterificación, 

luego del proceso es necesaria una etapa de lavado para eliminar los residuos del catalizador 

químico. Esta etapa anexa no es necesaria en el proceso propuesto debido a la utilización de 

un catalizador sólido.  
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6.5 CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO VI 

 
Los resultados de la cinética de la transesterificación de WFO catalizada por la lipasa 

Novozym 435 en un medio anhidro, permitieron determinar que a una concentración de 

metanol constante no se encontraron efectos inhibitorios del sustrato dentro del rango de 

concentraciones estudiadas (hasta una razón molar de metanol/WFO 3/1 mol/mol). Por el 

contrario, a una concentración de WFO constante se encontró que hasta 1200 mol/L de 

metanol se incrementaba la tasa de producción de FAME, disminuyendo paulatinamente para 

concentraciones superiores. Con los resultados se pudo establecer la factibilidad de usar altas  

dosis de metanol de hasta 8/1 moles de metanol/moles de WFO que permitieron desplazar el 

equilibrio hacia los productos y acelerar la reacción sin pérdida de actividad enzimática. La 

reacción fue descrita por un modelo Ping-Pong con inhibición competitiva por metanol. Los 

resultados experimentales fueron usados para determinar los parámetros cinéticos del modelo: 

Vmáx= 0,018 mol/L/min, KM, metanol = 1030 mol/L, KW,WFO= 397 mol/L y KIM, metanol= 1815 

mol/L. Con los resultados obtenidos se implementó un reactor enzimático semi-continuo para 

la producción de FAME. Las condiciones de operación del reactor fueron: 100 (% p/p) de 

WFO, 15 (% p/p) de Novozym 435, razón metanol/WFO 8/1 (mol/mol), 0,75 (v/v) de tert-

butanol y 44,5 °C a 200 rpm. El reactor fue operado reutilizando las enzimas durante ciclos 

consecutivos de 4 horas, en un sistema con tert-butanol como co-solvente y recirculando la 

mezcla de reactantes a través de una columna con tamices moleculares. Los resultados 

mostraron rendimientos sobre un 80 % de FAME durante 7 ciclos sucesivos. A diferencia de 

los trabajos reportados hasta la fecha, los cortos tiempos de reacción de este proceso y la 

reutilización de las enzimas generan una alternativa factible de ser utilizada a escala industrial, 

generándose un proceso potencialmente competitivo con el proceso convencional con 

catalizador químico. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

 

Pese a que existen numerosos estudios relacionados con la producción de FAME catalizada 

con lipasas, la incorporación de WFO al proceso es un área que sólo ha comenzado a ser 

investigada en los últimos años. En este contexto, el objetivo de la presente investigación fue 

desarrollar un proceso enzimático para la producción de FAME incorporando WFO a la 

reacción con aceite de raps.  

En una primera etapa, la investigación llevada a cabo a través de una MSR (capítulo III) 

permitió establecer que la incorporación de estos aceites ácidos (WFO) incrementó el 

rendimiento de la reacción. Estos resultados concuerdan con los reportados por Li et al. (2007) 

quienes investigaron la producción de FAME catalizada por R. oryzae, estableciendo que la 

utilización de un aceite acidificado con FFA sintético permitiría incrementar el rendimiento de 

la reacción. Por el contrario, Watanabe et al. (2001) establecieron que residuos en WFO 

podrían afectar negativamente la actividad de las enzimas. En el presente trabajo, luego de 

estudiar una posible afinidad por sustrato (capítulo III), se estableció que la incorporación de 

WFO a la reacción favorecería el rendimiento, debido a que se trata de un sustrato más 

degradado, caracterizado por un mayor contenido de MG, DG y FFA que el aceite de raps. A 

pesar de que en esta etapa se incluyeron los FFA como sustratos que favorecerían la actividad 

enzimática, en el capítulo IV utilizando un medio anhidro (adicionando tamices moleculares 

de tamaño de 3 Å a la reacción), se determinó que la incorporación de ácido linoleico al aceite 

de raps como sustrato producía una disminución en el rendimiento de la reacción. Sin 

embargo, se comprobó que efectivamente los MG y DG son sustratos rápidamente degradados 

por la lipasa utilizada (Novozym 435). Lo anterior llevaría a establecer que efectivamente los 

MG y DG podrían favorecer la actividad de la enzima y por lo tanto favorecer el rendimiento 

de la reacción. No obstante, la presencia de FFA podría afectar negativamente el rendimiento 

ya que favorece las reacciones paralelas de esterificación e hidrólisis. Esto se comprobó al 

alcanzar rendimientos superiores al utilizar un medio anhidro, llevando a cabo la producción 

de FAME principalmente a través de la reacción de transesterificación, luego de la 

esterificación del contenido inicial de FFA en la materia prima. 

En los estudios de catálisis enzimática para la producción de FAME se suele establecer que la 

ventaja de utilizar esta catálisis es que permite el uso de materias primas alternativas y 
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residuales con variables contenidos de agua y FFA (Al-Zuhair et al., 2009; Chen et al.,  2009; 

Fukuda et al., 2001; Fjerbaek et al., 2009). Se ha reportado además que estas características no 

interfieren en la reacción ya que los FFA son esterificados a FAME y pequeñas dosis de agua 

sirven para incrementar la actividad enzimática (Fukuda et al., 2001). Durante el desarrollo del 

proceso enzimático investigado, fue posible establecer que a pesar de que los FFA pueden ser 

esterificados, estos interfieren en las rutas de la reacción favoreciendo la hidrólisis al producir 

agua como subproducto. Esta agua producida por esterificación sumada al agua presente en la 

materia prima, serían las responsables de un producto ácido que no podría ser comercializado 

sin previos tratamientos de purificación.  

En el presente trabajo, el uso de un medio anhidro permitió disminuir el contenido de MG y 

DG y la acidez del producto, incrementando el rendimiento de la reacción. Sin embargo, el uso 

de este medio al igual que en el medio control (sin la adición de tamices moleculares), no 

permitió reutilizar sucesivamente la lipasa Novozym 435. Esto fue resuelto incorporando tert-

butanol como co-solvente a la reacción, lo cual permitió reutilizar la enzima 17 veces 

manteniendo el rendimiento sobre 50 %. Esta alta estabilidad de la enzima en reacciones 

sucesivas estaría relacionada con las características de tert-butanol como co-solvente 

medianamente polar. Este co-solvente permitiría remover el glicerol y el metanol de las lipasas 

gracias a sus propiedades hidrofílicas, permitiría mantener una alta actividad de las enzimas 

gracias a sus propiedades hidrofóbicas y eliminaría los problemas de inmiscibilidad entre el 

alcohol y el aceite (Yu et al., 2010). 

Estos resultados generan un cuestionamiento acerca de la mayoría de los reportes de cinética 

enzimática encontrados en la literatura, en los cuales se utilizan solventes que no mejoran los 

problemas de miscibilidad entre el alcohol y el aceite generando además otros inconvenientes 

en la reacción. Los solventes polares tales como n-hexano, (Al-Zuhair et al., 2007; Al-Zuhair 

et al., 2009; Dossat et al., 2002) y n-hexadecano (Pessoa et al., 2010) favorecen la actividad 

enzimática, pero no son miscibles en metanol y glicerol. Por otro lado, los solventes polares 

como el agua (Cheirsilp et al., 2008) son miscibles en metanol y glicerol pero afectan 

negativamente la actividad de las lipasas. Lo anterior puede entregar información errónea del 

comportamiento y actividad enzimática, no permitiendo utilizar la información obtenida para 

escalar los procesos a nivel industrial. 
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Debido a que lo anterior, en este trabajo se desarrollo un estudio cinético para conocer el 

funcionamiento de la enzima bajo las condiciones establecidas previamente, (en medio 

anhidro, utilizando tert-butanol como co-solvente y WFO como materia prima) que 

permitieron mejorar la miscibilidad del medio, sin afectar negativamente la actividad 

enzimática. Los resultados permitieron validar el modelo cinético Ping Pong con inhibición 

competitiva por alcohol y permitieron establecer que hasta con un razón metanol/WFO de 8/1 

(mol/mol) fue factible incrementar el rendimiento de la reacción, sin afectar negativamente la 

actividad enzimática. Finalmente, la puesta en marcha de un reactor enzimático bajo las 

condiciones establecidas a lo largo de toda la investigación, permitió establecer  que el trabajo 

realizado generó un proceso con potencial para ser implementado a escala industrial. Para lo 

anterior, las proyecciones de este trabajo apuntan a llevar a cabo la operación del reactor en el 

largo plazo con la finalidad de conocer el tiempo de vida útil de la enzima y estudiar la 

reutilización de los tamices moleculares u otra zeolita más económica. Todo lo anterior 

permitiría realizar un análisis de ciclo de vida del proceso para ser comparado con un proceso 

alcalino convencional y conocer su potencial para ser implementado a escala industrial.  
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CONCLUSIONES GENERALES 

 

o La adición de aceite residual de fritura (waste frying oil, WFO) en la reacción 

catalizada por Novozym 435 y utilizando aceite de raps como materia prima 

incrementó el rendimiento de metil ésteres de ácidos grasos (fatty acid methyl ester, 

FAME). Este efecto pudo ser principalmente atribuido al mayor contenido de 

monoglicéridos (MG), diacilglicéridos (DG) en el WFO, comparado al aceite de raps, 

los cuales son sustratos más disponibles para la catálisis enzimática. 

 

o La óptima combinación de condiciones predichas por la metodología de superficie de 

respuesta (MSR) para obtener un 100 % de rendimiento de FAME fueron el uso de 100 

(% p/p) de WFO, razón metanol/aceite 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435 y 

44,5 °C a 200 rpm.  

 

o El rendimiento de FAME fue incrementado al incorporar tamices moleculares de 

tamaño de 3 Å a la reacción, lo cual generó un medio anhidro. Este medio evitó las 

reacciones paralelas de hidrólisis y esterificación produciéndose FAME principalmente 

por transesterificación. Además, el uso de un medio anhidro disminuyó el contenido de 

DG y el índice de acidez del FAME, alcanzando valores cercanos a la normativa. 

 

o El uso de tert-butanol como co-solvente permitió llevar a cabo  17 ciclos sucesivos de 

producción de FAME, mostrando que Novozym 435 puede ser reutilizada en un medio 

anhidro.  

 

o La reacción de producción de FAME de WFO catalizada por Novozym 435 en un 

medio anhidro y utilizando tert-butanol como co-solvente, fue descrita por un modelo 

Ping-Pong con inhibición competitiva por metanol. Los parámetros cinéticos del 

modelo fueron: Vmáx= 0,018 mol/L/min, KM, metanol = 1030 mol/L, KW, WFO= 397 

mol/L y KIM, metanol= 1815 mol/L. Los resultados del modelo permitieron demostrar 

que el medio investigado permite utilizar altas dosis de metanol sin generar la pérdida 

de actividad de la lipasa, lo cual incrementa la velocidad de la reacción.  
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o La puesta en marcha de un reactor enzimático en un sistema con tert-butanol como co-

solvente, medio anhidro y reutilización de enzimas, permitió mantener rendimientos 

sobre un 80 % de FAME durante 7 ciclos consecutivos de 4 horas bajo las siguientes 

condiciones de operación: 100 (% p/p) de WFO, 15 (% p/p) de Novozym 435, razón 

metanol/WFO 8/1 (mol/mol), 0,75 (v/v) de tert-butanol y 44,5 °C a 200 rpm. 

 
o A diferencia de los trabajos reportados hasta la fecha, los cortos tiempos de reacción de 

este proceso (4 h) y la reutilización de las enzimas generan una alternativa factible de 

ser implementada a escala industrial, generando un proceso con catalizador enzimático 

que podría llegar a ser económicamente competitivo con un proceso químico 

convencional.  

 
o Es de interés para investigaciones futuras en el área realizar un análisis económico o un 

análisis de ciclo de vida que permita comparar el proceso enzimático propuesto con el 

proceso químico convencional. Para lo anterior, sería necesario llevar a cabo la 

operación del reactor en el largo plazo de tal manera de determinar la vida útil de 

Novozym 435 bajo las condiciones propuestas.  
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Nomenclatura 

 

GC/MS   = Cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masa. 

FAAE     = Fatty acid alkil ester (alquil ésteres de ácidos grasos). 

FAME   = Fatty acid methyl ester (metil ésteres de ácidos grasos o biodiesel). 

DG        = Diglicéridos. 

FFA       = Free fatty acid (ácidos grasos libres). 

MG        = Monoglicéridos. 

MSR      = Metodología de superficie de respuesta. 

Novozym 435 = Lipasa comercial de Candida antárctica inmovilizada en resina de acrílico. 

SCO   = Single cell oil. 

TG   = Triglicéridos. 

WCO   = Waste cooking oil (aceite residual de cocina). 

WFO   = Waste frying oil (aceite residual de fritura).  
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A2. METODOLOGÍA ANALÍTICA 

 
La metodología analítica utilizada incluyó la metodología para biodiesel EN-14214, la 

metodología de Araújo, 1996, los procedimientos estándar de empresas COPEC para análisis 

de combustibles y de acuerdo a ASTM Standard Methods (ASTM 2008).  

 

A2.1 Cuantificación e identificación de ácidos grasos (Adaptado de EN-14214) 
 

Principio del método: 

Determinación del porcentaje de ésteres metílicos de ácidos grasos presentes en la muestra y 

de su concentración, mediante cromatografía en fase gaseosa utilizando calibración interna.   

 

Reactivos: 

• Metil ester de ácido heptadecanoico pureza para cromatografía (C17:0). 

• n-hexano o n-heptano. 

 

Materiales y equipos: 

• Cromatógrafo de gases Clarus 600, acoplado a un espectrómetro de masa Clarus 500T de 

Perkin Elmer (GC/MS). 

• Columna capilar Elite 5-MS (95 % difenil-5 % dimetil) o equivalente, de 30 m de largo, 0,1 

µm de espesor y diámetro interno de 0,25 mm. 

• Viales. 

 

Procedimiento: 

• Preparar como estándar interno metil heptadecanoato de concentración conocida utilizando 

n-heptano o n-hexano como solvente (aprox. 1000-2000 mg/L).  

• Preparar la muestra en un vial pesando 3 mg de muestra y agregando 100 µL de estándar 

interno. Aforar con hexano a 500 µL.  

• Inyectar 1  µL  de muestra en el cromatógrafo de gases utilizando helio como gas carrier y el 

siguiente programa de temperatura: 50 °C por 1 minuto, calentado hasta 187 °C a una tasa 

de 1,1 °C/min. Temperatura del inyector 250 °C. 
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Cálculos: 

• Cálculo de la concentración de FAME en la muestra: 

 

 

( ) EI EI

FAME
EI

A A C
C

A

∑ − •  =
                

(A.1) 

Donde: 

CFAME   : Concentración de FAME en la muestra (mg/L). 

∑A      : Área total peaks. 

AEI        : Área estándar interno (metil éster de ácido heptadecanóico). 

CEI            : Concentración estándar (mg/L). 

 

• Cálculo del porcentaje de FAME en la muestra: 

 

( )
100%

A A C V
EI EI EIFAME

A m
EI M

− −∑
= • •

     (A.2)

 

 

FAME : Porcentaje de metil ésteres en la muestra (m/m). 

∑A     : Área total peaks. 

AEI       : Área estándar interno (metil éster de ácido heptadecanóico). 

CEI       : Concentración estándar (mg/L). 

mM       : Masa de la muestra (mg). 

 

A2.2 Metilación para cuantificación en GC (Araújo, 1995). 
 

Principio del método: 

La metilación es la metodología previa para la identificación y cuantificación de ácidos grasos 

de triglicéridos por cromatografía. Esta se realiza en dos etapas, en la primera los triglicéridos 

liberan los ácidos grasos libres a través de la saponificación con metilato de sodio. 

Posteriormente, los ácidos grasos libres son esterificados por la acción de metanol acidificado 

con ácido clorhídrico.  



 Anexo 2. Metodología analítica 

Proceso enzimático para la producción de FAME utilizando aceites residuales de fritura en mezcla con 
aceite de raps como materia prima.   161 

Reactivos: 

• Solución de KOH/ MeOH 0,5 M. 

• Solución de HCl/ MeOH (4:1 v/v). 

• Éter de petróleo. 

• Hexano. 

 

Procedimiento: 

• Hidrolizar 50 µL de aceite con 1 mL de KOH/MeOH 0,5 M a 100 °C/ 5 minutos.  

• A la mezcla hidrolizada añadir 400 µL de HCl/MeOH (4:1 v/v) y calentar a 100 °C durante 

15 minutos. 

• Luego de que la mezcla esterificada esté fría, añadir 2 mL de agua y extraer con éter de 

petróleo (2x 3 mL).  

• Agitar la muestra y dejar reposar durante 1 minuto hasta la separación en dos fases 

• Retirar el sobrenadante y guardar. 

• Lavar la parte sedimentada con 3 mL de éter de petróleo y dejar reposar nuevamente 

• Retirar el sobrenandante y guardar junto con el anterior (punto 5). 

• Evaporar el solvente del volumen total recuperado y disolver el remanente en 750 µL de 

hexano (o acetona). 

• Realizar inyección en GC/MS de acuerdo al apartado A1.1. 

 
A2.3 Determinación del contenido de acilglicéridos (Adaptado de EN-14214). 
 

Principio del método: 

Consiste en la transformación de los MG y DG en los derivados siliados más volátiles, en 

presencia de piridina y de N-metil-N-trimetilsililtrifluoracetamida (MSTFA) para su posterior 

cuantificación mediante cromatografía de gases, utilizando un estándar interno. 

 

Reactivos: 

• 1,2,3 tricaprinoilglicerol pureza para cromatografía (tricaprina). 

• N-heptano. 

• MSTFA. 
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• Piridina. 

 

Materiales y equipos: 

• Cromatógrafo de gases HP 6890 acoplado a un espectrómetro de masa. 

• Columna capilar BPX-5 de 50 m x 0,32 mm d.i. x 0,5 µm de espesor o equivalente. 

• Viales. 

 

Procedimiento: 

• Preparar como estándar interno tricaprina disuelto en piridina de concentración conocida. 

• Preparar muestras en los viales pesando alrededor de 10 mg de muestra (registrar la masa) y 

10 µL de estándar interno. 

• Agregar 10 µL de MSTFA, agitar y dejar reacción por 15 minutos para la transformación 

de la muestra en sus compuestos siliados más volátiles. 

• Disolver la preparación en el mismo vial, en 0,8 mL de n-heptano. 

• Inyectar 1  µL  de muestra en el cromatógrafo de gases utilizando helio como gas carrier y el 

siguiente programa de temperatura: 15 °C por 1 minuto, con rampas consecutivas de 15 

°C/min hasta 180 °C, 7 ºC/min hasta 230 ºC y 10 ºC/min hasta 320 ºC, manteniéndose a 

esta temperatura por 15 minutos. Temperatura del inyector 380 °C y split en una razón de 10.   

• Utilizando esta metodología es posible determinar los MG y DG. Los TG pueden ser 

determinados por balance de masa.  

Cálculos: 

AG EI EI

EI M

A C -V
AG = • • 100%

A m          
(A.3) 

 

Donde: 

AG   : Porcentaje de acilglicerol (MG ó DG) en la en la muestra (m/m). 

AAG  : Área del acilglicerol (MG o DG). 

AEI   : Área estándar interno (tricaprina). 

CEI   : Concentración estándar (mg/L). 

VEI   : Volumen estándar (L). 

mM   : Masa de la muestra (mg). 
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A2.4 Índice de acidez y contenido de ácidos grasos libres (FFA) (Araújo, 1995). 
 

Principio del método: 

El índice de acidez se define como el número de mg de KOH necesarios para neutralizar los 

ácidos grasos libres de 1 gramo de aceite o grasa. Se fundamenta en el hecho de que el 

extremo carboxílico de los lípidos es neutralizado por los hidroxilos de un álcali, pudiendo 

determinarse cuantitativamente esta reacción por medio de una valoración ácido-base. El 

contenido de ácidos grasos libres. A través del mismo principio es posible determinar el 

porcentaje de ácidos grasos libres presentes en un aceite o grasa.  

 

Materiales y equipos: 

• Vasos de precipitado  

• Balanza Analítica de ± 0,05 g. 

• Balanza común. 

 

Reactivos: 

• NaOH o KOH 0,1 M. 

• Etanol 95 %. 

• Fenolftaleína. 

Procedimiento: 

• Neutralizar 100 mL de alcohol hirviendo mediante la adición de NaOH o KOH 0,1 M, en 

presencia de fenolftaleína (agregar 3 gotas).  

• Pesar aproximadamente 10 g de aceite y disolver en el alcohol neutralizado.  

• Titular en presencia de fenolftaleína, usando NaOH o KOH 0,1 M y agitando 

constantemente hasta alcanzar el punto de equivalencia: momento que una gota produce un 

cambio de color ligero pero evidente, que persiste al menos por 30 segundos.  

 

Cálculos: 

• Índice de acidez 
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PM V M
KOH M MIA

m

• •
=

     

(A.4) 

 

Donde:  

IA           : Índice de acidez (mg KOH/g aceite). 

PM KOH   : Peso molecular del KOH (56,1 g/mol). 

VM             : Volumen de solución valorada de KOH o NaOH utilizada (mL). 

MM         : Molaridad de la solución de de KOH o NaOH utilizada (mol/L). 

m            : Masa de la muestra (g). 

 

• Contenido de ácidos grasos libres 

 

( )
100%

V M PM
M mL M ac

FFA
m

• •
= •

     
(A.5) 

 

Donde:  

FFA    : Porcentaje de FFA en la muestra (m/m). 

PM ac  : Peso molecular ácido oleico (282 g/mol). 

MM     : Molaridad de la solución de de KOH o NaOH utilizada (mol/L). 

m   : Masa de la muestra (g). 

 

A2.5 Índice de peróxido (Araújo, 1995). 

 

Principio del método: 

El índice de peróxido es la cantidad (expresada en miliequivalentes de oxígeno activo por kg 

de grasa) de peróxidos en la muestra que ocasionan la oxidación del yoduro potásico. La 

muestra problema, disuelta en ácido acético y cloroformo, se trata con solución de yoduro 

potásico. El yodo liberado se valora con solución valorada de tiosulfato sódico.  
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Materiales y equipos: 

• Matraces erlenmeyer con tapón de vidrio esmerilado de 250 mL. 

• Placa calefactora con agitador magnético. 

• Dispositivo de titulación con bureta. 

 

Reactivos: 

• Cloroformo.        

• KI saturada, 100 ml (recién preparada).   

• Ácido acético glacial. 

• Tiosulfato sódico 0,01 N. 

• Solución de almidón 10 g/L. 

 

Procedimiento: 

• Pesar 2 gramos de muestra en un matraz con tapón de vidrio esmerilado. 

• Añadir solución de 30 mL de ácido acético, 10 mL de cloroformo y agitar. 

• Agregar 0,5 mL de solución saturada de KI (en agua recién hervida) y cerrar el matraz 

• Esperar  exactamente 1 minuto y agregar 30 mL de agua. 

• Valorar el yodo liberado con una la solución de tiosulfato 0,1 N hasta que desaparezca el 

color amarillo. 

• Añadir 0,5 mL de almidón soluble al 1 % y continuar con la titulación con  tiosulfato 0,1 N 

hasta que desaparezca la coloración azul. 

• A la vez hacer un blanco que no debe gastar más de 0,01 mL de tiosulfato 0,1 N. 

• Repetir cuatro veces la medición y desechar la primera, utilizando los últimos tres 

resultados para calcular el promedio del índice de peróxido. 

• Se recomienda realizar todo el procedimiento bajo campana. 

 

Cálculos:  

El índice de peróxido (IP), expresado en miliequivalentes de oxígeno por Kg de aceite se 

calculó mediante la siguiente fórmula: 
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1000V V N
M B

IP
m

 − • •
 =

       
(A.6) 

 

Donde:  

IP    : Índice de peróxido (meq O2/ kg) 

VM   : Volumen de solución valorada de tiosulfato sódico empleados en la muestra (mL). 

VB   : Volumen de solución valorada de tiosulfato sódico empleados en el blanco (mL). 

N     : Normalidad de la solución de tiosulfato sódico empleada (eq/L).  

m     : Masa de la muestra (g).  

 

A2.6 Índice de Yodo (Araújo, 1995).  
 

Principio del método: 

Es la cantidad de yodo absorbida por 100 gramos de grasa o aceite. Constituye una medida del 

grado de insaturación (número de dobles de enlaces). Se puede utilizar el método de Hanus o 

de  Wijs para su determinación. 

 

Materiales y equipos: 

• Matraces erlenmeyer con tapón de vidrio esmerilado de 250 mL. 

• Placa calefactora con agitador magnético. 

• Dispositivo de titulación con bureta. 

 

Reactivos: 

• Solución de Wijs. 

• Solución de yoduro potásico al 10 % (p/v). 

• Tiosulfato sódico 0,1 M. 

• Solución de almidón 1 % (p/v) recién preparada. 

• Dispositivo de titulación con bureta. 
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Procedimiento: 

• Pesar 0,1-0,6 gramos de muestra en el matraz erlenmeyer con tapón de vidrio y añadir 10 

mL de tetracloruro de carbono. 

• Añadir 25 mL de solución de Wijs y dejar en un lugar oscuro durante 30 minutos. El tapón 

debe humedecerse con solución de yoduro potásico al 10 % (p/v). 

• Añadir 15 mL de solución de yoduro potásico al 10 % (p/v) y 100 mL de agua destilada. 

• Titular con tiosulfato sódico 0,1 M añadiendo como indicador solución de almidón 1 % 

(p/v) recién preparada. 

• Hacer un blanco sin la adición de la muestra. 

• Se recomienda realizar todo el procedimiento bajo campana. 

 

Cálculos:  

      

100V V N meq
B M

IY
m

 − • • •
 =

    
(A.7) 

 

Donde:  

IY    : Índice de yodo (g I2/ 100 g aceite). 

VM   : Volumen de solución valorada de tiosulfato sódico empleados en la muestra (mL). 

VB    : Volumen de solución valorada de tiosulfato sódico empleados en el blanco (mL). 

N      : Normalidad de la solución de tiosulfato sódico empleado (eq/L). 

meq  : Miliequivalentes de yodo.   

m      : Masa de la muestra problema (g).  

 

Si la normalidad del tiosulfato sódico es exactamente 0,1 N la ecuación A.8 se puede 

simplificar para llegar a la siguiente fórmula: 

 

1,269V V
B M

IY
m

 − •
 =

    

  
(A.8) 
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A2.7 Viscosidad cinemática (Adaptado de Procedimientos (COPEC, 2007)) 
 

Principio del método: 

La viscosidad cinemática se determina en función del tiempo que demora un volumen de 

lípido en fluir por gravedad a 40 °C, a través de un viscosímetro capilar calibrado. 

 

Materiales y equipos: 

• Baño de agua con termorregulador. 

• Viscosímetro capilar. 

• Cronómetro. 

 

Reactivos: 

• Hexano grado técnico para lavar el viscosímetro. 

 

Procedimiento 

• Calentar el agua del baño a 40 °C. 

• Ambientar el viscosímetro: sumergir el viscosímetro limpio y seco en posición vertical en 

el baño termorregulador sujeto con una pinza para soporte. 

• Ambientar la muestra: verter una porción de la muestra en el vaso de precipitado o matraz y 

sumergirla en el baño (para el caso de la grasa se sugiere ambientarla a mayor temperatura). 

• Succionar la muestra en el viscosímetro invirtiéndolo e introduciendo la parte angosta en la 

muestra ambientada y succionando por la parte ancha, llenando con la muestra hasta el 

segundo aforo. 

• Poner el viscosímetro nuevamente en posición vertical y sumergir en el baño por lo menos 

hasta el primer aforo. 

• Cuando todo el aceite este por debajo del primer aforo comenzar a medir el tiempo. 

• Registrar el tiempo que demora en bajar el aceite desde el primer aforo hasta el segundo a 

40 °C. 
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Cálculos:  

0,01538tν = •
        

(A.9) 

 

Donde:  

ν : Viscosidad cinemática (mm2/s). 

t  : Tiempo (s). 

 

A2.8 Densidad a 15 °C (Adaptado de EN-14214) 
 

Principio del método: 

La densidad es determinada por la marca que establece el nivel del líquido de un densímetro 

flotando de manera vertical en el líquido analizado (aceite o FAME). Ésta es definida por el 

empuje creado por líquido analizado, el cual es función de su densidad.  

 

Materiales y equipos: 

• Densímetro de inmersión 

 

Procedimiento: 

• Verter en una bureta una cantidad suficiente de muestra de tal manera que el densímetro 

flote y no toque el fondo de la bureta.  

• Registrar el nivel del líquido del densímetro y la temperatura de la muestra. 

• La medición debe ser realizada entre 20-60 °C y posteriormente el resultado debe ser 

corregido para obtener la densidad a 15 °C. 

 

Cálculos:  

0,723 ( 15)MR Tρ °= + • −
                  (A.10) 

 

Donde:  

ρ  : Densidad (kg/m3). 
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R  : Nivel del líquido del densímetro registrado (kg/m3). 

T° : Temperatura de la muestra (°C). 

 

A2.9 Agua y sedimentos (ASTM Standard D 1976-97) 
 
Principio del método: 

Es el volumen de agua libre y sedimentos en combustibles o aceites separado a través de 

centrifugación con tolueno saturado. 

 

Materiales y equipos: 

• Centrífuga. 

• Baño de agua. 

• Tubos para centrífuga de vidrio de 100 mL, con tapón y graduación de 203 mm de altura. 

• Estufa. 

 

Reactivos: 

• Tolueno saturado. Para su preparación seguir los siguientes pasos: 

- Llenar una botella de 1 litro con 700 u 800 mL de tolueno y agregar 25 mL de agua 

destilada. Tapar la botella y agitar vigorosamente. 

- Soltar la tapa y colocar la botella a 60 °C +/-3 °C durante 30 minutos. 

- Repetir 3 veces agitándolo. 

- Dejar reposar durante 48 horas antes de usar. 

 

Procedimiento: 

• Calentar 100 mL de la muestra a analizar hasta 50 °C y agitar vigorosamente. 

• Agregar 50 mL de tolueno saturado a un tubo de centrífuga y 50 mL de la muestra a 

analizar. Realizar el ensayo en duplicado. 

• Cerrar cada tubo con un tapón y agitar para que se mezcle la muestra y el solvente. 

• Soltar los tapones y sumergir los tubos en el baño de agua durante 10 minutos a 60 °C +/-1 

°C. Agitar bien la mezcla y colocar en la centrífuga. 

• Centrifugar entre 1284 a 1977 rpm durante 10 minutos. 
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• Retirar los tubos con suavidad y voltearlos para observar la separación. Cuantificar los 

volúmenes de solvente, agua y sedimento.  

 

Cálculos:  

m 100
V

RAgua y sedi entos
V

o
= •

              

(A.11) 

Donde:  

Agua y sedimentos  : Porcentaje de agua y sedimentos en la muestra (v/v). 

VR   : Promedio del volumen de residuo de ambas muestras (mL). 

Vo            : Volumen muestra (mL). 

 

A2.10 Punto de inflamación (ASTM Standard D 56-02a) 
 

Principio del método: 

Es la temperatura más baja a la cual los vapores que se desprenden de un combustible se 

inflaman en presencia de una llama o fuente de calor.  

 

Materiales y equipos: 

• Equipo de Punto de inflamación Pensky Mastens.  

 

Procedimiento: 

• Verificar que la muestra se encuentre a 18 °C bajo el punto de inflamación esperado. Si no 

fuera así, enfriar la muestra. 

• Llenar la copa con la muestra hasta la línea de enrase. 

• Colocar la copa en el baño, ajustar la tapa, el agitador y termómetro asegurando 

hermeticidad. 

• Conectar el calefactor regulando un incremento de la temperatura de 5 a 6 °C por minuto. 

• Agitar a 90-120 rpm y definir una temperatura esperada de inflamación. 

• Registrar el punto de inflamación observado y realizar la corrección barométrica. 
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Cálculos:  

• Factor de corrección: 

        
[ ]0,033 760C p= • −

              
(A.12) 

 

• Punto de inflamación: 

PI PI C
observado

= +
              

(A.13) 

 

Donde:  

C : Factor de corrección (°C). 

p  : Presión barométrica (mmHg). 

PI: Punto de inflamación (°C). 

 

A2.11 Contenido de azufre (ASTM Standard D 7039-04) 
 

Principio del método: 

Consiste en la excitación por medio de rayos monocromáticos de electrones específicos del 

azufre, lo que produce emisión de radiación fluorescente que es dispersada y medida por un 

detector de rayos X. 

 

Materiales y equipos: 

• Equipo espectroscopia de fluorescencia por dispersión de longitud de onda. 

• Celdas plásticas para el equipo. 

• Film plástico. 

 

Reactivos: 

• Patrones de calibración. 

• Alcohol isopropílico. 

 

Procedimiento: 

• Realizar la limpieza de la cámara del equipo con alcohol isopropílico. 
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• Hacer una curva de calibración con los patrones. 

• Agregar una muestra a la celda aproximadamente hasta la mitad. 

• Tapar la celda con el film plástico evitando tocar el mismo. 

• Realizar la medición (los resultados son obtenidos directamente en ppm). 

 

A2.12 Punto de escurrimiento (ASTM Standard D 97-04) 
 

Principio del método: 

Es la temperatura mínima a la cual la muestra escurre cuando se le da una inclinación y ésta 

perdura durante 5 segundos. 

 

Materiales y equipos: 

• Equipo de punto de escurrimiento, el cual consiste en tres baños graduados a tres 

temperaturas diferentes: 32 °F (0 °C), 0 °F (-18 °C) y -34 °F (-36 °C). Además consta de 

camisas metálicas que son cilindros impermeables en donde se introducen las muestras. 

• Termómetros 5F y 6F. 

• Recipientes de ensayo de vidrio transparente y fondo plano. 

• Tapón de corcho del diámetro del recipiente de vidrio. 

 

Reactivos: 

• Etanol (refrigerante). 

 

Procedimiento: 

• Verificar el nivel del refrigerante en los tres baños el cual debe estar a 25 mm del borde 

superior de la camisa. 

• Adicionar 45 mL de muestra al recipiente de vidrio, taparla con el corcho y colocarle el 

termómetro. 

• Colocar alrededor de la base del recipiente una empaquetadura de goma, cuero u otro, que 

impida su contacto con la camisa metálica del equipo.  
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• Introducir el tubo en la el baño de 32 °F. Observar la muestra cada 5 °F sacando el 

recipiente de ensayo e inclinándolo. Si a los 45 °F persiste el escurrimiento cambiar al 

segundo baño. 

• Realizar el mismo procedimiento en el segundo baño. Si a los 15 °F persiste el 

escurrimiento traspasar la muestra al tercer baño y repetir el procedimiento. 

• El análisis finaliza cuando al inclinar el vaso la muestra no escurre y se informa la 

temperatura de la inclinación anterior.  

 

 


