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Resumen

Se estudio la sintesis de biodiesel mediante la transesterificacion de aceite
de ricino con etanol, usando n-hexano como solvente y una lipasa comercial
Lipozyme TL IM como biocatalizador. Se investigé el efecto de la relacion
molar etanol:aceite (3:1-10:1), temperatura de reaccion (35-65°C), carga
enzimatica (5-20 % p/p) y cantidad de agua (0-10 % p/p). La maxima
conversion de biodiesel (etil-ésteres) se obtuvo a una temperatura de 35°C,
una relacion molar etanol a aceite de 5:1, una carga enzimatica inicial de 15 %
p/p y una concentracion inicial de agua de 2% p/p, ambos con base en el peso
aceite de ricino. Para describir la cinética enzimatica de la transesterificacion
del aceite de ricino con etanol se propuso un modelo simplificado, basado en
el mecanismo Ping- Pong Bi Bi con inhibicién competitiva por el alcohol. Los
parametros cinéticos del modelo se estimaron grafica y paramétricamente;
a bajas concentraciones de etanol (40-80 mol Kg') se encontré una buena
aproximacion entre los resultados predichos por el modelo y los datos
experimentales.

----- Palabras clave: Aceite de ricino, biodiesel, transesterificacion,
lipasa, mecanismo Ping-Pong Bi Bi

Abstract

Biodiesel synthesis through transesterificacion of castor oil with ethanol
using n-hexane as a solvent and a lipozyme TL IM commercial lipase as a
biocatalyst was studied. The effect of ethanol molar relation to oil (3:1-10:1),
temperature of reaction (35-65°C), initial enzymatic charge (5-20% p/p) and
amount of water (0-10% p/p) was investigated. The maximum percentage of
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bio-diesel (ethyl-esters) was obtained at a temperature of 35°C, a 5:1 ethanol
to oil molar ratio, an initial enzymatic charge of 15 % p/p and an initial water
concentration of 2% p/p, both of them based on the castor oil weight. A
simplified model was proposed to describe the enzymatic kinetics of castor
oil transesterification with ethanol, based on the ping-pong Bi Bi mechanism
with competitive inhibition for alcohol. The kinetic parameters of the model
were estimated graphically and parametrically; a good approach among the
results foreseen by the model and experimental data was found at low ethanol

concentration (40-80 mol Kg™).

----- Keywords: Castor oil, biodiesel, transesterification, lipase, Ping-

Pong Bi Bi mechanism

Introduccion

La disminucion de las reservas de petroleo y la crisis
medioambiental relacionada con la emision de
gases ocasionada por el uso de combustibles fosiles,
ha generado la necesidad de buscar fuentes de
energia renovable, para lo cual los biocombustibles
son una buena alternativa. El término Biodiesel
hace referencia especifica a mezclas de mono-alquil
¢ésteres de acidos grasos (preferiblemente metil y
etil ésteres) [1]. El proceso quimico convencional
para su produccion es la transesterificacion usando
catalizadores alcali (NaOH, KOH) o acidos (H,SO,
HCL) [2-5]. Hay varios problemas asociados
con dicho proceso, como es la dificultad en la
recuperacion del glicerol, excesivo costo energético
y la necesidad de remover el catalizador del
producto [4,6]. Los métodos enzimaticos pueden
superar estos problemas mediante condiciones
moderadas de reaccion y la no produccion de
residuos quimicos [6-14].

Existen estudios sobre el efecto de diferentes
variables en el proceso de transesterificacion
enzimatica en la obtencion de biodiesel. Varios
autores coinciden en que la produccion de
alquil-ésteres aumenta cuando la relacion molar
alcohol:aceite se incrementa hasta cierto punto
(3:1-5:1). Una vez superada esta relacion, la
produccion disminuye [12,15-17]. Por otro
lado la temperatura, también tiene un efecto
significativo sobre la velocidad de reaccion, ya
que con el aumento de la misma (25-65°C), la
velocidad de reaccion se incrementa, sin embargo
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ésta disminuye abruptamente cuando la enzima
comienza a desnaturalizarse [12,16,18,19].0tros
autores [1,2,12] coinciden en que la temperatura
optima de operacion de lipasas de diferentes
fuentes (C.antarctica, C. rugosa, P.cepacia,
P fluorescens, R.miehei, Tlanuginosa) esta
muy cercana a 40 °C. En cuanto al efecto de
la carga enzimatica, se ha reportado que en un
rango entre 20-25% p/p con base en el peso
de aceite, se obtiene la mayor conversion de
alquil ésteres e incrementos adicionales no
evidencian ningin aumento [16,17,20]. Por
otro lado, se ha demostrado que la adicion de
una pequefia alicuota de agua a la mezcla de
reaccion catalizada por una enzima incrementa la
velocidad de sintesis de ésteres de acidos grasos
[7]. No obstante varios estudios demuestran que
la ausencia de agua también favorece el proceso
de transesterificacion [16]. Para el disefio de
reactores, sistemas de control y optimizacion de
procesos, la informacion cinética sobre velocidad
de formacion de productos y el efecto de los
cambios en las condiciones de operacion son
esenciales. En muchos estudios cinéticos sobre
esterificaciones de acidos grasos catalizados
con lipasas, utilizando alcoholes de cadena
corta, se observaron la inhibicidon por el alcohol
y fueron descritos por el modelo cinético Ping-
Pong Bi Bi con inhibicion competitiva [21-23].
Sin embargo, cuando el sustrato es triglicérido,
el agua se reemplaza en el modelo con mono-
glicérido, di-glicérido o glicerol. Basados en este
mecanismo, diferentes autores proponen modelos
cinéticos que tienen en cuenta la inhibicion del



alcohol, o el alcohol y el aceite para el proceso de
transesterificacion enzimatica para la obtencion
de biodiesel [6,24-25]. Nuevas rutas para la
produccion de biodiesel (interesterificaciones,
transesterificacion usando fluidos supercriticos)
también han considerado el mecanismo Ping-
Pong Bi Bi como el modelo que mejor describe
el proceso [17,26].

Finalmente, los solventes organicos son
usados en la sintesis enzimatica de biodiesel
para incrementar la estabilidad operacional
de la lipasa y para aumentar la velocidad de
transesterificacion a través de la mutua mejora
de la solubilidad del triglicérido hidrofobico y el
alcohol hidrofilico sin intervenir en la reaccion
[27,28]. Se ha encontrado que en la sintesis
enzimatica de biodiesel, las enzimas muestran
alta actividad en solventes hidrofébicos (Log P
> 2), entre ellos: isoctano (Log P=4,7), n-heptano
(Log P=4), n-hexano (Log P=3.5) y ciclohexano
(Log P=3,1).

Si bien el efecto de variables de proceso como
temperatura, relacion molar alcohol a aceite,
carga enzimatica y cantidad de agua para la
transesterificacion enzimatica ha sido estudiado
para diferentes aceites y alcoholes, es poca la
informacién que existe sobre la transesterificacion
de aceite de ricino con etanol usando enzima
como catalizador [16,17]. Asi mismo, para este
caso de estudio en particular, no se encuentra
reporte de un modelo cinético completo, por
tal razon el objetivo del presente trabajo es
determinar las mejores condiciones de reaccion
(temperatura, relacion molar etanol a aceite,
cantidad de catalizador y cantidad de agua) para
la produccion enzimatica de etil-ésteres de aceite
de ricino en n-hexano como medio de reaccion,
asi como plantear un modelo cinético tipo Ping
Pong Bi Bi.

Experimentacion

Materiales

El aceite de ricino utilizado fue suministrado por
la empresa ANDERCOL S.A. Se usaron alcohol
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etilico y n-hexano con un grado de pureza del
96% p/p, suministrados por Filtracion y Analisis
Ltda. COLDANZIMAS Ltda. proporcion6 la
lipasa Lipozyme TL IM con actividad declarada
de aproximadamente 250 IUN/gr.

Métodos

La mezcla de reactivos entre la cantidad
estipulada de aceite y etanol, en presencia de la
cantidad seleccionada de enzima usando como
medio de reaccidon n-hexano, tuvo lugar en un
balén de tres bocas de 250 mL. La reaccion de
transesterificacion se llevo a cabo durante 7 horas
a agitacion y temperatura constante, y adaptado
a un sistema de condensacion para evitar
pérdidas. Una vez transcurrido el tiempo, la
reaccion se detuvo, interrumpiendo la agitacion
y el calentamiento, y sometiendo la mezcla a un
cambio fuerte en temperatura (aproximadamente
5 °C) durante 5 minutos. A continuacion, la
mezcla reaccionante se separd6 mediante la
técnica de decantacion. Los productos del
proceso: el biodiesel y el glicerol se separaron
y el glicerol por su densidad se depositd en la
parte inferior del embudo. El lavado y el secado
posterior del biodiesel se procesaron de acuerdo
al método propuesto por Zapata et al. [29]. La
muestra obtenida se almacend, para luego ser
analizada en el cromatégrafo de gases. En todas
las pruebas se emple6 una cantidad constante de
10 gr de aceite de ricino y n-hexano 1:10 (p/v)
con base en el peso de aceite. El efecto de la
temperatura, relacion molar etanol:aceite, carga
enzimatica y concentracion de agua en el proceso
de transesterificacion se estudié variando cada
vez una variable en el rango escogido (Tabla
1) [17,30-32], y el resto de las condiciones se
mantuvieron fijas segliin el caso: relacion molar
etanol a aceite 3:1, carga enzimatica 20% p/p con
base en el peso de aceite de ricino, condiciones
anhidridas y 55°C. Para la cuantificacion de etil-
ésteres producidos se consideraron los tres acidos
con mayor porcentaje en el aceite de ricino: acido
ricinoleico, linoleico y oleico [33].
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Tabla 1 Intervalo de estudio de las variables

Variable Rango
Temperatura (°C) 25-65
Concentracion de Enzima (%p/p) 5-20
Relacion Molar Etanol-aceite 3:1-10:1
Concentracion de Agua ( % p/p) 0-10

Analisis de las Muestras

El anélisis cuantitativo de los etil-ésteres de aceite
de ricino se llevd a cabo en un cromatdgrafo
VARIAN 3800 equipado con un detector FID
(Flame Ionization Detector), columnas capilares e
inyeccion on column. Se cuantifico por el método
de patrén interno (metil enantato) siguiendo la
norma internacional UNE (EN 14103:2003), es
de anotar que las normas empleadas se utilizan
para la cuantificacion de Metil-ésteres de
acidos grasos pero, presentaron una excelente
alternativa de cuantificacion de los Etil-ésteres
del aceite de higuerilla. Las condiciones del
método cromatografico empleado fueron las
siguientes: cromatografo de gases VARIAN
3800, columna cromatografica BPX70 SGE
FORTE de 30 metros de longitud, Inyeccion On
column, detector de ionizacion de llama (FID),
gas de arrastre Helio (3 ml/min), temperatura del
inyector: 230 °C, temperatura del detector: 300
°C, volumen de Inyeccion 1 pL. Programa de
temperatura del horno: temperatura inicial 50 °C
por 2 min., rampa 1: 10°C/min. hasta 85 °C por 0
min., rampa 2: 15 °C/min. hasta 260 °C por 1,83
min., tiempo total 18,5 min.

Discusion

Efecto de la Carga de Enzima

La cantidad de etil-éster se incrementa cuando la
carga de lipasa aumenta hasta un 10-15%, punto
en el cual, la cantidad de etil-ester obtenido es
de 66-68% p/p respectivamente (figura 1la).
Posteriores incrementos no muestran ningin
aumento en la obtencion de etil-ésteres, esto
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debido a que en el punto de saturacion todo
sustrato esta enlazado a una enzima, por tanto,
moléculas de enzima adicionales no encuentran
sustrato que le sirva como reactante [17,34-
35)]. Varios autores han reportado resultados
similares a los nuestros, demostrando que a una
carga enzimatica inicial de 20% p/p con respecto
al aceite se obtiene la maxima conversion del
proceso [16, 17], asi mismo en algunos casos
se muestra una disminucion del rendimiento del
producto con el incremento de la misma [34-35].

Efecto de la relacién molar etanol a
aceite

El rendimiento de etil-ésteres de aceite de ricino
incrementa hasta una relaciéon molar 5:1 punto
en la cual la cantidad de etil-éster obtenido es
80% p/p (figura 1b). Inicialmente, a medida
que el exceso de alcohol aumenta, se favorece
la reaccion incrementando la cantidad de etil-
ésteres obtenidos, no obstante, a altas relaciones,
ésta cantidad disminuye, lo cual puede atribuirse
a que el exceso de alcohol distorsiona la capa
esencial de agua y asi desestabiliza la enzima,
demostrando por tanto su efecto inhibitorio
[17,15,36]. Asi mismo, el exceso de alcohol
podria obstaculizar la frecuencia de interaccion
entre el sustrato y la lipasa [37]. Esto podria
deberse a que a altas concentraciones de sustrato,
la viscosidad de la mezcla reaccionante que rodea
a la molécula de enzima podria incrementarse,
generando asi un mezclado ineficiente de
reactantes y por consiguiente la reduccion en la
velocidad de reaccion [38]. La relacion molar
etanol a aceite que favorecid la produccion de
etil-ésteres en nuestro estudio es consistente con
otras investigaciones [12,15-17].

Efecto de la temperatura

La maxima cantidad de etil-ésteres de aceite de
ricino se obtuvo en un intervalo de temperatura
entre 35 y 55 °C (figura lc). Resultados
similares se reportaron [18-19] con un intervalo
optimo de operacion de 30-55 °C y 30-40 °C
respectivamente. Asi mismo [17] en el proceso



de obtencion de etil ésteres del aceite de ricino
usando fluidos supercriticos, encuentran que la
maxima conversion del proceso se obtiene a 45
°C usando Novozym 435, lo cual esta dentro del
rango Optimo encontrado en nuestro estudio. La
cantidad de etil-éster disminuye después de 60 °C,
debido a que mas alla de la temperatura critica,
la lipasa se desactiva, ademas, la vibracion y el
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movimiento de la molécula de enzima ocasionado
por las altas temperaturas, pudieron haber
afectado los enlaces de hidrogeno. Asi mismo,
otros enlaces en la estructura de la lipasa pudieron
desdoblarse y haber alterado su estructura
terciaria o cuaternaria. Como consecuencia, el
poder catalitico de la lipasa pudo verse reducido
debido al proceso de desnaturalizacion.

80 -

[oN]
(=
1

IS
=
L

% Etil--Esteres (p/p)

[
(=)
1

0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Relacion Molar Etanol: aceite

>
(=3
J

N
(=)
1

IS
(=]
L

% Etil--Esteres (p/p)

20 A d

0 T T T T T T T T

Concentracion de Agua (% p/p)

Figura 1 (a) Efecto de la concentracion de lipasa, (b) Efecto de la relacion molar etanol a aceite (c), Efecto de la
temperatura (d), Efecto de la concentracion de agua en la produccion de etil- ésteres

Efecto de la concentracién de agua

La cantidad de etil ésteres obtenidos es mayor
a bajas concentraciones de agua (2%) (Figura
1d), a medida que su concentracion aumenta, el

porcentajedeconversiondeetil-ésteresdisminuye.
Esto posiblemente debido a que a medida que
el contenido de agua incrementa, la hidrolisis
empieza a competir con la transesterificacion,
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ocasionando un desplazamiento del equilibrio
en sentido de la reaccion de hidrolisis [7,12
,39- 42], o debido a una probable inactivacion
enzimatica ocasionada por la adicion de agua en
exceso. No obstante, la hidratacion de la enzima
provee la flexibilidad necesaria para cambios
conformacionales durante el proceso catalitico
[39], asi, la concentracion de agua que favorecio
la produccion de etil-ésteres en nuestro caso de
estudio fue 2% p/p con base en el peso de aceite
de ricino. Un resultado similar fue reportado
por [43], en el cual con un contenido de agua
de 2% basado en el peso de aceite, se obtuvo
la maxima conversion del proceso (97%) para
la transesterificacion de aceite de soya y etanol,
usando Novozym 435 en terc-amil alcohol.

Cinética de la reaccion de
transesterificacion

Diferentes estudios cinéticos sobre sintesis de
ésteres catalizados con lipasas han considerado
la transesterificacion directa de alcoholes de
cadena corta con un triglicérido y han sido
descritos por el mecanismo cinético Ping
Pong Bi-Bi [6, 17,24-25]. Para la reaccion de

transesterificacion considerada en este estudio
se obtendria un mecanismo complejo debido
a la presencia de tres reacciones consecutivas
de triglicéridos a productos, no obstante bajo
ciertas consideraciones, el mecanismo puede
simplificarse a una unica etapa: una molécula de
triglicérido convierte en tres moléculas de éster
[44]. Una justificacion a esta simplificacion es
que se producen bajas cantidades de mono y di-
glicéridos (un maximo de 15y 7 % de mono y di-
glicéridos respectivamente) durante la reaccion
[45], asi mismo debido a que los productos finales
en la reaccion de transesterificacion completa
son los etil-ésteres y glicerina, se han propuesto
modelos en los que se ignoran reacciones
intermedias de mono y di-glicéridos y se plantea
una Unica etapa de reaccion [44].

Para reacciones de esterificaciéon y transesteri-
ficacion la presencia de alcohol inhibe la acti-
vidad de la enzima [6,45,28,46]. La cinética de
reaccion en este caso puede ser explicada por el
mecanismo de reaccion Ping-Pong Bi Bi, amplia-
mente utilizado para este tipo de reacciones. Bajo
estas consideraciones la ecuacion del mecanismo
es la siguiente [47]:

V max.[Trigli].[EtOH]

Vi=
EtO
[Trigli).[EtOH)+ Km,[Tigli]+ Km,,[ EtOH] 1+ ﬂ (1
Lgon
En donde [T7rigli] y [EtOH] son Ilas rango de concentracion de sustrato estudiado,

concentraciones iniciales de aceite de ricino y
etanol respectivamente, K’./nTrigli y Km,, son l.as
constantes aparentes de Michaelis para el aceite
de ricino y etanol, Ki, . es la constante aparente
de inhibicion de etanol y /' max es la maxima

velocidad inicial de reaccion.

El efecto de la concentracion de los dos sustratos
(aceite y etanol) sobre la velocidad de reaccion,
se investigd para proponer una ecuacion de
velocidad. La relacion molar de los sustratos se
varié de 40-130 mol.Kg' y 7-13 mol.Kg"' para
el etanol y aceite de ricino respectivamente. Se
obtuvieron diferentes curvas de reaccion para el
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la figura 2 muestra una de las curvas obtenidas,
la cual es util para la determinacion velocidad
inicial, en cada caso, ésta se determin6 como la
pendiente a tiempo cero de la curva de reaccion
haciendo uso del Programa Matlab 2007.

Una vez determinada la velocidad inicial se
construy6 la figura 3, a partir de la cual, las
constantes aparentes de Michaelis, necesarias
para plantear un modelo completo tipo Ping
Pong Bi-Bi fueron determinadas. Los parametros
cinéticos Vmax, Km Trigli’Km oo Ki 0 €0cONtrados
graficamente se presentan en la tabla 2.
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de aceite, 20% enzima (p/p), 0 % Agua, 55 °C , 200 rpm

Tabla 2 Parametros cinéticos para el mecanismo Ping Pong Bi Bi en la transesterificacion del aceite de ricino

con etanol usando Lipozym TL IM

Parametros Cinéticos Vmax Kmm.g” Km,_, L
(mol.Kg'. min”') (mol.Kg'') (mol.Kg™') (mol/Kg'')

Determinacion Grafica 7 9 24 693,4
Identificacion Paramétrica

Concentracion de etanol 39,5256 15,99 0,0163 0,0539 0,0339

(mol.Kg™) 52,7 16,99 0,2989 0,0219 0,5372

79,0513 17,22 0,7429 0,283 0,4932

105,4018 18,30 0,4508 0,1875 1,3617

131,7523 18,00 0,6548 0,2084 0,9397

Se corrobora la inhibicién ocasionada por el etanol
(figura 3), ya que la velocidad inicial disminuye
con el incremento de la concentracion de etanol,
lo cual refleja su efecto inhibitorio, asi mismo,
a bajas concentraciones de la misma (40-80 mol
Kg'), el comportamiento de los datos tiende a ser
lineal, pero a altas concentraciones tienen una
curvatura hacia arriba. Este comportamiento es

la confirmacion de la inhibicion ocasionada por
el etanol. Un efecto parecido con el anhidrido
acético ha sido observado por [6]. Por otro lado
a bajas concentraciones de etanol la pendiente
de las lineas tiende a ser paralela, mientras que
a altas concentraciones la pendiente parece
aumentar. Este es un comportamiento tipico del
mecanismo Ping-Pong Bi Bi [48].
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Debido a que la forma grafica de determinacion
de los parametros es inexacta, se realizo la
identificacion paramétrica del modelo, usando
nlinfit del Programa Matlab 2007.

El programa tuvo como entradas las concentra-
ciones de etanol (40-130 mol.Kg!) las concen-
traciones de aceite (7-13 mol.Kg.") y las veloci-
dades iniciales experimentales correspondientes
a cada concentracion de etanol, sin embargo,
presentd problemas de convergencia y minimos
locales. Por tanto en lugar de encontrar un inico
juego de parametros K, . ngh_, K.y Vmax
validos para el rango de concentracion de etanol
estudiado (40-130 mol.Kg'), se obtuvo parame-
tros cinéticos especificos a cada concentracion de
etanol estudiada (Tabla 2).

A bajas concentraciones (40-80 mol Kg') de
etanol los resultados predichos por el modelo
se ajustan satisfactoriamente a los resultados
experimentales (figura 4). Solo cuando la
concentracion de sustrato (aceite de ricino)
sobrepasa 0,1055 mol.Kg', las velocidades
calculadas por el modelo son mucho menores
a las experimentales. Este hecho se pudo deber
a que la presencia de productos intermedios o
secundarios durante la reaccién no se tuvieron
en cuenta en el modelo, o debido a que no se
tuvo en cuenta la constate aparente de inhibicion
del aceite de ricino. No obstante y debido que
para este proceso en particular no se cuenta con
suficiente informacion sobre el modelo cinético,
se deja abierta la posibilidad de estudiar la de
inhibicion ocasionada por los dos sustratos en el
proceso.

El analisis de los residuales es una forma eficaz
de descubrir diversos tipos de inadecuacion del
modelo, ademas es una forma de darle validez. La
figura 5 muestra la distribucion de los residuales
estandarizados para una concentracion fija de
etanol (39,5256 mol Kg'). Los residuales se
distribuyen en forma de embudo, lo cual implica
sintomas de heterosedasticidad, indicando asi
que la varianza es una funcion en este caso
decreciente de la velocidad inicial. La posible
causa de heterocedasticidad se pudo deber a la
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omisién de variables relevantes en el modelo,
el empleo de variables no relativizadas o a que
las variables explicativas tienen gran dispersion
respecto a su propia media [49].

0,44 _
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Figura 4 Representacion de Lineweaver-Burk
de la transesterificacion de aceite de ricino con etanol
en n-hexano 1:10 p/v con base en el peso de aceite,
20% enzima (p/p), 0 % Agua, 55°C, 200 rpm.La linea
solida representa el valor correspondiente predicho
por el modelo

Conclusiones

La mayor cantidad de etil-ésteres en el proceso
de transesterificacion enzimatica del aceite de
ricino con etanol usando n-hexano como medio
de reaccion se obtuvo a 35 °C, una relacion molar
etanol a aceite de 5:1, una carga enzimatica de
15% p/p una concentracion de agua de 2 % p/p,
los dos con base en el peso aceite de ricino.
Hubo buena concordancia entre los resultados
experimentales de velocidad inicial de reaccion
y los predichos por la ecuacion del modelo
simplificado, basado en el mecanismo Ping Pong
Bi Bi con inhibiciéon competitiva del alcohol
propuesto, a bajas concentraciones de etanol (40-
80 mol Kg') para cada rango de concentracion
estudiado. Una alternativa para mejorar el ajuste
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de los datos es investigar el efecto inhibitorio
que presenta el aceite de ricino en posteriores
estudios.

ri

0,5

1,0

15

1,5

1,0

0,5
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45 50 55 6.0 6.5

Vi

Figura 5 Residuales estandarizados en funcién de
los valores predichos de velocidad inicial para una
concentracion fija de etanol 39,5256 mol Kg', con 10
mL de aceite, 20% de enzima (%p/p), 0% agua (%p/p)
a55°C y 200 rpm
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