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Resumen

Los catalizadores enzimaticos resultan promisorios para la generacién de biodiesel a partir de
aceite usado debido a que su actividad no es influenciada por la presencia de humedad y &cidos grasos
libres. En este trabajo se han estudiado las condiciones 6ptimas para la transesterificacion de aceite de
girasol usando Eversa® Transform, un biocatalizador comercial que ha mostrado alta efectividad en la
transesterificacion diferentes aceites.

Las reacciones se realizaron en un sistema batch agitado a 650 rpm usando distintas relaciones
molares aceite: alcohol y cantidades de catalizador a 35°C durante 24 horas. Una vez obtenidas las
mejores condiciones de reaccion, las cuales corresponden a una relacion molar de 1:6.8 y 1% v/p de
catalizador, se estudio la transesterificacion de aceite usado con alcoholes lineales de 1 a 4 C, con y sin
agregado de agua. Adicionalmente, se llevaron a cabo las reacciones de reuso de la enzima con los
cuatro alcoholes. Los analisis se realizaron mediante la determinacién del indice de acidez y
cromatografia gaseosa.

Fue posible obtener ésteres metilicos, etilicos y propilicos de acidos grasos con conversiones y
rendimientos superiores al 90,0%. Asimismo, se demostrd que la enzima mantiene un 60,0% de su
actividad en el primer reuso.

Abstract

Enzyme catalysts are promising for the generation of biodiesel from used oil due the activity is not
influenced by the presence of moisture and free fatty acids. In this work, have been studied the optimal
conditions to transesterification of sunflower oil using Eversa® Transform, a commercial biocatalyst
that has showed high effectiveness in the transesterification of different oils.

Reactions were carried out in a batch at 650 rpm using different oil: alcohol molar ratios and
amounts of catalyst at 35°C for 24 hours. When the better reaction conditions were obtained, which
were a molar ratio of 1:6.8 and 1% v/w of biocatalyst, the transesterification of used oil was studied
with linear alcohols of 1 to 4 C, with and without water added. The analyzes were carried out by
determining of acidity index and gas chromatography.

It was possible to obtain methyl, ethyl and propyl esters of fatty acids with conversions and yields
greater than 90.0%. In addition, this enzyme has shown to maintain 60.0% activity on second use.
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Introduccion

Actualmente, las investigaciones sobre la produccién de biodiesel de segunda generacion han
ganado interés debido a que, principalmente en nuestro pais, el aceite de cocina se utiliza en coccion y
se descarta luego de unos pocos usos. Por lo tanto, el aceite de desecho es una materia prima
econdmica para producir el biocombustible.

La préctica convencional para generar biodiesel es mediante la transesterificacion de aceite vegetal
con metanol en presencia de catalizadores alcalinos como hidroxidos de potasio y de sodio. Este
método presenta desventajas econdmicas y medioambientales puesto que requiere del uso de aceites
refinados los cuales deben ser sometidos a un pre-tratamiento para eliminar los &cidos grasos libres y
la humedad que desactivan al catalizador. Asi mismo, el biodiesel crudo es lavado con agua para
remover los restos de hidréxido generando grandes volimenes de desechos alcalinos.

Por otro lado, los catalizadores enzimaticos resultan promisorios para el uso en reacciones de
transesterificacion de aceites usados en coccién en vista de que la actividad enzimatica no es
influenciada por la presencia de humedad y &cidos grasos libres [1]. En este contexto, el biocatalizador
comercial Eversa® Transform ha mostrado una alta efectividad en la transesterificacion de aceite de
soja, macauba, girasol, entre otros. En el trabajo presentado por Nielsen en 2016 se realiza la
transesterificacién de aceite refinado de soja con metanol y agua agregada, donde la enzima cataliza la
reaccion obteniéndose un 97% de rendimiento [2]. EI mismo afio, Remonatto y colaboradores
estudiaron la actividad de la Eversa® Transform en la hidrdlisis y esterificacion de aceite de soja con
diferentes porcentajes de acidos grasos libres, aceite de macauba y aceite de cocina usado, estas
reacciones se llevaron a cabo con metanol, agua y NaOH alcanzando conversiones entre 80,9 y 97,2 %
[3]. Posteriormente, inmovilizaron Eversa® Transform y Eversa® Transform 2.0 en soportes
hidrofébicos para estudiar su actividad en la transesterificacion de aceite de girasol con metanol y
etanol obteniendo altas conversiones a biodiesel [4].

En esta contribucion se presenta el estudio de optimizacion de la reaccion de transesterificacion de
aceite de girasol usando Eversa® Transform. Partiendo de estas condiciones, se investigé la reaccion
utilizando distintos alcoholes de cadena corta, el efecto causado por el agregado de agua, y
adicionalmente el reuso del biocatalizador.

Experimental

Materiales

El aceite de cocina de desecho usado en los ensayos de transesterificacion proviene de aceite de
girasol fresco (marca comercial Cafiuelas, producido en Buenos Aires, Argentina) sometido a la fritura
de comidas caseras en cinco ciclos de coccién a 170 °C durante 20 min. Este aceite contiene un indice
de acidez de alrededor de 1.

Se utilizo el biocatalizador comercial denominado Eversa® Transform compuesto por una solucion
de la lipasa Thermomyces lanuginosus (Novozymes, lote LJP00051). Los reactivos utilizados en el
estudio fueron; hidroxido de potasio (Carlo Erba, 85%), metanol (Cicarelli 99,5 %), etanol (Cicarelli
99,5 %), n-propanol (Sigma Aldrich, 99,5 %), n-butanol (Sigma Aldrich, 99 %) y tolueno (Dorwil,
99,5 %).

Reacciones de transesterificacion de aceite con alcoholes

Las reacciones de transesterificacion se realizaron en condiciones batch en un balén provisto con
un refrigerante, donde se colocaron 100 g del aceite. El sistema se calefaccioné a 35 °C con un bafio de
agua y se mantuvo bajo agitacion magnética a 650 rpm durante 24 h. El estudio de la influencia del
tipo de alcohol utilizado en la reaccion se realiz6 mediante el agregado de distintos alcoholes: metanol,
etanol, 1-propanol y 1-butanol. Los agregados se realizaron en 4 alicuotas a distintos tiempos a saber,
0, 1, 3y 5 horas de reaccion. Por otro lado, se ensayaron varias relaciones molares de aceite: alcohol
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1:4,5; 1:6,8 y 1:8,9, y distintas cantidades de biocatalizador 1% v/p y 2% v/p. Al respecto de la
influencia del agua se estudio la reaccién sin agregado de agua y con un 2% v/p.

Ensayos de reuso de la enzima

Previo a los ensayos de reuso, se realizd una centrifugacion a fin de separar las fases de las
reacciones de transesterificacion de aceite usado con agua agregada y se utilizo la fase inferior acuosa
la cual contiene a la enzima. En un bal6n se agregaron 100 g de aceite usado y al llegar a la
temperatura deseada se adiciond la fase acuosa mencionada anteriormente. Luego se agreg6 el alcohol
en alicuotas a los tiempos de reaccion 0, 1, 3 y 5 horas y se dejé reaccionando 24 horas en total. Las
reacciones se realizaron con metanol, etanol, 1-propanol y 1-butanol a 35 °C, 650 rpm y una relacion
molar aceite: alcohol 1:6,8.

Determinacion del indice de acidez y anélisis por cromatografia gaseosa

Con el objetivo de estudiar la presencia de acidos grasos libres, se determiné el indice de acidez del
aceite fresco y usado y de estos luego de las reacciones de transesterificacion, usando la Norma
Europea EN 14104. Para ello, se tom6 1 g de muestra y se disolvio en 10 mL de una mezcla
neutralizada de tolueno-etanol 1:1, se tituldé con una solucion etandlica de KOH 0,1 N con
fenolftaleina como indicador.

La identificacion y cuantificacion de los glicéridos se realizé por cromatografia gaseosa de acuerdo
a la Norma ASTM D6584. El equipo utilizado fue un GC-2010 Plus Tracera, equipado con un detector
BID y una columna capilar (MEGA-Biodiesel 105 de 15 m x 0,32 mm x 0,10 um). Los detalles del
analisis fueron reportados con anterioridad [5].

Resultados y discusion

Con el propdsito de encontrar las mejores condiciones operativas para la transesterificacion de
aceite de girasol se investig6 la influencia de la cantidad de alcohol, de biocatalizador y el agregado de
agua al medio de reaccién. La Figura 1 muestra los porcentajes de moles de mono-, di- y triglicéridos
en el aceite de girasol fresco y luego de la transesterificacion con metanol, la conversion y el
rendimiento a ésteres metilicos cuando se ensayaron relaciones molares aceite: metanol (1:4,5; 1:6,8;
1:8,9) con cantidades crecientes de metanol. Asimismo, se comparan los resultados obtenidos con el
agregado del doble de volumen de biocatalizador (1% vs 2%).
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Figura 1: Porcentaje de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos (columnas
negra, roja y gris, respectivamente); conversién (@) y rendimiento a FAME (&)
en la transesterificacion de aceite de girasol a 35 °C, 1% v/p Eversa® Transform,
con distintas relaciones molares aceite: metanol. Comparacion con 2% v/p
Eversa® Transform y aceite: metanol 1: 6.8.
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La presencia de monoglicéridos es una evidencia de la regioespecificidad de la lipasa que hidroliza
los &cidos grasos enlazados a las posiciones sn-1y sn-3 de los triglicéridos [6]. Este comportamiento
es esperado ya que Eversa® esta compuesto por Thermomyces lanuginosus que es una lipasa sn-1,3
tipica. Sin embargo, también se produce la migracion de acilo que convierte espontdneamente los 2-
monoglicéridos y 1,2-diglicéridos en glicéridos sn-1 y sn-1,3 [7]. La observacion de que la conversién
alcanza el 88,4 % demuestra claramente que la migracion de acilo esta desplazando el limite tedrico
superior de conversion del 66,7 % hacia valores méas altos. Aungue un aumento de la cantidad de
metanol incrementa la conversion del aceite, un exceso de alcohol disminuye en gran medida el
rendimiento de la lipasa (ver figura 1 para la relacion molar 1: 8,9). De hecho, las investigaciones de
Wang y col. indicaron que existe una cantidad 6ptima de metanol en la produccion de biodiesel
catalizado con Thermomyces lanuginosus [8]. Los autores obtuvieron el mejor rendimiento en la
transesterificacion del aceite de maiz con 3,8 equivalentes molares de metanol. De manera similar,
Andrade y col. informaron que la proporcion de aceite a metanol de 1:6 es la Optima para la
transesterificacién del aceite de ricino con Eversa® Transform [9].

Los resultados muestran que el aumento de la cantidad de Eversa® Transform (1% versus 2%)
incrementd la conversion a 94,6%. Sin embargo, la variacion del rendimiento hacia FAME es
insignificante. La observacion de que ni un exceso de alcohol ni de biocatalizador favorecen el
desempefio catalitico estd relacionada con la inactivacion de la lipasa Thermomyces lanuginosus
inducida por metanol y la aglomeracion de la proteina a altas cargas de enzima. En este sentido, las
simulaciones de dindmica molecular evidenciaron que el metanol causa la interrupcion de las
interacciones del tipo puente de hidrdgeno en el sitio activo ademas de limitar la exposicién de los
residuos polares de las proteinas [10]. Ambas situaciones influyen en la interaccion entre el sustrato y
el sitio activo por lo cual inhiben la actividad enzimatica.
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Figura 2: Conversion (X %) sin agua (verde con textura) y con agua agregada (verde), selectividad (S %) a glicerol (azul)
y monoglicéridos (naranja); rendimiento (y %) a ésteres (gris) y acidos grasos (rojo) en la transesterificacion de aceite de
girasol usado con relacién molar aceite: alcohol 1: 6.8, 1% v/p Eversa® Transform, 2% v/p de agua, durante 24 h a 35 °C;
y un ciclo de reutilizacion del biocatalizador. (A) metanol, (B) etanol, (C) n-propanol y (D) n-butanol.
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La Figura 2 presenta los resultados de la transesterificacion de aceite de girasol usado con metanol,
etanol, n-propanol y n-butanol con la relacion molar aceite: alcohol 6ptima (1: 6.8) a 35 °C por 24 h.
Segun se observa en las figuras, la presencia de agua es un factor clave en la transesterificacion
enzimatica de glicéridos ya que independientemente de la naturaleza del alcohol, provoca un
incremento notable en la conversion.

Las lipasas en medio acuoso catalizan la hidrélisis de los enlaces del tipo éster en las posiciones sn-
1,3 de los triglicéridos generando &cidos grasos (ver la columna correspondiente al rendimiento a
acidos grasos en la figura 2) que luego son esterificados con los alcoholes como se observa en la figura
2 [11]. En esta primera etapa del mecanismo se generan mono Yy diglicéridos. La presencia de agua en
el medio de reaccion influye en la migracion de los grupos acilo de 1,2-diglicéridos y 2-
monoglicéridos hacia las posiciones sn-1 y sn-1,3 segln se comentd anteriormente. El
reposicionamiento de estos grupos posibilita la catalisis enzimatica lo que redunda en el incremento de
la conversion del aceite, la disminucion de los monoglicéridos y la generacion de glicerol.

En este contexto, la conversion con metanol, etanol y n-propanol alcanz6 valores de hasta 97,0 % y
rendimientos a ésteres de 93,0 %, 82,0 % y 95,0 %, respectivamente. En el caso del n-butanol se
observaron menores conversiones (78,0 %) y rendimientos (72,0 %) lo que podria atribuirse a cierto
efecto inhibitorio del alcohol sobre la actividad de la enzima Thermomyces lanuginosus.

En sistemas multifasicos como el que se utiliza aqui, se espera que el sitio activo de la enzima se
dirija hacia la fase organica [12]. Con esta suposicion, se puede explicar la ausencia de inhibicion del
glicerol, ya que este se disuelve preferentemente en la fase acuosa y, por lo tanto, no esta presente en
la misma fase que los sitios activos de la enzima. Sin embargo, la solubilidad del n-butanol en agua y
su coeficiente de particiéon (log P = 0.88) son significativamente diferentes al resto de los alcoholes,
por lo cual, se puede considerar que esté distribuido en ambas fases. En esta situacion los sitios activos
de la enzima estan directa y continuamente expuestos al n-butanol provocando un efecto inhibitorio
mas marcado que en el caso de los otros alcoholes.

La Figura 3 muestra el sistema bifésico
acuoso-organico que se observa en la
transesterificacion enzimatica del aceite de
girasol usado.

Tipicamente, la fase superior, contiene
los ésteres de é&cidos grasos; mono, di y
triglicéridos. La enzima se localiza en la fase
inferior y a su vez esta Ultima, contiene agua
y glicerol.

La recuperacion del biocatalizador se
realizO a través de la centrifugacion del
medio de reaccion y el aislamiento de la fase
acuosa gue contiene la enzima.

Figura 3: Sistema bifasico observado en la transesterificacion de
aceite de girasol usado con alcoholes lineales, catalizado con
Eversa® Transform.

El reuso del biocatalizador en la transesterificacion del aceite con n-propanol presentd una
conversion y rendimiento a propil éster de 73,0 % (ver Figura 2C). Mientras que en el resto de los
alcoholes el biocatalizador mantuvo el 60,0 % de su actividad catalitica. La desactivacion del
biocatalizador se atribuye al efecto del nucledfilo o aceptor de acilo (metanol, etanol y n-butanol)
sobre la lipasa. Segun se describid en las secciones anteriores, los alcoholes se agregan en sucesivas
porciones al medio de reaccion de forma tal de evitar el contacto prolongado de la lipasa con una
elevada concentracion de los mismos. De hecho, esta practica se sustenta en el efecto inhibitorio que
ejercen los alcoholes sobre la actividad enzimatica tal como se demostré en los experimentos con
distintas relaciones molares aceite: metanol.
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Conclusiones

Es bien sabido que el aceite comestible usado en coccidn es una materia prima econémica y
abundante, no constituye una competencia con los alimentos y resulta una preocupacion ambiental en
términos de su disposicion final como desecho. La presente investigacion demostrd que es posible su
valorizacion a través de la transesterificacion con alcoholes lineales de cadena corta, sin la necesidad
de la aplicacién de pretratamientos o el uso de co-solventes. En este contexto, el biocatalizador
comercial Eversa® Transform es activo en la transesterificacion del aceite usado en coccion para la
obtencion de biodiesel de tercera generacién. Mas aun, fue posible obtener metil, etil y propil ésteres
de &cidos grasos (FAME, FAEE, FAPE) con conversiones y rendimientos superiores a 90,0 % a 35 °C.
Asimismo, se obtuvieron butil ésteres de acidos grasos FABE aunque con rendimientos més bajos en
las condiciones ensayadas. En este sentido, la investigacion de la actividad del biocatalizador
comercial Eversa® Transform en la transesterificacion de aceite usado con etanol, n-propanol y n-
butanol son novedosas ya que no se han reportado en la literatura.

Asimismo, el sistema de fases acuoso-organico en el que se lleva a cabo la transesterificacion,
permite separar facilmente los ésteres de acidos grasos y recuperar el biocatalizador para su posterior
reciclo. A su vez, se demostré que Eversa® Transform mantiene el 60,0 % de la actividad catalitica en
el primer reuso.
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