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Resumen
En un mundo cada vez mas consciente de la necesidad de reducir las emisiones de gases de
efecto invernadero y disminuir la dependencia de los combustibles fosiles, el uso de biodiesel
como combustible renovable ha adquirido una relevancia inigualable. El biodiesel, derivado de
fuentes renovables como aceites vegetales y grasas animales, representa una alternativa
prometedora a los combustibles fésiles, ya que puede reducir significativamente las emisiones de
dioxido de carbono y contribuir a la mitigacién del cambio climatico.
Sin embargo, la sintesis de biodiesel no esta exenta de desafios. La obtencion eficiente de
biodiesel implica la reaccion de transesterificacion, que generalmente requiere el uso de
catalizadores quimicos, que pueden ser costosos y generar residuos perjudiciales para el medio
ambiente. Aqui es donde entra en juego la investigacion para encontrar alternativas mas
eficientes y sostenibles. Uno de los enfoques méas prometedores es el uso de enzimas como
catalizadores en el proceso de transesterificacion. Las enzimas son biocatalizadores naturales que
pueden acelerar la reaccion de transesterificacion de manera mas selectiva y menos contaminante
que los catalizadores quimicos convencionales, abriendo asi nuevas posibilidades para la
produccién de biodiesel de manera mas sostenible y amigable con el medio ambiente. Esta
innovacién no solo reduce la dependencia de los combustibles fésiles, sino que también
promueve un futuro energético mas limpio y sostenible para las generaciones venideras. El
objetivo general de este estudio consiste en llevar a cabo una revision sistematica de la literatura

cientifica en los ultimos 5 afios enfocada en el uso de enzimas en la sintesis del biodiesel. Para



alcanzar este proposito, se han establecido objetivos especificos que incluyen la identificacion de
las enzimas mas cominmente empleadas en la produccion de biodiesel, la evaluacion de las
ventajas y desafios asociados con la utilizacion de enzimas en comparacion con los métodos
convencionales, asi como el anélisis detallado de estudios de casos que ejemplifiquen la eficacia
de las enzimas como catalizadores en el proceso de sintesis de biodiesel. Esta revision se espera
que arroje luz sobre el potencial y la viabilidad de las enzimas como una alternativa sostenible y
eficiente en la produccién de biodiesel, contribuyendo asi al avance de la investigacion en este
campo Y a la promocion de tecnologias mas respetuosas con el medio ambiente en la industria
del transporte y la energia. La metodologia empleada en la elaboracion de esta monografia se
baso en la recopilacion de informacidn procedente de fuentes y bases de datos ampliamente
reconocidas en el &mbito cientifico, tales como SciElo, Dialnet, Google Académico y Scopus. El
enfoque de investigacion adoptado se centrd en llevar a cabo una revision sistematica de la
literatura, lo que implicé una exhaustiva bisqueda y seleccion de articulos cientificos y estudios
pertinentes en las mencionadas bases de datos académicas. Posteriormente, se llevé a cabo una
rigurosa evaluacion critica de la calidad y relevancia de los estudios seleccionados, garantizando
asi la solidez y confiabilidad de la informacion recopilada en esta monografia. En general, las
enzimas lipoliticas se pueden dividir en dos categorias principales: las lipasas y las esterasas o
carboxilesterasas. Enzimas en la Sintesis de Biodiesel: Las lipasas tienen una especializacion en
acilgliceroles grasos de cadena larga (>10 carbonos), utilizando la trioleina como sustrato de

referencia. Por otro lado, las esterasas se enfocan en acilgliceroles de cadena corta (<10 4&tomos



de carbono) y otros ésteres simples, utilizando la tributirina como sustrato estandar; el proceso de
produccion de biodiesel a partir de aceites o grasas que contienen triglicéridos implica la
reaccion catalitica de estos compuestos con un alcohol alifatico de cadena corta bajo condiciones
especificas. Esta reaccién da como resultado la formacion de biodiesel, que son ésteres alquilicos
de los acidos grasos unidos a la estructura del triglicérido, junto con el subproducto glicerol, que
previamente formaba parte de la estructura del aceite o grasa original. La obtencidn de biodiesel
mediante la utilizacion de enzimas presenta ventajas notables, como la selectividad enzimética
gue garantiza una mayor precision en la sintesis. Ademas, se lleva a cabo a través de condiciones
de reaccion mas suaves, lo que se traduce en un menor consumo de energia y una reduccion
significativa de subproductos no deseados. Sin embargo, no se pueden pasar por alto los desafios
que conlleva este proceso, tales como los costos de produccion que pueden ser elevados, la
necesidad de abordar la estabilidad y reusabilidad de las enzimas, asi como la adaptacion a
diferentes materias primas, aspectos que requieren atencion y desarrollo continuo en la basqueda
de una produccion de biodiesel mas eficiente y sostenible. Resultados: Los estudios encontrados
exploran diferentes enfoques para la produccién de biodiesel utilizando enzimas como
catalizadores. En el primer estudio, se destaca la enzima BTL2, producida recombinantemente a
partir de Bacillus thermostreptus, con un tamafio de 43 kDa; se resalta su alta resistencia a
solventes y cambios térmicos, lo que la hace promisoria para la produccién de biodiesel. El
segundo estudio emplea un biocatalizador obtenido a través de fermentacion de Rhizomucor en

medio sélido para catalizar la transesterificacion en hexano, este utiliza aceite de cocina



quemado Yy alcoholes de cadena corta como sustrato, y se analiza la sintesis de biodiesel
mediante cromatografia en capa fina. Un tercer estudio aborda la extraccion de aceite de
Aspergillus niger y su posterior transformacion en biodiesel utilizando una enzima extracelular
(lipasa); se destaca la importancia de optimizar las condiciones de crecimiento del hongo. Por
altimo, un cuarto estudio presenta un método de sintesis enzimatica utilizando una enzima
esterasa/lipasa inmovilizada en particulas magnéticas funcionalizadas. Esta inmovilizacion
mejora el rendimiento del proceso y permite la reutilizacion del catalizador, lo que reduce
significativamente los costos en ciclos consecutivos de reaccion. En resumen, estos estudios
exploran diferentes enzimas y métodos para la produccion de biodiesel, destacando sus ventajas
en términos de resistencia, rendimiento y eficiencia en la sintesis de este combustible renovable.
Palabras claves: Aceite residual, lipasas, hongos lipoliticos, bacterias lipoliticas,

biodiesel.
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Abstract
In a world increasingly aware of the need to reduce greenhouse gas emissions and decrease
dependence on fossil fuels, the use of biodiesel as a renewable fuel has gained unparalleled
relevance. Biodiesel, derived from renewable sources such as vegetable oils and animal fats,
represents a promising alternative to fossil fuels, as it can significantly reduce carbon dioxide
emissions and contribute to climate change mitigation.
However, biodiesel synthesis is not without its challenges. Efficiently obtaining biodiesel
involves the transesterification reaction, which generally requires the use of chemical catalysts,
which can be costly and generate environmentally harmful waste. This is where research comes
in to find more efficient and sustainable alternatives. One of the most promising approaches is
the use of enzymes as catalysts in the transesterification process. Enzymes are natural
biocatalysts that can accelerate the transesterification reaction in a more selective and less
polluting way than conventional chemical catalysts, thus opening up new possibilities for the
production of biodiesel in a more sustainable and environmentally friendly way. This innovation
not only reduces dependence on fossil fuels, but also promotes a cleaner and more sustainable
energy future for generations to come. The overall objective of this study is to conduct a
systematic review of the scientific literature in the last 5 years focused on the use of enzymes in
biodiesel synthesis. To achieve this purpose, specific objectives have been established that
include the identification of the enzymes most commonly employed in biodiesel production, the

evaluation of the advantages and challenges associated with the use of enzymes compared to
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conventional methods, as well as The detailed analysis of case studies that exemplify the
effectiveness of enzymes as catalysts in the biodiesel synthesis process. This review is expected
to shed light on the potential and feasibility of enzymes as a sustainable and efficient alternative
in biodiesel production, thus contributing to the advancement of research in this field and the
promotion of more environmentally friendly technologies in the transportation and energy
industry. The methodology used in the preparation of this monograph was based on the
collection of information from sources and databases widely recognized in the scientific field,
such as Scielo, Dialnet, Google Scholar and Scopus. The research approach adopted focused on
conducting a systematic literature review, which involved an exhaustive search and selection of
relevant scientific articles and studies in the aforementioned academic databases. Subsequently, a
rigorous critical evaluation of the quality and relevance of the selected studies was carried out,
thus ensuring the soundness and reliability of the information compiled in this monograph. In
general, lipolytic enzymes can be divided into two main categories: lipases and esterases or
carboxylesterases. Enzymes in Biodiesel Synthesis: Lipases have a specialization in long-chain
fatty acylglycerols (>10 carbons), using triolein as a reference substrate. On the other hand,
esterases focus on short-chain acylglycerols (<10 carbon atoms) and other simple esters, using
tributyrin as the standard substrate; the process of biodiesel production from oils or fats
containing triglycerides involves the catalytic reaction of these compounds with a short-chain

aliphatic alcohol under specific conditions. This reaction results in the formation of biodiesel,
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which are alkyl esters of the fatty acids attached to the triglyceride structure, together with the
by-product glycerol, which was previously part of the structure of the

Original oil or fat. Obtaining biodiesel through the use of enzymes presents notable advantages,
such as enzymatic selectivity that guarantees greater precision in the synthesis. In addition, it is
carried out through milder reaction conditions, which translates into lower energy consumption
and a significant reduction of unwanted by-products. However, the challenges involved in this
process cannot be overlooked, such as production costs that can be high, the need to address
enzyme stability and reusability, as well as adaptation to different feedstocks, aspects that require
attention and continued development in the search for more efficient and sustainable biodiesel
production. Results: The studies found explore different approaches for biodiesel production
using enzymes as catalysts. The first study highlights the BTL2 enzyme, recombinantly
produced from Bacillus thermostreptus, with a size of 43 kDa; its high resistance to solvents and
thermal changes is highlighted, which makes it promising for biodiesel production. The second
study employs a biocatalyst obtained through fermentation of Rhizomucor in solid medium to
catalyze transesterification in hexane; it uses burned cooking oil and short-chain alcohols as
substrate, and the biodiesel synthesis is analyzed by thin layer chromatography. A third study
addresses the extraction of oil from Aspergillus Niger and its subsequent transformation into
biodiesel using an extracellular enzyme (lipase); the importance of optimizing the growth
conditions of the fungus is highlighted. Finally, a fourth study presents an enzymatic synthesis

method using an esterase/lipase enzyme immobilized on functionalized magnetic particles. This
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immobilization improves the yield of the process and allows the reuse of the catalyst, which
significantly reduces costs in consecutive reaction cycles. In summary, these studies explore
different enzymes and methods for biodiesel production, highlighting their advantages in terms
of resistance, yield and efficiency in the synthesis of this renewable fuel.

Key words: Waste oil, lipases, lipolytic fungi, lipolytic bacteria, biodiesel.
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Introduccion

Las grasas y los aceites no son reconocidos por los consumidores como alimentos, no
tienen valor nutricional y solo los aprecian como un medio para calentarse. Por ejemplo, parte de
la razén es que no brindan un tratamiento adecuado; el uso excesivo, el almacenamiento
inadecuado, la alta temperatura y la disposicion inadecuada de los desechos generados
contaminan el medio ambiente porque cuando se vierten en el agua, quedan en la superficie y no
permiten la oxidacion, provocan una capa de aceite que bloguea el flujo de luminosidad, que
genera dafio en los ambientes acuaticos (Rojas, 2021).

Los diferentes ambientes de nuestro planeta despliegan exclusivas caracteristicas
ecoldgicas que crean el habitat adecuado para diferentes clases microorganismos; estas especies
microbianas son capaces de generar durante su proceso de alimentacion la secrecion de enzimas
capaces de degradar los nutrientes del medio, dentro de las cuales estan lipasas.

Las lipasas son capaces de hidrolizar triglicéridos a &cidos grasos y glicerol de cadenas
largas de hasta 10 a&tomos de carbono. Algunas pueden ingresar en la catalisis de reacciones de
transesterificacion e hidrolisis, lo cual genera que las que sean aspirantes perfectas en diferentes
aplicaciones industriales, ademas representan la 3? clase de importancia, detras de las
carbohidrasas y proteasas (Fuentes, 2020).

Asi mismo estas enzimas lipasas son alternativas prometedoras en la sustitucion de la

catalisis de tipo quimico en la obtencion de biodiesel. Particularmente, las fangicas son las
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manipuladas gracias a su bajo costo y buena estabilidad en el proceso (Sustaita-Rodriguez,
2019).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de la monografia fue ejecutar una exploracion
bibliogréfica de informacion, ademas del manejo y disposicion de los AVU en Colombia,
ademas cuales son las especies de micoorganismos mas utilizadas con actividad lipolitica en la

sintesis del biodiesel.
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Planteamiento del Problema

El Aceite de Cocina Usado (ACU) llamado también Aceite Vegetal Usado (AVU), son
aceites que son producidos de forma continua o intermitente por empresas que elaboran
productos alimenticios y que, durante su uso, son sometidos a procesos térmicos que modifican
las propiedades del producto original. (Solar et al., 2018)

En el panorama ambiental actual, que ha crecido y se ha desarrollado, ahora es
importante satisfacer las necesidades para equilibrar el medio ambiente, ademas para obtener
recursos potenciales a partir de desechos o0 excedentes; Los recursos naturales renovables y no
renovables forman la base para la produccion de innumerables elementos de productos, una parte
importante de los cuales se descarta y se denomina desperdicio. Uno de ellos es el aceite vegetal
o0 grasa animal, que es imprescindible en las cocinas de la mayoria de los hogares y unidades
economicas, para la fritura de alimentos, por lo que su consumo es continuo y también se
generan residuos mas contaminantes, pero si estos residuos se retiran para su aprovechamiento o
en la produccion de biocombustibles se reduce el impacto sobre el medio ambiente (Sanchez
Gonzélez et al., 2017).

Por consiguiente, es indispensable que las estrategias biotecnologicas puedan ser
apoyadas en que las opciones para solucionar las problematicas de estos desechos sean con el
menor impacto ambiental y que del mismo modo se puedan conseguir beneficios alternos como
el conocimiento de especies de micoorganismos que faciliten la resolucion de dafios 0 en su

defecto que potencien su mejora mientras se alimentan de sus componentes como sustrato.
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Actualmente es habitual el emplear materias primas como los aceites en la elaboracion de
alimentos, unos muy apetecidos como las frituras (empanadas), estas son alimentos de muy buen
sabor y bajo costo lo a que hace que su produccién cada vez sea mas comun tanto en los hogares
como establecimientos de venta, esto a su vez trae consigo la utilizacién de gran cantidad de
aceites vegetales para freir que al final y por temas de costos son repetidamente reusados y mal
dispuestos o desechados de forma inadecuada.

En la basqueda de alternativas de solucion a problematicas tan comunes como los aceites
usados, surge el interés por conocer como los son microorganismos capaces de desarrollar
enzimas lipoliticas, ademas como estos puedan ser utilizados por su actividad enzimatica en la
sintesis de lipidos, y que del mismo modo sirvan como una herramienta para la obtencion de
subproductos como el biodiesel o la degradacion de estos productos de reliso y que después de
ser utilizados tengan una disminucidn en el impacto al ecosistema del planeta. Esta realidad
muestra a su vez como el ambiente natural brinda extensas posibilidades para aislar
desconocidos microorganismos creadores de lipasas con propiedades novedosas al igual las
lipasas microbianas estan recibiendo mucha atencion debido a su potencial aplicacion

biotecnoldgica.
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Justificacion

Los aceites comestibles son grasas que a pesar de no ser esenciales para la dieta humana
proporcionan nutrientes, energia y rico sabor a los alimentos (Restrepo et al., 2018). Asi mismo
el aceite vegetal o las grasas de origen animal, son necesarios en las cocinas para sofreir
alimentos, lo que hace su elevado y constante consumo en hogares y establecimientos; asi mismo
los residuos generados posterior a uso son cada vez mas elevados, aungue si estos son destinados
para la elaboracion de combustibles biologicos se disminuirian las huellas negativas (Solar et al.,
2018).

El tema de la contaminacion por aceites vegetales usados es una problematica que
muchos desconocen, por ende cada vez es mas dificil de solucionar las acciones y problemas
alternos de estos elementos, cuando no hacemos un buen uso de estos residuos alimenticios ya
sea por desconocimiento o porque en los lugares donde se genera no se cuenta con un sistema de
empresas recolectoras para su tratamiento, ademas se genera un ola de contaminacion de forma
abrupta debido a no tener conciencia del dafio ocasionado.

Estudios realizados por (Moya et al., 2020), demostraron que los residuos de aceites
usados contaminan mucha cantidad del agua ya que crean una capa gruesa Yy espesa que
entorpece el paso de oxigeno. Con la intencidn de probar la capacidad y eficacia de
biodegradacion in vitro de RAUC utilizando hongos productores de lipasas dentro de los que se
destacan 3 géneros (Penicilium, Aspergillus y Amorphoteca) procedentes de ambientes acuosos

en la industria de palma.
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Otro estudio que apoya este tipo de investigacion es la planteada por (Pérez et al., 2021)
seleccionar y aislar el género con mejor accién de sus enzimas al emplear aceite usado como
Unica fuente de sustrato.

Por su parte (Guevara et al., 2018), menciona que las lipasas forman una opcion
prometedora para cambiar el empleo de elementos quimicos al obtener biodiesel ya que son
sintetizadas de hongos tienen un menor costo y mas estables. En su investigacion este autor
muestra nuevas cepas fungicas productoras de lipasas, asociadas a sitios contaminados con
residuos del procesamiento de aceites vegetales.

Es importante y necesario la implementacion de alternativas de solucion amigables de
gran impacto a la sociedad, al mismo tiempo que las personas sean protagonistas en un eslabdn

de la solucion
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Objetivos

Objetivo general:
Analizar los resultados de los estudios existentes en la literatura cientifica sobre el uso de

enzimas como alternativa biotecnoldgica en la sintesis de biodiesel en los Gltimos 5 afios.

Objetivos especificos:

Determinar las principales caracteristicas de los aceites vegetales, aceites vegetales
usados, su impacto como residuos generados en actividades alimentarias y su potencial uso como
materia prima para la obtencion de biodiesel.

Establecer las principales lipasas empeladas en la obtencién del biodiesel, su forma de
reaccion, las enzimas utilizadas y que técnicas se emplean con ellas junto con los aceites usados
para generar biodiesel.

Especificar las principales técnicas de obtencion de biodiesel orientadas a establecer las
normas tanto internacionales como nacionales reguladas para el manejo de estos residuos en los

Ultimos 5 afos.



27

Técnica de Busqueda Bibliogréafica
Para la realizacion de esta monografia, se tuvo en cuenta los siguientes elementos para

lograr adaptar la informacion al tema general de investigacion:

Alcance y objetivos: el enfoque de investigacion adoptado para llevar a cabo este estudio
se basa en una revision sistematica de la literatura cientifica en los ultimos 5 afios en relacion al
uso de enzimas en la sintesis del biodiesel. Esta técnica de blusqueda se estructura en varias
etapas clave que tienen como objetivo recopilar, evaluar y sintetizar la informacion relevante
sobre el tema especifico. La definicion de los objetivos se centrd en revisar literatura reciente
sobre cuales, y como son usadas dichas enzimas, identificando tendencias, y evaluacion de la
eficacia de diferentes enzimas en comparacion con componentes quimicos empleados con mayor
frecuencia en la industria.

Fuentes de informacion: se buscé recopilar informacion existente de varias fuentes y
bases de datos, dentro de las bases de datos se seleccionaron, Scopus, Scielo, Dialnet y Google
Académico. Por ello, las bases conceptuales sobre las que se estructurd el trabajo inician de
libros, revistas cientificas o trabajos realizados con la tematica. Se consideraron y revisaron que
los términos de busqueda estuviesen presentes en titulos, resumenes, palabras clave y, cuando el
testo estuviera disponible, el texto completo de los documentos. Igualmente, en cada bldsqueda se
determino que los articulos no tuviesen una antigiiedad mayor a 6 afios. El criterio para la

seleccion de estas bases de datos fue su alcance de cobertura en disciplinas como bioquimica,
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ambiental, ingeniera quimica. Los términos que se emplearon para el algoritmo de basqueda
incluyeron palabras clave en relacion al tema, tales como: “aceite vegetal usado”,
“microorganismos”’, “biodiesel”, “lipasas”, “enzimas”, “transesterificacion”, cada uno de estos

términos fueron introducidos en los motores de busqueda de las bases de datos en diferentes

combinaciones usando operadores booleanos “AND, OR”.

Por otra parte, de la misma manera se realizé una busqueda manual dentro de las
referencias bibliograficas de los estudios incluidos para hallar, buscar y afiadir articulos
relevantes sin identificar previamente durante las basquedas en base de datos. Por ultimo, solo se
seleccionaron aquellos que expongan datos sobre los temas de interés como producir enzimas
lipasas para la degradacion de cidos grasos y su aplicabilidad biotecnologica en la sintesis del
biodiesel, ademas que el afio de publicacion estuviese entre 2017- 2022.

Criterios de seleccion: para garantizar la calidad y relevancia de los estudios
seleccionados, se establecieron criterios de inclusion y exclusion. Los criterios de inclusion
fueron la fecha de publicacion, el idioma, el tipo de estudio (por ejemplo, investigaciones
originales y revisiones) y la relacion directa con el tema de investigacion (por ejemplo, estudios
sobre la aplicacion de enzimas en la sintesis de biodiesel). Los criterios de exclusién pueden
referirse a estudios que no cumplan con los estandares de calidad, fecha y que no aportaron
informacion relevante o que estén duplicados.

Incluir estudios recientes (Ultimos 5 afios) y aquellos centrados en aplicaciones

industriales.
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Excluir estudios con metodologias deficientes o no relevantes para el enfoque.

Busqueda exhaustiva y seleccién de articulos cientificos: el proceso comienza con una
busqueda exhaustiva en diversas bases de datos académicas, como Scielo, Dialnet, Google
Académico y Scopus, entre otras fuentes fiables. Estas bases de datos albergan una amplia gama
de publicaciones cientificas y estudios relacionados con el tema de interés, en este caso, el uso de
enzimas en la sintesis del biodiesel. Durante esta etapa, se aplicaron palabras clave y criterios de
busqueda especificos para identificar estudios relevantes. Se procedid a la descargar un conjunto
de 73 articulos, en los cuales se llevé a cabo una revision exhaustiva de diversos componentes,
incluyendo, pero no limitandose al titulo, el resumen, los resultados y las conclusiones. Los
elementos pertinentes a los resultados y las conclusiones fueron cuidadosamente extraidos de
cada articulo y documentados de manera sistematica, con el objetivo de lograr resultados
coherentes y alineados con los objetivos estipulados en la metodologia del estudio.

Evaluacion de la Calidad de la Evidencia: para la evaluacion critica de la calidad se tuvo
en cuenta cuando una vez recopilados los estudios potencialmente relevantes, después se llevé a
cabo una evaluacion critica de su calidad metodoldgica. Esto implicé analizar la rigurosidad de
la investigacion, la validez de los resultados y la confiabilidad de los datos presentados. Para ello
se utilizo criterios especificos para determinar la calidad de cada estudio, lo que incluyé la
revision de la metodologia, el tamafio de la muestra, el analisis estadistico y la solidez de las

conclusiones.
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Sintesis y analisis de los resultados: después de la evaluacion critica, los estudios de alta
calidad se seleccionaron para su inclusion en la revision sistematica. A continuacién, se procedid
a sintetizar y analizar los resultados de estos estudios de manera coherente y l6gica. Esto implicd
la identificacion de tendencias, patrones o inconsistencias en la literatura cientifica relacionada
con el uso de enzimas en la sintesis del biodiesel. Asi mismo dicha informacion se desglosoé en

secciones ldgicas apoyada en una redaccidn clara y coherente.

Capitulo 1
El Aceite Vegetal

Es una sustancia tipo oleosa que, debido a los &cidos grasos presentes de su constitucion,
proviene de frutos que estan en ciertas clases de semillas, lo cual le atafie propiedades organicas
como fitosteroles, beta carotenos y vitaminas, lo que la convierte en un elemento alto en
nutrientes ideal para el consumo (Sanchez et al., 2017).

En los Gltimos diez afios, es evidente el aumento en el consumo de aceite de tipo vegetal
ya debido a que es un elemento en la dieta de casi toda la poblacion. El continente Sudamericano
es uno de los que més variedad de aceites vegetales produce. Una gran variedad de los elementos
que componen al aceite son los aportes de omega 3-6, acidos grasos saturados, poliinsaturados
monos insaturados, provenientes de, los vegetales, semilla, planta o fruto; ademas genera

beneficios nutricionales diferentes (Carrasco & Anchundia, 2021). Por su parte (Villabona et al.,
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en 2017) revel6 que, a partir del aceite de cocina residual, es posible que sea empleado en la
produccion de varios bienes con potencial industrial, dentro de los que se destacan: jabon,
espuma de poliuretano, biocombustible (biodiésel), surfactantes y fertilizantes. Con el este uso a
dicha materia prima contaminante se reduce el deterioro ambiental y se obtienen un beneficio
adicional.

Las estadisticas evidencian que, en Colombia, un porcentaje cercano al 35 % de un total
de 162 millones de litros de aceite de cocina que es comercializado termina como desecho que
afecta las tuberias y sifones. Por su parte, el Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo
Sostenible acepta la situacion que es evidente donde el aceite termina siendo un residuo
peligroso, debido a su disposicion inadecuada, lo cual genera dafios ambientales en redes

fluviales, de alcantarillado, y en los suelos (Villabona et al, 2017).

Aceite Vegetal Usado (AVU)

Es alta la cantidad de aceite de cocina usado generado posterior a su uso por parte de los
establecimientos diferentes de ventas de comidas rapidas y restaurantes, ya que no perciben el
dafio ocasionado y desconocen el tratamiento y la ruta adecuada para este elemento, simplemente
crean un circulo de uso y descarte rutinario que termina en las tuberias, el alcantarillado o en
bolsas a los camiones de basura, perdiendo asi la posibilidad de ser utilizado con fines benéficos

(Sanchez et al., 2017).
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Debido a que los aceites vegetales refinados son empleados tanto en los hogares como a
en la industria, es posible notar que para lo que mayormente lo emplean es en procesos de
elaborando los alimentos, gracias a sus propiedades, consiguen la transmitir calor y otorgar el
sabor y textura cuando se frien los alimentos. Asi mismo en la mayoria de los paises y también

en Colombia, estos aceites son indispensables en el sector hotelero (Rojas H, 2021).

Propagation >
< Termination >

Relative Concentration

Time

Figura 1. Proceso de deterioro del aceite en el tiempo.

Fuente: Ojeda, (2021).

En la figura 1, se observa la alteracion producida con el pasar del tiempo de uso del
aceite, las siglas TPC hace referencia a los compuestos polares totales, que son perjudiciales a la

salud (Ojeda, 2021).
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Impactos Ambientales Aceite Vegetal Usado (AVU)

La adecuada recoleccion y disposicion de los aceites vegetales usados en Colombia atin
no esta generalizada entre los diversos productores, tanto locales como los centros de fabricacion
de alimentos, por lo que no ha habido avances significativos hacia la conveniente disposicién de
los aceites usados en la nacion (Gomez, 2018).

Cuando los hidrocarburos alcanzan las aguas superficiales, pueden afectar la propiedad
de canje de oxigeno y alterar los ecosistemas, y de igual forma su vertido en tierra puede
provocar: erosion, pérdida de productividad de la tierra y pérdida de los ecosistemas. Incluso a
nivel de ciudad, si se vierten en los sistemas de alcantarillado y se combinan con residuos de
productos de limpieza y jabones domésticos, pueden crear las llamadas "bombas de grasa™
pueden obstruir los puntos, causar problemas en la eliminacion de desechos y aumento en los

costos del tratamiento debido al gran contenido organico (Castillo, 2017).

Las Lipasas

Enzimas con la capacidad de hidrolizar los triglicéridos y logran para independizar acidos
grasos y glicerol en la interface entre aceite-agua. Son las encargadas de catalizar la hidrolisis de
grasas en la interface lipido-agua y llevan a cabo diversas reacciones de trasformacién bioldgica
en condiciones microacuosas. La nueva era genomica abre muchas oportunidades para las
lipasas modificadas genéticamente en alimentos, combustibles y productos

farmacéuticos. (Coello & Vélez, 2019).
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Fuentes de Lipasas

Dentro de ciertas fuentes de origen estas las de tipo microbiana (de levaduras, bacterias y
hongos filamentosos) estas poseen versatilidad y estabilidad en el manejo industrial debido a su
facilidad para producirlas y ser transformadas (Filho et al., 2019). Estas lipasas microbianas
tienen una funcion natural que se relaciona con el usar los lipidos como Unica fuente de
carbono, con lo cual es posible que sean aislados en diferentes habitats, como suelo
contaminado con aceite, residuos de aceite o superficies de queso. (Lai et al., 2019).

Dentro de los principales microorganismos productores de lipasas se conocen: Bacillus
subtilis, Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Bacillus licheniformis, Bacillus
coagulans, Sataphylococcus sp., Candida rugosa y Geobacillus stearotermophilus. Las especies
de: Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia,
Rhizomucor mieheim, Geotricum candidum, Candida rugosa y Aspergillus niger se encuentran
de manera comercial ya que pueden realizar la sintesis de biodiesel, aunque no son muy estables
en la produccion, lo que ocasiona que su aplicacion a nivel industrial no sea mucha. Solo Callera
trans y Candida antarctica en la produccion han logrado su aplicacion a escala industrial, siendo

esta Ultima empleada de forma comercial en la produccidn de biodiesel (Priyanka et al., 2019).
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Biocatalisis

la utilizacion de enzimas en los Gltimos afios ha tenido un auge notable en los procesos
industriales, es evidente dicho impacto en areas como la fabricacién de detergentes, la
agricultura, la elaboracion de combinados sintéticos, combustibles bioldgicos, polimeros
sintetizados y combinados orgénico y la industria farmacéutica (Patel et al., 2017). Dentro de las
ventajas que tienen las enzimas es que poseen especificidad alta de sustrato, pureza del producto
y su impacto ambiental es leve. En comparacion con el proceso catalitico quimico, reduce el
consumo activo ya que requiere una menor temperatura, y también de pH, disminuyendo asi la
utilizacion de disolventes organicos que son toxicos (Sanchez &Demain, 2017 Paul et al., 2019;
Sheldon & Woodley, 2018).

A nivel del mercado global los avances en relacion a los biocatalizadores son impulsado
por su forma reacciones catalizadas con mayor estabilidad y eficiencia, su regio-quimio-, y
enantioselectividad, asi como sus particularidades que respetan el ambiente en comparacién con
las técnicas quimicas (Lai et al., 2019). En 2016 se esperaba que las enzimas en el mercado
estuviesen alrededor de 5.010 millones de dolares y aumentara en 2021 hasta los 6.320 millones
de ddlares. Asi mismo desde 2005, se presentia que a nivel mundial las ventas de productos de
origen biologico aumentaran del 15% para el 2025 (Paul et al., 2019; Chapman et al., 2018).

Aunque al parecer, la biocatalisis es una opcion eficiente y ecoldgica para el campo
industrial. Esta comodidad econdmica es dependiente, en mayor proporcion, costo del aceite, que

con un valor menor al 50% en relacion al total de la produccion (Jamil et al., 2018).
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El costo de los catalizadores biolégicos y su posible efecto inhibitorio sobre el alcohol
con una cadena corta son los dos limites principales del uso enzimatico del proceso industrial.
Pero, lograr que una enzima inmovilizada conserve su actividad catalitica con su forma soluble y
ademas sea reutilizarse posterior a sucesivos ciclos de sintesis evita esa limitacion (Miao et al.,
2018).

En la comercializacion de las enzimas, el 85% es de origen microbiano. Dentro de los
elementos a favor, en comparacion a las producidas por los animales y las plantas, se desataca
gue son mas constantes, ademas proporcionan elevada variedad bioquimica, mucha mas facilidad
de modificacion genetica (Patel et al., 2017).

Alrededor del 90% de las enzimas de tipo industrial son adaptaciones combinadas,
debido a que las de origen naturales no son muy adecuadas en los bioprocesos. Generalmente,
ciertas especies deben efectuarles cambios genéticos, con lo que se logra altos niveles de
produccién y mejorar sus propiedades cataliticas (Sanchez & Demain, 2017; Liu & Kokare,
2017). El apoyo brindado por la técnica de metagendmica, las herramientas genéticas, la
modificacion quimica, es posible conseguir enzimas con mayor estabilidad y un mejor

desempefio (Facin et al., 2019).
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Enzimas Lipasas y los Microrganismos que las Producen

La utilizacion de especies microbianas para sintetizar sus enzimas es de importancia en
varios procesos de aplicacion segura. A comienzos de 1901 se conocen los aspectos de lipasas en
los microorganismos, B. pyocyaneus y Bacillus prodigiosus B. fluorescens (Mejia & Morales,

2022). Su destreza en catalizar la hidrolisis y sintetizar los ésteres (Ma et al., 2019).

Por su parte los autores Vyas & Chhabra (2017), por medio del aislamiento de una
levadura oleoginosa llamada Cystobasidium oligophagum (JRC1) obtenida del residuo de
celulosa; conocen su actividad lipasica (2,88 Ul/mg), esta cepa indicé accion endoglucanasa,
exoglucanasa y p—glucosidasa. Ultimamente, Sahay & Chouhan (2018), lograron conseguir dos
lipasas con acciones a baja temperatura y metaloenzimatica, derivados de los hongos Penicillium
canesense y Pseudogymnoascus roseus.

Hay una gran cantidad de microorganismos que producen lipasa, pero solo unos pocos
hongos son evaluados para su obtencion. Varias especies de mohos como Penicilliumy
Aspergillus para la obtencidn de lipasa extracelular en medios sélidos y liquidos manipulando
aceite de oliva como inductor (Mejia & Morales, 2022).

El estudio llevado a cabo por Castro et al., (2017) permitié conocer a partir de aceite de

la cepa de Aspergillus westerdijkiae empleada en la obtencion de lipasas, su actividad enzimatica
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es de 52 U/g de micelio, con una temperatura 6ptima de 40°C y pH 6ptimo entre 7y 8.

Ultimamente Pereira et al., (2019) emple6 semilla y cascara de mango como inductores lipidicos.

Enzimas Lipoliticas

Las enzimas son empleadas desde civilizaciones méas antiguas en distintos procesos.
Hasta la actualidad se tiene conocimiento de unos cuatro mil diferentes enzimas Unicas en su
especificidad (Mejia & Morales, 2022). Estas las enzimas tienen empleos en escenarios versatiles
esto debido al organismo que las genera y funcion principal. En muchos casos el sustrato es de
especifico dando como resultado un Gnico producto de cada enzima (Aravidan, 2017).

Los hongos del género Aspergillus sp se encuentran clasificados como mejores
productores de lipasas extracelulares, logrando una alta capacidad biodegradativa bajo
condiciones controladas en el estudio; asi mismo, las diferencias de actividad lipolitica, estan
relacionadas a la capacidad de produccion de lipasas y a la especificidad de utilizacion de acidos

grasos libres por cada género fungico (Mejia & Morales, 2022).

Las lipasas de tipo microbiana (de bacterias, levaduras y hongos filamentosos) son de
amplia aplicacién industrial ya que es facil su produccion y modificacion, esto ademéas acompa-
fiado de su estabilidad y versatilidad (Filho et al., 2019). Naturalmente las lipasas microbianas se

relacionan con el metabolismo lipidico que se entiende como el uso de estas grasas como fuente
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de carbono, por esto se han aislado de varios héabitats, dentro de los que estan tierra contaminada

de aceites, restos de estos en la parte externa de alimentos como el queso.

Estructura de las Lipasas

La zona de la tapa es una estructura caracteristica de las lipasas, un movil dominio y anfi-
patico que envuelve la parte activa cuando falta el sustrato y es garante, en gran parte, de la acti-
vidad y seleccidn enzimatica. En este sitio puede radicar en una hélice simple, dos hélices, o una
region helicoidal y, segun su lugar, conserva al catalizador en su proporcion cerrada o abierta. En
un ambiente acuoso Y sin sustrato, el equilibrio entre las dos formas cambia a una conformacion
cerrada, con el lado hidrofilico de la tapa expuesto al medio y su lado hidrofébico hacia el saqui-
llo catalitico. Aunque, cuando esta presente el sustrato en ambiente hidrofébico (orgéanico) o en
una interface lipido-agua, la tapa gira alrededor de las dos regiones de bisagra y cambia a su con-
formacidn abierta, exponiendo la superficie hidrofobica, formando una gran superficie hidrofo-

bica. Superficie enzimatica que facilita la entrada de sustratos. (Khan et al., 2017).

Reacciones Catalizadas por Lipasas
Gran cantidad de las lipasas tienen especificidad de sn-1,3, y catalizan la hidrolisis/tran-
sesterificacion de los &cidos grasos situados particularmente en ciertos puntos (Lai et al., 2019;

Casas-Godoy et al., 2018). Particularmente, los acidos grasos sn-2 no se acoplan al area activa de
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la lipasa debido a que ciertas limitantes estéricas. Dentro de las enzimas estan la lipasa de Asper-

gillus niger, la pancreética humana, la lipasa RML de Rhizomucor miehei (Filho et al., 2019).

Son reacciones bisustrato las reacciones catalizadas por lipasas, en estas los sustratos
pueden unirse a la enzima de dos formas: 1) paralelamente antes de constituir productos (meca-
nismo de complejo ternario), o 2) conectar de forma secuencial (mecanismo Ping-Pong Bi-Bi)
(Corradini et al., 2019; Monti et al., 2018). Finalmente es apreciado el modelo cinético mas co-
munmente aceptado y aprovechado para referir la operacion de las lipasas (Corradini et al.,

2019).

Fuentes de Obtencidon de Lipasas

- Fermentacion en estado solido (FES): empleando Aspergillus niger los métodos
de fermentacion en fase sélido (FES) son usados frecuentemente mas que los sumergidos lo-
grando elevada produccion de lipasas. Estas técnicas tienen una baja inversion de dinero y for-
man con mas facilidad cultivar los hongos filamentosos fabricantes de enzimas. Dentro de estas
especies sobresalen los géneros Aspergillus, que son empleados en la obtencion de lipasas princi-
palmente Aspergillus niger, considerablemente utilizada en varias aplicaciones industriales (Cu-

jilema-Quitio et al., 2018).
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Fermentacion en medio liquido (FML): radica en el cultivo del microorganismo en un
medio liquido que tengan en su composicion los nutrientes precisos para su desarrollo y para
originar la fabricacion de la enzima de utilidad, la ventaja principal de este modelo radica en que
se consigue homogeneidad del cultivo y la facilidad de manipulacién. Mucha de las lipasas se
origina en forma extracelular ya que solo con centrifugar los cultivos es posible lograr obtener el
sobrenadante para después realizar la purificacion de la enzima (Fatima et al., 2021; Melani et
al., 2020; Sarmah et al., 2018).

Produccion en medio liquido a partir de células inmovilizadas (CIN): reside en limitar en
el area las células del microorganismo fabricante para resguardar de ambientes de estrés del me-
dio de cultivo, la ventaja principal de esta tecnica es que se consiguen reusar las células para rea-
lizar elaboracion constante de la enzima a traves del cambio del medio de cultivo. Aunque, su
estudio no esta desarrollado debido a la limitante en el progreso de las células confinadas (Fa-

tima et al., 2021; Melani et al., 2020; Sarmah et al., 2018).
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Aplicaciones Industriales de las Lipasas

Aromatizantes v saborizantes

Industria alimentaria v
bebidas

Industria cosmética

Industria papelera

Biocombustibles

Industria quimica

Industria farmacéutica

Aplicaciones Lipasas
microbianas

Industria tesxtil

Medioambiente

Maodificacion de grasas
Maduracion del queso
Alimentos funcionales

Emulsionantes
Control del pirch

Biodiesel
Detergenies
Sintesis de poliimeros

Resolucion de mezclas
racemicas

Biosensores
Hidralisis sustancias
hidrofabicas
Bicrremediacion

Tratamiento de efluentes

Figura 2. Aplicaciones industriales mas habituales de las lipasas microbianas.

Fuente: Mejia & Morales, (2022)

La figura 2, muestra ocho areas especificas de aplicabilidad de las lipasas microbianas
donde a su vez también es posible evidenciar cada una los productos de obtencion generados
posterior a su aplicacién en los procesos biotecnoldgicos.

A partir del aceite usado también se pueden producir biocombustibles de aviacion,

alcohol, asfalto, aditivos de caucho, cosméticos, medicamentos, detergentes, jabones, ceras,
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barnices, lodos de perforacion, aceites lubricantes, pinturas, poliuretanos, resinas, tensioactivos,

etc. graficos, velas y compost industrial (Ojeda, 2021).

Dentro de la investigacion es posible evidenciar que son multiples las aplicaciones que se

les da a las lipasas de tipo microbiano, pero especificamente en la industria del biodiesel es

posible desatacar segun lo describe la tabla 1, estan cinco técnicas de inmovilizacién para el

mejor aprovechamiento de estos elementos enzimaticos.

Tabla 1.

Técnicas de utilizacion de lipasas

Técnica

Resultados

Inmovilizacion de forma no
covalente sobre soportes
pOrosos

hidrofobicos y
macrorreticulares

-El método CLEAs (Cross-Unked Enzyme Aggregates), En
presencia 0 ausencia de un soporte, se pueden provocar cambios y
modificaciones en la estructura de la proteina, perjudicando su
actividad o dificultando el acceso de los sustratos a los sitios activos
o0 la evacuacion de los productos de reaccion, resultando en una
disminucidn de la eficiencia de sintesis del biodiesel (Prieto et al.,
2019).

LipC12 inmovilizada sobre
quitosano: LipC12-Chit

LipC12 inmovilizada sobre
Accurel: LipC12-Accu

LipC12 inmovilizada sobre
polipropileno en polvo:

LipC12-PPpow

LipC12 inmovilizada sobre
Nanomer: LipC12-Nano

-LipC12 inmovilizada sobre soportes Hidrofobos generd niveles
importantes de 1,3-dicaprilina, mientras que inmovilizada sobre
Immobead y quitosano permitié la generacion de 1,2- dicaprilina en
proporciones cercanas al 90%, manteniendo la 1,3-especificidad de
esta lipasa aun a tiempos largos de reaccion (Sanchez et al., 2021).
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LipC12 inmovilizada sobre
Immobead: LipC12-Immo

Inmovilizacion de forma no
covalente con uso de
nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas en superficie

Se inmoviliza mediante interacciones hidrofébicas la enzima
utilizada para la sintesis de biodiesel. Debido a la ausencia de
enlaces covalentes entre la enzima y el transportador, se observé
una perdida de actividad del 66 % después de varios ciclos de
sintesis, principalmente debido a la lixiviacion de la propia enzima.
(Prieto et al., 2019).

Inmovilizacion covalente

Se basan también en el uso de nanoparticulas magnéticas, a las que
se une la lipasa comercial Lipozyme-TL empleando glutaraldehido
o0 una carbodiimida para la sintesis de FAMEs (ésteres metilicos de
acidos grasos, del inglés Fatty Acid Methyl Esters), alcanzando una
conversion en 24 h de entre el 75% (a 50 °C) y el 94% (a 45 °C).
Aungue estos rendimientos no son malos, la reciclabilidad de las
enzimas esta lejos de ser 6ptima, ya que no admiten mas de 3 0 4
ciclos cataliticos consecutivos (Prieto et al., 2019).

Inmovilizacion de la lipasa
comercial de Gandida

rugosa sobre microesferas
magnéeticas de quitosano
activadas con glutaraldehido.

Sintetizacion de FAMEs del extraido del aceite de soja y hecho
reaccionar a 35 °C durante 30 h, el rendimiento fue del 87 %. El
numero maximo de ciclos sin excesiva pérdida de actividad fue de
cuatro. (Prieto et al., 2019).

Fuente: Elaboracion propia adaptado de (Prieto et al., 2019; Sanchez et al., 2021)
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Nombre Caracteristica Tipo de Desventajas Estrategiade  Proceso y usos
produccion utilizacién
LIPASA -Aspecto liquido  Fermentaciébn - Tienen baja La -La proteina
XX sumergidade  estabilidad n  inmovilizacion enzimaética, no
SPLIT un enprocesos  deunaenzima modificada
25L - La enzima tiene microorganism industriales es un proceso  genéticamente, se
Esterasa  ynalidad amarilla ﬁénTﬂginosus) enel separa
de ligero a dificad que se le del organismo de
bri I modificado : b
somprio con leve confina o produccion y
olor a genéticamente _Separacién delimitaenun  luego se purifica
complicada
dar lugar a
formas - procesamiento
-La caracteristica  insolublesque o o0 en
de color no es un Reutilizacion formulaciones
indicador de la muy retienen su
actividad actividad para
s limitada catalitica y .
enzimatica y Leden ser tratamientos de
puede cambiar de Eeutilizadas aguas con
lote a lote de repetidamente presencia de
produccién. -la mayoria IoF::uaI o ' grasas de origen
de las animal o vegetal,
enzimas esencial desde y
comerciales el punto de elaboracion de
tienenunalto i detergentes
costo economico,

de
produccion

ademas mejora
su desempefio
al

aumentar su
termo-

- posee elevada
cabida para
degradar aceites
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estabilidad y derivados de

facilita su cebos

separacion industriales,
aceites de palmay
coco y otros de
origen

vegetal

Fuente: Elaboracion propia adaptado de (Peralta & Romero, 2019).
Capitulo 2

Enzimas y su Aplicabilidad Biotecnoldgica en la Sintesis del Biodiesel

Las lipasas son enzimas que se consiguen de organismos vivos cuantiosos en la
naturaleza y se han usado en la elaboracion de jabones, detergentes, alimentos, aceites y otros
productos. Hoy en dia se ha introducido una nueva clasificacion de los mismos, divididos en
grupos y subgrupos. También hay interés en su uso en la fabricacion de biodiesel, asi como en

biotecnologia y genética médica (Salazar et al., 2020).

Dadas las referencias, se puede decir en general que las enzimas lipoliticas se fraccionan
en dos grandes categorias: lipasas y esterasas o carboxilesterasas. Las lipasas son particulares de
acilgliceroles grasos de cadena larga (>10 carbonos), con la trioleina como sustrato de referencia;
mientras que las esterasas son especificas de acilgliceroles de cadena corta (<10 atomos de

carbono) y otros ésteres simples, y la tributirina es su sustrato estandar (Du et al., 2018).
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Seguidamente en relacion a la disminucion de almacenamientos de combustibles fosiles,
las consecuencias del cambio climético y la elevada contaminacion de la atmosfera han
requerido buscar formas alternas de energias. El biodiesel es un biocombustible que se genera
empleando grasas animales, aceites vegetales, 0 microorganismos oleaginosos como hongos,
levaduras, microalgas y bacterias, estas poseen la capacidad de originar lipidos o
biocatalizadores que son empleados en las reacciones de transesterificacion para la obtencion de
este combustible biolégico (Goh et al., 2020), es un éster monoalquilico de &cidos grasos de
cadena larga y se considera un combustible liquido alternativo derivado del petroleo. Se obtiene
a partir de lipidos naturales como aceites usados, aceites producidos por algas aceites vegetales,
grasas animales. Esto se consigue mediante diversos procesos como son: microemulsiones,
pirélisis y por ultimo esterificacion o transesterificacion (Rosas et al., s, f). La reaccion de
transesterificacion puede ser catalizada por un &cido fuerte o una base fuerte o por una enzima
natural, la lipasa. Estos ultimos son biocatalizadores respetuosos con el medio ambiente y

compatibles con procesos sostenibles (Rosas et al., s, ).

Un estudio realizado en 2018 se probaron tres lipasas diferentes en la produccion de
biodiesel. Dos de ellos estan disponibles comercialmente en Rhizomucor miehei (RML) y
Thermomyces lanuginosus (TLL) y tienen 29,5 kDa y 31,7 kDa, respectivamente. El tercero,
producido de forma recombinante en el laboratorio, proviene de Bacillus thermostreptus (BTL2).

El tamafio de BTL2 es de 43 kDa. “En el caso de BTL2, encontram0s que es altamente resistente
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a la presencia de solventes y cambios térmicos (ya que puede soportar temperaturas entre 60 °C y

75 °C por un corto periodo de tiempo)”, (Hoon et al., 2019).

Otra investigacion revela que en la Produccion de conidias de Aspergillus niger para la
obtencidn de lipasa extracelular y extraccion de aceites microbianos potenciales para la
obtencion de biodiesel fue posible evaluar el efecto de pardmetros como temperatura, pH, y
fuente de nitrogeno sobre la capacidad de desarrollo de conidias del hongo Aspergillus niger en
medio liquido para extraccion de aceite y obtener lipasa extracelular con potencial aplicacion en
la produccion de biodiesel. Las microscdpicas revelaron caracteristicas morfoldgicas tipicas de
Aspergillus niger, como hifas septadas transparentes, conidiéforos largos, vesiculas esféricas y
abundantes conidias de tono marron a negro. Los datos resultantes del estudio mostraron que las
conidias de Aspergillus niger crecieron abundantemente (21.050 células/ml) en el ambiente
nutritivo a 30 °C, pH 4,0 y sin fuente de nitrogeno. Esté claro que la temperatura superior a 30 °C
inhibid el crecimiento de Aspergillus niger, ya que las esporas deben tener suficiente humedad
para germinar, lo que resulta en la inactivacion de las esporas; teniendo en cuenta esto cuando se
optimizan las condiciones de crecimiento del hongo, el aceite se puede extraer con un
rendimiento del 40% poniéndolo en contacto con una enzima extracelular (lipasa) para producir
biodiesel (Guiral et al.2023).

Asi mismo un estudio plantea la produccion de combustible biodiesel mediante una reac-

cion de transesterificacion catalizada por lipasa. Para ello, se emplea el biocatalizador el cual se
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obtiene fermentando un cultivo del hongo filamentoso Rhizomucor en medio s6lido. Se utilizé
bagazo de agave como soporte y aceite de oliva como inductor. Se realizaron cinéticas de obten-
cion para controlar la fecha del pico de obtencion de lipasa. La fermentacién se sec6 a tempera-
tura ambiente y se almaceno hasta su uso. Para las reacciones de transesterificacion catalizadas
por la lipasa Rhizomucor se lleva a cabo en hexano utilizando aceite de cocina quemado y al-
coholes de cadena de uno, tres y cuatro carbonos (metilo, etilo, propilo y butilo) como sustrato y

la sintesis de biodiesel mediante analisis de cromatografia en capa fina. (Rosas et al., s, ).

Otro método de obtencion por medio de la sintesis enzimatica de ésteres alquilicos de &ci-
dos grasos de cadena larga empleando un alcohol y una elaboracion enzimatica utilizando una
enzima esterasa/lipasa retenida covalentemente sobre particulas magnéticas funcionalizadas en
superficie. Esta inmovilizacion de la lipasa versatil eleva el rendimiento del proceso de sintesis
de ésteres alquilicos, asi mismo logra rescatar el catalizador para otras reacciones de manera efi-
ciente, sin la actividad y velocidad de la enzima empleada. Lo cual reduce de forma considerable

durante al menos 10 ciclos seguidos de reaccion (Prieto et al., 2019).

En la fabricacion de ésteres etilicos de acidos grasos (EE) (principal componente del
biodiesel), la inmovilizacidn de lipasa sobre soportes porosos tiene ventajas sobre la catalisis
tradicional, tales como: el biocatalizador se puede reutilizar y reduce el consumo de energia en la

produccién. En comparacion con los procesos convencionales llevados a cabo a 323 K, el rango
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de temperatura mas bajo entre 293 y 310 K, el menor exceso molar de etanol y el consumo
minimo de disolvente contribuyen a un proceso mas respetuoso con el medio ambiente (Godoy et

al., 2019).

En relacion a estos estudios planteados las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3)
poseen grandes aplicaciones en biotecnologia. Dentro de las aplicaciones de tipo industrial esta
la obtencion de biocombustibles. El biodiesel es obtenido por sintesis de triglicéridos con origen
distinto, a traves del proceso de transesterificacion con alcoholes de cadena corta como metanol
0 etanol, este proceso actualmente es el mas empleado a partir de la catalisis quimica
homogénea. Las lipasas como fuente potencial para encabezar este proceso, con su aplicacion se
obtiene una mezcla de esteres dentro de los parametros de calidad solicitados. Se emplearon dos
estrategias bioquimicas de purificaron fracciones empleando lipasas, se escogieron la (Lip J1) y
(Lip J2). La ultima mostré caracteristicas bioquimicas atrayentes, siendo relacionada como
haléfila, baséfila e hipertermofila. Asi mismo ambas fueron descriptas a partir de Janibacter R02
(Lip J 1y Lip J2) ya que exhibieron peculiaridades bioquimicas diferentes, teniendo en cuenta a

estas como candidatas de aplicacion en la sintesis de biodiesel (Castilla, 2022).
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Biocombustibles

El incremento en la de cantidad de energia y el detrimento del ecosistema son elementos
que inducen a conseguir ciertos tipos de combustibles alternos, capaces de reemplazar de forma
general o parcial los de tipo fésil (Cuty & Mejia, 2019). Del mismo modo los combustibles fési-
les al no ser una fuente de tipo renovable de energia ocasionan polucién y aumenta el calenta-
miento en la tierra, ademas genera grandes cambios en el ambiente y su clima (Garcia, 2018). El
uso de aceite vegetal como combustible se remonta a 1900 cuando Rudolph Diesel utilizé inicial-
mente aceite vegetal en su motor de encendido por compresion y predijo el futuro uso de bio-
combustibles (Méndez, 2018). El 31 de agosto de 1937, G. Chavanne de la Universidad de Bru-
selas en Bélgica ha recibido una patente para la "transformacion de aceites vegetales en combus-
tible". Con esto manifiesta que la transesterificacion de aceites utilizando etanol o metanol para
eliminar el glicerol de los acidos grasos y reemplazarlos con alcoholes de cadena corta. Esta es la
originaria fabricacion de biodiesel. Més recientemente, en 1977, el cientifico brasilefio Expedito
Parente ide0 y registrd el primer proceso industrial para la fabricacion de biodiesel (Méndez,

2018).

Con la transesterificacion/esterificacion catalizada por lipasas es posible conseguir
biodiesel. Este biocombustible es un liquido biodegradable y no toxico combinado por ésteres
alquilicos de acidos grasos de cadena larga procedentes de elementos renovables. Tiene

particularidades de combustién confrontables al combustible diésel convencional, y su uso en la
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mezcla eleva la eficacia del motor y disminuye el consumo de combustible. Cuando se emplea en
mezclas, también se disminuyen las emisiones de CO, CO2, SOx, hidrocarburos, y particulas los
NOX liberados. (Suresh et al., 2018).

La rentabilidad de estas técnicas tiene que ver, en gran parte con el costo de la materia
prima, el cual debe ser menor de 50% en comparacion con la produccion (Jamil et al., 2018). Las
tecnologias (1G) o de primera generacion, fundadas en la utilizacion de aceites de semillas, faci-
litan la mayor parte de los combustibles liquidos obtenidos hoy en dia a través de la biomasa,
pero son ética, ambiental y poco sostenibles econémicamente. Por consiguiente, es posible utili-
zar residuos lipidicos, en caso del aceite de cocina usado y grasas animales, como materias pri-
mas reversibles y competitivas para originar biodiesel 2G. Si se mezclan estas materias primas
con la utilizacién de técnicas industriales, se obtendria un proceso biologico selectivo amigable,
y viable econdmicamente (Mejia & Morales, 2022).

Uno de los usos principales del aceite de cocina usado es en la elaboracion de
biocombustible, que reduce las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) del sector del
transporte en un 8%. En particular, el biocombustible generado en Colombia disminuye en un
83% las emisiones de gases de efecto invernadero, como se destaco en la Conferencia
Internacional de Palma Aceitera (Medina, 2019). Cada litro de aceite vegetal usado convertido

en biodiésel ahorra 2,5 kg de CO2 de emisiones al medio ambiente (Rojas H., 2021).
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El Biodiésel

Es el compuesto obtenido por acidos grasos de cadena larga con una mezcla de ésteres de
alquilo. (FAAE), derivado por una reaccion de transesterificacion de triglicéridos y alcohol,
catalizados por alcalinos acidos, enzimas catalizadores heterogéneos inorganicos o matematicos
(Asriet al., 2018).

El biodiésel se puede producir mediante transesterificacion/esterificacion catalizada por
lipasa. El biodiesel es un liquido biodegradable y no téxico combinado por ésteres alquilicos de
acidos grasos de cadena larga obtenidos de fuentes renovables. Tiene una utilidad de combustién
confrontable al combustible diesel convencional, y su uso en la mezcla puede optimar la eficacia

del motor y disminuir el gasto de combustible. (Méndez, 2018).

O
CHE—U—Q—PH CHy=0 ¢ Ry
ﬁ' cataiizador (I'J CH—CH
CH—O0—C—=R, *+ 3CHsOH =—= ¢cH,0—C—R, + CH—OH
0 i bny-or
CH;—0—C—R; CHa—0—C—Ry
Triacilglicerol Metanal Metiléster de dcdo graso Glicerol
{Triglicerida)

Figura 3. Obtencién de Biocombustible a partir de Reaccion Quimica.

Fuente: Méndez, (2018).
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Con la obtencién del biodiesel, es posible obtener un combustible a partir de aceites y
grasas animales, el cual contamina menos que otros combustibles procedentes del petréleo
(Twenergy, 2020).

De igual forma el proceso de la transesterificacion utilizando la enzima lipasa, tiene la
superioridad ya que la enzima puede reutilizarse a medida que se inmoviliza, lo que sirve para
una mejor division del subproducto y el catalizador en el proceso transesterificacion. La lipasa
inmovilizada puede llevarse a cabo en leves condiciones, causando una elevada pureza del
producto y asi mismo trabaja con una materia prima de gran contenido de acido graso libre,
como aceite de cocina residual (Gusniah et al., 2020).

Sin embargo, el biocombustible (biodiesel) tiene bajas caracteristicas operativas con
temperaturas bajas y se reduce durante su acopio, formando corrosion en los motores y el
deterioro de piezas automotrices. Hoy en dia, se experimentan algunas soluciones, aungue por lo
general tienen un elevado costo (Marchetti et al., 2019).

Segun Rojas H (2021), La mayor parte del AVU procesado en Colombia no es utilizado
por la industria nacional, sino que se exporta a los mercados internacionales. Esto se debe
principalmente al mercado potencial (productores de biodiesel) y universidades publicas con
programas iniciales de investigacion, desarrollo e innovacion orientados a producir
biocombustibles a partir de aceite de cocina usado.

Debido a la cantidad en Europa de Aceite Vegetal Usado debido a la demanda, ciertos

administradores que ejecutan la recoleccion y procesamiento de aceites residuales en Colombia,
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encuentran en Europa una oportunidad de negocio para exportar desde Colombia y hacia los

productores de biodiesel en Europa. La vision del AVU a largo plazo es considerablemente

efectiva, ya que los paises que forman la Unién Europea (UE) quieren eliminar gradualmente los

biocombustibles basados en productos agrarios para ampliar los combustibles procedentes de

desechos (Ojeda, 2021).

La tabla 3, describe las caracteristicas principales de los dos procesos en la

fabricacion industrial de biodiesel, ademas la clase de catalizador empleado en cada uno de estos

métodos.

Tabla 3.

Comparacion de métodos de produccion de biodiesel

Método

Proceso

Catalizador

Quimico

El aceite se calienta continuamente a 70°C
para eliminar algunas impurezas, y luego
el proceso de hidratacion de KOH y
metanol se agita continuamente hasta que
el KOH se diluye completamente en
metanol y luego se disuelve en aceite
(aceite de ricino) para completar la
transesterificacion. Proceso, agitando y
manteniendo a una temperatura constante
durante 2 horas, el proceso de separacion
final se completa en dos fases, es decir,
biodiésel y glicerina, que se separan tras
24 horas de reposo en el embudo de
decantacion.

KOH
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Enzimatico Calentar el aceite y mantener la Enzima Lipasa
temperatura constante hasta que la (acil-hidrolasas de
temperatura del aceite alcance los 30°C, triacilgliceroles).

luego mezclar la lipasa con el aceite
(ricino) hasta diluir completamente, luego
agregar el metanol, iniciar la reaccion de
transesterificacion, mezclar y mantener la
temperatura por 1 hora. Finalmente, el
proceso de separacion se lleva a cabo en
dos etapas de biodiesel y glicerol, que se
separan después de 24 horas en un
embudo de decantacion.

Fuente: Elaboracion propia adaptado de (Peralta & Romero, 2019).

Panorama Mundial del Biodiesel

Desde finales del siglo XIX, los biocombustibles se obtienen a partir de grasas animales y
aceites vegetales, ultimamente, por transesterificacion con microorganismos como levaduras,
algas o bacterias que muestran un buen contenido en triglicéridos (Chavez et al, 2021). Asi
mismo ademas de ser un combustible alternativo, renovable, biodegradable y respetuoso con el
medio ambiente, el biodiésel también se puede utilizar en motores de encendido por compresion
sin ningln problema. (Oliveira & Coelho, 2017).

La demanda mundial de combustible diésel referida por la Organizacion de Paises
Exportadores de Petroleo (OPEP) estuvo en 30,1 millones de barriles (mdb) en promedio por dia

en 2020 y también ha sostenido una propension lineal desde afios pasados, ademas la proyeccion
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es que la demanda sea constante por debajo de 31 mdb por dia en 2030 y 2040. El diesel es el
combustible mas consumido en el mundo, segun esta organizacion, incluso mas que la gasolina 'y
el gas licuado de petréleo (GLP), y a medida que crece la demanda, también lo hacen sus
formulaciones en un esfuerzo por reducir el costo de su uso (OPEC, 2020).

El Instituto Americano de Cooperacion para la Agricultura (I1CA), manifiesta que el
consumo de biocombustibles liquidos ha aumentado significativamente en los afios anteriores
especificamente, la produccién de bioetanol y biodiesel aumentan paralelas en las Gltimas dos
décadas en un 92.8% de 2000 a 2019. Los biocombustibles pueden proporcionar un
transporte mas limpio sin grandes cambios tecnolégicos, al tiempo que brindan una
alternativa ambientalmente mas sostenible a los combustibles fosiles, ademas diversificar la
matriz energética e influir positivamente en el desarrollo de la agricultura familiar y el
territorio, certificando una permanencia en la demanda en relacion a las materias primas
y creando empleo y valor agregado (IICA, 2020; Hernandez & Jiménez, 2018).

En la distribucién de los productores de biodiesel se destacan 5 paises de la siguiente
manera: Indonesia (16%), Estados Unidos (13%), Brasil (11%), Alemania (8%) y Francia (5%),
el 47 % sobrante se distribuye en otros donde participan paises como: Tailandia, Malasia,
Argentina, Espafia y Paises Bajos. A nivel mundial el panorama del consumo de este producto es
descentralizado a Estados Unidos 14%, Indonesia 13%, Brasil 12%, Francia y Alemania con 8%
y 5%. El 48% que queda se distribuye en paises participantes importantes como: Reino Unido,

Italia, Argentina, Espafia, Suecia y Tailandia (OCDE-FAOQ, 2020).
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Se estima que alrededor del 77% del biodiésel procede de aceites vegetales (37% aceite
de canola, 27% aceite de soya y 13% aceite de palma) o aceites de cocina de desecho (23%). En
paises como EE. UU., Brasil y Argentina, la mayoria del biodiésel producido es a partir
del aceite de soja, mientras que en Indonesia, Tailandia y Colombia, el aceite de palma es el mas
empleado; sin embargo, China, India y algunos paises de la unién europea (UE) originan
biodiesel a partir de aceite vegetal usado, estos a su vez son Lider en el fomento de la
produccién de biocombustible con aceite residual, que tiene cuatro décimas de huella positiva en
el ecosistema respecto al biodiésel procedente de occidente

(OCDE-FAOQ, 2020)

Dentro de los problemas mas relevantes para llevar este biocombustible al mercado es el
precio y la cantidad de materias primas disponibles como grasas animales y aceites vegetales. Es
evidente que el acceso al biodiesel por la extraccion del aceite usado es una excelente opcion,
ademas reduce significativamente el precio del biodiesel y disminuye la marca negativa de la
eliminacion del aceite usado para el ecosistema. Aunque el uso del biodiésel es todavia pequefio,
representa una sostenibilidad mejor que el biodiésel de primera generacién, debido a que para
este se usa en suelos agricolas, con el de segunda generacion por su parte se da uso adecuado a

los residuos generados (Londofio et al., 2021).
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Produccion de Biodiesel Utilizando Aceite de Cocina Usado

El biodiésel se obtiene por transesterificacion de aceites vegetales. Cada molécula de
triglicéridos del aceite vegetal se convierte en tres moléculas de ésteres monoalquilicos de acidos
grasos de cadena larga y se libera una molécula de glicerol como subproducto (Avagyan &
Singh, 2019). Asi mismo la produccién de biodiesel es posible con técnicas cataliticas o no
cataliticas. Estas técnicas pueden ser catalizadores s6lidos heterogéneos, catalizadores quimicos

homogéneos, y catalizadores biologicos (Inamuddin et al., 2021).

(o] 0
_O0—C—R, Ry —— O [, ——R _OH
HaC” ] Ry ——OH 0 He”
| Catalisis |
HC—O0—C—R, + R;—OH — = R,— 0—C—R + HC—OH
| [ )
H4C. Ry —— OH Hat.
S0—C—R, R;— O0—C——R’ “OH
Aceite Alcohol Biodiesel Glicerol

Trglicéndo

Figura 4. Proceso catalitico de transesterificacion en la produccién de biodiesel a partir de
aceites o grasas en reaccion con un alcohol de cadena corta.
Fuente: Avagyan &Singh, (2019)

En general la figura 4, describe el proceso de produccion que se genera usando
cualquier tipo de aceites o grasas, que contienen triglicéridos, se logra con la reaccion
cataliticamente de la grasa o aceite con un alcohol alifatico de cadena corta bajo ciertas

condiciones, originando el biodiesel, que son los ésteres alquilicos de los acidos grasos unidos a
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la estructura del triglicérido, y como subproducto, el glicerol, el cual también hacia parte de la
estructura del aceite (Avagyan & Singh, 2019). Generalmente, el biodiesel da como resultado
ésteres alquilicos con propiedades similares a las que se obtienen a partir de derivados de
combustibles fosiles (Pata & Isaias, 2022; Campos et al, 2020).

El "biodiesel" parece ser la alternativa mas prometedora al diesel a base de petroleo. El
auge en el reconocimiento del biodiesel como principio de energia alterno y renovable para el
reemplazo del diesel fésil se debe fundamentalmente a las politicas ambientales para disminuir
las emisiones de dioxido de carbono, debido a que es el principal elemento que ocasiona el
efecto invernadero y el calentamiento global. Este biodiésel al ser combinado con el diésel puede
emplearse para disminuir las emisiones de gases contaminantes al ambiente; este combustible se
puede usar de forma puro en maquinas de combustion interna adaptadas y se identifica con el
nombre gasoil verde (B100) o en mezclas con diésel de petrdleo en diferentes concentraciones
siendo la mezcla B5 (5% biodiésel y 95% de diesel) la mas comun, también se dan mezclas B10,

B15, B20 (Granholm & Turk, 2018).

Materias Primas en la Obtencion del Biodiesel

Hay varios recursos de usos como materia prima para la obtencién de biodiesel, incluido

aceites vegetales (palma, soja, girasol, coco, colza, jatrofa, moringa), también albaricoque y

semillas algoddn. De igual forma otras fuentes desatacadas son los aceites obtenidos a partir de
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bacterias, algas y hongos, gracias a su crecimiento rapido. Dentro de las materias primas la mas
desatacada son los aceites vegetales producto de las frituras, ya que son abundantes y sin una
gestion adecuada generan una gran contaminacion ambiental, el conseguir estas materias primas
es facil ya que su costo es la mitad en relacién al precio del aceite virgen, lo cual disminuye el
precio de fabricacién (Antonio et al., 2017).

El "biodiesel" parece ser la alternativa mas prometedora al diesel a base de petroleo. El
auge en el reconocimiento del biodiesel como fuente de energia renovable y alterna para cambiar
el diesel fosil se debe especialmente a las politicas ambientales para reducir las emisiones de
dioxido de carbono, que se sabe que es el principal culpable del calentamiento global. (Granholm

& Turk, 2018).

La Transesterificacion

Se genera a partir de varios metodologias: enzimatica, basica, acida, aplicando
microondas, con ultrasonido y en régimen supercritico, donde la basica es la mas empleada,
aungue tiene algunas desventajas, como por ejemplo su materia prima al contener acidos grasos
libres en presencia de una base y agua genera jabones lo cual representa un problema al separar
del biodiésel del otro producto (glicerina) de la reaccion creando una emulsién lo que causa una
deduccidn en utilidad asi mismo incrementa el proceso de elaboracién. Por otra parte, la

transesterificacion acida al no tener esa desventaja permite usar materias primas con gran



62

contenido de acidos grasos libres como ejemplo, los aceites de frituras, que tiene muy bajo costo.

Este tipo transesterificacion acida se genera por una catalisis homogénea o heterogénea (Pata &

Isaias, 2022).

Segun el autor Pata & Isaias, (2022) la reaccion de transesterificacion es una reaccion

reversible (para una reaccion cida) e irreversible (para una reaccién basica) donde reaccionan

los triglicéridos del aceite o grasa con exceso de un alcohol de cadena corta. Teniendo en cuanta

que la reaccién puede ser catalizada por un &cido, una base, enzimas o no emplear ningun

catalizador. De esta manera se pueden obtener los intermediarios: mono Yy diglicéridos. Por su

parte el autor Antonio et al., (2017) manifiesta que la estequiometria de la reaccion de

transesterificacion es por cada mol de triglicéridos se obtienen tres moles de biodiésel y un mol

de glicerina.
o
|
HoC——0 c R,
o
|
HC—O——C——R;
O

HyG——O0——C——R;

Triglicérido

HC——0——C——R, Muetil Esteres

ﬁ
HyC——0OH  Camlizador HyC——0—C—R;,
———
HyC oH +
H;C——0OH HzC=——0H
Gilicerina
HC =——0OH
Metanol
HaC——0OH

Figura 5. Reaccion general de transesterificacion de Triglicéridos.
Fuente: Pata & lsaias (2022).
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La transesterificacion es un proceso reversible en el que los triglicéridos de cadena larga
se convierten en cadenas de éster mas pequefias en presencia de alcoholes de cadena corta y un
catalizador. Primero convierte los triglicéridos en diglicéridos. En la segunda etapa, los
monoglicéridos se forman a partir de diglicéridos., por ultimo, En la Gltima reaccion, la
formacion de monoglicéridos promueve la formacion de glicerol. Los ésteres se forman en todas
las reacciones. El catalizador mas utilizado es el hidréxido de sodio (NaOH), también conocido
como soda caustica o hidroxido de potasio (KOH). En los procesos de transesterificacion e
hidroesterificacion se produce biodiesel como componente importante y como subproducto se
produce glicerina, la cual es de gran importancia en la produccién de farmacos, cosmeticos,
alimentos, resinas y aditivos (Andrade et al., 2019).

La produccion de biodiésel implica varios pasos hasta el producto final, reacciones
observadas que convierten grandes moléculas de triglicéridos ramificados en 9 moléculas de
éster de alquilo no ramificadas lineales mas pequefias que son muy similares al biodiésel.

(Mendez, 2018).
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?’? ACEITE DE COCINA

| Usapo
- i

VERTIDO EN PUNTOS DE RECOGIDA

PRETRATAMIENTO

PLANTA DE PRODUCCION DE BIODIESEL

Figura 6. Produccion de Biodiesel a partir de Aceite de Cocina Usado.

Fuente: Ojeda, (2021)
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La figura 6, muestra la reaccion que convierte una molécula grande de 9-triglicéridos

ramificados en una molécula de éster de alquilo lineal no ramificado que es de menor tamafio y

se parece mucho al diésel de petréleo. (Mendez, 2018).

Las reacciones de transesterificacion pueden ser catalizadas por bases, acidos o enzimas.

Los triglicéridos son ésteres de acidos carboxilicos de cadena larga combinados con glicerol. La

Tabla 4 describe los aspectos relevantes de cada catalizador. (Peralta & Romero, 2019).

Tabla 4.

Tipos de catalizadores empleados en la reaccion de transesterificacion

Tipo catali-  Descripcion Tipo de catalizador desventajas Ventajas
zador
Bases - Las bases se pue-  -alcdxidos e hidroxidos  -Los hidroxidos -Avanza mas ra-

den quitar con

Un proton del al-
cohol, haciéndolo
mas reactivo, mien-
tras que el acido
puede catalizar la
reaccion donando
un proton al grupo
carbonilo, hacién-
dolo mas reactivo.

de metales alcalinos

-carbonatos de potasio

o sodio

- Los hidréxidos de me-
tales alcalinos (NaOH

KOH)

- Laglicerina, produ-
cida como subproducto
de procesos quimicos,

es dificil de trabajar

porque es muy costosa

de purificar

de metales alcali-
nos (KOH y
NaOH)

Son menos acti-
VOS

- reaccion de sa-
ponificacion

21

indeseable reduce
los rendimientos
de éster y difi-
culta considera-
blemente la recu-
peracion de glice-
rina por forma-
cion de emulsién

pido que la reac-
cion catalizada
por &cido.

-s0N Menos corro-
sivos que los
compuestos aci-
dos

-Los hidréxidos
de metales alcali-
nos (KOH y
NaOH)

Son mas baratos
que los alcoxidos
metalicos.
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- Los residuos de este
proceso son contami-
nantes y deben ser trata-
dos antes de su elimina-
cion.

- Latemperatura
de reaccion es a
menudo alta, lo
que significa cos-
tos de energia
muy altos.

- es una buena al-
ternativa ya que
pueden proporcio-
nar una conver-
sion tan alta como
los aceites vegeta-
les simplemente
aumentando la
concentracion del
catalizador a 1-2
mol%

Acidos -Los &cidos carbo-  -acidos sulfonico y sul-  -reacciones son - Estos cataliza-
xilicos {R- C (=0) furico lentas, dores proporcio-
— O — H} pueden requiriendo, tipi-  nan rendimientos
ser camente, tempe-  muy altos de este-
Convertidos dentro raturas superiores  res de alquilo
de los metil ésteres a 100 ° Cy mas
{R-C(=0)-0- de 3 h para Una gran cantidad
CHa3} por la accion alcanzar la con- de alcohol ayuda
de un agente de version completa  a la formacion de
transesterificacion. los productos
Una cantidad ex-
cesiva de alcohol
dificulta la recu-
peracion
del glicerol,
Enzimas. Aplicadas amplia-  Lipasas - Listo parausary -No requieren

mente en sintesis
organica. Su poten-
cial para la sintesis
regioselectiva y es-
pecialmente para la
sintesis enantiose-
lectiva los con-
vierte en
herramientas valio-
sas

facil de manejar

-alin no se han
desarrollado co-
mercialmente

- El tiempo de
reaccion sigue
siendo desventa-
jOso en compara-
cion con los siste-
mas de reaccion

ninguna coenzima

- son razonable-
mente estables y
con frecuencia to-
leran solventes
organicos.

- Una mezcla de
reaccion mas lim-
pia facilita la re-
cuperacion del
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Costo del cataliza- catalizados por producto sin resi-
dory (2) el efecto bases. duos toxicos.
inhibidor del meta-
nol en muchos ca- - Coproduccion
talizadores de glicerol conta-

minado con cata-

lizador y forma-

cion de jabdn que
dificultan el pro-
ceso de purifica-
cion del biodiésel
resultante

- las enzimas
usadas como cata-
lizadores tienen
costo alto

Fuente: Elaboracion propia adaptado de (Peralta & Romero, 2019), (Prieto et al., 2019).

Normatividad de los Aceites Usados

Con la finalidad de tratar adecuadamente los aceites vegetales usados, algunos paises
han desarrollado normativas para promover el manejo adecuado de los aceites comestibles
usados desde su produccion, recoleccion, uso y disposicién final, con base
en disposiciones normativas, se pretende reducir y mitigar los posibles impactos al
medio ambiente, el agua, la salud humana y los recursos de la tierra debido al descarte no

adecuado de desechos (Rojas H., 2021).
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Panorama Internacional

Tabla 5.

Normatividad internacional sobre manejo de los AVUS.

Pais

Normatividad Autor

Espafia

Chile

Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y tierras contaminados,  Miteco, (s, f)
expone “antes de 2020, la cantidad de residuos domésticos y

comerciales destinados a la preparacion para la reutilizacion y el

reciclado para las fracciones de papel, metales, vidrio, plastico,

bioresiduos u otras fracciones reciclables debera alcanzar, en

conjunto, como minimo el 50% en peso”.

Para el periodo 2008-2015 el plan Nacional Integrado de
Residuos (PNIR): Suscita la recoleccion por separado de residuos
de aceites vegetales.

Politica Energética Europea: objetivos de produccion de energia
renovables a través de la produccidn de biocombustibles,
sistemas de recoleccion municipales y para grandes generadores.

el 18 de diciembre de 2014 se efectla el convenio pactado con la
Federacion Esparfiola de Hosteleria y la Asociacion de Gestores
de Residuos de Aceites, en donde se trazan acuerdos para una
adecuada gestion de estos residuos.

Prohibicion del vertimiento de aceites de cocina usados en el ANDI, (2017)
desague, por medio del decreto Supremo N° 609/98 MOP:

Resolucién Exenta N° 4808 SAG: Prohibe la alimentacion de
animales con ACU




Promueve el ACU como materia prima para producir
biocombustibles, con la ley Nacional de Promocién de los
Biocombustibles:
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Argentina

Creacion del programa para el reciclado y recoleccion del aceite
vegetal usado con ayuda de la comunidad educativa como entes
de recepcion del residuo resultante de restaurante y diferentes
generadores, llamado EL PlanBio en el afio 2008:

Ley de regulacion, control y gestion de aceites vegetales y grasas
de fritura usados. Legislatura de la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires del afio 2009:

OPDS, (s, 1)

Meéxico

NADF012-AMBT-2015 del afio: Normas Ambientales del
Distrito Federal por las que se establecen las condiciones y
especificaciones técnicas para el manejo integral de grasas y
aceites residuales de origen animal y/o vegetal en el territorio de
la Ciudad de México. Esta norma define normas y
especificaciones técnicas para los generadores, recolectores y
transportistas de residuos, asi como para los centros de acopio o
empresas recicladoras. Ademas, contiene un apartado que
promueve la gestion integrada de grasas y aceites domesticos a
partir de residuos animales y/o vegetales.

SEDEMA, (2018)

Fuente: elaboracion propia, 2022.

Normatividad Colombiana en Relacién a Aceites Usados.

Acuerdo 634 del 30 de diciembre de 2015, Concejo de Bogotéa: "Por medio del cual se

establecen regulaciones para la generacion, recoleccion y tratamiento o aprovechamiento

adecuado del aceite vegetal usado y se dictan otras disposiciones"

Concepto 00166 de 2016, secretaria Distrital de Ambiente: La conclusion del

concepto de aplicacion y poder sobre el concepto legal establecido en la Ley 634 en 2015 es que
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la agencia legal de control ambiental, que puede ser legal para monitorear y controlar las
disposiciones del contrato anterior.

Resolucion 316 de 2018, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible: Se ha
desarrollado normativa para el tratamiento de aceites usados de cocina, que define el generador
industrial, comercial y de servicios (Murcia, 2019).

Resolucion 0631, articulo 12: Para valores maximos permitidos para emisiones
especiales para el cuerpo de agua superficial y los sistemas de tratamiento de aguas residuales
publicas, la resolucion se considerara en detalle en 0631 campos de alimentos y bebidas. El nivel
mas alto permitido (20 mg/I) resalta los pardmetros de grasa y aceite en productos de alimentos y

bebidas (Mendez, 2018).

Resultados Obtenidos y Analisis Estadistico
Para el analizar la informacion aprovechable en las bases datos de Scielo se determino la
utilizacion de 3 tipos de ecuacion de busqueda, para Scopus 1, en uno de los casos para las dos
bases de datos se determiné utilizar la misma ecuacion de busqueda y analizar aspectos cantidad
de documentos o publicaciones en relacion al rango de afios seleccionado al inicio que fue desde
2018-2022, asi mismo se gestiona informacidn sobre la distribucién de documentos en relacion
al area tematica, las publicaciones en relacion a los paises o territorio y los autores mas

representativos; para el caso de Dialnet y Google académico al no arrojar la ecuacién de
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busqueda se decide solo utilizar el rango de fechas para 2018-2022, asi miso la informacién

pertinente para el desarrollo del documento dando como resultado lo siguiente:

Base de Datos de SciElo

Ecuacion 1: (used vegetable oils) OR (lipases) OR (microorganisms) OR (biodiesel) OR
(enzymes)

Fechas de afios de publicacion desde 2018-2022

Cantidad total de la busqueda: 1.983 documentos en total

Paises o territorio: Suramérica

1600
1400 1357
1200
1000

BODOD

600

400 322

o e
M Brasil m Colombia m Chile

Figura 7. Cantidad de documentos publicados por los paises o territorio base de datos
SciElo ecuacion 1.
Fuente: elaboracién propia, informacién tomada de base de datos SciElo
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La figura 7 muestra que tomando un total de 1.983 documentos relacionados con la
ecuacion de busqueda se realizé el filtro para seleccionar los paises de Suramérica debido a que
se observa que son los principales aportantes en las publicaciones teniendo en total 1.813
documentos; los paises seleccionados fueron: Brasil: 1.357, Colombia: 322. Chile: 134; estos se

tuvieron en cuenta debido a que superaban las 100 publicaciones.

M ciencia Mingieneria
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-
u
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I~
[=]
o
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200
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Figura 8. Distribucion de documentos en relacion al area tematica base de datos SciElo
ecuacion 1.
Fuente: base de datos SciElo
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La figura 8 describe la totalidad de documentos en relacion al rea temética de interes de
la investigacion obtenida la cual fue de 1.168 documentos distribuidos de la siguiente manera: el
area de ciencia:516 e ingeniera: 307.Es notorio que estas disciplinas o areas se relacionan en

torno a estudios de esta clase donde se evidencia una gran cantidad de informacién.

700 651
585
600
516 516

500 440
400
300
200
100

0

cantidad

N 2018 m2019 m2020 2021 w2022

Figura 9. Distribucion de cantidad de documentos en relacién al rango de afios desde
2018-2022 base de datos SciElo ecuacion 1.

Fuente: base de datos SciElo

La figura 9 muestra como desde el afio 2018 se observa un aumento ya que este lidera la
lista como el periodo en el cual se realizaron un mayor nimero de publicaciones en relaciona a la

tematica de investigacion de los aceites, enzima y biodiesel con esto se evidencia la continuidad

en el afio 2019, 2020 y 2021 con cantidades similares y por ultimo un valor un poco mas
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reducido para los afios 2022; estas cifras demuestran que aunque adn esté en curso el afo 2023 es

posible que llegue a evidenciar cifras similares a estos afios anteriores.

Base de Datos de SciElo

Ecuacion 2: (biodiesel) AND (LIPASAS)

Fechas de afios de publicacion desde 2018-2022
Cantidad total de la busqueda: 4 documentos en total

Paises o territorio: todos los disponibles

1

B cuba ™ Colombia

Figura 10. Cantidad de documentos publicados y los paises o territorio base de datos
SciElo ecuacion 2.
Fuente: elaboracién propia, base de datos SciElo
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1

B ciencia Mingieneria

Figura 11. Distribucién de documentos en relacién al area tematica base de datos SciElo
ecuacion 2.

Fuente: elaboracion propia, base de datos SciElo

La figura 10 y 11, muestra un total de 4 documentos relacionados con la ecuacion de
blsqueda los paises evidenciados son Cuba: 4 documentos y Colombia: 1 documento
respectivamente; a pesar de que son pocos los archivos para esta ecuacion son de gran interés
para el desarrollo del documento, ya que evidencia informacion adecuada a temas de biodiesel,
transesterificacion, aceite vegetal entre otros para las areas de ciencia e ingenieria.

Base de Datos de SciElo

Ecuacion 3: ((biodiesel) AND (transesterificacion)) OR (enzimas)) AND (lipasas)

Fechas de afos de publicacion desde 2018-2021

Cantidad total de la busqueda: 6 documentos en total

Paises o territorio: todos los disponibles
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Figura 12. Distribucién de cantidad de documentos en relacién al rango de afios desde
2018-2021 base de datos SciElo ecuacion 3.
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Figura 13. Distribucion de documentos en relacion al area temética base de datos SciElo

Fuente: elaboracién propia, base de datos SciElo ecuacion 3.
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La figura 12, muestra un ligero aumento en la cantidad de documentos, aunque aun es
posible evidenciar que son pocos los encontrados con la ecuacién directamente la tendencia es al
aumento; por su parte es evidente que en la figura 13, la cantidad de informacion obtenida radica

del &rea de la ingenieria.

B Colombia ™ Cuba m Mexico Peru

Figura 14. Cantidad de documentos publicados por paises o territorio base de datos
SciElo

Fuente: elaboracion propia, base de datos SciElo ecuacion 3.

En relacion a 6 documentos en total obtenidos la distribucidn esta pareja en ciertos paises
como Colombia y Cuba con 2 publicaciones cada uno; asi mismo se encuentran en igual cantidad
de publicaciones Mexico y Peru con 1 respectivamente.

Base de Datos de Scopus

Ecuacion de busqueda Scopus: (used vegetable oils) OR (lipases) OR (microorganisms)
OR (biodiesel) OR (enzymes)

Fechas de afios de publicacidon desde 2018-2022
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Cantidad total de la busqueda: 793.590 documentos en total

Paises o territorio: todos

Documents by year

175k
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75k

Documents
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0
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Year

Figura 15. Cantidad de documentos en el rango de afios desde 2018-2022 base de datos
Scopus

Fuente: base de datos Scopus

La figura 15, muestra codmo ha sido el comportamiento estable y creciente en relacion a la
tematica donde desde 2018 con un total de mas 0 menos 125.269 documentos publicados hasta
2019 donde se mantiene dicha cantidad, aunque con un ligero aumento, de igual forma en 2020 y

2021 es notable un aumento de mas o menos 20.000 publicaciones, en relacion al afio 2022

aungue esta cerca de los 100.000 mil documentos
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Seguidamente se analizo la informacion relacionada con los autores mas destacados en

torno a la temética como lo describe la siguiente figura.

supuran, C.T. |
Zengin, . |G
Cocconcelii. P.S. GGG
Bolognesi, C. |G
Bilal. M. |
Grob, K. |
Thustos, C. |
zom, H. |
Chesson A. |G
Lampi, E. |

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Documents

Figura 16. Cantidad de documentos por autor en el rango de afios 2018-2022
Fuente: base de datos Scopus.

La figura 16, permite conocer en total 10 autores, donde el autor Spuran, C. T, es el mas
representativo en lo relacionado con cantidad de publicaciones del tema, este encabeza el listado
de la tabla con un total de 565 publicaciones seguido de Zengin, G con 420, asi mismo desde el
autor Cocconcelli hasta Lampi son un grupo con rangos entre 270 a 243 distribuidas como se

describe en la imagen del gréafico.
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Si bien es cierto la importancia de las investigaciones son claras y comunes que las
diferentes publicaciones encontradas en la web apuntan a paises desarrollados, es cada vez mas
notorio el que paises como Brasil muestren un amplio interés en areas de investigacion
realizando aportes significativos en miras de que Surameérica genere mucho mas contenido en
temas de biotecnologia y estrategias amigables en relacion al manejo de residuos como el aceite
vegetal usado y las enzimas para obtener biodiesel; Asi mismo el aspecto acerca de que tanto los
paises o territorios realizan aportes a esta base de datos permite tener la siguiente informacion

expresada en el siguiente grafico

[ ER e e e S s )
United States |

India |

Gemany

United Kingdom

Japan

italy

Brazil

South Korea

France

o

25k 50k 75k 100k 125k 150k 175k 200k 225k 250k
Documents

Figura 17. Cantidad de documentos publicados en por los paises o territorio base de
datos Scopus
Fuente: base de datos Scopus
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La figura 17, presenta a China como cabeza de la lista con un total de 218.195
documentos seguido de estados unidos con 155.968, posterior se encuentran los paises entre
India y Alemania en un rango de 75.000-50.000 publicaciones y por ultimo los paises en menor

rango, aunque no menos importante desde Reino Unido hasta Francia.

Por otro lado, la interaccidn de los aspectos de la tematica de estudio en distribucion

porcentual es posible evidenciarla a través del siguiente grafico nimero 18.

Other {13.2%) °

Biochemistry, G... (21.2%)
Materials Scien... (2.4%) 2
Engineering (2.9%)

Chemical Engine... (4.8%)

Environmental S... (5.9%) — “'

Phamacology, T... (7.2%)

~ Medicine (18.1%)

Chemistry (7.4%)

y ‘ Agricultural an... (8.9%)
Immunology and ... (8.0%)

Figura 18. Distribucion porcentual de documentos en relacion al area tematica
Fuente: base de datos Scopus
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Esta figura 18, permite evidenciar como existe una gran variedad de areas tematicas que
engloban temas y elementos claves como las enzimas, los aceites y el biodiesel, ademas es
posible evidenciar que las tres areas de mayor cobertura son la bioquimica con un 21 %, la
medicina con un 18 % y otras con un 13 %, seguidamente estan las deméas donde se reparten el

restante 48 %.
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Anélisis y Discusion de Resultados

La principal expectativa con el desarrollo de este trabajo monografico se centra en
identificar los elementos claves en la obtencion del biodiesel y la utilizacidn de aceite usado
junto con enzimas microbianas; como resultado destacar las técnicas de conveniencia para el
aceite vegetal usado y mejorar positivamente el impacto en el medio ambiente. Por lo tanto, se
estructur6 una busqueda bibliografica sistematica, que incluye el conocimiento de las materias
primas empleadas, la implementacion de métodos de transesterificacion, enzimas y catalisis de
las mismas y por ultimo la normatividad pertinente de investigacion en un conjunto de bases de
datos cientificas, documentos, paginas web o repositorios previamente creados a nivel nacional y
mundial, cuyas publicaciones contienen informacion relevante y explora los datos de interés
sobre este tema.

La presente revision de literatura permitié identificar que durante los afios 2018 a 2022,
hubo un incremento en el nimero de publicaciones basadas en el la obtencidn de biosiesel y las
enzimas bajo la utilizacion de un aceite vegetal de primera generacion y el usado; lo anterior se
puede sustentar con un reciente estudio basado en los métodos para la valorizacion del Aceite
vegetal usado, en donde se observo como a partir de técnicas biotecnoldgicas utilizaban nuevas
estrategias para la obtencion del biodiesel dandole uso al aceite residual; existen varios procesos
y técnicas para el aprovechamiento de estos residuos. Por ejemplo, en; jabon, cera, velas,
biocombustibles, lubricantes, procesamiento de alimentos, etc. Se cree que el uso de estos

residuos reduce el impacto ambiental y proporciona beneficios econdmicos como lo describe
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Ojeda, (2021). Por otra parte, se evidencié con la busqueda que, En Colombia, asi como en
muchos paises del mundo, los aceites vegetales son indispensables en las cocinas domésticas y
en establecimientos de comercio (Hoteles, Restaurantes y Cafeterias). Ademas, El mayor
productor de residuos de aceite vegetal del pais es un restaurante y un hogar para colombianos
(Rojas H., 2021).

A pesar de la existencia en Colombia de normas sobre la adecuada disposicion de los
residuos como el aceite vegetal usado, no es una necesidad primaria la generacion y el
aprovechamiento de este residuo de forma constante, por lo tanto, las alternativas de gestion para
el aceite de cocina usado son desconocidas para la mayoria de la poblacion. En la actualidad no
es mucha la informacion sobre la implementacion constante de estas alternativas biotecnologicas
debido al apego a economias dependientes de la industria fosil. De igual forma es evidente que la
desinformacion permite que los ciudadanos no tengan informacidn ni educacion sobre la

disposicion y el aprovechamiento de este residuo, el cual se considera peligroso.

La discusion de los resultados de los cuatro principales casos abordados en la
investigacion sobre la produccion de biodiesel utilizando enzimas revela diversas perspectivas y
avances en este campo:

El primer caso, que involucra la lipasa BTL2 recombinante de Bacillus thermostreptus,

destaca su alta resistencia a solventes y cambios térmicos, lo que la convierte en una candidata
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promisoria para aplicaciones en la sintesis de biodiesel. Sin embargo, es importante considerar la
viabilidad econdémica y la escalabilidad de su produccién en el laboratorio.

En el segundo caso, la utilizacion de un biocatalizador derivado del hongo Rhizomucor
en la transesterificacion de aceite de cocina quemado con alcoholes de cadena corta ofrece una
perspectiva interesante. La cromatografia en capa fina utilizada para analizar la sintesis de
biodiesel indica la eficiencia de este enfoque. No obstante, es crucial evaluar la escalabilidad y la
disponibilidad de materias primas a gran escala.

El tercer caso resalta la importancia de optimizar las condiciones de crecimiento del
hongo Aspergillus niger para lograr un rendimiento 6ptimo en la extraccion de aceite y su
posterior conversion en biodiesel mediante una enzima extracelular (lipasa). Este enfoque
plantea cuestiones de viabilidad y eficiencia en la produccion a gran escala.

El dltimo caso presenta un enfoque innovador al inmovilizar una enzima esterasa/Lip.
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Conclusiones y Recomendaciones

La obtencion del biodiesel es posible a través de las materias primas para que son
generadas en gran medida por la poblacion mundial posterior a su utilizacién rutinaria en
procesos de fritura, lo cual encamina a el sector de biocombustibles a poder establecer estrategias
de mejor aprovechamiento de este residuo alimenticio.

Los paises en desarrollo cada vez mas emplean elementos obtenidos biotecnoldégicamente
como los son las lipasas de origen microbiano para la sintesis de biodiesel, junto con técnicas de
inmovilizacion enzimatica es posible lograr un aprovechamiento ain mejor de las mismas, con lo
que se apoya al progreso y sostenibilidad, estructurado en politicas y legislaciones que lo
sustentan.

En Colombia es aun poco evidente el aumento en la implementacion de politicas de
utilizacion de residuos hacia una economia circular en relacion al biodiesel; aunque es posible
evidenciar normativas que dan luz en la gestion ambiental de las organizaciones, es un camino
largo en comparacién con paises como Brasil y argentina quienes ya hacen parte en cierto modo
de cifras en la utilizacion y generacion de biocombustibles.

El ministerio del medio ambiente, como organismo de autoridad deberia enfatizar y
realizar una mejor auditoria y control al cumplimiento normas de unidades econdmicas, para con
esto lograr una mejor disposicion final al aceite vegetal usado.

Desde las instituciones de formacién y desde el mismo nucleo familiar es indispensable

la educacion en relacién al buen uso y disposicidn de estos aceites vegetales usados, los cuales si
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no son bien dispuesto generan un gran impacto negativo en las fuentes hidricas y los suelos
principalmente los cultivados por campesinos, lo que al final se refleja en efectos en la poblacién

en general.
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