
Mono-  and di -glycer ides  are  compounds  used in 
the  food,  pharmaceut ical ,  cosmet ic  and chemical 
industry as emulsi f iers and surfactants.  The main 
methods of production are esterification of glycerol or 
transesterification and alcoholysis of oils, by using basic 
or acidic homogeneous catalysis at high temperatures. In 
this paper, the inverse reaction was used: the alcoholysis of 
triglycerides, as a new way to produce continuously mono 
and diglycerides, using a biocatalyst of Pseudomonas 
fluorescens lipase enzyme immobilized in the mesoporous 
material SBA-15.

It was found that at 20 minutes of reaction (the time that 
the reaction mixture takes to traverse the reactor) 44% 
diglycerides and 27% monoglycerides was produced, 
remaining constant in time the yield. This way of producing 
emulsifying compounds appears as a valuable method, 
with mild reaction conditions and using a catalyst that 
maintains its activity and does not require to be separated 
from the final products.

Monoglicéridos; diglicéridos; inmovilización enzimática; 
SBA-15; biocatálisis.

Monoglycerides; diglycerides; enzymatic immobilization; 
SBA-15; biocatalysis.

Los mono y diglicéridos son compuestos utilizados como 
emulsionantes y tensioactivos en la industria alimenticia, far-
macéutica, cosmética y química en general. La principal forma 
de producción de los mismos es a partir de esterificación del 
glicerol o transesterificación y alcohólisis de aceites, mediante 
el uso de catálisis homogénea ácida o básica a altas tempera-
turas. En este trabajo se propuso producir mono y diglicéridos 
en forma continua, mediante la reacción opuesta, la alcohólisis 
parcial de los triglicéridos, usando un biocatalizador desarro-
llado a partir de la enzima lipasa de Pseudomonas fluorescens 
inmovilizada en el material mesoporoso SBA-15.

Se encontró que en tan solo 20 minutos de reacción (tiempo 
que tarda en atravesar el reactor la mezcla de reacción) se pro-
ducen 44% de diglicéridos y 27% de monoglicéridos, mante-
niéndose prácticamente constante en el tiempo en el caso de 
los primeros y disminuyendo apenas en el caso de los mono-
glicéridos. Surge entonces una valiosa forma de producción 
de estos compuestos, suavizando las condiciones de reacción 
y utilizando un catalizador que mantiene su actividad y no 
requiere ser separado de los productos finales.
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· Introducción

Los mono y diglicéridos son ésteres del 
glicerol con uno o dos ácidos grasos 
respectivamente. Son de gran impor-
tancia en la industria alimenticia, cos-
mética, farmacéutica y química debi-
do a su acción como emulsificantes y 
surfactantes que le otorga su estructura 
anfipática (Thengumpillil et al., 2003). 
Las principales formas de producción 
utilizadas hoy en día son la esterifica-
ción del glicerol con el ácido graso bajo 
catálisis homogénea ácida, la alcohóli-
sis y la transesterificación de triglicé-
ridos y glicerol con diferentes cataliza-
dores, como óxidos de metales, bases 
inorgánicas (CaO, NaOH o KOH) y 
sales sódicas de alcoholes de bajo peso 
molecular. Todos estos procesos necesi-
tan temperaturas muy elevadas de entre 
210-240 °C (Bossaert et al., 1999). 
Cualquiera de estas vías utilizadas da 
como resultado una mezcla de glicé-
ridos que generalmente posee color y 
aroma, lo que hace que no puedan ser 
utilizados directamente en alimentos o 
cosméticos, por lo que es necesario una 
purificación por destilación. Por otro 
lado, estos procesos utilizan altas tem-
peraturas además de ácidos y bases; lo 
que genera la necesidad de una infraes-
tructura especial en la industria. 

Como alternativa a estos catalizadores, 
surge la posibilidad de utilizar enzimas 
para la producción de los mismos com-
puestos con la ventaja de obtener mayo-
res rendimientos en condiciones de reac-
ción suaves, lo que resulta en productos 
de mayor calidad y menor consumo de 
energía (Ferreira-Dias et al., 2001). 

Las enzimas que presentan actividad 
para realizar reacciones de transeste-
rificación, alcohólisis o esterificación 
se denominan lipasas (EC 3.1.1.3 tria-
cilglicerol acilhidrolasa) y representan 
un grupo de enzimas solubles en agua 
que catalizan originalmente la ruptu-
ra y formación de los enlaces éster de 
sustratos lipídicos insolubles en agua. 
Una desventaja de utilizar estas enzi-
mas en medios no acuosos, es que tien-

den a formar agregados que dificultan 
la interacción de las enzimas internas 
con el sustrato y por lo tanto sólo las 
que se encuentran en la superficie pue-
den realizar su función, lo que resulta 
en una reducción de su actividad (Salis 
et al., 2010). Sin embargo, estas lipa-
sas pueden inmovilizarse en distintos 
materiales para mejorar su estabilidad 
y reutilización, obteniéndose biocatali-
zadores con alta selectividad, eficiencia 
y rendimiento (Liu et al., 2010; Salis et 
al., 2008).

Para lograr el máximo de sitios activos 
y lograr un poder catalítico completo, 
es conveniente dispersar la enzima en 
superficies como las de los materiales 
mesoporosos. Distintos materiales han 
sido utilizados para este fin como sílica 
gel, epoxy SiO2-PVA, Celita, SBA-15 
entre otros; como así también enzimas 
lipasas de distintos microorganismos 
tales como Penicillium camemberti, 
Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, 
Rhizomucor miehei, Chromobacterium 
viscosum, Pseudomonas fluorescens y 
más (Berger and Schnelder, 1992; Men-
des et al., 2011; Salis et al., 2009). 

En base a esto, se propuso desarrollar un 
biocatalizador utilizando la enzima lipa-
sa de Pseudomonas fluorescens inmovi-
lizada por medio de adsorción física al 
soporte SBA-15 (Santa Bárbara Amor-
phous 15) y a partir de ello, generar un 
reactor continuo de producción de mono 
y diglicéridos por transesterificación de 
triglicéridos con etanol 96%.

· Materiales y métodos

Materiales

La lipasa de Pseudomonas fluorescens 
(PFL, ≥20,000 UI/g a 55 °C, pH 8,0) 
fue adquirida de Sigma-Aldrich Co. (St. 
Louis, EE.UU.). Ésta es una enzima con 
alta actividad lipolítica producida por 
"Amano Labs". Tiene un peso molecular 
de aproximadamente 33 kD, un punto 
isoeléctrico igual a 4, un intervalo de 
estabilidad de 4<pH<10, y un pH óptimo 

de actividad en el rango de 8<pH<10. 
El aceite de girasol utilizado (comer-
cial, marca ''Vicentin'') fue adquirido en 
una tienda local. Los reactivos emplea-
dos fueron KH2PO4, K2HPO4 (Anedra), 
bioetanol comercial 96% v/v (Porta 
Hnos.), ácido clorhídrico (HCl) (grado 
analítico, Cicarelli), n-hexano (grado 
analítico, Merck), isopropanol (están-
dar analítico, Fluka), acetonitrilo (grado 
analítico, Merck), copolímero Pluronic 
P123 (BASF Corp), tetraetil ortosilicato 
(TEOS) (Aldrich) y agua miliQ. Filtros 
de jeringa (polipropileno, de 25 mm 
de diámetro y 0,2 micras de tamaño de 
poro) fueron suministrados por VWR.

Síntesis y modificación del material 
SBA-15

El material SBA-15 puro se sintetizó 
disolviendo 4,0 g de Pluronic P123 en 
30 g de agua y 120 g de HCl 2 M con 
agitación a 40 °C. A continuación se 
añadieron 8,50 g de TEOS y se agitó a 
40 °C durante 20 h. La mezcla se enve-
jeció a 100 °C durante toda una noche 
sin agitación. El producto sólido se 
filtró, se lavó y se secó a 60 °C duran-
te una noche. Luego se calcinó a 500 
°C durante 6 horas, con una rampa de 
calentamiento de 1°C/min. 

Caracterización del material

El análisis de SAXS (dispersión de 
rayos X a bajos ángulos) se llevó a cabo 
en el Laboratorio Nacional de Luz Sin-
crotron (LNLS) de Campinas, Brasil. El 
detector utilizado fue un Pilatus 300k de 
Dectris. Los patrones de difracción de 
rayos X (XRD) de las muestras se regis-
traron en un difractómetro PANalytical 
X'Pert Pro con radiación Cu Kα (λ = 
1,5418 Å) en el rango de 2θ de 20 ° a 
80 °. Las micrografías SEM (microsco-
pía electrónica de barrido) se obtuvieron 
mediante un JEOL modelo JSM 6380 
LV. El voltaje de aceleración fue de 20 
kV. Imágenes TEM (microscopía elec-
trónica de transmisión) fueron obteni-
das mediante JEOL modelo JEM-1200 
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EXII, con un voltaje de funcionamiento 
de 120 kV. La superficie específica se 
determinó utilizando un Micromeritics 
Pulse ChemiSorb 2700 por el método 
Brunauer-Emmett-Teller (BET). Las 
muestras se secaron previamente usando 
un flujo de N2 durante 3 horas a 350 °C.

Inmovilización de lipasa de Pseudo-
monas fluorescens en el soporte

Se preparó una solución de lipasa 
comercial con concentración 5 mg/mL 
en buffer fosfato 25 mM de pH 8. Se 
suspendió 0,125 g del soporte en 10 mL 
de la solución anterior para obtener una 
relación óptima de 400 mgenzima/gsoporte 

(Ferrero et al., 2016). La suspensión se 
mantuvo con agitación suave a tempera-
tura ambiente por 24 horas, luego se cen-
trifugó para quitar el sobrenadante y se 
lavó dos veces con 10 mL de buffer fos-

fato 25 mM de pH 8. La determinación 
del contenido de proteína no inmoviliza-
da se llevó a cabo mediante un ensayo de 
Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron 
10 µL del sobrenadante de la primera 
centrifugación y se mezclaron con 190 
µL de reactivo de Bradford (1x). La 
absorbancia a λ = 595 nm se determinó 
por medio de un espectrofotómetro Cary 
50. El contenido de proteína se estimó 
por medio de una curva de calibración 
obtenida utilizando concentraciones de 
0,05; 0,1; 0,25; 0,5 y 1 mg/mL de BSA 
(98%) como proteína estándar. El mate-
rial híbrido obtenido a partir de la inmo-
vilización enzimática de 400 mgenzima/
gsoporte fue nombrado como LPF/SBA-15.

Reacción de producción de mono- y 
di-glicéridos

Para el desarrollo de un reactor continuo 
(Figura 1) se utilizó una columna de 24 
cm × 0,6 cm, se la termostatizó a 37 °C y 
se agregó en ella 1g de LPF/SBA-15(2,5) 

mezclado con 11 g de microesferas de 
vidrio de diámetro 150 µm para evitar 
la obstrucción de la columna y luego 
varillas de vidrio de largo aproximado 
0,5 cm hasta completar el volumen de la 
columna. Se hizo pasar en ella una mez-
cla de aceite de girasol y etanol 96% en 
proporción molar 1/3 a flujo constante 
de 0,5 mL/min y se tomaron muestras 
a diferente tiempo. Estas muestras fue-
ron diluidas a un volumen de 1 mL con 
acetonitrilo, filtradas con un filtro de 
tamaño de poro de 0,2 µm y analizadas 
por HPLC.

Análisis cromatográfico (HPLC)

Los análisis se realizaron con un HPLC 
Perkin Elmer con detector UV-vis de la 
serie 200 equipado con una unidad de 
suministro de solvente con gradiente de 
elución binario, una columna Agilent 
Eclipse Plus 18 (C18 con un diámetro 
de 4,6 mm × 25 cm de longitud y un 
tamaño de partícula de 5 μm), el soft-
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Figura 1. Esquema del reactor continuo 
utilizado: 1) Plancha de calentamiento, 2) 
Tanque mezclador de reactivos, 3) Bomba 
peristáltica, 4) Columna termostatizada, 
5) Controlador de temperatura. Figura 2 - Caracterización estructural del soporte mesoporoso SBA-15: 

a) patrones de SAXS, b) Imagen de TEM.

Figura 3 - Cromatograma de productos de reacción utilizando LPF/SBA-15 como catalizador y aceite de girasol comercial con etanol al 96% en proporción 1/3.

Ácidos grasos 
libres

Monoglicéridos FAEEs
Diglicéridos Triglicéridos
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ware para el control remoto del equipo 
y la cuantificación fue el TotalChrom. 
La longitud de onda del detector de UV 
se fijó en 210 nm, la temperatura de la 
columna se mantuvo a 30 °C y el flujo 
fue de 1 mL/min. Para la cuantifica-
ción se elaboró una curva de calibración 
externa. Para las corridas cromatográ-
ficas, se utilizó un método en etapas: 6 
min de 30:70 de agua:acetonitrilo, 10 
min de 100% de acetonitrilo, 15 min 
de 80:20 de acetonitrilo:isopropanol/n-
hexano (5/4) y 29 min en gradiente hasta 
30:70 de acetonitrilo:isopropanol/n-
hexano (5/4) . Todas las determinaciones 
se realizaron al menos por duplicado y 
los resultados se expresaron como valo-
res medios cuyas diferencias porcentua-
les entre ellos fue siempre menor que el 
5 % de la media.

· Resultados y discusión

Caracterización del soporte

La caracterización estructural y tex-
tural de los soportes mesoporosos se 
realizó mediante dispersión de rayos X 
de bajo ángulo (SAXS), microscopia 

electrónica de transmisión (TEM). Los 
correspondientes espectros de SAXS del 
material modificado con calcio mues-
tran la presencia de picos bien definidos 
asociados a la presencia de una estruc-
tura porosa altamente ordenada con una 
matriz de poros hexagonal (Figura 1a). 
En la Figura 1b, se presenta la imagen 
de TEM del material Ca/SBA-15 donde 
se pueden observar poros nanotubulares 
paralelos bien ordenados a lo largo del 
eje mostrando una buena estructura de 
los sólidos obtenidos. Estos resultados 
demostraron que la matriz hexagonal de 
la SBA-15 se conserva a lo largo de la 
modificación química de su superficie 
con el metal.

Reacción de producción de mono- y 
di-glicéridos

Utilizando el reactor anteriormente des-
crito, se llevó a cabo la reacción de pro-
ducción de mono y di-glicéridos (MG y 
DG respectivamente) y se tomaron mues-
tras a diferentes tiempos, en las cuales se 
cuantificó la conversión de aceite (trigli-
céridos, TG) a MG y DG mediante una 
curva de calibración externa realizada 

en un HPLC. Los cromatogramas obte-
nidos tuvieron el aspecto mostrado en la  
Figura 3. Cabe destacar que se asignó 
regiones de señales a los cinco tipos de 
compuestos que se pueden determinar 
en el cromatograma, sin hacer diferencia 
entre los diferentes compuestos dentro 
de cada región o sea aquellos esteres for-
mados por diferentes ácidos grasos.

La mezcla de reacción formada por acei-
te de girasol y etanol comercial (96% 
V/V) en proporción 1/3 fue inyectada en 
el reactor diseñado a través de una bom-
ba peristáltica, tras 20 minutos (tiempo 
en que tardó en atravesar la columna) 
se obtuvo 27,63% de MG y 44,23 % de 
DG, convirtiéndose el 90,16% de los TG 
totales. Este rendimiento de conversión 
se mantuvo prácticamente constante 
durante las 6 horas que se hizo pasar la 
mezcla de reacción, como puede verse 
en la Figura 4; convirtiéndose en ese 
tiempo cerca de 150 g de aceite. Esto 
muestra que la actividad del biocataliza-
dor desarrollado se mantiene constante y 
es capaz de convertir grandes cantidades 
de aceite en relación a la baja cantidad 
de enzima utilizada (0,2% respecto del 
catalizador). Luego de las 2 h de reac-
ción en adelante la producción de bio-
diesel, como sub producto, se mantuvo 
constante en aproximadamante un 31 % 
hasta las 6 h de reacción.  

· Conclusión

El material SBA-15 resultó eficien-
te para la inmovilización de la enzima 
lipasa de Pseudomonas fluorescens, 
debido a su estructura mesoporosa y 
tamaño de poro.

La reacción de transesterificación de tri-
glicéridos con etanol para la producción 
de mono y di glicéridos catalizada por el 
biocatalizador desarrollado mostró bue-
nos rendimientos a tiempo de reacción 
pequeños, y la actividad del catalizador 
se mantuvo prácticamente constante 
durante el tiempo de reacción estudiado. 
Si bien se obtuvo aproximadamente un 
30% de biodiesel, si se anexa un pro-
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Figura 4. Evolución de la reacción en columna a 37 °C con flujo constante de 0,5 mL/min, relación 
aceite/alcohol 1/3.



ceso de destilación para la separación y 
purificación de los productos (biodiesel, 
mono y di glicéridos) se podría obtener 
más de un producto utilizando el mismo 
biocatalizador. Ésta es la principal venta-
ja que posee el método, permitiendo un 
proceso de producción en continuo, ade-
más de utilizar temperaturas de reacción 
bajas (37 °C) y etanol al 96% (materia 
prima renovable, de producción nacio-
nal, de fácil acceso y bajo costo).  
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