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Resumen

Titulo: Aceites Vegetales Enriquecidos en Diglicéridos Mediante Glicer6lisis Enziméatica Empleando la
Enzima Comercial Lipura Flex!

Autor: Erika Yuliana Lépez Rodriguez?

Palabras Clave: Glicerolisis libre de solventes, enzima Lipura Flex, lipidos estructurados, diacilgliceroles,
regioselectividad, migracién acilica.

Descripcion:

La demanda de diacilgliceroles (DAG) como lipidos estructurados de alto valor funcional y nutricional ha
impulsado el desarrollo de bioprocesos sostenibles para reemplazar la sintesis quimica tradicional.

La glicerdlisis enzimatica libre de solventes se posiciona como una de la ruta viable bajo la tendencia de
"etiqueta limpia" (clean label); sin embargo, enfrenta severas limitaciones de transferencia de masa debido
a la inmiscibilidad de los reactivos y al riesgo termodinamico de la migracion acilica.

El presente trabajo de investigacion evalud el efecto del régimen térmico (50 °C, 60 °C y 70 °C) en la
glicerdlisis de aceite de girasol de alto contenido oleico (HOSO) catalizada por la enzima inmovilizada
regioselectiva Lipura Flex.

Para superar las limitaciones de los métodos de cuantificacion convencionales, donde las altas temperaturas
del inyector en la cromatografia de gases inducen una migracion acilica artificial que altera la distribucion
real de la muestra, se desarroll6 y validé un método analitico robusto.

Este acopla la Cromatografia de Gases con Detector de lonizacion de Llama GC-FID, para determinar la
conversion y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC-RID para cuantificar la selectividad
isomeérica exacta sin inducir degradacion térmica en el analisis. El monitoreo cinético de 24 horas demostrd
gue operar a 70 °C minimiza probablemente la viscosidad del medio heterogéneo y mitiga la resistencia
difusional, alcanzando la mayor conversion de 75% triacilgliceroles. Simultdneamente, a esta temperatura
se logr6é incrementar la proporcién relativa del isomero de mayor valor metabdlico y conservarlo,
alcanzando una selectividad méaxima del 83 % hacia el isomero sn-1,3 (DAG). De este modo, se demostrd
que, bajo las condiciones estudiadas, este punto representa la condicion operativa ptima para maximizar
el rendimiento antes de que el régimen térmico o un tiempo de residencia prolongado detonen la migracion
acilica espontanea dentro del reactor, comprometiendo la pureza del bioproducto.

Adicionalmente, el perfil cromatografico confirmé una alta estabilidad del sistema, manteniendo inalterado
el contenido de acido oleico del 80 %. Este primer estudio con Lipura Flex aporta las bases de ingenieria 'y
los pardmetros de control necesarios para el escalamiento industrial de un bioproceso altamente eficiente y
alineado con los principios de la quimica verde.

1 Trabajo de grado.
2 Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Javier Camilo Martinez
Alvarado, Mgtr. Ingenieria Quimica. Codirector: Crisostomo Barajas Ferreira, Mgtr. Ingenieria Quimica.
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Abstract

Title: Vegetable Oils Enriched in Diglycerides by Enzymatic Glycerolysis Using the Commercial Enzyme
Lipura Flex®

Author: Erika Yuliana Lépez Rodriguez*

Keywords: Solvent-free glycerolysis, Lipura Flex enzyme, structured lipids, diacylglycerols,
regioselectivity, acyl migration

Description:

The demand for diacylglycerols (DAGS) structured lipids with high functional and nutritional valuehas
driven the development of sustainable bioprocesses to replace traditional chemical synthesis.

Solvent-free enzymatic glycerolysis stands out as a viable pathway aligned with the "clean label" trend;
however, it faces mass transfer limitations due to reactant immiscibility and the thermodynamic risk of acyl
migration.

This research evaluated the effect of temperature (50 °C, 60 °C, and 70 °C) on the glycerolysis of high-
oleic sunflower oil (HOSO) catalyzed by the immobilized, regioselective enzyme Lipura Flex.

To overcome the limitations of conventional quantification methods where high gas chromatography
injector temperatures induce artificial acyl migration that alters the sample's true composition a robust
analytical method was developed and validated.

This method couples gas chromatography with a flame ionization detector (GC-FID) to determine
conversion, and high-performance liquid chromatography with a refractive index detector (HPLC-RID) to
guantify exact isomeric selectivity without inducing thermal degradation during analysis. Kinetic
monitoring over 24 hours demonstrated that operating at 70 °C likely minimizes the viscosity of the
heterogeneous medium and mitigates diffusional resistance, achieving the highest conversion rate (75%
triacylglycerol conversion). Simultaneously, this temperature allowed for increasing and preserving the
proportion of the isomer with the highest metabolic value, reaching a maximum selectivity of 83% for the
sn-1,3 isomer (DAG). Thus, the study demonstrates that, under the conditions tested, this temperature
represents the optimal operating point for maximizing yield before thermal conditions or prolonged
residence times trigger spontaneous acyl migration within the reactor, thereby compromising the
bioproduct's purity.

Furthermore, the chromatographic profile confirms the system's high stability, maintaining the 80% oleic
acid content unchanged. This initial study with Lipura Flex provides the engineering foundations and
control parameters necessary for the industrial scale-up of a highly efficient bioprocess aligned with green
chemistry principles.

3 Degree work.
4 Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Javier Camilo Martinez
Alvarado, M.Sc. Chemical Engineering. Co-director: Crisostomo Barajas Ferreira, M.Sc. Chemical Engineering.
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Introduccion

Los lipidos son macronutrientes esenciales que cumplen funciones biologicas criticas,
entre ellas estructurar membranas celulares, transportar vitaminas liposolubles y aportar acidos
grasos esenciales. Mas alla de su rol nutricional, son componentes estructurales clave en una
amplia variedad de productos alimentarios, cosméticos y nutracéuticos, donde determinan
atributos sensoriales y funcionales como textura, untabilidad, cristalizacion, estabilidad oxidativa
y comportamiento interfacial.

La fraccién mayoritaria de los aceites vegetales corresponde a triglicéridos (TAGS), pero
estos presentan limitaciones intrinsecas para aplicaciones avanzadas, ya que la distribucién natural
de los &cidos grasos en el esqueleto del glicerol no siempre se ajusta a los requerimientos
funcionales o nutricionales que demandan los productos modernos.

Como respuesta a este doble desafio tecnoldgico y nutricional, Wang et al. (2021) destaca
que los diacilgliceroles (DAG) constituyen una familia de lipidos estructurados de alto interés para
la industria alimentaria debido a sus notables propiedades funcionales y beneficios metabolicos.

A diferencia de las formulaciones comerciales convencionales, donde los diacilgliceroles
son incorporados como aditivos quimicos sintéticos, la glicerdlisis enzimatica propuesta en este
trabajo permite su generacion de manera natural e in situ dentro de la propia matriz oleosa,
ofreciendo una alternativa tecnoldgica directamente alineada con la tendencia de etiqueta limpia
(clean label).

Tradicionalmente, la produccién industrial de (DAG) se ha realizado mediante procesos
quimicos que requieren altas temperaturas y catalizadores inorganicos. Segun Li et al. (2022), esta
ruta convencional no solo promueve la oxidacion lipidica y la generacion de subproductos no
deseados, sino que obliga a clasificar comercialmente al producto final como un aditivo

alimentario sintético.
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De acuerdo con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2017), cuando las
mezclas de mono vy diacilgliceroles se incorporan comercialmente en las formulaciones como
agentes emulsificantes, son reguladas como aditivos alimentarios y deben identificarse
obligatoriamente bajo la nomenclatura de nimeros E, especificamente como el aditivo E471.

En consecuencia, tal como indican Asioli et al. (2017), la necesidad de declarar este
ingrediente bajo dicha etiqueta representa una barrera critica frente a la creciente demanda global
por productos “clean label” (etiqueta limpia) y libres de aditivos percibidos como artificiales.

La sintesis de aceites enriquecidos en (DAGS) puede realizarse por varias vias como la
hidrolisis parcial, esterificacion, transesterificacion y glicerdlisis, siendo la glicerolisis enzimatica
la ruta mas selectiva y sostenible. En este proceso, los (TAGS) reaccionan con glicerol en presencia
de una lipasa, generando mono y diacilgliceroles en proporciones controladas y con bajos niveles
de &cidos grasos libres.

El uso de lipasas regioselectivas sn-1,3, generalmente inmovilizadas sobre soportes
poliméricos, permite obtener mezclas enriquecidas en el isémero sn-1,3 DAG bajo condiciones
suaves de temperatura, sin solventes organicos y con la posibilidad de reutilizar el biocatalizador.
Estas caracteristicas hacen que la ruta enzimatica sea compatible con tendencias actuales de clean-
label y procesos de bajo impacto ambiental.

La sintesis enzimatica via glicerolisis ofrece una alternativa sostenible, natural y altamente
selectiva. Sin embargo, la viabilidad de este bioproceso depende criticamente de la naturaleza de
la matriz lipidica. El principal desafio tecnoldgico de la glicerdlisis libre de solventes radica en las
profundas diferencias quimicas de los reactivos. Desde una perspectiva estructural, el glicerol es

una molécula provista de tres grupos hidroxilo (-OH) que forman una red de puentes de hidrégeno.
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Con una configuraciéon hidrofilica y una alta viscosidad intrinseca, haciéndolo inmiscible
con los triglicéridos. En consecuencia, como documentan Couto et al. (2020), el sistema opera
bajo un régimen bifasico que impone una severa resistencia a la transferencia de masa interfacial,
lo cual, segun Zheng et al. (2023), limita mecanicamente el acceso de los reactivos al sitio activo
de la enzima lipasa.

La mitigacion de estas barreras difusionales depende directamente de la matriz lipidica
seleccionada. Si bien fuentes convencionales como el aceite de palma RBD son completamente
viables y dominan el mercado industrial, Ferreira et al. (2017) y Wang (2011). Su perfil altamente
saturado exige temperaturas de operacion elevadas, idealmente entre 65 °Cy 70 °C. Esto ocasiona
que, incluso operando por encima de su punto de fusion, el fluido conserve una alta viscosidad
dindmica que frena la dispersion del glicerol.

Por otro lado, matrices alternativas como el aceite de soya RBD resuelven este problema
fisico; su naturaleza quimica rica en acidos grasos poliinsaturados le confiere una excelente fluidez
que facilita el mezclado interfacial a temperaturas mas bajas 40 °C y 50 °C, pero su alta
susceptibilidad a la oxidacion lipidica prohibe el calentamiento prolongado necesario para la
estabilidad enzimética.

Sin embargo, esta misma estructura de multiples dobles enlaces convierte a la soya RBD
en un sustrato altamente susceptible a la oxidacion lipidica y a la degradacién térmica durante el
calentamiento prolongado que exige la reaccion.

Por otro lado, Zhang et al. (2017) proponen al aceite de girasol alto oleico (HOSO) como
el sustrato idéneo. Su composicion quimica monoinsaturada ofrece un equilibrio favorable entre
estabilidad oxidativa y propiedades reoldgicas. garantiza una fluidez favoreciendo la transferencia

de masa a temperaturas de operacion desde 60 °C y 70 °C, donde su baja viscosidad maximiza la
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dispersion interfacial del glicerol sin comprometer la estabilidad oxidativa de la matriz durante
ciclos cinéticos extensos. Para vencer la inmiscibilidad del glicerol, y simultaneamente asegura
una alta estabilidad oxidativa durante el proceso.

En respuesta a esta necesidad, Li et al. (2024) y Zheng et al. (2023) Sefialan que la
produccién de aceites vegetales enriquecidos en diacilgliceroles (DAG) mediante glicerolisis
enzimatica constituye una de las estrategias mas prometedoras. El incremento del contenido de
(DAG) confiere al aceite propiedades funcionales, como la capacidad de estabilizar emulsiones y
modificar el comportamiento de cristalizacion, reduciendo la necesidad de incorporar
emulsificantes convencionales durante la formulacion.

El principal desafio tecnolégico que indica, Zhong et al. (2020). Es que al operar con esta
matriz en un sistema libre de solventes limita a la transferencia de masa interfacial debido a la
inmiscibilidad intrinseca entre el glicerol hidrofilico y el aceite hidrofobico.

Por lo tanto, el control del régimen térmico y la seleccion de un biocatalizador
regioespecifico como la lipasa inmovilizada Lipura Flex constituyen las variables de disefio
fundamentales en esta investigacion.

Segun plantean Cao et al. (2025), la elevada eficiencia catalitica de la enzima Lipura Flex
no se limita Gnicamente a su caracter hidrofobico, sino que se fundamenta en el mecanismo
bioquimico de activacion interfacial. A nivel estructural, se ha demostrado que las lipasas poseen
su centro activo protegido por un dominio polipeptidico mdvil de naturaleza anfipatica,
denominado “lid”. En medios homogéneos o predominantemente acuosos, este dominio adopta
una conformacion cerrada que aisla los residuos hidrofobicos del sitio activo para evitar

interacciones desfavorables con el agua, manteniendo a la proteina en un estado basal inactivo.
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Sin embargo, al entrar en contacto con una interfaz hidrofébica como la fase oleosa, la
lipasa experimenta un cambio conformacional drastico que induce el desplazamiento y la apertura
de dicho “lid”. Este fendmeno de activacion interfacial no solo libera el acceso directo al centro
catalitico, sino que expande un espacio hidrofébico que estabiliza los estados de transicion y
facilita el acoplamiento de sustratos voluminosos como los triglicéridos, incrementando de forma
exponencial la actividad catalitica del sistema.

Por otra parte, de acuerdo con Novonesis (2024), la incorporacion de un soporte polimeérico
de poliestireno/divinilbenceno (DVB) en la formulacion de la Lipura Flex optimiza de forma
estratégica esta respuesta biocatalitica. Al tratarse de una matriz sintética con una superficie de
extrema hidrofobicidad, el soporte emula la interfaz natural de un sustrato lipidico Esto provoca
que las regiones hidrofobicas que rodean el sitio activo de la lipasa se adsorban fuertemente al
polimero, forzando la apertura del “lid” y dejando a la enzima inmovilizada permanentemente en
su conformacion abierta cataliticamente activa. Dicha fijacion interfacial asegura que el centro
catalitico permanezca accesible de manera continua para los sustratos a lo largo del tiempo de
reaccién, maximizando el rendimiento cinético global sin llegar a inducir la desnaturalizacién de
la estructura proteica.

Figura 1.

Diagrama de la migracion acilica.
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De acuerdo con Compton et al. (2022), la migraciéon acilica representa un desafio
termodinamico critico durante la glicerélisis. Como se ilustra en la Figura 1, los isémeros sn-1,3
(formados inicialmente por la accion de lipasas regio-especificas) presentan una mayor energia
libre.

El incremento de la temperatura estimula una isomerizacion espontanea en la que el grupo
éster migra a través de un intermedio ciclico hacia la posicion central. Este reordenamiento
produce el isébmero sn-1,2, el cual es termodinamicamente mas estable al poseer una menor
configuracion de energia libre.

Desde una perspectiva industrial y de disefio de bioprocesos, la ocurrencia de esta
fendmeno resulta altamente indeseable. En primer lugar, la migracién anula el propdsito
fundamental de emplear un biocatalizador selectivo como la Lipura Flex, ya que destruye el valor
nutricional del lipido: mientras que el isdbmero sn-1,3 DAG posee propiedades metabdlicas
superiores su ruta de asimilacion reduce la acumulacion de tejido adiposo, el isomero sn-1,2 DAG
es procesado por el cuerpo humano de forma idéntica a un triglicérido convencional.

En segundo lugar, una alta tasa de isomerizacién evidencia una pérdida del control
termodinamico en el reactor, indicando que un régimen térmico excesivo o un tiempo de residencia
prolongado han degradado térmicamente la pureza isomérica del bioproducto logrado por la
enzima.

En este contexto, el presente trabajo de grado se enmarca en el proyecto doctoral “Lipidos
estructurados obtenidos por biocatalisis: disefio, valorizacion y aplicaciones tecnoldgicas”,
desarrollado en colaboracion entre la Universidad Nacional de Colombia y Alianza Team.

La propuesta se enfoca en la sintesis enzimatica de aceites vegetales enriquecidos en

(DAGs) mediante glicerdlisis catalizada por lipasa inmovilizada Lipura Flex, con énfasis en la
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cuantificacion rigurosa del avance de la reaccion, la distribucion de especies acilglicerdlicas (TAG,
DAG, MAG y FFA) y la selectividad posicional sn-1,3/sn-1,2.

Los resultados generados proporcionan informacion experimental y analitica relevante
sobre el desempefio de un biocatalizador escasamente documentado en la literatura cientifica,
constituyendo una linea base para futuras investigaciones enfocadas en la optimizacion de las
condiciones de reaccion, la intensificacion del proceso y la evaluacion funcional de los lipidos
obtenidos.

Frente a este panorama, la pregunta que determina el presente trabajo de grado orienta a:
¢Como se comporta la glicerolisis enzimatica de un aceite vegetal catalizada por Lipura Flex en
términos de conversion de triglicéridos (TAG), contenido y selectividad posicional de
diacilgliceroles (DAGS) sn-1,3/sn-1,2 y formacién de subproductos monoglicéridos (MAG) y
acidos grasos libres (FFA), bajo condiciones de operacion térmicas de 50 °C a 70 °C y libres de

solventes?
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1. Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la glicerdlisis enzimatica de aceite de girasol alto
oleico (HOSO) catalizada por la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada Lipura Flex, bajo
condiciones libres de solvente, considerando la conversion de (TAG), la composicion

acilglicerdlica y la selectividad regioisomeérica de los (DAG) sn-1,3/sn-1,2.

Objetivos especificos
e Establecer las curvas de calibracion y los protocolos analiticos para la cuantificacion de
especies acilglicerdlicas por GC-FID y la determinacion de la distribucion isomérica
(DAG) sn-1,3/sn-1,2 por HPLC-RID, empleando metodologias basadas en estandares
comerciales y procedimientos reportados en la literatura.
e Evaluar el efecto de la temperatura de operacion de la glicerdlisis enzimatica sobre la
conversion de (TAG), el contenido de (DAG) y la selectividad sn-1,3/sn-1,2 a lo largo del

tiempo de reaccion.
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2. Estado del Arte

La sintesis de lipidos estructurados, como los diacilgliceroles (DAG), mediante rutas
biotecnoldgicas ha ganado gran interés por la necesidad de crear procesos limpios y eficientes. A
continuacion, se presenta un andlisis de los principales avances y retos documentados en la
literatura sobre la glicerolisis libre de solventes.

El uso de sistemas libres de solventes para la glicerdlisis enzimatica fue evaluado por
Kristensen et al. (2005), quienes estudiaron el desempefio de diversas lipasas comerciales
utilizando aceite de canola. En su investigacion, los autores demostraron que el mayor reto de este
sistema radica en la naturaleza fisica del glicerol, el cual tiende a formar una capa aislante
alrededor de los soportes enzimaticos hidrofilicos, bloqueando el contacto con la fase oleosa. Al
emplear la lipasa inmovilizada Novozym 435, cuyo soporte polimérico es hidrofébico, lograron
superar este impedimento de transferencia de masa, determinando ademas que no es indispensable
emplear un exceso de glicerol en la relacion molar para desplazar la reaccién. Bajo estas
condiciones controladas a 65 °C, el bioproceso requirié de 7 horas para alcanzar su equilibrio
cinético, obteniendo un contenido de DAG cercano al 60 %. Este estudio dejé en evidencia cdmo
las barreras de difusién afectan la velocidad del sistema y resalto la necesidad de optimizar las
variables operativas para acelerar la reaccion.

Posteriormente, Zheng et al. (2023) buscaron superar estas barreras de mezcla. Sus pruebas
determinaron que las condiciones Optimas reportadas exigian subir la temperatura a 65 °C, usar
mas enzima 6 % Y ajustar la relacion molar a 1:2. Al analizar el mecanismo, los autores explicaron
que este incremento térmico mejora la reaccion porque aporta mayor energia cinética a las

moléculas y reduce drasticamente la viscosidad de los liquidos; lo que aumenta rapidamente el
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area de contacto interfacial y facilita que el aceite y el glicerol puedan entrar juntos al sitio activo
de la enzima.

Sin embargo, aunque esta temperatura mejoro significativamente el contacto entre los
liquidos, el rendimiento de DAG se estanco entre el 45 %y el 55 %. Segun los investigadores, esto
ocurrio porque la agitacion intensa, lo que produjo la disminucién de la eficiencia de la reaccion,
produciendo un exceso de monogliceroles (MAG) en lugar de (DAG). Su trabajo confirmo que
controlar el tiempo y el calor es fundamental para no destruir el biocatalizador.

Aunque estos trabajos mejoraron la produccion general, no evaluaron a fondo la calidad
nutricional del producto, es decir, su selectividad. En este sentido, Cao et al. (2025) comprobaron
que usar lipasas similares a la Lipura Flex permite dirigir la reaccion hacia el isémero de mayor
valor metabolico, el sn-1,3 (DAG). Sin embargo, advirtieron sobre un problema critico conocido
como migracion acilica. Descubrieron que, si la reaccion se calienta demasiado o dura mucho
tiempo, la molécula se transforma de forma espontéanea en el isomero sn-1,2 (DAG), el cual es mas
estable, pero tiene menor valor nutricional.

Este comportamiento quimico dejé en evidencia una falla en los métodos de analisis
tradicionales. Autores como Ferreira et al. (2017) y Zheng et al. (2023) usaron Cromatografia de
Gases (GC-FID) para medir sus resultados, un equipo que calienta las muestras a mas de 280 °C
en su inyector.

Cao et al. (2025) demostraron que este calor extremo altera la molécula dentro del mismo
equipo, arrojando resultados engafiosos. Para solucionarlo, comprobaron que la Cromatografia
Liquida (HPLC-RID) es mucho mas confiable, ya que opera a menos de 40 °C y logra separar los

isdmeros sn-1,3 y sn-1,2 sin dafar la muestra original.
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A partir de este recorrido, queda clara la necesidad de construir una solucién integral. Por
ello, el presente trabajo de grado pretende cubrir estos vacios evaluando la glicerolisis con la
enzima Lipura Flex en aceite de girasol alto oleico (HOSO). El objetivo es determinar la
temperatura Optima de operacién que maximice la miscibilidad de los reactivos y mitigue las
barreras de transferencia de masa, previniendo simultdneamente la migracion acilica para
preservar la calidad del producto. Asimismo, se busca respaldar estos hallazgos mediante el

acoplamiento de las técnicas analiticas GC-FID y HPLC-RID

3. Metodologia

El desarrollo experimental del presente trabajo de grado se ejecuté de manera sistematica
a través de un disefio secuencial programado para dar cumplimiento a los objetivos especificos del
proyecto. El proyecto se estructurara en cuatro etapas secuenciales: (i) revision bibliogréafica, (ii)
validacion analitica, (iii) reaccion de glicerolisis enzimatica y (iv) analisis estadistico de los
resultados.
Figura 2.

Algoritmo metodoldgico

FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4
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lIPL‘?ﬁ ANOVA y
* Establecer 1D en graficos
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Fase 1: Revision Bibliografica

En la fase inicial del proyecto, se establecid el marco operativo tomando como referencia
las directrices de investigacion industrial de la empresa Alianza Team y los lineamientos
metodoldgicos del proyecto doctoral.

Para llevar a cabo las reacciones de glicer6lisis enzimatica, se empled como matriz lipidica
principal aceite de girasol alto oleico (HOSO), sometido a un proceso de refinacion, blanqueo y
desodorizacion (RBD), el cual fue suministrado directamente por la compafiia.

De acuerdo con las especificaciones técnicas estandarizadas para esta matriz, el aceite
presentd un indice de perdxidos inferior a 1.0 meq O2/kg, una acidez libre menor al 0.1 % y un
contenido de humedad inferior al 0.05 %.

Su perfil lipidico estuvo caracterizado por una alta concentracion de acidos grasos
monoinsaturados, siendo el acido oleico el predominante 80%, seguido por fracciones menores de
acido linoleico 15 %, acido palmitico 5 % y acido estearico 6%.

Como sustrato hidrofilico se utilizo glicerol de grado analitico con una pureza > 99.5 %
(Merck, Alemania). La catalisis heterogénea del bioproceso se ejecuté mediante el uso del
biocatalizador comercial Lipura Flex (Novonesis), correspondiente a la lipasa B de Candida
antarctica inmovilizada fisicamente sobre un soporte polimérico de poliestireno y divinilbenceno.

Para las posteriores etapas de preparacion de muestras y cuantificacion analitica del perfil
de reaccion, se dispuso de reactivos y estandares de alta pureza.

La curva de calibracion y la identificacion cromatografica requirieron el uso de tetradecano
pureza = 99 % (Sigma-Aldrich, EE. UU.) como estandar interno, acompafiado de patrones
comerciales de monoacilgliceroles puros, incluyendo monolaurato (C12:0), monomiristato C14:0,

monopalmitina C16:0 y monoestearato C18:0 pureza > 99 % (Sigma-Aldrich, EE. UU.). De igual
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manera, se emplearon estandares de diacilgliceroles como el dilaurato C12:12:0 y la dipalmitina
C16:16:0(pureza = 99 % (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

Finalmente, el acondicionamiento de los analitos y el desarrollo de las fases moviles
cromatograficas se llevaron a cabo utilizando solventes de grado HPLC, especificamente hexano
e isopropanol acidificado. En conjunto con los agentes derivatizantes necesarios para garantizar la
correcta deteccion y resolucion de las especies lipidicas como Piridina, KOH metanolico, BSTFA

xilitante, acetato de etilo.

Fase 2: Validacion de métodos analiticos

Previo al procesamiento y cuantificacion de las muestras obtenidas en los ensayos, se
realizd la validacion analitica de los instrumentos mediante la construccién de curvas de

calibracion para mono y diacilgliceroles.

Procedimiento:

Para aceites y grasas que contienen emulsificantes, pesar 50 mg, en un tubo Eppendorf de
2 mL. Seguidamente, se adicionan 300 pL de piridina, 100 pL de ISTD (tetradecano 10 mg/mL)
y 200 pL de agente derivatizante. La mezcla se agita por 1 min a 3000 rpm. La reaccién de
sililacién se realiza a 70 °C por 20 min. Es importante que durante la reaccién se agite
ocasionalmente los tubos. Una vez culmine el tiempo de reaccion, se deja enfriar la solucion, se

toman 50 pL de esta y se aforan a 1 mL con acetato de etilo. El extracto se analiza por GC-FID.



EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GLICEROLISIS ENZIMATICA 23

Tabla 1.

Soluciones de calibracion para realizar la curva de calibracion para cada compuesto.

PuNto Mgsg _del Voll_Jme_n del Vol'um('an de  Volumen del Volumen de
Glicérido glicerido piridina tetradecano BFTBA

Unidad [mg] [mL] [mL] [mL] [ul]

0 0 0 0,30

1 0,25 0,05 0,25

2 0,50 0,10 0,20 0,10 0,20

3 1 0,0 0,10

4 1,25 0,25 0,05

Una vez, se preparen las soluciones de calibracién para cada punto Tabla 1. Se analizaron
los extractos por GC-FID, para graficar la relacion de areas con respecto a la relacion de masa de

los estandares con respecto al estandar interno.

y=mx+b (Ec.1)
Ay
m = [—mg Aistd ] (ECZ)
x/mgistd

Donde,

A,: Es el area del estdndar de mono o diacilgliceroles

A;giq: Es el &rea del estandar interno tetradecano

mg,: Es la masa en mg del estandar de mono o diacilgliceroles

mg;s:q- ES la masa en mg del estdndar interno tetradecano
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Metodologia GC-FID:

De acuerdo a la metodologia planteada por Alianza Team se uso el cromatdgrafo de gases
equipado con un puerto de inyeccion COC (con la opcidn Track Oven y un volumen de inyeccion
de 1 pL) y un detector FID. La separacion se realizé utilizando una columna capilar Restek MXT-
65TG (30 m x 250 um de didmetro interno x 0,1 um de espesor de pelicula) operando con un flujo
constante de 1 mL/min. El programa de temperatura del horno inici6 a 70 °C, manteniéndose por
4 minutos, seguido de una rampa de calentamiento de 25 °C/min hasta alcanzar los 360 °C,
temperatura que se mantuvo durante 9 minutos. Finalmente, el detector FID oper6 a una
temperatura de 350 °C, empleando flujos de 35 mL/min para el H2, 350 mL/min para el aire y 15

mL/min para el gas make up (helio), con una frecuencia de adquisicion de sefial de 50 Hz/min.

Metodologia HPLC:

De acuerdo con Cao et al. (2025). En su metodologia para identificar los componentes
lipidicos fueron analizaron mediante HPLC-RID utilizando una columna Sepax HP-Silica 4.6 mm
x 150 mm x 5 pym. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: temperatura: 30 °C;
concentracion de la muestra: 25 mg/mL; volumen de inyeccion: 10 uL; fase movil: una solucion
de n-hexano, isopropanol y acido metanoico en una proporcién de 15:1:0.03 (v/v/v); y velocidad
de flujo: 1 mL/min. La composicion lipidica relativa de la muestra se calculé mediante el método
del area normalizada (%). De esta manera también fueron identificados los componentes lipidicos

para este proyecto.

La identificacion de los picos correspondientes a los (TAG), los subproductos (MAG, FFA)

y la resolucion critica entre los picos de sn-1,3(DAG) y sn-1,2 (DAG) se realizé mediante la
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comparacion directa de sus tiempos de retencion frente a los perfiles de elucion de materiales de

referencia y estandares puros previamente inyectados.

Fase 3: Reaccién Enzimatica

OH OCOR
OH OCOR

HO. l JOCOR , HO l - OCOR
- > +
T< 80 °C; Solvent; FFA

Managlyceride Dincy] glveerol

HO.__A.__OH + ROCO.__~.__OCOR sn-13-regioselective Lipases

Glycerol Vegetable Oil

Disefio experimental

Se implementd un disefio experimental unifactorial, el cual se encuentra estrictamente
alineado y enmarcado dentro del proyecto doctoral titulado “Lipidos estructurados obtenidos por
biocatdlisis: disenio, valorizacion y aplicaciones tecnologicas”. EIl Unico factor independiente
evaluado fue la temperatura de operacion, estableciendo tres niveles térmicos 50 °C, 60 °Cy 70
°C. Las condiciones operacionales y los limites de este disefio se definieron con base en la
literatura, tomando como fundamento los criterios, metodologias e hitos reportados por autores
clave como Ferreira et al. (2017), Zheng et al. (2023) y Cao et al. (2025).

Con el objetivo de aislar el efecto termodinamico y cinético exclusivo de la temperatura,
los demas pardmetros operacionales se establecieron como variables controladas a lo largo de
todos los ensayos de glicerdlisis. Empleando una escala de reaccion de 50 g y fijando la matriz
lipidica (aceite de girasol alto oleico, HOSQO) junto con un contenido de agua inicial rigurosamente
estandarizado en 100 ppm, el resto de las condiciones se fijaron bajo los siguientes criterios

fenomenoldgicos:



EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GLICEROLISIS ENZIMATICA 26

Se establecio como el punto de equilibrio hidrodindmico optimo una velocidad de agitacién
de 400 rpm. Esta velocidad garantiza la energia mecéanica necesaria para dispersar el glicerol y
vencer la inmiscibilidad de las fases, sin llegar a generar fuerzas de cizallamiento excesivas que
pudieran desprender o destruir fisicamente el biocatalizador de su soporte polimérico.

Se fijo una dosificacion del biocatalizador en 4 % m/m para aportar suficientes sitios
activos a la reaccion sin inducir limitaciones por transferencia de masa. Cargas enzimaticas
superiores tienden a generar aglomeracion de las particulas en el medio viscoso, bloqueando el
acceso de los sustratos a la lipasa, ademas de comprometer la viabilidad econdémica del bioproceso
a escala industrial.

La relacion molar de aceite:glicerol se fio en una proporcion de 1:5 para garantizar un
exceso adecuado del donador de acilos para desplazar el equilibrio termodinamico hacia la
formacion de diacilgliceroles (DAG), compensando la resistencia difusional en la interfase.

El desempefio del bioproceso frente a los distintos perfiles térmicos se evalud
monitoreando la reaccion durante un periodo extendido de 24 horas.

Finalmente, el proceso se cuantifico a través de dos variables dependientes: la conversion
global de trigliceridos (TAG, %) y la selectividad posicional hacia el isdmero de alto valor
nutricional sn-1,3 DAG frente a sn-1,2 DAG.

Cada tratamiento térmico se ejecutdé por duplicado con el fin de evaluar el error
experimental, garantizar la reproducibilidad y permitir la validacion estadistica mediante un

Andlisis de Varianza ANOVA.

Configuracion de la Reaccion Enzimatica

Las reacciones de glicerolisis se ejecutaron de forma paralela en Erlenmeyer de vidrio de

125 mL utilizando una plancha multiposicion de calentamiento y agitacion magnética a 400 rpm.
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El acondicionamiento y la puesta en marcha de cada ensayo de 50 g se rigieron bajo la siguiente

secuencia operativa fija:

Tabla 2.

Protocolo del montaje de la reaccion de glicerolisis enzimatica.

Adicion de aceite de girasol alto oleico (HOSO) refinado e incorporacion de

AR EE agua destilada 100 ppm. Homogeneizacion bajo agitacion libre durante 10

sustrato

minutos.
Humectacion de  Adicion del biocatalizador inmovilizado 4 % respecto al aceite. Agitacion
la enzima magnética suave durante 60 minutos.
Equilibrio Control de la temperatura durante los 60minutos hasta alcanzar el nivel del
térmico tratamiento 50 °C, 60 °C o 70 °C. Segun la muestra.
Inicio de Adicion de glicerol analitico e incremento inmediato de la velocidad de
reaccion agitacion a 400 rpm, marcando el tiempo cero del perfil cinético.
Figura 3.

Montaje de la cinetica de la reaccidon de glicerolisis enzimatica.
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Protocolo de Muestreo

El monitoreo cinético contemplé la extraccion programada de alicuotas a intervalos
especificos 0, 1, 2, 4, 6, 12 y 24 horas. Con el fin de inactivar de forma inmediata la enzima y
preservar la composicion intacta de los acilglicéridos. Tabla 3, se aplico de forma estricta el

procedimiento de extraccion liquido-liquido:

Tabla 3.

Procedimiento de extraccion liquido-liquido.

Filtrar rapidamente la muestra extraida para remover las particulas del

Filtracion . . 1 fre s
biocatalizador sélido y detener la catalisis

Transferir 1 ml de la muestra filtrada a un falcon, adicionar 1 ml de n-hexano,

Extraccion . . .,
agitar y centrifugar para forzar la separacion de fases

Recolectar el sobrenadante ya que es la fase organica enriquecida en

Decantacion .
acilglicéridos.

Al sobrenadante extraido se le adiciona 1 ml de hexano para garantizar la
recuperacion de la fase organica y conservarla.

Evaporar el solvente bajo corriente suave de nitrégeno N, Para la
caracterizacion cromatografica.

Lavado

Conservacion

Métodos de Caracterizacion y Cuantificacion de Muestras

Para facilitar la elucion térmica inalterada de las familias de acilgliceridos a través de la
columna de cromatografia sin provocar fenémenos de degradacion o pir6lisis en el inyector, las
muestras del sobrenadante fueron sometidas a una derivatizacion quimica mediante silanizacion
para bloquear los grupos hidroxilo (-OH) libres, convirtiéndolos en éteres trimetilsililicos (TMS).
El proceso de acondicionamiento analitico se realizé de acuerdo con el estricto protocolo operativo
de Alianza Team, asi como con las normas AOCS Cd 11-91 y AOCS Ce 5-86 de la siguiente

manera. A continuacion, se evidencia el diagrama del paso a paso:
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Figura 4.
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Preparacion de muestras acidos grasos libres con la normas AOCS Cd 11-91 y AOCS Ce 5-86.
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Figura 5.

Preparacion de muestras de triacilgliceroles con la normas AOCS Cd 11-91 y AOCS Ce 5-86.
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Figura 6.

Preparacion de mono y diacilgliceroles mediante normas AOCS Cd 11-91 y AOCS Ce 5-86

Muestra Emulsificante Aceite Emulsificante
Maximo 10,5mg | Minimo 9,5 mg Maximo 50,5 mg | Minimo 49,5 mg
1 [EXSTT— Agregar 100 4 fwmmnl Agregar 300 pl Agitar en Vortex
y Aceite Estindae ntemo (STD) BSTFA Xilitante de Pindina
&A /‘, / /*' @
L fvg:‘ Tetradecano { por 1 Minute )
Lm a Bafio Maria Do sk Toma de Wuestra y Difuckin ﬂ sealen Cromatograto |
(A immatiz TrﬂSOulJ»L
-‘- j% Ic r'o cla oo oo wial :l‘
U * LAl
2; U Agege 950 W o o YFa
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Figura 7.

Determinacion de picos sn-1,2 y sn1,3 mediante las normas AOCS Cd 11-91 y AOCS Ce 5-86.
'7 2 PN zw O srivar | @4 roveren | @ Analizaren
Viales HPLC

sl =l L™
&2 1

La cuantificacion se realizd por estandarizacion interna, calculando los factores de
respuesta a partir de curvas de calibracion descritas en la fase 2, construidas con patrones puros de
MAG, DAG y TAG en concentraciones conocidas. La concentracion (% m/m) de cada especie se

obtuvo por medio de la siguiente ecuacion:

AexmpiXFr

YoEspecie = ( ) X 100 (Ec.3)

ApiXMumyestra

Donde:
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A,: Area cromatograficas de la especie.

Api: Area del patron interno.

F,.: Factor de respuesta para cada especie.
Myuestra: Masa de la muestra.

La conversion de (TAG%) se puede evidenciar el consumo real del aceite HOSO a lo largo
del tiempo. Su evaluacion es fundamental para identificar el punto 6ptimo de operacion. La

conversion fue calculada de por medio de la siguiente ecuacion:

TAGy—TAG;

Xrac (%) = (T) x 100 (Ec. 4)
Donde:
TAG,: Es el valor de triglicéridos en la muestra cero.
TAG,: Es el valor de triglicéridos de la muestra a calcular.

La selectividad garantiza que el diacilglicerol obtenido se conserve y para fijar el limite de
operacion antes de que ocurra la migracion acilica. La selectividad fue calculada por medio de la

siguiente ecuacion:

Selectividad sn — 1,3% = ( Aredsn—13 ) x 100 (Ec. 5)

Areas,_13+Areags, 12
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4. Resultados y discusion

Validacion Analitica y Calibracion Cromatografica

Para garantizar la confiabilidad y la cuantificacion exacta de las especies acilglicerdlicas
durante el monitoreo cinético de la glicerolisis, se realizd inicialmente la puesta a punto y
validacion del método analitico por Cromatografia de Gases (GC-FID). Este procedimiento
permitio establecer la relacion matematica directa entre la respuesta del detector (area

cromatografica) y la concentracion real de cada analito.

A continuacién, se presentan las curvas de calibracion. Figuras 8 a 15. Las ecuaciones de
regresion lineal obtenidas para cada estandar puro de monoacilgliceroles (MAG) y diacilgliceroles
(DAG) utilizados como referencia en el cromatografo de gases GC-FID. Figura 16. Los
coeficientes de determinacion R? alcanzados demuestran una linealidad en el rango de trabajo
evaluado, lo que valida la precisién del método instrumental antes de proceder con el analisis de

las muestras.

Figura 8.

Gréfica de regresion lineal para el compuesto Di estearico

DiEstearico
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Figura 9.

Graéfica de regresion lineal para el compuesto Mono palmitina

Relacion de Areas

Figura 10.

MonoPalmitina
y=13180x R*=0,994
20
15
10
05
00
00 05 1.0 15

Relacion de Masas
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Figura 12.

Graéfica de regresion lineal para el compuesto Mono Estearico

Figura 13.
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Grafica de regresion lineal para el compuesto Di palmitina

Figura 14.
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Figura 15.
Grafica de regresion lineal para el compuesto Di Miristico
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Todas las curvas presentaron coeficientes de determinacion R? superiores a 0,994 Por lo
tanto, desde una perspectiva analitica, la obtencién de estos valores confirma una correlacion lineal
alta entre la concentracion de las especies acilglicerélicas y la respuesta del detector de ionizacion
de llama (FID). Este alto grado de ajuste se atribuye al rigor en la preparacion de las curvas
mediante el método de estandarizacién interna y a la alta eficiencia del proceso previo de
silanizacion, el cual garantizo la elucién completa de los compuestos de interés (MAG y DAG) sin

sufrir descomposicion térmica en la columna.

Esta linealidad instrumental proporciona que las fluctuaciones observadas en la
concentracion de los sustratos (TAG) y los productos (MAG y DAG) durante las 24 horas de la
reaccion corresponden a fendmenos cinéticos y termodinamicos reales del bioproceso, y no a
desviaciones o ruido del equipo de medicion. En consecuencia, este nivel de precision instrumental
dota confiabilidad y robustez al Analisis de VVarianza ANOVA 'y a las conclusiones extraidas sobre

el desempefio del biocatalizador
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Figura 16.

Cromatograma mediante detector de ionizacién de llama GC-FID con método AOCS Cd 11b-91

La Figura 16, presenta el cromatograma caracteristico obtenido mediante el detector de
ionizacion de llama GC-FID bajo las condiciones del método AOCS Cd 11b-91. El analisis visual
del perfil cromatografico se distinguen dos ventanas de elucion principales, separadas en funcion
del peso molecular y la volatilidad de los compuestos. En primer lugar, entre los minutos 11,0 y
13,5, eluyen los monoglicéridos, identificandose los picos correspondientes a los derivados de los
acidos laurico, miristico, palmitico y estearico. Posteriormente, debido a su mayor masa molecular
y menor volatilidad, eluyen los diacilgliceroles en una ventana de retencién comprendida entre los
minutos 14 y 16,5, conservando el mismo orden de elucion segun la longitud de su cadena

carbonada.

Es fundamental destacar la morfologia de los picos cromatograficos: se observan sefiales
simétricas este comportamiento, sumado a una linea base estable, confirma el éxito absoluto de la

etapa previa de derivatizacion.
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Es precisamente esta alta resolucion cromatografica y la ausencia de solapamiento
(coelucidn) entre los picos, lo que garantizé la integracion exacta de las areas y permitio alcanzar
los altos coeficientes de determinacion mayores a 0,994 reportados en la calibracion, validando la

idoneidad del método para cuantificar las muestras reales de la reaccion de glicerolisis.

Figura 17.

Cromatograma de los picos sn-1,3 DAG y sn-1,2 DAG respectivamente.
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Para cuantificar con exactitud los regioisomeros generados en la reaccion, se implementd
una metodologia analitica mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a un
detector de indice de Refraccion (HPLC-RID), operando en fase normal, siguiendo los
fundamentos propuestos por Cao et al. (2025). A diferencia de la cromatografia de gases, esta
técnica opera a condiciones térmicas moderadas, garantizando que la composicion isomérica
original de la muestra permanezca inalterada y libre de migracién acilica inducida por el equipo

de medicion.

Para garantizar la correcta identificacion de las sefiales cromatograficas, se realizo la
inyeccion de una mezcla de estandares analiticos de alta pureza correspondientes a 1,3-dipalmitina
y 1,2-dipalmitina. Figura 17. De acuerdo con los principios de retencién en fase normal, la
separacion fisica de estos isdbmeros se rige por sutiles diferencias en su polaridad intrinseca y su

configuracion espacial.
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El isdbmero sn-1,3 DAG posee su grupo hidroxilo libre (-OH) en la posicion central
(carbono secundario). Al estar flanqueado por dos cadenas de acidos grasos, este grupo presenta
una menor polaridad aparente y una interaccion mas débil con la fase estacionaria de la columna,
eluyendo en primer lugar con un tiempo de retencién establecido en 4 minutos. Por el contrario, el
isdmero sn-1,2 DAG posee su grupo hidroxilo en un extremo (carbono primario). Al estar mas
expuesto, este grupo es mas polar y forma puentes de hidrogeno mas fuertes con la columna, lo

que incrementa su retencién y desplaza su elucion hasta los 5,5 minutos.

Finalmente, La metodologia permitié cuantificar la distribucion regioisomérica obtenida
durante la reaccion, proporcionando evidencia consistente con la regioselectividad reportada para

Lipura Flex.

Tratamiento y Evaluacion Estadistica de los Datos Cinéticos

Las diferencias estadisticas entre los perfiles térmicos se evaluaron mediante un Analisis
de Varianza ANOVA. Para identificar de manera especifica entre cuales niveles de temperatura
existian diferencias significativas, el analisis se complementé con una prueba post hoc de
comparacion maltiple de Tukey. Todas las pruebas estadisticas se ejecutaron estableciendo un
nivel de significancia de «c= 0,05. El procesamiento de los datos, el calculo de las varianzas y la

validacion del modelo se llevaron a cabo utilizando el software estadistico GraphPad Prism.



EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GLICEROLISIS ENZIMATICA 39

Figural8.

Contenido de DAGs a temperaturas de 50° C, 60° Cy 70° C.
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En la gréafica 18, se evidencia que, a una temperatura de 50 °C, la reaccion es mucho mas

lenta, alcanzando una concentracion cercada del 21 %. Por otro lado, a una temperatura de 60 °C,

el contenido de DAG aumenta de forma continua hasta aproximadamente el 35 % a las 24 h.

Finalmente, a 70 °C, el contenido de DAG alcanza un maximo cercano al 53 % alrededor

de las 12 h y luego disminuye ligeramente (debido a una conversion hacia MAG y AGL). A

comparacion de Guo et al. (2025). Quien requiri6 de 24 horas para alcanzar el 57% de DAGS.

Figura 19.

Grafica del comportamiento de la Selectividad en el isomero sn-1,3 DAG.
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La figura 19, durante las primeras 12 horas de reaccion, los tres perfiles térmicos muestran
un comportamiento fluctuante pero estable, manteniéndose en un rango del 55 % al 70 %. En esta
etapa, es probable que el biocatalizador se encuentra actuando activamente sobre el sustrato dentro
de la emulsion en formacion, pero el sistema ain no ha acumulado su maxima concentracion del

isdmero sn-1,3.

Sin embargo, a las 24 horas se evidencia una clara divergencia dependiente del nivel
térmico. El tratamiento a 70 °C logra conservar el isomero sn-1,3-DAG de manera excepcional,
alcanzando una selectividad pico cercana al 83 %, cifra estadisticamente superior a las obtenidas
a 50 °Cy 60 °C. Este hallazgo es fundamental para el escalado del proceso, ya que confirma que
someter el sistema a 70 °C por un periodo de 24 horas establece el limite de operacién optimo. En
este punto de control, la cinética enzimatica ha maximizado la conversién del reactivo v,
simultaneamente, se ha logrado aislar y conservar el sn-1,3-DAG de manera exitosa, marcando el
momento idoneo para detener la reaccion antes de que el tiempo de residencia prolongado detone

una migracion acilica.

Figura 20.

Perfil cinético de la conversion de triglicéridos TAGs%.
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La Figura 20, presenta el perfil cinético de la conversion de triglicéridos (TAG %) a lo
largo de 24 horas de reaccion, evaluado bajo tres perfiles térmicos (50 °C, 60 °C y 70 °C). Esta
gréfica ilustra la evolucion del bioproceso, donde el incremento porcentual en el eje de las
ordenadas refleja la transformacion progresiva del sustrato original mediante la accién catalitica

de la enzima Lipura Flex.

Se observa que, durante las primeras 6 horas de operacion, las cinéticas de los tres
tratamientos mantienen un comportamiento similar, con conversiones inferiores al 30 % y una
superposicion en sus barras de desviacion. Este periodo inicial corresponde a la etapa de
adaptacion y formacion de la emulsion en el sistema inmiscible. Sin embargo, a partir de las 12
horas, las trayectorias divergen marcadamente, evidenciando una fuerte dependencia

termodinamica.

A las 24 horas, el tratamiento a 70 °C exhibe un desempefio cinético mayor, alcanzando
una conversion promedio cercana al 75 %, superando ampliamente a los tratamientos de 60 °C y
50 °C. Fenomenologicamente, esta aceleracién sostenida a altas temperaturas se atribuye
probablemente a la reduccion de la viscosidad del medio heterogéneo compuesto por la fase
lipidica, el glicerol y el biocatalizador solido. Al disminuir la viscosidad, se mejora
significativamente la hidrodindmica del sistema, reduciendo las resistencias a la transferencia de
masa en la interfase y maximizando el contacto entre los reactivos y los sitios activos del

biocatalizador.

Finalmente, es imperativo analizar la amplitud de las barras de desviacién estandar SD,
particularmente en el tratamiento de 70 °C hacia el final de la cinética 12 hy 24 h. Esta variabilidad

entre duplicados no responde a errores analiticos, sino a la naturaleza fisica cambiante del sistema.
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A medida que la conversion avanza y se acumulan nuevos productos (DAG y MAG), la emulsion
se vuelve méas compleja y fisicamente inestable, lo que incrementa la dificultad para extraer

alicuotas de muestreo perfectamente homogéneas.

Figura 21.

Contenido de acidos grasos al inicio y final de la glicerolisis enzimatica
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La Figura 21, compara la composicién porcentual de acidos grasos al inicio y al final del
bioproceso, destacando al acido oleico como el componente mayoritario del 80 %, acompafiado
de fracciones menores de acido linoleico, estearico y palmitico. El hallazgo principal de este perfil
es la alta estabilidad quimica del sistema, ya que la proporcién de los acidos grasos no present6
cambios apreciables tras 24 horas de operacion. Esta constancia demuestra que las condiciones
térmicas del reactor son idéneas y que la enzima Lipura Flex es altamente especifica, actuando
unicamente sobre los enlaces éster del glicerol. Al no presentarse reacciones secundarias
indeseadas, como la degradacion o la oxidacion de las cadenas hidrocarbonadas, se garantiza que
el producto final conserva intactas su calidad fisicoquimicay el alto valor nutricional aportado por

el aceite original.



EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GLICEROLISIS ENZIMATICA 43

Figura 22.

Composicion de trigliceridos al inicio y final de la glicerolisis enzimética
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La Figura 22, ilustra la composicion porcentual de las distintas especies de triglicéridos
(TAG) presentes en la matriz lipidica al inicio y al final de la glicerolisis. A diferencia de la
estabilidad observada en el perfil global de acidos grasos, la composicion de los TAG si
experimenta modificaciones significativas, destacando inicialmente a la trioleina (OOO) como el
componente mayoritario del 63 %. Sin embargo, tras 24 horas de reaccién, se evidencia una
disminucion en la concentracién, acompafiada de un incremento notable en la fraccion de OLO
(Dioleoil-linoleina), junto con variaciones menores en especies como PLL (Palmitoil-dilinoleina),
OLL (Oleoil-dilinoleina) y SOO (Estearoil-dioleina). Este comportamiento dindmico es la prueba
directa de la actividad catalitica de la enzima Lipura Flex. A través de los mecanismos de la
glicerdlisis, el biocatalizador rompe selectivamente los enlaces de los triglicéridos originales y
reorganiza los acidos grasos en el esqueleto de glicerol, logrando la sintesis efectiva de nuevas

especies lipidicas estructuradas sin degradar la composicién neta de acidos grasos del sistema.
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5. Conclusiones

El valor diferenciador de la presente investigacion radica en que constituye a el primer
estudio enfocado en el uso de la enzima Lipura Flex para optimizar el proceso de glicerolisis
utilizando aceite de girasol de alto contenido oleico (HOSO).

A diferencia de los antecedentes en la literatura, este trabajo de grado supera las
limitaciones metodoldgicas convencionales mediante el desarrollo y la validacion de un método
analitico robusto que acopla la cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama GC-
FID y la cromatografia liquida de alta resolucion con detector de indice de refraccion HPLC-RID,
permitiendo cuantificar de forma simultdnea tanto la conversién de triglicéridos como la
regioselectividad de la reaccion.

De igual manera, se demostré experimentalmente que el régimen térmico particularmente
a la condicion optima de 70 °C, ejerce un control critico sobre la cinética de consumo de sustrato
y sobre el fendbmeno de migracién acilica dentro de un sistema operado en ausencia total de
solventes quimicos.

En consecuencia, este estudio no solo aporta al entendimiento fundamental de la
biocatalisis de lipidos, sino que genera las bases de ingenieria y los parametros operativos de

control necesarios para el futuro escalamiento industrial de este bioproceso sostenible.
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