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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA ENZIMA LIPOZYME TL IM EN REACCIONES DE
TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA PARA LA OBTENCION DE GRASAS ESPECIALES
AUTOR: JACOME REYES, Luis Fernando !

PALABRAS CLAVES: Equivalentes de la manteca de cacao (CBE), fraccionamiento de grasas
vegetales, interesterificacion, contenido de grasa sélida (SFC), perfil de fusion, chocolates,
confiteria, oleina de palma (OP), triacilglicéridos (TAGs), manteca de cacao (MC), hidrogenado total

de soya (HTS), disefie experimental (DE), aceite de palma (AP), Fraccion dos (F2).

CONTENIDO:

Esta investigacién se pretendio obtener un equivalente de la manteca de cacao (CBE) que son
mas estables econémicamente, a partir de la OP que presenta una concentracion de TAGs POP y
POO adecuada por poseer acido oleico en la posicion central del glicerol como los TAGs de la MC,
POS y SOS. Se incorpor6 acido estearico en la posicion 1y 3 de los TAGs de la OP, siendo el HTS
seleccionado como la principal fuente de este &cido, utilizando una enzima 1,3-especifica
inmovilizada en gel de silice (Lipozyme TL IM), por medio de una reaccién de transesterificacion
con una condiciones de temperatura (70°C), agitacibn mecanica (400 rpm), cantidad de enzima
(10,5%), relacion p/p de OP/HTS (1:1) y 5 horas de reaccion condiciones optimizadas encontradas
usando un DE, obteniéndose una grasa producto la cual se fracciono con solventes y la fraccion
dos (F2) con un rendimiento del 24,3% presentd una concentracion de POS y SOS cercana a la
MC, pero una composicion en POP baja, haciendo que tenga un menor contenido de solidos
grasos en el rango de 0 a 30°C, aun cuando funde igual a la MC en el rango de 30 a 40°C. La
presencia de estos ultimos en la fraccién 1 y 3, indic6 que el proceso de filtraciéon a nivel de
laboratorio no fue eficiente, concluyendo que esta etapa llevada a nivel industrial puede enriquecer

la F2 y obtener un equivalente con propiedades de cristalizacién y de fusion similar a la MC.

El monitoreo de los principales TAGs en el tiempo de la reaccién, determind que 2 horas es
suficiente para producir las concentraciones maximas de los TAGs POS y SOS, lo cual es

ventajoso para llevar la reaccidn en procesos continuos.

Lipozyme TL IM es una enzima con alto potencial en la elaboracion de grasas especiales por su

estabilidad y costo.

! Facultad de Ciencias/Quimica/Janeth Aidé Perea Villamil



ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE TL IM LIPOZYME ENZYME IN REACTION OF ENZYMATIC
TRANSESTERIFICATION TO OBTAIN SPECIAL FATS
AUTHOR: JACOME REYES, Luis Fernando

KEY WORDS: Cocoa butter Equivalents (CBE), Vegetable fat fractioning, In teresterification, Solid
Fat Content (SFC), Fussion Profile, Chocolates, Oleine palm (OP), thriacylglicerids (TAGs), Cocoa
Butter (CB), Soja total hydrogenated (STH), experimental design (ED), Palm Oil (PO), Fraction two
(F2)

CONTENT:

This research aimed to obtain a cocoa butter equivalent (CBE) which are economically more stable
when produced from Palm oil (PO) which presents an adequate concentration of TAGs, POP and
POO since they have olei acid at the central position of glicerol as TAGs of MC, POS and SOS.
Stearic acid was incorporated at positions 1 and 3 in TAGs of PO, being STH selected as the main
source of the acid by using an enzyme 1,3-specific immovilized in silice gel (Lipozyme TL IM)
through tansesterification reaction at a temperature condition (70°C), mechanical shaking (400rpm),
enzyme quantity (10,5%), relation p/p of PO/STH(1:1) and 5 hour-reaction of found optimized
conditions using a DE obtaining a fat product which was fractionated with solvents and fraction 2
(F2) with 24.3% performance presented a concentration of SOS and POS close to MC but a low
composition in POP making it have a lower content of fatt solids ranking between 0 and 30°C even
thogh it melts as the MC does between 30 and 40°C. The presence of the latter in fraction land 3
indicated that filtration process was not efficient in laboratoty work concluding that this phase can be
enrichen F2 when taken to industrial level and obtainan equivalent with crystalization and fussion
properties similar to MC

Monitoring of the main TAGs on the reaction time detrmined that two hours are enough to produce
maximal concentrations of TAGs, POS and SOS which is advantageous to take the reaction in
cuntinuous processes.

Lipozyme TL IM is an enzyme with a high potential in the making of special fats due to its stability

and costs.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS ACEITES VEGETALES

1.1.1 Propiedades fisicas

1.2. ACEITES VEGETALES

1.2.1 Aceites de palma (AP)

1.2.2 Aceite de soya (AS)

1.2..3 Manteca de cacao (MC)

1.3 GRASAS ESPECIALES

1.3.1 Produccion de grasas especiales

1.3.1.1 Preparacién de equivalentes de la manteca de cacao (CBE's)

2. METODOLOGIA

2.1. MATERIALES Y REACTIVOS

2.2 PROCEDIMIENTO

2.2.1 Reaccion general de transesterificacion

2.2.2 Seleccion del sustrato

Pag.

12

13

16

16

20

22

32

38

38

39

39

39



2.2.3 Optimizacion de las condicones de reaccion

2.2.4 Evaluacién de la concentracion de los principales TAG's en el tiempo

2.2.5 Fraccionamiento de las grasas producto de la transesterificacion

2.2.6 Estabilidad operacional de la enzima

2.3 METODOS DE ANALISIS

2.3.1 Indice de acidez (%A)

2.3.2 Actividad lipolitica

2.3.3 Composicion en acidos grasos

2.3.4 Composicion en acilgliceridos

2.3.5 Determinacion de los perfiles de fusion y contenido de grasa solida

3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS DE LA REACCION DE
TRANSESTERIFICACION Y DE LA MANTECA DE CACAO 47

3.2. REACCION DE TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA

3.2.1 Determinaicon de la actividad hidrolitica de 1la enzima

3.2.2 Seleccion del sustrato

3.2.2.1 Reaccidn de transesterificacion enzimatica de la OP y EE

3.2.2.2 Reaccion de transesterificacion enzimatica de la OP e HTP

40

41

41

42

42

42

43

43

44

45

47

49

49

50

50

52



3.2.2.3 Reaccion de transesterificacion enzimatica de la OP e HTS

3.2.3 Estudio de las condiciones dptimas de la raccion de transesterificacion

3.2.4 Evaluacioén de la concentracion de los principales TAG's en el tiempo de

reaccion

3.2.5 Fraccionamiento y caracterizacion de la grasa producto de reaccion.

3.2.6 Estabilidad operacional de la enzima

4. CONCLUSIONES 79

5. RECOMENDACIONES

ANEXOS

BIBLIOGRAFIA

53

55

65

70

75

81

90



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Punto de fusion (medidos por DSC) de TAG's y sus formas polimorfitas

Tabla 2. Composicion en 4cidos grasos (% area) del aceite de palma y sus
fracciones, aceite de soya 'y la manteca de cacao.

Tabla 3. Composicion en ACG's (% area) del aceite de palma y sus fracciones,
aceite de soya y la manteca de cacao.

Tabla 4. Caracteristicas de las formas polimorficas de las manteca de cacao

Tabla 5. Composicién en (%) A) Acidos grasos B) acilgliceridos de aceites vegetales

hidrogenados totalmente.

Tabla 6. Variables de estudio con sus niveles y sus respectivos codigos.
Tabla 7. Puntos del disefio experimental

Tabla 8. Concentracion (mg/mL) en metil ésteres de los patrones.
Tabla 9. Concentracion (mg/mL) de los patrones de triacilglicéridos.

Tabla 10. A) Composicion en acidos grasos (% area) de la OP, EE, HTP, HTS y

la MC y B) composicion en acilglicéridos (% area) de la OP, HTP, HTS y la MC.

Tabla 11. Composicion en ACG's (% area) de la mezcla inicial,grasa producto
y variacion neta de los ACG's de la reaccion de tranesterificacion de la OP y EE.

Tabla 12. Composicion en ACG's (% area) de la mezcla inicial, grasa producto y
variacion neta de ACG's de las reacciones de transesterificacion de OP e http
catalizada por Lipozyme TL IM y Lipozyme RM IM respectivamente.

Tabla 13. Composicion en ACG's (% area) de la mezcla inicial, producto de reaccion

y variacion neta de ACG's de la reaccion de transesterificacion de la OP y HTS
Tabla 14. Arreglos y respuestas del disefio experimental.

Tabla 15. Coeficientes de regresion del modelo polinomial predicho para las

pag.

17

18

19

26
40

41

45

48

51

53

56



respuestas experimentales. 57
Tabla 16. Anadlisis de varianza (ANOVA) la variable respuesta (X POS y SOS). 60

Tabla 17. Valores de la (2 (POS +SOS) estimados y experimentales. 64

Tabla 18. Condiciones Optimas para el sistema OP —HTS con Lipozyme TL IM
como catalizador. 65

Tabla 19. Variaciones de las concentraciones de los principales triglicéridos de la
reaccion, produccion neta, velocidades de formacion y desaparicion en la primera
hora de reaccion. 66

Tabla 20. A) Composicion en acidos grasos (%) B) composicion en acilglicéridos (%)
del producto de reaccidn, sus fracciones y la manteca de cacao. 71



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica de una molécula de TAG
Figura 2. . Formas polimdrficas de los cristales de triacilglicéridos

Figura 3. Curvas de fusion de margarina, “shortening”, aceite de soya y
manteca de cacao.

Figura 4. Palma africana de aceite (Elaeis guineensis)

Figura 5. A) Racimo de fruto de la palma africana. B) Fruto de la palma
africana.

Figura 6. Oleina de palma y estearina de palma.

Figura 7. Grasas de palma y soya totalmente hidrogenadas.

Figura 8. Esquema general de la reaccion de interesterificacion enzimatica.
Figura 9. Microorganismo Thermomyces lanuginosus B) Enzima del
Thermomyces lanuginosus inmovilizada en gel de silice, nombre comercial

Lipozyme TL IM

Figura 10. Contenido de s6lidos grasos de diferentes CBE en funcion de la
temperatura (Karlshamns, 2001.

Figura 11. Montaje empleado para efectuar la reaccion de
transesterificacion enzimatica

Figura 12. Actividad hidrolitica de Lipozyme TL IM (a 70 °C) sobre
oleina de palma.

Figura 13. Contenido de TAG's POS y SOS en las grasas producto de las
diferentes reacciones de transesterificacion enzimatica.

Figura 14. Efectos de las variables sobre Y

Figura 15. Diagrama de Pareto de los efectos lineales, cuadraticos y de
interaccion de las variables de estudio sobre la variable de respuesta.

Pag.

15

16

24

27

32

34

39

50

55

59

59



Figura 16.A) Superficie de respuesta tridimensional B) mapa de contorno
(dimensional) de las variables X; y X, en la produccién de lo triacilgliceridos
POS y SOS. 62

Figura 17.A) Superficie de respuesta tridimensional B) mapa de contorno
(dimensional) de las variables X, y X3 en la produccién de lo triacilgliceridos

POS y SOS. 63
Figura 18. Variacion de la concentracion de los TAG's en el tiempo de

reaccion de transesterificacion A) insaturados y B) Saturados. 67
Figura 19. Variacion de la acidez con respecto al tiempo de reaccion 69
Figura 20. Perfiles de contenido de grasa so6lida de F1, F2, F3 y de la MC. 73

Figura 21. Composicion (% area) de los triacilglicéridos POS y SOS en la
mezcla inicial, producto y fracciones de la reaccion de transesterificacion
y la manteca de cacao.

Figura 22. Comportamiento de fusion de un equivalente comercial, la fraccion
dos y la manteca de cacao. 75

Figura 23. Estabilidad operacional de la enzima Lipozyme TL IM a 70 °C

76 Figura 24. Variacion del idice de acidez con el uso de la enzima 77
Figura 25. Perfil cromatografico de la mezcla patron de metil esteres 83
Figura 26. Perfil cromatografico de una mezcla patron de triacilgliceridos 84
Figura 27. Perfil cromatografico de acilglicéridos de la oleina de palma 85
Figura 28. Perfil cromatografico de acilglicéridos de la manteca de cacao. 86
Figura 29. Perfil cromatografico de acilglicéridos del HTS 87
Figura 30. Perfil cromatografico de acilglicéridos del HTP 88

Figura 31. Perfil cromatografico de acilglicéridos de la grasa producto de la
reaccion de transesterificacion de la OP e HTS con Lipozyme TL IM, llevada
a cabo en las condiciones Optimas. 89



ACG's
AE
AEC
C12:0
C14:0
Cl16:0
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
CBE
CBS
CG
CICTA
DAG
DAG's
DSC
EE
AG
AGL
HTP
HTS
IA
LLL
LLLn

LISTA DE ABREVIATURAS

Acilgliceridos

Acido estearico

Acido estearico comercial

Acido l4urico

Acido miristico

Acido palmitico

Acido estearico

Acido oleico

Acido linoléico

Acido linolénico

Equivalente de la manteca de cacao
Sustituto de la manteca de cacao
Cromatografia gaseosa

Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia en Alimentos
Diacilglicérido

Diacilglicéridos

Calorimetria de Barrido Diferencial
Estearato de etilo

Acido graso

Acidos grasos libres

Hidrogenado total de palma
Hidrogenado total de soya

Indice de acidez
sn-1,2,3-trilinoleoil glicerol (trilinoleina)

sn-1,2-linoleoil-3-linolenioil glycerol



LOP
MAG
MAG's
MC
MI
NC
OLL
OLLn
OLO
000
OP
POL
POL
POO
POP
POS
PPL
PPP
PPS
RMN
SO0
SOS
SPS
SSS
TAG
TAG’S

sn-1-linoleoil-2-oleoil-3-palmitoil glicerol
Monoacilglicerido

Monoacilgliceridos

Manteca de cacao

Mezcla inicial de reaccion

Numero de carbonos
sn-1-oleoil-2,3-dilinoleil glycerol
sn-1-oleoil-2-linoleoil-3-linolenioil glycerol
sn-1-oleoil-2-linoleoil-3-oleoil glycerol

sn -1,2,3-trioleil glicerol (triestearina)
Oleina de palma
sn-1-palmitoil-2-oleil-3-linoleoil glicerol
sn-1-palmitoil-2-oleil-3-linoleoil glicerol
sn-1-palmitoil-2,3-dioleoil glicerol
sn-1-palmitoil-2-oleil-3-palmitoil glicerol
sn-1-palmitoil-2-oleil-3-estearoil glicerol
sn-1,2-dipalmitoil-3-linoleoil glicerol
sn-1,2,3-tripalmitoil glicerol (Tripalmitina)
sn-1,2-dipalmitoil-3-estearoil glycerol
Resonancia Magnética Nuclear
sn-1-estearoil-2,3-oleoil glicerol
sn-1-estearoil-2-oleoil-3-estearoil glicerol
sn-1-estearoil-2-palmitoil-3-estearoil glicerol
sn-1,2,3-Triestearoil glicerol
Triacilglicérido

Tracilglicéridos



INTRODUCCION

La diversidad de productos que se pueden obtener a partir de las grasas y aceites, y el
desarrollo de la Oleoquimica han acrecentado el interés de la quimica y la biotecnologia en
estos compuestos, principalmente porque son obtenidos de fuentes renovables (aceites

vegetales) producidas en muchos paises del mundo.

Adicionalmente, la aplicacion limitada que tienen los aceites vegetales en su forma natural,
ha generado el desarrollo de investigaciones tendientes a mejorar las propiedades de los
aceites vegetales, de forma que puedan obtenerse productos con propiedades fisicas y
quimicas deseables, las cuales dependen de la composicion en dacidos grasos y

triacilgliceridos estructurados que le dan el valor nutricional y comercial al producto final.

Estas propiedades se pueden promover fisicamente fraccionando el aceite, o quimicamente
por hidrogenacidon o interesterificacion con catalizadores quimicos y recientemente con

catalizadores enzimaticos

Entre las mas promisorias rutas de interés industrial estan la hidrdlisis, la sintesis de ésteres,
y las reacciones de interesterificacion de lipidos catalizadas por lipasas. Con estas enzimas,
se puede trabajar en condiciones de temperatura y presiones moderadas obteniéndose
velocidades de reaccion mayores que las obtenidas en las reacciones no enzimaticas

(Malcata, 1990).

Las lipasas 1,3-especificas son utilizadas para la obtencion de grasas conocidas como
“grasas especiales”, las cuales tienen un perfil de fusion caracteristico que les permite tener
una amplia aplicacion en la industria de alimentos, ya sea como equivalentes de la manteca
de cacao, sustitutos de la manteca de cacao, grasas base para margarinas y “shortenings” o

como lipidos estructurados con gran aplicacion en nutricion enteral, entre otras.



Los compuestos mencionados se pueden obtener a partir de aceites vegetales econdmicos,
mediante reacciones de interesterificacion quimica o interesterificacion enzimatica, en este
ultimo caso mediante reacciones de acidolisis o reacciones de transesterificacion, en las
cuales se reordenan los acidos grasos de sus triacilgliceridos, para mejorar sus propiedades

funcionales y por lo tanto, su aplicacion como ingredientes en los alimentos (Eliott, 1991).

Dentro de las grasas especiales, los equivalentes de la manteca de cacao han adquirido gran
relevancia al convertirse en compuestos que pueden reemplazar parcialmente la manteca de
cacao. Esta ultima es una grasa muy utilizada en la industria de chocolateria y confiteria
debido a su punto de fusion, que es apropiado para derretirse por el calor proporcionado por
la boca humana. Sin embargo, su alto costo ha inducido la investigacion para su obtencion

por vias alternativas.

En el Centro de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA) de la
Universidad Industrial de Santander, con la colaboracién de la empresa Santandereana de
Aceites (C.I. SACEITES S.A) se han evaluado diferentes rutas para la obtencion de los
equivalentes de la manteca de cacao, utilizando reacciones de interesterificacion con
Lipozyme IM de Mucor mihei como catalizador. Por acidolisis se obtuvo el equivalente de
la manteca de cacao, al emplear como sustratos oleina de palma y 4cido Estearico, pero
con un indice de acidez alto (35%) que limita su aplicacion a nivel industrial. Por
transesterificacion, al emplear como sustratos oleina de palma con aceite de palma
totalmente hidrogenado, aun cuando se logr6 reducir apreciablemente el nivel de acidez, las
grasas obtenidas no presentaron las caracteristicas de los equivalentes de la manteca de
cacao. Al contrario, se comportaron como reemplazantes de la manteca de cacao, por lo
cual, fueron utilizadas en la elaboracion de grasas para rellenos de chocolate (Arango y

col., 2004).

Con base en los resultados mencionados y dada la importancia de obtener los equivalentes
de la manteca de cacao, en éste trabajo se evalla otra ruta, en la cual se aplica una reaccion

de transesterificacion utilizando como sustratos oleina de palma mezclada con estearato de



etilo 6 hidrogenado de aceite de palma 6 hidrogenado de aceite de soya, usando como
catalizador la lipasa comercial Lipozyme TL IM de Thermomyces lanuginosus, enzima que
ha salido recientemente al mercado y que presenta una mayor actividad hidrolitica que la

enzima Lipozyme RM IM de Rhizomucor mihei utilizada hasta el momento.



1. MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS ACEITES Y GRASAS

Los aceites y las grasas se clasifican quimicamente dentro del grupo de los lipidos. Son
insolubles en agua y solubles en la mayoria de los solventes orgdnicos. Son menos densos
que el agua y a temperatura ambiente varian de consistencia desde liquidos a solidos.

Cuando presentan un estado solido, se les denominan grasas y cuando son liquidos, aceites.

Las grasas y los aceites son los principales lipidos que se encuentran en los alimentos
contribuyendo a la textura y en general a las propiedades sensoriales del producto,

sirviendo ademads de vehiculo de las vitaminas liposolubles.

Las principales fuentes de las grasas y aceites son los tejidos animales y las semillas
oleaginosas, ya que las frutas y las hortalizas presentan normalmente muy bajas
concentraciones, con algunas excepciones como el aguacate, las aceitunas y algunos tipos
de nueces Las grasas y aceites se presentan comercialmente de distintas formas, siendo las
mas frecuentes la mantequilla, los aceites para freir, los de alifiar y las mantecas para
panaderia y pasteleria. Los aceites para guisar o los de aderezar se obtienen a partir de los
de algodon, palma, soya, maiz, cacahuete, oliva, girasol, etc., los cuales se acostumbran a
someter a procesos previos de refinado, decoloracion y desodorizacion a fin de mejorar
determinadas propiedades y aumentar su estabilidad (Fennema, 1982; Baduit, 1993; Ziller,

2000).

Aunque las grasas y aceites se clasifican en un solo grupo, segun sus caracteristicas, es
posible establecer cinco subgrupos bien diferenciados: primero, el de las grasas lacteas;
segundo, el de las lauricas; tercero, aquel que se distingue por su elevado contenido de
acidos oleico y linoleico; cuarto, el de grasas ricas en acido linoléico y, quinto y ultimo, el

de las grasas de origen animal procedentes de tejidos adiposos (Fennema, 1982).



Las grasas y aceites son principalmente triésteres de acidos grasos y glicerol, llamados
comunmente triacilgliceridos (TAG's) (Figura 1). Los &cidos grasos predominantes poseen
cadenas alifaticas saturadas e insaturadas con un niimero par de dtomos de carbono y un
radical carboxilo. La longitud de la cadena y su organizacion en la estructura del glicerol
varia ampliamente, aunque la mayoria de los aceites comestibles contienen entre 16 y 18
atomos de carbono. Los acidos grasos que forman los TAG's varian de un aceite a otro.
Las grasas como los aceites son una combinacion de acidos grasos ya sea saturados (C14:0,
16:0 etc.) y no saturados (C18:1, 18:2, 18:3). No existe ninguna grasa natural que sea

unicamente saturada o no saturada (Arishima, 1991; Ziller, 1994).
Figura 1. Estructura quimica de una molécula de TAG
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Los TAG’s normalmente representan mas del 95% en peso de los aceites alimentarios, sin
embargo también se presentan componentes minoritarios como monoacilglicéridos
(MAG’s), diacilglicéridos (DAG’s), acidos grasos libres (AGL), fosfatidos, carotenoides y
vitaminas. Los mono y diacilglicéridos son ésteres de uno o dos acidos grasos y glicerol.
Son importantes agentes emulsificantes y se emplean frecuentemente en los alimentos. Los
AGL son 4acidos no esterificados presentes en el aceite. Algunos aceites no refinados
presentan un alto contenido en AGL, los cuales generalmente se eliminan en el proceso de

refinado (Ziller, 1994)



Algunas grasas como el sebo, los aceites de palma y de coco tienen concentraciones mas
altas de acidos grasos saturados cuando se los compara con otros aceites. Ellos son

mencionados como grasas saturadas, a pesar de que contienen 4cidos grasos no saturados.

1.1.1 Propiedades fisicas.

La composicion en acilglicéridos (monoacilglicéridos, diacilglicéridos y triacilglicéridos)
determinan las propiedades fisicas de las grasas y aceites como el contenido de solidos
(cristales de TAG's) presentes a una temperatura dada, punto de fusion de los TAG's
presentes en la grasa y forma polimorfica (habito cristalino) de los TAG's constituyentes,
las cuales a su vez determinan las propiedades funcionales de extensibilidad, plasticidad y

consistencias de las grasas.

» El punto de fusion. El punto de fusion de grasas y aceites que se usa para caracterizarlas
depende tanto de la composicion en AG como de la posicion que éstos ocupan en la
molécula de TAG's y esta relacionado con sus propiedades fisicas, tales como dureza y
comportamiento térmico. La presencia de acidos grasos de cadena corta, 6 no saturados,
tiende a bajar el punto de fusion de la molécula y por lo tanto, a hacerla liquida a
temperatura ordinaria; ésto explica por que los aceites (liquidos) tienen menos TAG's de
acidos grasos saturados que las grasas solidas (so6lidas). Por otro lado, los isdémeros de AG
y la posicion de los éstos en relacion con el glicerol influyen sobre el punto de fusion de los

TAG's.

Solamente las grasas constituidas por muy pocas clases de TAG's tienen una temperatura
de fusion bien definida. A medida que aumenta el nimero de estos ésteres, el punto de
fusion se convierte verdaderamente en un intervalo de temperatura, ya que cada TAG's
tiene el suyo propio. Esto es una constante fisica de cada grasa que es preciso conocer,
sobre todo en el caso de las que se emplean para elaborar alimentos. En la fabricacion de
chocolates se requieren lipidos con un punto de fusion ligeramente menor que la

temperatura del cuerpo humano para que pueda derretirse suavemente en la boca en un



intervalo de temperatura lo mas pequefio posible como ocurre con la manteca de cacao

(Tieko, 1999).

En el aceite de palma cerca del 85% de los 4&cidos grasos insaturados se encuentran
ubicados en la posicion central de los ACG's, dando como resultado un aceite semisoélido a
temperatura ambiente, mientras que la manteca de cacao en la cual aproximadamente el
82% de los TAG's son 2-oleil-disaturados es solida y fragil a esta misma temperatura

(Md.Ali y Dimick, 1994 ; Dimick, 1996)

Los TAG's tienen multiples puntos de fusion, lo que se atribuye a un fenomeno conocido
como polimorfismo, que consiste en la existencia de diferentes estructuras cristalinas para
una misma sustancia. También se podria decir que es un fendmeno mediante el cual las
grasas cambian de tipo de cristal hasta llegar al que es termodindmicamente mas estable. El
polimorfismo se observa en el estado s6lido sin que exista fusion del lipido. Las principales
formas polimorficas de las grasas son a, B y B en orden creciente de estabilidad. Estas
morfologias influyen directamente en las propiedades importantes de la grasas, tales como

punto de fusion, contenido de solidos, plasticidad y fragilidad.

Las transformaciones polimorficas dependen de diversos factores, pero principalmente de
la velocidad de enfriamiento y de la temperatura final. Por ejemplo, si la triestearina (SSS)
se enfria después de su fusion, cristaliza en la forma a la menos densa y de punto de fusion
mas bajo (54,7 °C). Si esta forma se enfria posteriormente, las cadenas se van
empaquetando mas estrechamente aumentando la densidad y produciendo una transicion
gradual a la forma B con punto de fusion medio (64,0 °C). Si se calienta la forma f° hasta
su fusién, se produce una rapida transformacion a la forma B, la cual es mas estable de
punto de fusion mas alto (73,0 °C) y mayor densidad. En la Tabla 1 se muestran los puntos
de fusion (medidos por DSC) de TAG's y sus formas polimorficas (Grall, 1992; Wong,
1995; Lai, 1998; Loisel, 1998; Seriburi, 1998).



Tabla 1. Punto de fusion (medidos por DSC) de TAG's y sus formas polimorficas.

TAG's P¢( °C) de la forma polimorfica

o B p
000 -32,0 -12,0 4,5-5,7
MMM 32,8 45,0 58,5
PPP 44,7 56,6 66,4
SSS 55,0 63,2 73,5
POP 15,4-15,5 25,9-26,9 36,4
POS 18,8-19,0 29,7-30,7 39,0
SOS 23,2-24,5 36,.3-36,8 40,8
PSO 26,3 40,2 --
SPO 25,3 40,2 --

Tomado de Moreno, 2001

La composicion de acidos grasos de la molécula de TAG determina en parte el habito
cristalino de una grasa particular. Los TAG's con una composicion uniforme de AG
tienden a formar cristales f. Las grasas de composicion mixta tienden a formar cristales .
Por ejemplo, el aceite de soya contiene menos de un 10% de acido palmitico; segin se
hidrogena, aumenta la proporcioén de triacilglicéridos que pueden ordenarse de la forma

adecuada para formar cristales .

La interesterificacion convierte normalmente una grasa de tipo B en p. Por lo tanto, el
proceso de hidrogenacion y de interesterificacion puede controlarse para modificar
quimicamente los TAG's, produciendo grasas y aceites con diferentes propiedades de
fusion y habitos cristalinos para satisfacer la demanda para una amplia variedad de usos
alimenticios. En el proceso industrial, la forma polimorfica de una grasa o una mezcla
tiene una gran importancia practica. En la Figura 2 representan las diferentes formas

polimorficas (Sato, 1989).



Figura 2. Formas polimorficas de los cristales de triacilglicéridos
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Entre las grasas que cristalizan en la forma P se encuentra el aceite de soya, cacahuete,
maiz, oliva, coco, cartamo, y manteca de cacao. Por otro lado, los aceites de semillas de
algodon, palma y colza, la grasa de la leche, el sebo, y las mantecas modificadas tienden a
producir cristales B°, que persisten durante mucho tiempo. En la produccion de
“shortening”, margarinas y productos de panaderia, los cristales p° son deseables puesto
que ayudan a la incorporacion de gran cantidad de aire en forma de pequenas burbujas,

dando lugar a productos con mayor plasticidad y cremosidad (de Man, 1989).

Se ha estudiado el comportamiento de polimorfismo de TAG's complejos que son
formados por interesterificacion de TAG's simples, tales como la trioleina y triestearina.
Esos TAG's son escogidos como un sistema modelo para aceites vegetales con posible

aplicacion en la manufactura de margarinas (Seriburi, 1998).

» El contenido de grasa solida (SFC) o curvas de fusién de las grasas. Dan informacion
para la manufactura de margarinas, “shortening” y grasas especiales sobre como ellas
funden en la boca durante la masticacion. Si la grasa funde en un rango de temperaturas
estrecho, la pendiente de la curva de fusion es elevada. En la Figura 3, se observa el
comportamiento de fusion de: margarina, “shortening”, aceite de soya y manteca de cacao

(Mills, 1981; Fenema, 1993; Md.Ali, 1994; Wong, 1995).



Figura 3. Curvas de fusion de margarina, “shortening”, aceite de soya y manteca de cacao.
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Tomado de Mills, 1981

El porcentaje de grasa so6lida en el intervalo de 20-25 °C determina la dureza de la grasa o
sistema graso evaluado. El porcentaje de sdlidos entre 25-30 °C es indicativo de la
resistencia térmica del producto y determina la estabilidad del producto frente al calor. La
pendiente de la curva de solidos entre 27.5-32.0 °C es una medida de la velocidad con que
se derrite la grasa en la boca y se relaciona estrechamente con la sensacion de frescura que
se percibe al fundirse. Por ultimo, el porcentaje de sélidos que existe entre los 35-40 °C,
representa la sensacion de serosidad que deja la grasa en la boca. Idealmente deben tener

0% de solidos a 40 °C (Jorge, 2001; Seriburi, 1998).

Entre las técnicas para la determinacion de SFC en grasas y aceites estd la Calorimetria de

Barrido Diferencial (DSC) y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (Cebula, 1992).

La Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC), es un sofisticado instrumento para la

medida y caracterizacion de las propiedades térmicas de materiales. Cuando una transicion



tal como una fusion o cristalizacién ocurre en el material de muestra, tiene lugar una
reaccion endotérmica (fusién) o exotérmica (cristalizacion) es registrado como un pico en
el termograma. Esta técnica permite conocer la cantidad de energia intercambiada durante
el calentamiento o enfriamiento a un nivel microscopico. Estos cambios de energia se
reflejan a partir de los cambios en la capacidad calorifica y cambios de fase de los
materiales calentados o enfriados. Es aceptado generalmente que el area parcial (A;) bajo el
pico de fusion es equivalente al porcentaje de grasa sélida que permanece a la temperatura
seleccionada. La técnica de DSC esta cada dia mas disponible a escala industrial y también
en el ambito de laboratorios de investigacion (Cebula, 1992; MdAli, 1994; Che, 1995;
Jorge, 2001).

La Resonancia Magnética Nuclear de Pulsos (RMN), ha sido el método tradicionalmente
empleado para medir el Contenido de Grasa Sélida (SFC). Se basa en las diferencias en los
tiempos de relajacion spin-spin 1, de los nucleos de hidrégeno en los estados solido y
liquido, con la suposicion de que las diferencias en el contenido de protones de las grasas
solidas y liquidas son despreciables (como usualmente ocurre en las grasas naturales). El
decaimiento de la magnetizacién después de un pulso de 90° permite la estimacion directa
del contenido de grasa solida a una temperatura, pero se necesita un factor de correccion (el
“factor —£) ya que la sefial s6lo puede medirse unos 10 ps después del pulso (Schrader,

1992).

Un aspecto esencial de la industria manufacturera de grasas y aceites comestibles es la
habilidad para medir las propiedades fisicas de los materiales. Es importante hacer esto en
una forma sensitiva y reproducible. Las propiedades fisicas de mayor interés son la
cristalizacion y el fendmeno de fusion que abarcan el contenido de grasa solida y el

comportamiento del polimorfismo (Cebula, 1992)

» Plasticidad. Una grasa puede considerarse como una masa de cristales entrecruzados
(fase solida) que alberga a una fase liquida. La plasticidad de una grasa depende de la

existencia de una proporciéon adecuada entre la fase liquida y la fase solida. Es



imprescindible que exista un equilibrio entre estas dos fases de tal forma que los s6lidos se
deslicen y fluyan cuando se aplique una fuerza externa que sea superior a las fuerzas de
unidn de la masa sélida. La grasa recupera la consistencia original después de que cese la
fuerza exterior. El rango de temperatura en el que la grasa mantiene esta caracteristica
plastica (plasticidad) se denomina rango plastico’. Si la grasa tiene una proporcion de
solidos demasiado pequena fundird, mientras que si el contenido de solidos es demasiado
alto, se volverad quebradiza. Se dice que una grasa tiene un amplio rango plastico cuando la
diferencia de temperatura entre el comienzo y el final de la fusion es grande. En la
practica, el porcentaje de solidos en las grasas comestibles esta situado entre el 10 y 30%, y

este es llamado el rango plastico de las grasas, (ver Figura 3).

La margarina tiene hasta un 30 % como maximo de sdlidos a baja temperatura, haciéndola
menos quebradiza. Comparada con las grasas plasticas, la margarina presenta una
pendiente mas pronunciada a temperaturas elevadas en su curva de fusion, por lo que funde

mas facilmente en la boca.

1.2 ACEITES VEGETALES

Los frutos o semillas ricas en grasas y aceites, son sometidas a un proceso de prensado o
son tratados con solventes para obtener los denominados ‘“aceites crudos”, los cuales
contienen niveles variados de sustancias no TAG's, entre los que se encuentran: acidos
grasos libres, MAG's y DAG's, fosfatidos, esteroles, alcoholes grasos, tocoferoles,

clorofilas y vitaminas (Badui, 1993; Stier, 1997; Ziller, 2000).

Entre los aceites vegetales empleados en este estudio se resaltan el aceite de palma y sus
fracciones, aceite de soya y la manteca de cacao por lo cual a continuacion se profundiza

en ellos

? Rango de temperatura = diferencia entre la temperatura a 15% SFC y 35%, que define el rango de
temperatura en la cual la grasa es plastica.



1.2.1 Aceite de palma (AP). Es un género de las plantas palmaceas de la cual se
reconocen dos especies diferentes: la Elaeis guineensis (origen africano) y la Elaeis
oleifera (origen americano). Desde el punto de vista comercial la Elaeis guineensis es la
mas importante y se conoce comunmente como “palma africana” (Figura 4). Su origen se
ubica en el golfo de Guinea en el Africa occidental y de ahi su nombre cientifico. La palma
es una planta heliofila que no tolera ambientes muy boscosos, por el contrario crece en
zonas deforestadas o perturbadas y en grandes plantaciones. Actualmente constituye el

cultivo de mayor crecimiento en las regiones tropicales (Evanss, 1991).

Generalmente se presentan cuatro (4) 6 seis (6) variedades de la Elaeis guineensis:
Albescens, Dura, Pisifera, Nigrescens, Tenera y Virescens. La variedad cultivada en casi
todas las plantaciones del mundo es el hibrido Tenera, (cruce entre Dura y Pisifera) del
cual se obtiene el mas alto rendimiento de aceite por hectarea de todos los cultivos de

oleaginosas (4,5 ton de aceite/ Ha) (Mazzani, 1963).

El aceite de palma obtenido de la pulpa o mesocarpio del fruto de la palma africana (ver
Figuras SA y 5B), es de color amarillo rojizo, por lo cual al producto recién extraido se le
denomina “aceite crudo de palma”. Este color rojizo es debido a la presencia de altos
contenido de sustancias carotenoideas, que alcanzan niveles de 500-1000 mg/L, y son
precursores de la vitamina A, ademds de ser antioxidantes, al igual que los tocoferoles.

Cuando el aceite es refinado estos compuestos son eliminados, debido a las altas

temperaturas que el proceso requiere.



Figura 4. Palma africana de aceite (Elaeis guineensis)

El mesocarpio contiene el 49% del aceite de palma y la semilla o nuez el 50% de aceite de
nuez o palmiste. La semilla representa aproximadamente entre el 5 y el 12% del racimo del
fruto de la palma africana y estd disponible a una tasa de 10,0-13,0% con respecto al peso
del aceite de la pulpa, por consiguiente constituye un subproducto importante del proceso

de extraccion del aceite de palma (Choo, 1988; Fedepalma, 1996).



Figura 5. A) Racimo de fruto de la palma africana. B) Fruto de la palma africana.
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El aceite de palma es una grasa semisdlida que contiene principalmente acido palmitico
(44,0 %), oleico (39,2%), y linoléico (10,1%), los componentes mas comunes de todas las
grasas como puede verse en la Tabla 2. Por fraccionamiento del aceite crudo se produce
una fraccion liquida, la oleina de palma (OP) rica en 4cidos grasos insaturados y una
fraccion soélida, la estearina de palma (EP) rica en 4cidos grasos saturados (Figura.6). La
OP es usada como aceite para freido y la EP puede ser usada como un sélido componente

de margarinas y de “shortening” (Hong, 1989; Che, 1995; Kaki, 1997).

Al igual que la manteca de cacao, el aceite de palma y su oleina estan formados
principalmente por 2- oleoil-gliceroles. De ahi, que éste aceite se identifique como fuente
importante para el desarrollo de sustitutos de la manteca de cacao, pues contiene 1,3-
dipalmitoil-2-oleil-glicerol (POP) y I1-palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol (POO) como TAG's

predominantemente, que le dan un punto de fusion de 23 °C.

La fraccion media del aceite de palma también es un sustrato conveniente para la
produccion de los equivalentes de la manteca de cacao, por que es de bajo costo y tiene una

adecuada composicion de TAG's (Tabla 3) (Chang, 1990; Mojovic, 1993).



Figura 6. Oleina de palma y estearina de palma.
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1.2.2. Aceite se soya (AS). Es obtenido de las semillas de la leguminosa Soja max, es el
aceite de mayor produccion en el mundo. El aceite crudo de buena calidad tiene un color
ambar claro que después de la refinacion alcalina es reducido a un color amarillo claro. Es
bajo en grasa saturada (15,0%) y alto en grasa insaturada (61,0% poliinsaturado, 24,0%
monoinsaturado). El aceite de soya incluye dos acidos esenciales, linoléico y linolénico los

cuales no son producidos en el cuerpo humano.

Pertenece a los aceites ricos en acido oleico (24,0%) y linoléico (54,0%) y bajo contenido
de acido palmitico (12,0%), como se observa en la Tabla 2, lo que hace que este aceite sea
muy susceptible a la autooxidacion. Es una materia prima muy importante para la
fabricacion de margarinas. Su composicion en TAG se presenta en la Tabla 3 (Perkins,

1987; Trost, 1989).

1.2.3. Manteca de cacao (MC). Es la grasa vegetal extraida de la semilla o almendra de la
planta tropical Theobroma cacao. Se encuentra localizada en los cotiledones (50-58%) y se
considera un producto secundario de la fabricacion de cacao. Tiene color amarillo débil y
huele ligeramente a cacao. Es una grasa relativamente simple; mas del 95% de ella esta
constituida por TAG's principalmente del tipo saturado-insaturado-saturado, sobresaliendo
tres acidos grasos en la composicion de los mismos: los acidos palmitico, estearico y el

oleico.



La distribucion posicional de estos acidos en la manteca de cacao exhibe una caracteristica
distintiva: practicamente todo el acido oleico se encuentra esterificado en la posicion
intermedia, mientras que los dos acidos grasos saturados se ubican en las posiciones
extremas. De este modo tres TAG's simétricos y semejantes entre si forman mas del 80%
de la manteca de cacao: 2-oleodipalmitina (POP), 2-oleodiestearina (SOS) y 2-
oleopalmitoestearina (POS). TAGs Poliinsaturados y trisaturados corresponden alrededor
del 13 y 3%, respectivamente, del contenido de TAGs, (Tabla 3) (Chang, 1990; Rousset,
1996; Belitz, 1997; Loisel, 1998; Buchgraber, 2000).

Tabla 2. Composicion en acidos grasos (% area) del aceite de palma y sus fracciones,
aceite de soya y la manteca de cacao.

Acidos grasos N° de Aceite Oleina Estearina  Aceite

atomos de de de de Palma de

Carbono Palma Palma Soya
Laurico C12:0 0,2 0,2 0,1-0,6 -- --
Miristico C14:0 1,1 1,0 1,1-19 - -
Palmitico C16:0 44,0 39,8 47,2 -173,8 12 24.8
Estearico C18:0 4,5 4,4 44 -5,6 5 37,1
Oleico C18:1 39,2 42,5 15,6 —37,0 24 33,2
Linoleico C18:2 10,1 11,2 3,2-9,8 54 2,6
Linolenico Cl18:3 04 04 0,1-0,6 8 -
Araquidonico C20:0 04 04 0,1-0,6 - 1,1
l. de yodo 53,0 57,5 41,5 120-141 34,5
Pto.Fusion(°C) 38-45 18,2 46,7 -- 35,5

Tomado de: Berger, 1986 ; Chang, 1992; Shukla, 1997.



Tabla 3. Composicion en ACG's (% area) del aceite de palma y sus fracciones, aceite de

soyay la manteca de cacao.

m Aceite de palma AS \Y (@
AP FM oP EP
46 MPP/MOM 1,0 0,8 0,3 1,9 - -
48 PPP 7,0 3,0 0,5 22,1 - --
MOP 2,0 2,0 1,9 1.7 - -
MLP 0,5 0,1 0,5 0,3 - -
50 PPS 1,5 3,8 n.d. n.d. - -
POP 31,8 63,2 31,2 30,0 - 19,83
PLP 9,2 6.2 10,1 7,1 - -
52 PSS 0,3 n.d. n.d. 04 -- 0,54
POS 5,6 13,0 5,9 4.4 - 37,60
POO/PLS 22,.5 5,0 27,6 16,3 - 2,90
PLO 8.2 0,8 9,8 5.5 9,0 -
PLL 1,6 n.d. 2,0 1,0 - -
54 SSS -- - - - - -
SOS 0,6 33 0,6 04 - 20,10
SOO/SLS 2.4 0,9 2,8 1,5 - 2,70
0OO0O0O/SLO 39 0,5 4.8 2,6 - 0,90
OLO 1,3 n.d. 1,6 0,8 6,0 -
OLL 0,3 n.d. 0,3 n.d. 15,0 -
OLLn - - - - 6,0 --
LLL ~ - - - 19,0 -
LLLn -- - - - 10,0 -
DAG 10,2 nd nd nd. nd 5,23

Tomado de: Sassamo, 1993. Moreno, 2001. AP: aceite de palma; FM: fraccion media; OP: oleina de
palma; EP: estearina de palma; AS: aceite de soya; MC: manteca de cacao. nd: no detectado

Los éacidos grasos y la composicion en TAG's juegan un papel determinante en las
caracteristicas de cristalizacion y fusién de la manteca de cacao que hace que tenga un
comportamiento térmico y estructural similar a la de un componente puro. Este
comportamiento, no es simple ya que la mayoria de los TAG's que la componen muestran
un polimorfismo complejo que guarda una estrecha relacion con las caracteristicas fisicas y

organolépticas de los productos finales.

El polimorfismo o formas de cristalizacion de la manteca de cacao es determinante en la
industria de confiteria especialmente para la manufactura del chocolate, debido a que es la

principal grasa constituyente. Para solidificar el chocolate en la forma polimorfica



deseable, es necesario un tratamiento de temperatura cuidadoso porque el polimorfismo de
la manteca de cacao es complicado, y ademas su fenomeno de cristalizacion no es

facilmente controlado.

En la MC se presenta un caso especial de polimorfismo que produce cristales con puntos de
fusion desde 23° hasta 36 °C, (Tabla 4), favoreciendo su uso en la elaboracion de
chocolate, puesto que funde a temperaturas cercanas a la del cuerpo humano y al ingerirla
se licua en la boca ya que el rango de fusion, oscila en un rango muy estrecho (32°- 35 °C),
como se observa en la Figura 3. La forma a es rapida y facil de obtener, pero es inestable,
tiene un punto de fusion de 23 °C. Sus cristales evolucionan espontdneamente hacia una
forma mas organizada, por tanto mas densa y con punto de fusion mas alto (26-28 °C), es

decir la forma B* (Koyano, 1990).

Tabla 4. Caracteristicas de las formas polimorficas de las manteca de cacao

Punto de Fusion Calor Latente de Fusion
(°C) (J/g)
a 23.5 79,4
B 26-28 117,0
B 34-36 150,5

Tomado de Dimick, 1991

Los cristales p en cambio, corresponden a la organizacion mas densa posible de este tipo de
moléculas y presentan el punto de fusion mas alto, 34-36 °C. Las formas B* y B poseen
calores latentes de fusion altos debido al apretado empaquetamiento intermolecular de los

TAG's, lo que las hace mas estable, sin embargo requieren mas tiempo para su formacion.

La forma B es la estructura deseada, puesto que es la responsable del aspecto brillante de las
coberturas o base de chocolates; se obtiene por un templado adecuado, ésto es, calentando o
manteniendo la cobertura parcialmente cristalizada a 32 °C antes del moldeado, enfridndola
después rapidamente y almacendndola a 16 °C. Un templado inadecuado o un

almacenamiento a altas temperaturas dan lugar al desarrollo de “florecimiento del



chocolate”, proceso en el que se depositan pequefios cristales de grasa en la superficie
haciendo que éste tome un color superficial blanquecino o grisiceo (Fennema, 1982;

Aronhime, 1988; Badui, 1993; Shukla, 1997).

La MC es el mas costoso constituyente de las formulaciones de chocolate, como también es
el mas importante componente. El chocolate contiene aproximadamente el 30 % de MC. La
grasa es responsable del brillo, dureza, estabilidad al calor, sensacion en la boca y
liberacion del aroma. Esta grasa sin embargo presenta algunas desventajas por su baja
tolerancia a la grasa de la leche, baja estabilidad a elevadas temperaturas y tendencia al
florecimiento. La manteca de cacao también se utiliza en la manufactura de cosméticos

(Tramper, 1985; Chaiseri, 1985; Shukla, 1997).

1.3 GRASAS ESPECIALES (GE)

Son grasas a las que le han modificado sus propiedades originales mediante procedimientos
fisicos, quimicos 6 enzimaticos, con el fin de mejorar sus caracteristicas organolépticas y/o

nutricionales y su funcionalidad para hacerlas apropiadas en la fabricacion de alimentos.

Se busca que las grasas tengan cierta tendencia a la cristalizacion, un determinado punto de
fusion, propiedades de untuosidad y estabilidad ante la oxidacion y la hidrolisis. A éste tipo

de grasas también pertenecen los lipidos estructurados (Marangoni, 1993)

Entre las grasas especiales se encuentran los aceites para ensaladas, grasas base para la
fabricacion de “shortening” y margarinas, y grasas sustitutas o reemplazantes de la manteca
de cacao. Estas ultimas, se manufacturan por vias alternativas debido a la escasez y a las

fluctuaciones del precio del cacao.

» Las margarinas son utilizadas directamente para untar 6 para cocinar. Se preparan
mezclando determinadas grasas o aceites con otros ingredientes tales como derivados

lacteos, sal, aromatizantes y vitaminas A y D. Se obtiene asi un producto con un contenido



graso proximo al 80%. En su elaboracion se emplean principalmente aceites vegetales,
aunque también se recurre a determinadas grasas de origen animal, en ambos casos, pueden
ser grasas hidrogenadas, mezclas de grasas hidrogenadas, mezclas de grasas hidrogenadas y
sin hidrogenar. Se confeccionan margarinas especiales aumentando los indices de acidos
grasos poliinsaturados, con objeto de corresponder a las investigaciones médicas que las

aconsejan a personas aquejadas de arteriosclerosis (Lai, 1998).

» Los “shortening” comerciales son grasas plasticas semisdlidas, con emulsionantes o sin
ellos. La plasticidad diferencia a estas grasas de otras. Al principio se fabricaban a partir
de mantecas o sebos, pero la hidrogenacion de aceites vegetales o de sus mezclas ofrece
productos muy adecuados que retnen las cualidades necesarias para el horno. Las
principales grasas y aceites utilizados en la elaboracién de “shortening” son el algodon,
aceite de palma, hidrogenado de palma, soja, sebo y manteca de cerdo, aunque las grasas no
naturales poseen también todas las caracteristicas deseadas. La Interesterifacion encuentra

su principal aplicacion en la manufactura de los “shortening” (Fenema, 1982; Hong, 1989)

» Sustitutos de la manteca de cacao, se clasifican en tres grupos:

e Equivalentes, extensores (CBE’s) y mejoradores (CBM) de la MC. Son grasas que
pueden ser mezcladas con la MC en todas las proporciones sin alterar las propiedades de
fusion y las propiedades reoldgicas de los productos debido a que son ciento por ciento
compatibles, al tener los mismos acidos grasos y los TAG's simétricos monoinsaturados
como la manteca de cacao. Las principales ventajas de la incorporacion de CBEs son: a) la
reduccion de los costos de produccion de los chocolates por que los CBE's son mas
econdmicos que la MC; b) estabilizan la influencia de fluctuacion de los precios de la MC;
c) mejoran la tolerancia a la grasas de la leche; d) incrementan la resistencia de
almacenamiento a altas temperaturas; y e) controlan el florecimiento (Berger, 1986;

Shukla, 1997).



e Reemplazante 6 sustitutos de la manteca de cacao no laurico (CBR). Son grasas que
pueden ser mezcladas con la MC solo a un limitado grado sin alterar significativamente las
propiedades de fusion, propiedades reologicas, y de procesamiento. Los CBR pueden
presentar mejor resistencia al calor y mejor comportamiento de fusion que la propia

manteca de cacao (Kawahara, 1993).

e Los sustitutos de la manteca de cacao tipo laurico (CBS). Estas grasas son
incompatibles con la MC debido a su composiciéon en TAG's, pero tienen propiedades
fisicas semejantes a ellas. Son preparadas principalmente de aceite de palmiste, que posee
un estrecho rango de fusion. Sin embargo presentan dos desventajas, primero, el aceite de
palmiste es un material de partida muy costoso.; segundo, los productos lauricos dan un

desagradable olor jabonoso muy rapidamente en presencia de levaduras o mohos (Berger,

1986).

1.3.1 Produccidn de grasas especiales. Dentro de los procesos utilizados para la obtencion
de grasas especiales se encuentra el fraccionamiento con o sin solvente, la hidrogenacion
total o parcial, y el proceso de interesterificacion quimica o enzimatica. La combinacion de
estos procesos extiende la utilidad de grasas y aceites comestibles. La hidrogenacion
modifica la estructura de los acidos grasos por introduccion de hidréogeno en los dobles
enlaces, y por consiguiente los TAG's se vuelven mds estables frente a la oxidacion;
mientras que la interesterificacion modifica solo la estructura de los TAG's, generando
cambios de comportamiento durante la cristalizacion (Bloomer, 1990; Konishil, 1993;

Mojovic, 1993; Potter, 1995: Moussata, 1998).

La interesterificacion de mezclas de aceites vegetales y la hidrogenacion se han convertido
en importantes procesos para la modificacion de las propiedades fisicas y funcionales de los
aceites. Por ejemplo, el mezclado del aceite de girasol rico en acido oleico en diferente
proporciones con aceites vegetales poliinsaturados ha sido usado para preparar aceites

comestibles estables (Moussata, 1998).



» El fraccionamiento de grasas y aceites es un proceso de cristalizacion fraccionada para
separar componentes no deseados de una grasa o enriquecerla en TAG's deseados. El
procedimiento consiste en enfriar la grasa con suficiente lentitud como para que los TAG's
de alto punto de fusion cristalicen de la forma mas selectiva posible, es decir, sin formacion
de cristales mixtos de TAG de elevado y bajo punto de fusion. Los cristales se separan por

filtracion o se lavan con una disolucién de un tensoactivo (Moreno, 2001).

El fraccionamiento se puede realizar por tres procedimientos diferentes: a) cristalizacion
en seco, que consiste en el enfriamiento controlado de la grasa fundida hasta formar una
fase solida (de alto punto de fusion) que puede ser separada por filtracion de la fase liquida
remanente (de bajo punto de fusion). Si el fraccionamiento se realiza en forma gradual con
condiciones de siembra especificos y bajo un perfecto control computarizado, los diferentes
tipos de TAG's se cristalizaran en forma sucesiva y selectiva de acuerdo con sus
caracteristicas fisicas; b) enfriamiento controlado de la grasa disuelta en un solvente
organico (generalmente hexano o acetona) hasta formar cristales que pueden ser separados
por filtracion de la solucion remanente; c¢) agregado de una solucion acuosa que contienen
un surfactante y un electrolito, a la grasa parcialmente cristalizada por enfriamiento
controlado, formando asi una emulsion de la fase solida, la que se puede separar de la grasa

liquida remanente por centrifugacion (Grompone, 1992)

» La hidrogenacion es un proceso desarrollado a comienzos de 1900, adiciona hidrégeno
al doble enlace de los acidos grasos insaturados, haciéndolos menos insaturados. Tiene dos
beneficios importantes: primero, los aceites cambian su viscosidad pasando de un aceite
liquido a un aceite de forma semi-solida, la cual es més deseable para productos como
margarinas y “shortenings”. Algunas veces el proceso es llamado “endurecimiento”. El
grado de dureza es controlado por la cantidad de hidrogeno adicionado. Una completa
hidrogenacion de aceites vegetales da lugar a una grasa saturada, muy dura y quebradiza
(Figura 7). EI segundo beneficio de la hidrogenacion es que ésta hace que la grasa sea
menos susceptible a las reacciones de oxidacion. Esto es especialmente importante para

grasas usadas en freido prolongado. En el proceso de oxidacion, el oxigeno del aire



reacciona con el doble enlace del AG insaturado, formando compuestos que imparten

caracteristicas de sabor y olor indeseables (Hong, 1989; Potter, 1995; Moussata, 1998).

Figura 7. Grasas de palma y soya totalmente hidrogenadas.

Hidrogenado total
de soya

Durante el proceso de hidrogenacion algunas posiciones “cis” de los AG son convertidas a
“trans”, de esta forma, las margarinas o “shortening” obtenidos en estos procesos pueden
contener entre 20 y 40 % de su total de AG en forma “trans”. Los &cidos grasos “trans”
contribuyen a que la grasa no sea tan dura y a la estabilidad oxidativa de las grasas
hidrogenadas; sin embargo, varias investigaciones los han relacionado con el aumento del
colesterol en la sangre y su incidencia en muertes relacionadas con enfermedades

coronarias (Scientific Status, 1986; Dunlap, 1995; Kis-Etherton, 1995; Seriburi, 1998).

Los aceites pueden ser parcial o totalmente hidrogenados, dependiendo del grado de dureza
que se desee impartir a la grasa. Los aceites hidrogenados totalmente, también llamados
grasas duras O estearinas, son usados en la fabricacién de “shortening”, margarinas para

panaderia y aceites de fritura.



En la industria de ‘“shortening”, las grasas duras son también referidas como
“plastificantes” y su principal objetivo es extender el rango pléstico. La adicion de grasas
duras afecta el valor del indice de grasa solida de los aceites base para “shortenings” mas a
altas temperaturas que a bajas temperaturas, por causa del alto punto de fusion de las grasas

duras (deMan, 1989).

En las Tablas 5SA y 5B se presenta la composicion en AG y la composicion en ACG's de
algunos aceites hidrogenados totalmente. Debido a que el contenido de AG del aceite de

palma, algodoén y soya consiste principalmente de AG de 16 y 18 carbonos, se concluye que
los TAG's de 48 y 54 carbonos (Cass, Cs4) en la Tabla 5B consisten principalmente de PPP

y SSS. En el aceite de palma hidrogenado los TAG's de 50 4&tomos de carbonos consisten

principalmente de PSP con pequefias cantidades de PPS y SPP.

El aceite de palma contiene un alto porcentaje de POP (31,6 %) el cual se convierte en PSP
(40,0%) después de la hidrogenacion. Los TAG's de 52 4tomos de carbono son

principalmente de tipo SSP 6 PSS cuya concentracion es de 41.9% para este aceite (deMan,

1989).

El TAG's SSS (54), es el mayor componente de los aceites presentados en la tabla, siendo
el aceite de soya quien muestra el mayor contenido con un 66,7 %, seguido por el aceite de

algodoén, colza y palma con 40,5, 28,3 y 10,7 %, respectivamente.

Segun la Tabla 5A, estos aceites son una rica fuente de acido estearico, con un 88,6 % para
el aceite de soya, debido a que este presenta alto contenido de acidos grasos insaturados,
oleico (24%), linoleico (54 %) y linolenico (8%) que al ser hidrogenados se convierten en

acido estearico (deMan, 1989).



Tabla 5. Composicion en (%) A) Acidos grasos B) acilgliceridos de aceites vegetales
hidrogenados totalmente.

A)
Acido Graso N° de carbonos Grasa hidrogenada (Grasas duras)
Soya Colza Algodén Palma
Laurico 12:0 -- 0,3 - 0,4
Miristico 14:0 Trazas 0,2 0,7 1,1
Palmitico 16:0 10,6 6,3 22,3 42,6
Estearico 18:0 88.6 48,1 76,2 54,3
LinOléico 18:1 Trazas 4.4 Trazas 0,8
Araquidonico 20:0 0,6 6,7 0,4 0,5
Vehemico 22:0 0,3 34,0 0,1 -
DeMan, 1989
B)
Soya Colza Algodon Palma
44 -- -- -- --
46 -- -- -- 0,5
48 0,.2 -- 0,9 6,4
50 3,3. 1,6 13,6 40,0
52 27,6 11,6 43,5 41,9
54 66,7 28,3 40,5 10,7
56 1,7 6,7 1,3 0,4
58 0,5 6,8 - -
60 -- 12,3 -- --
62 -- 31,9 -- --
64 -- 0,8 -- --
Mono 0,4 0,5 0,3 0,9
Di 3,6 3,7 5,8 8,2

DeMan, 1989



» La interesterificacion es un término frecuentemente usado para describir reacciones en
las que intercambian los grupos acilo entre un éster y un acido, acidolisis; un éster y un
alcohol, alcohdlisis; o un éster con otro éster, transesterificacion. La ultima reaccion es la
que tiene mas importancia en la interesterificacion de las grasas (conocida también como
randomizacion) e implica el intercambio de esteres en una misma molécula de TAG's
(intraesterificacion) y el intercambio entre distintas moléculas (interesterificacion) (Figura

8).

Figura 8. Esquema general de la reaccion de interesterificacion enzimatica.
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La interesterificacion de grasas es de interés comercial para la produccion de margarinas,

“shortening” y otras grasas especiales como los CBS's (Chang, 1990).

En la interesterificacion hay un reacomodamiento de los AG en las moléculas de TAG's
alterando las propiedades fisicas iniciales de los aceites y permitiendo la formacioén de
nuevos productos. La misma se aplica en forma directa sobre los aceites y las grasas
derivados de manera natural o sobre los aceites hidrogenados o fraccionados, para cambiar
el perfil de fusion, para mejorar la compatibilidad de los diferentes TAG's en el estado
solido, para mejorar la plasticidad del sdlido resultante cambiando las propiedades de
recristalizacion y para combinar las propiedades de diferentes mezclas de grasas y aceites

(Ergan, 1991; Kellens, 1997; Moussata, 1998).

Las reacciones de interesterificacion pueden ser realizadas en ausencia de solvente, pero en
muchos casos es necesario adicionarlo para asegurar que los reactivos y los productos sean
completamente disueltos en la fase acuosa inmiscible. Varios solventes inmiscibles con
agua pueden ser usados, pero el n-hexano es preferido para la extraccion y procesamiento

de aceites y grasas (Tramper, 1985).

El proceso de interesterificacion puede ser catalizado mediante un agente quimico o

mediante la utilizacion de un biocatalizador (Kellens, 1997).

¢ Interesterificacion quimica. Este proceso se efectia a temperaturas de 200 °C durante
periodos largos, o usando catalizadores metalicos alcalinos como sodio, potasio, y sus
aleaciones o los alquilatos de los metales alcalinos como el métoxido y etdxido de sodio,
los cuales actian a bajas temperaturas, promoviendo la migracién no controlada y aleatoria

de los acidos grasos en los acilgliceroles.

e Interesterifacion enzimatica. En este caso se emplean enzimas como catalizadores

siendo las mas utilizadas para este proposito las lipasas 1,3-especificas principalmente en



forma inmovilizada. Las ventajas de este proceso sobre la interesterificacion quimica, se
basan en la selectividad y en el uso de condiciones suaves de reaccion (temperaturas
moderadas y pH proximo a la neutralidad), ademas de los tiempos cortos de proceso y la

escasa formacion de subproductos (Posorske,. 1988).

Las lipasas son catalizadores biologicos que hidrolizan los TAG's a DAG's, MAG's,
acidos grasos, y glicerol. Tienen peso molecular elevado, poseen muchos centros quirales y
suelen contener numerosos grupos acidos y basicos. Son frecuentemente llamadas
triacilglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3) y tienen muchas caracteristicas en comun con
otras enzimas como las proteasas, no obstante su propiedad caracteristica es la capacidad de
actuar sobre lipidos en la interfase lipido/agua. Su nimero de clasificacion, EC 3.1.1.3,
indica que pertenece al grupo de las hidrolasas (3), la subclase de enzima, que hidroliza
enlaces éster (1), de tipo carboxilico (1) y cuya accion es hidrolizar triacilgliceridos (3)

(Malcata, 1990; Fomuso, 1998; Karra, 1998).

Las lipasas catalizan reacciones de hidrolisis, esterificacion, acidolisis, alcoholisis y
transesterificacion de un amplio rango de sustratos, razén por la cual han recibido mucha
atencion como biocatalizadores para una variedad de procesos. Por ejemplo en la
produccion de grasas especiales comos CBS's, sustitutos de grasa de leche humana,
produccion de compuestos enantioméricamente puros, asi como en la produccion de

sabores y fragancias (Basheer, 1995).

Se encuentran tanto en plantas, animales y microorganismos como en fluidos bioldgicos,
células, semillas y varios otros tejidos. Las lipasas tienen una estructura tridimensional
globular, estan formadas generalmente por una sola cadena polipeptidica, y s6lo logran ser
activas cuando los polimeros desarrollan una conformacioén que le permite establecer su
centro activo. El sitio activo es aquella porcion de la proteina que participa directamente en
la union y la transformacion del sustrato; esta integrado casi siempre por una triada de

aminoacidos vecinales (Valenzuela, 1994; Badui, 1996).



En términos de la selectividad hacia el sustrato, las lipasas usualmente pueden ser
clasificadas dentro de tres grupos. Primero, las lipasas sn-1,3-especificas que actian en las
posiciones 1 y 3 del TAG (Figura 8), producidas por microorganismos como Aspergillus
niger, Mucor jaranicus, Rhizomuchor miehei, y varios Rhizopus. Este grupo de enzimas es
importante en la sintesis de lipidos estructurados y de los CBS's. La sintesis de éstos
compuestos no podria ser posible con la catalisis quimica no especifica o con lipasas no
especificas. En segundo lugar, estan las lipasas no especificas que actian de manera
aleatoria sobre las tres posiciones del TAG, por ejemplo, lipasas de Candida cylindaracea,
Candida antartica, Candida rugosa, y Stafilococcus aureus (Floglia, 1993; Marangoni,
1993; Nagodawithan, 1993; Fomuso, 1998).

El tercer tipo de lipasas cataliza la liberacion de un tipo de 4cido graso particular de la
molécula del TAG, como lo hace la lipasa producida por Geotrichum candium que posee
una marcada especificidad por la hidrolisis de ésteres que contengan acidos grasos de

cadena larga con un enlace doble “cis” en el carbono 9, como el caso del acido oleico.

La forma como estas enzimas se utilizan puede variar entre enzima soluble o enzima
inmovilizada. Estas ultimas pueden ser definidas como aquellas cuyo movimiento libre ha
sido restringido de alguna manera. Una de las principales ventajas de la inmovilizacion es
fijar la enzima, asi como retenerla en procesos continuos incrementando su utilizacion. Las
enzimas se pueden inmovilizar sobre tierras diatomaceas, perlita o silica gel, soportes que
tienen un area superficial grande y una adecuada retencion de agua para la activacion de la

enzima (Hultin, 1983;Macrae, 1983; Foglia, 1993; Fomuso, 1998).

En aplicaciones practicas la posibilidad de rehuso de la enzima es importante por razones
de economia del proceso; de éste modo la inmovilizacion de las lipasas es necesaria para
facilitar la recuperacion de la enzima para el rehtiso y para usarla en procesos continuos. La
inmovilizacion para uso en sistemas no acuosos puede ser hecho simplemente por el

mezclado con una solucidén acuosa de la enzima con un adecuado material de soporte y



removiendo el agua a presion reducida. Después se adicionan pequeiias cantidades de agua

para la activacion de la enzima (Bloomer, 1990).

Dentro de las enzimas mas recientemente producidas a nivel comercial se encuentra la
Lipozyme TL IM (enzima utilizada como catalizador en esta investigacion), que es una
preparacion granulada grado alimentario producida por fermentacion sumergida del
microorganismo Thermomyces lanuginosus (Figura 9A). Se encuentra inmovilizada en gel
de silice (Figura 9B), tiene una densidad de 1.5 g/mL, didmetro de particula de 0.3 -1.0
mm, y un contenido de agua de 5% p/p. Lipozyme TL IM es mas activa en el rango de
temperatura 55-70 °C. Para ensayos iniciales de interesterificacion, se recomienda usar
concentraciones de 6 a 10 %p/p, para tiempos de reaccion de 2 a 6 horas y temperaturas de
60-70 °C. Es estable mecanicamente en forma granular para uso en procesos discontinuos
y en procesos continuos. Sin embargo Lipozyme TL IM debe usarse en medio no acuoso
debido a que los granulos se pueden desintegrar en agua. Esta enzima corresponde a una

lipasa microbiana 1,3-especifica.

Las triacilglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3) pueden ser usadas de varias maneras en la
modificacién de triacilgliceridos. En medio acuoso con un sustrato de triacilglicérido
emulsificado, donde la hidrolisis es la reaccion dominante, y en un medio organico donde
las reacciones de esterificacion e interesterificacion pueden convertirse en predominantes

(Blomer, 1990).



Figura 9. A) Microorganismo Thermomyces lanuginosus B) Enzima del Thermomyces

lanuginosus inmovilizada en gel de silice, nombre comercial Lipozyme TL IM

1.3.1.1 Preparacion de equivalentes de la manteca de cacao (CBE’s)

Una aplicacion de la interesterificacion catalizada por lipasas es la preparacion de los
CBE'S cuyo principal componente es el triacilglicérido 1,3-dipalmitoil-2-oleoil-gliceril
(POP), el cual puede ser convertido a 1-palmitoil-2-oleoil-3-estearoil-glicerol (POS) y 1,3-
diestearoil-2-oleoil-glicerol (SOS) por reacciones de interesterificacion. Normalmente los
materiales de partida utilizados son las fracciones de palma, especialmente la oleina y la
fraccion media, y el objetivo de la reaccion es la introduccion de mas estearato dentro de
los triacilgliceridos en forma de 4cido estearico o triestearina (SSS). El resultado es una
grasa con una composicion en TAG's similar a la MC la cual puede ser usada como CBE
en el chocolate y en la industria de la confiteria (Bloomer, 1990; Chang, 1990; Mojovic,

1993).

Dos productos basados en oleina de palma fueron hechos en el afio 1986 en Malasia. El

primero, KEMFAT 440 es recomendado para rellenos y caramelos. El segundo, KEMFAT



550, puede tolerar contenidos de manteca de cacao superiores a 25% y es aconsejable para
productos que contienen también grasa lactea o para cubiertas oscuras de confites, (Berger,

1986).

Los CBE’s producidos actualmente, normalmente se componen de un 50% de aceite de
karité, un 30 % de aceite de palma y un 20 % de aceite de illipé. Estos CBE’s son
aproximadamente un 20 % mas baratos que la manteca de cacao. A escala industrial,
Karlshamns AB, una empresa escandinava lider mundial en produccion de grasas
especiales, produce de esta forma los CBE’s AKOIMP, AKOMAX, AKONORD, y
AKOEXT, de los cuales AKOMAX exhibe el mismo comportamiento térmico de la
manteca de cacao, mientras que AKOIMP presenta una curva de derretimiento similar pero
a mayor temperatura, empleandose como mejorador (CBM) de las mantecas blandas. Por
el contrario, AKOEXT es un CBE blando que se emplea en recetas con poca grasa lactea.

Sus curvas de derretimiento o curvas SFC se presentan en la Figura 10 (Karlshamns, 2001).

Estos productos también pueden obtenerse por interesterificacion usando lipasas 1,3-
especificas como lo revelan los estudios reportados por Chang y col. (1990) quienes
interesterificaron aceite de oliva con aceite de semilla de algodon hidrogenado, con lipasa
del hongo Mucor miehei, durante 4 horas, a 70 °C y obtuvieron un rendimiento de 19 %

basado en el peso de los aceites.



Figura 10. Contenido de so6lidos grasos de diferentes CBE en funcion de la temperatura

(Karlshamns, 2001).
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Sridhar y col.,, (1991) interesterificaron una variedad de mango como sustituto de la
manteca de cacao, utilizando la enzima del hongo Mukor miehei inmovilizada en resina de
intercambio 16nico microparticulada. A pesar de conseguir aumentar la cantidad de acido
palmitico en el sustrato, no lograron conseguir un comportamiento de fusion similar al de la

manteca de cacao.

En 1992 Chong y col., llevaron a cabo la incorporacion de acido estearico en la oleina de
palma en una reaccion libre de solvente utilizando la enzima 1,3 especifica Lipozyme
IM20. La incorporacion del estearoil en la oleina de palma produjo un aumento de un 39 %
de los triacilgliceridos, POP, POS y SOS principales TAG's de la manteca de cacao. Una

combinacion de etapas de fraccionamiento que involucrd la remocion previa de los acidos



grasos libres del producto por destilacion al vacid, seguido por una cristalizacion
fraccionada de los triacilgliceridos en hexano y/6 acetona, dio una grasa, cuya composicion
en triacilgliceridos y perfiles de fusion fueron comparables a la manteca de cacao. En esta
reaccion el equivalente de la manteca de cacao fue de aproximadamente 25 % del peso

inicial de aceite de palma.

Mediante reaccion de acidolisis de una fraccion media de aceite de palma con acido
estearico en medio de n-hexano y usando la lipasa de Rhizopus arrhizus, Mojovic y col.,
(1993) obtuvieron un producto con caracteristicas similares a la manteca de cacao. De
acuerdo con estos autores, la adicion de lecitina de soya eleva significativamente la
conversion del sustrato. Tal hecho fue atribuido al efecto protector que ejerce la lecitina

sobre la enzima contra el solvente apolar.

Con este mismo tipo de reaccion, Tanaka y col., (1994) estudiaron la produccion de grasas
similares a la manteca de cacao utilizando como sustratos aceite de oliva y acido esteérico o
acido palmitico en presencia de solventes organicos y usando la lipasa inmovilizada 1,3-

especifica de Rhizopus delmar.

En todos los casos los autores evaluaron la incorporacion de 4cido estedrico, pero no fueron
muy rigurosos en la evaluacion de la composicion de TAG's, factor que finalmente

determina la capacidad de las grasas para actuar como equivalentes de la manteca de cacao.

A nivel nacional Moreno y col., (2001) aplicando una reaccidon de acidolisis entre la oleina
de palma y el 4cido estedrico reactivo analitico, produjeron una grasa con composicion en
acidos grasos y triacilgliceridos, y una curva de fusion similar a la de la manteca de cacao.
En este caso emplearon como catalizador la Lipozyme IM de Mucor mihei. Los autores
evaluaron ademas las diferentes condiciones de reaccion encontrando como Optimas para la
mayor incorporacion de &cido estearico en la oleina de palma las siguientes: cantidad de
enzima 150 mg, temperatura de reacciéon 70°C y nivel de solvente (hexano) 0,7 mL/g de

sustrato. El proceso desarrollado permitié una incorporacion de acido estearico de 40,0% en



un tiempo de reaccion de cinco (5) horas. El fraccionamiento de la grasa interesterificada,
permitio obtener tres productos grasos (F1A, F2A y F3A) con propiedades fisicas y
quimicas diferentes a las iniciales, con aplicaciones potenciales en la industria de alimentos

que permiten nuevos usos al aceite de palma.

La fraccion uno resultdé ser una grasa altamente saturada con un contenido elevado de
diacilglicéridos, con posible aplicacion en la elaboracion de margarinas para panaderia. La
fraccion dos, presentd una composicion en acidos grasos y acilgliceridos y un
comportamiento térmico que le permiten comportarse como la manteca de cacao, por lo
cual se podria emplear como un equivalente de ella (CBE). El rendimiento de esta fraccion
fue del 37% del total de la oleina de palma modificada. La fraccion tres, resultd ser una
grasa liquida con un nivel elevado acidos graso insaturados, principalmente acido oleico y

acido linoleico.

Posteriormente, Arango y col., (2004) con el animo de escalar el proceso y debido a los
costos del acido estearico reactivo analitico, lo reemplazaron con 4cido estearico comercial,
utilizando al igual que en el proyecto anterior la Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei.
Los resultados obtenidos permitieron obtener también un equivalente de manteca de cacao,
pero con un rendimiento mucho menor. Adicionalmente se determind que el indice de
acidez al final de la reaccion es alto (35%), lo cual no favorece la aplicacion de este proceso

a nivel industrial, debido a que el costo de remocion de los acidos grasos es elevado.

Por lo anterior, los mismos autores evaluaron otra ruta para disminuir los niveles de acidez,
la transesterificacion de la oleina de palma con hidrogenado total de palma, este ultimo
como fuente del 4cido estedrico necesario para la reacciéon. Ademads se establecieron como
condiciones Optimas de reaccion: relacion de sustratos 1.0:0.5 p/p (oleina de palma/
hidrogenado total de palma), cantidad de enzima 2,0%, tiempo de reaccion 5.0 h, cantidad
de agua 5,0% y velocidad de agitaciéon de 300 rpm. Bajo estas condiciones el producto
obtenido presentd 17,7% de POP, 12,5% de POS, 3,2% de SOS y un indice de acidez del

4,2 %. Aln cuando se disminuyo los niveles de acidez, la baja formacion de los TAG's



POS y SOS no fue suficiente para producir equivalentes de la manteca de cacao. La
evaluacion de la cinética de estas reacciones permite suponer que la enzima no esta siendo
lo suficientemente especifica en las posiciones 1,3 y presenta una tendencia hacia la
posicion 1. Adicionalmente, la Lipasa IM de Mucor miehei presentd6 una actividad
hidrolitica alta, por lo cual es de suponer que en ocasiones predomine esta reaccion sobre la

reaccion de transesterificacion.

Las grasas obtenidas por Arango y col., (2004) se clasificaron como duras (pf. 48 °C) y

presentaron una plasticidad adecuada para productos de panaderia.

Paralelamente al desarrollo de estos trabajos NOVOZYME empresa comercializadora de
estas enzimas, sacd al mercado una nueva enzima, Lipozyme TL IM de Thermomyces
lanuginosus, que se caracteriza ademas de tener mayor actividad hidrolitica, por ser mas
econdmica. Por su potencial aplicacion en el presente trabajo se utiliza esta enzima para
evaluar la obtencion de grasas equivalentes de la manteca de cacao a partir de la oleina de
palma con sustratos como el estearato de etilo, el hidrogenado total de palma y el

hidrogenado total de soya, los tres tltimos como fuente de 4cido estearico.



2. METODOLOGIA

2.1 MATERIALES Y REACTIVOS

La oleina de palma refinada, el hidrogenado total de palma y el hidrogenado total de soya
fueron suministrados por la Empresa Santandereana de Aceites S.A. (SACEITES). La
enzima lipasa 1,3-especifica de Thermomyces lanuginousus en forma inmovilizada
(Lipozyme TL IM) se compr6 a Novozyme. El n-hexano grado analitico y demas reactivos

fueron obtenidos de Merck.

El estearato de etilo se sintetizd en el laboratorio utilizando el método descrito a
continuacion: Se pesaron 200g de acido estearico grado comercial y 5 g de sulfato de sodio
anhidro, se mezclaron con 250 mL de una solucion de acido sulfurico concentrado al 2% en
etanol absoluto. La mezcla se incubd en un bafio termostatado a 65°C por 5 horas con
agitacion constante de 250 rpm. El producto obtenido se neutralizd con solucion acuosa de
NaOH 0,5N. La capa superior se separ6 en un embudo de decantacion y se lavod varias
veces con agua destilada caliente. Esta capa se calenté a 120°C por 15 minutos y se dejo
enfriar determinandose el peso y el porcentaje de acidez del producto por titulacion con

NaOH 0,1 N.

2.2 PROCEDIMIENTO

2.2.1 Reaccion general de transesterificacion. La reaccion de transesterificacion
utilizando como catalizador Lipozyme TL IM, se llevo a cabo en un reactor de vidrio
sellado (27 cm. altura x 10 cm. de diametro), incubando ésta y la mezcla de aceites en un
bafio termostatado a una temperatura de 70 °C, sin adicion de agua y solvente, con una
agitacion mecanica usando un agitador tipo propela (Figura 11). Al final del tiempo de
reaccion, la enzima se removid por filtracion y la grasa producto se neutralizd con

hidréxido de sodio 0.1 N, determinando el porcentaje de indice de acidez (numeral 2.3.1).



Los acidos grasos libres se extrajeron con n-hexano. La capa inferior que contiene los
acidos grasos libres se separd y descartd, mientras que la parte superior que contiene los
acilgliceridos se transfiri6 a balones Soxhlet con el fin de remover el n-hexano presente en
el producto de interesterificacion a una temperatura de 45 °C. Al final de la reaccion se
analizd el producto de reaccion en cuanto a su composicion en dacidos grasos y

acilgliceridos (Namal y col, 1999).

2.2.2 Seleccion del sustrato. Los sustratos evaluados en reacciones de transesterificacion
enzimatica con la oleina de palma catalizadas por Lipozyme TL IM fueron: el estearato de
etilo (EE), el hidrogenado total de palma (HTP) y el hidrogenado total de soya (HTS). En
este caso, las reacciones de transesterificacion se llevaron a cabo utilizando las condiciones
Optimas encontradas por Arango y col., (2004) en la reaccién entre oleina de palma y el
hidrogenado total de palma con Lipozyme RM IM: relacién de sustratos 1:0.5 p/p; cantidad
de enzima de 2% de peso combinado de sustratos, agitacion mecanica de 300 rpm, 5 horas
de reaccion, y temperatura 70 °C. Se seleccion6 la mezcla de sustratos que origind el

producto con mayor contenido de TAG's POS y SOS.

Figura 11. Montaje empleado para efectuar la reaccion de transesterificacion enzimatica.
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2.2.3 Optimizacion de las condiciones de reaccion. Una vez seleccionado el sustrato
(hidrogenado total de soya), se procedid a optimizar las condiciones de la reaccion de
transesterificacion enzimatica para la produccion de equivalentes de la manteca de cacao.
Para tal fin se utilizd un software estadistico llamado STATGRAPHICS plus 4.0 para
Windows que se basé en la metodologia de superficie de respuesta y el uso de analisis de
varianza (ANOVA). Se empled un disefio central compuesto rotatorio de cubo + estrella

(CCRD), de tres variables, tres niveles y una replica.

Las variables o factores independientes fueron la cantidad de enzima X;(% p/p), relacion de
sustratos X, (p/p) y velocidad de agitacion X3 (rpm); la cantidad de enzima se expresa en
porcentaje en peso aditivo de sustratos (Tabla 6). La base de calculo utilizada fue de 50 g
de mezcla de grasas. Se utilizé un reactor de vidrio sellado de 10 cm. de alto y 5 cm. de
diametro. La agitacion fue mecdnica, con un agitador tipo propela. La temperatura y el
tiempo de reaccion se fijaron en 70 °C y 5 horas respectivamente. La variable de respuesta
se definid6 como la suma de las concentraciones de los TAG's POS y SOS presente en la
grasa producto de reaccion. Cada experimento se realizd por duplicado (Tabla 7).
Adicionalmente en todos los puntos se determiné el indice de acidez de cada una de las

grasas, producto de reaccion.

Tabla 6. Variables de estudio con sus niveles y sus respectivos codigos

Codigo de los niveles

Simbolo Variables -1 0 1
X Cantidad de enzima (%P)* 3 7 11
X, Relacion de sustratos (p/p)° 1 2 3
X3 Agitacion (rpm) 200 300 400

a: Cantidad de enzima en porcentaje en peso combinado de sustratos. b: Relacion Oleina de
palma/hidrogenado total de soya (p/p), base de calculo de mezcla 50 g.



Tabla 7. Puntos del disefio experimental

No. Exp. Bloque NIVELES DE LAS VARIABLES

X1 Xza X3

1 1 -1 1 1

2 1 -1 -1 1

3 1 0 1,68179* 0

4 1 1 1 1

5 1 1 -1 -1

6 1 0 0 0

7 1 0 -1,68179* 0

8 1 1 -1 1

9 1 -1 1 -1

10 1 0 0 0

11 1 0 0 0

12 1 -1 -1 -1

13 1 0 0 -1,68179*

14 1 -1,68179* 0 0

15 1 1,68179* 0 0

16 1 0 0 1,68179*

17 1 1 1 -1

* Puntos adicionales necesarios para la condicion de rotabilidad; a. Base de calculo 50 g de
mezclas de aceites.

2.2.4 Evaluacion de la concentracion de los principales TAG's en el tiempo. Se estudi6
el avance de la reaccion para una mezcla de 200 g. de OP e HTS en las condiciones
Optimas, en cuanto a la variacion de los principales triacilglicéridos y el indice de acidez en
funcién del tiempo. Para ello se tomaron muestras de 5 mL de la reaccion a Oh, 0,25h,
0,75h, 1h, 2h, 3h, 4h, y 5h de reaccion. Las muestras obtenidas se trataron como se

menciond en el numeral 2.2.1.

2.2.5 Fraccionamiento de la grasa producto de la transesterificacion. Obtenidas las
condiciones Optimas de reaccion de la OP y el HTS con Lipozyme TL IM se validaron los
resultados, y el producto obtenido una vez neutralizado se sometid6 a un proceso de
fraccionamiento con solvente utilizando la metodologia descrita por Chong y col., (1992).

De esta forma, se prepard una solucion de acilglicéridos en n-Hexano (1:10 p/v) que se



mantuvo a 4 °C por 24 horas. La grasa precipitada (F1) se filtro, y al filtrado se le evapord
el solvente. El producto obtenido se disolvid en acetona (1:10 p/v) y se enfridé nuevamente
por 24 horas, para obtener la segunda fraccion de grasa precipitada (F2). El solvente se
evapord nuevamente para producir una tercera fraccion de aceite (F3). El producto sin
fraccionar y cada una de las fracciones obtenidas se caracteriz6 en cuanto a contenido de

acidos grasos, contenido de triacilgliceridos y curvas de solidos.

2.2.6 Estabilidad operacional de la enzima. Determinadas las condiciones 6ptimas de la
reaccion, se evalud la estabilidad operacional de la enzima realizando ocho (8)
experimentos consecutivos con la misma enzima midiendo al final de cada proceso, el

indice de acidez y la composicion en acilgliceridos por cromatografia de gases.

La reaccion e llevo a cabo en un reactor de vidrio sellado (10 cm. de alto x 5 cm. de
diametro). El peso de la mezcla de OP e HTS fue de 50 g. con una relacion 1:1, la cual se
homogenizé a una temperatura de 70 °C en un bafio termostatado rpm. y luego se adiciond
5.25 g. de Lipozyme TL IM dejando reaccionar por 5 horas con una agitacion de 400. Al
final del tiempo de reaccion, se retir6 el producto separando la enzima por filtracion, y se
utiliz6 nuevamente en las otras reacciones con las mismas condiciones adicionando

nuevamente una mezcla de aceites frescos previamente homogenizados.

2.3 METODOS DE ANALISIS

2.3.1 Indice de acidez (%IA). Se medi6 usando la norma AOCS Oficial Method Ca 5*-40.
Para ello se pesaron entre 3 a 5 gramos de grasa en un erlenmeyer de 250 mL, a los cuales
se adicionaron 50 mL de alcohol etilico al 95% neutralizado, y dos gotas de fenoftaleina.
Se calentd hasta completa disolucion, valorando luego con NaOH 0,1N estandarizado,

agitando vigorosamente hasta la aparicion del color rosado.

Los resultados de esta determinacion fueron expresados como porcentaje de acidos grasos

libres, expresado como 4acido oleico.



VNaOH* NNaOH * Peq acido oleico
% acido oleico: Ecuacion 1

10 * WMuestra

Donde:

VNaon: Volumen de NaOH gastado en la titulacion
NnNaoH: Normalidad del NaOH

Peq: Peso equivalente del 4cido oleico

Whnestra: ~ Peso en gramos de aceite sustrato

10: Factor de multiplicacion

2.3.2 Actividad lipolitica. La actividad es expresada en IU (unidad internacional), donde 1
IU es definida como la cantidad de enzima requerida para producir 1 pumol de 4cidos grasos

libres por minuto. (Mojovic, 1993; Karra-Chaabouni, 1998)

La actividad lipolitica de la enzima se evaludé usando como sustrato oleina de palma (500
mg), emulsionada con 9,5 mL de solucién de cloruro de sodio (0,89 % NaCl p/v) y 500 mg
de goma arabica, agitandose durante cinco minutos a temperatura ambiente. De esta
emulsion, se tomaron 5,0 mL que se mezclaron con 5 mL de una soluciéon de cloruro de
sodio al 0,89%, ajustando el pH a 8,0 por adicion de NaOH 10 mM. La mezcla se incub6
a 70 °C con agitacion constante en presencia de la enzima (10 mg de Lipozyme TL IM).
Los 4cidos grasos liberados se monitorearon por titulacion con NaOH 10 mM en un

valorador automatico (Moreno, 2001).

2.3.3 Composicion en acidos grasos. La evaluacion de la composicion en acidos grasos se
realizé por cromatografia gaseosa de alta resolucion. La muestra de aceites se someti6 a
metilaciéon con KOH metanoélico. Se prepararon 10 mL de solucion metandlica de KOH
2M. Se pes6 1g de grasa en un tubo de ensayo con tapa y se agregaron 10 mL de n-hexano
con agitacion. Luego a la mezcla se adicion6 1 mL de la soluciéon de KOH metandlica y se

agitd vigorosamente por 1 minuto. Se centrifugd y de la capa superior se tomaron 100 pL,



los cuales se aforaron a 1mL con n-hexano. De esta solucion se inyecté manualmente 1 ul

directamente al cromatdgrafo de gases.

La determinacién cuantitativa de los 4cidos grasos se realizd de acuerdo con la norma
NTC 5013, utilizando un equipo cromatografico Agilent HP 6890 Plus con detector de
ionizacion de llama (FID). Se emple6 una columna DB-WAX (30m x 0.32mm x 0.25um)
con la siguiente programacion de temperatura: 100°C (0 min.) -170°C a 20°C/min., 170°C
(2 min.) - 250°C (20 min.) a 10°C/min. Las demds condiciones de trabajo fueron: gas de

arrastre Helio a ImL/min., inyector a 250°C modo split en relacion 80:1, FID a 270°C.

Los componentes se identificaron por comparacion directa de sus tiempos de retencion con
un patron de FAMES analizado bajo las mismas condiciones: Fatty Acid Methyl Ester Mix
SUPELCO Cat. N° 18918-1 AMP (Tabla 8). La cuantificacién se realiz6 por el método de
normalizacion de areas, en el cual se suman las areas de todos los componentes y se indica
el porcentaje de area que pertenece a los componentes de interés. En los anexos se muestran

el perfil cromatografico de estos patrones.

Tabla 8. Concentracion (mg/mL) en metil ésteres de los patrones.

Metil éster del acido Concentracion patron (mg/mL)

A B C D E F
Laurico (12:0) 4,10 3,0 2,0 1,0 0,5 0,3
Miristico (14:0) 4,0 3,0 2,0 1,0 0,5 0,3
Palmitico (16:0) 5,5 4,1 2,7 1.4 0,7 0,3
Palmitoleico (16:1) 2,5 1,9 1,3 0,6 0,3 0,2
Estearico (18:0) 4,0 3,0 2,0 1,0 0,5 0,3
Oleico (18:1) 2,5 1,9 1,3 0,6 0,3 0,2
Linoleico (18:2) 2,5 1.9 1,3 0,6 0,3 0,2
Linolénico (18:3) 2,5 1,9 1,3 0,6 0,3 0,2
Araquidonico (20:0) 4,0 3,0 2,0 1,0 0,5 0,3
Total 31,5 23,6 15,8 7,9 3,9 2,0

2.3.4 Composicion en acilglicéridos. Los TAG's fueron analizados por cromatografia de
gases de alta resolucion utilizando un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 6890 Plus

equipado con un detector de ionizacién de llama (FID) en combinacion con el software



ChemStation. Para la separacion se utilizoé una columna capilar DB-17 (J&W Scientific) de
30 m de longitud y 0,32 mm de didmetro interno, recubierta por una pelicula de 0,15 um de
espesor de 100 % de plidimetilsiloxano. El volumen de inyeccion fue de 1 pL de 1 % (p/v)
de aceite en hexano, inyeccion manual. La elusion de los TAG's se llevo a cabo con una
programacion de temperatura de 250 °C (1 min) a 360 °C (12 min) a una velocidad de 10
°C/min. Gas de arrastre Helio, se aplico con un flujo de 2 mL/min y una velocidad lineal de
43 mL/min con una relacion de split de 50:1; temperatura del detector 365°C, llama
producida por la mezcla de hidrogeno 40 mL/min y aire 350 mL/min. Gas auxiliar
nitrégeno, se aplicd con un flujo de 30 mL/min. Temperatura del inyector 360 °C . Para la
identificacion y cuantificacion de los TAG's se realizd a partir de patrones estandar de
MMM, PPP, POP, POS, SOS, y SSS de los cuales se prepararon soluciones patrones de
diferentes concentraciones (Tabla 9). La cuantificacién se realizd6 por el método de
normalizacién de areas, en el cual se suman las areas de todos los componentes y se indica
el porcentaje de area que pertenece a los componentes de interés. En los anexos se muestra

un perfil cromatografico de una mezcla de patrones de triacilglicéridos.

Tabla 9. Concentracion (mg/mL) de los patrones de triacilglicéridos.

Concentracion patron (mg/mL)|

A B C D E F G H I
42 MMM 3 25 1,8 13 09 06 03 02 01l
48 PPP 35 25 18 1,3 09 06 03 02 0,1
50 POP 10,0 50 25 13 06 - - - -
54 SOS 100 50 25 13 06 - - - -

SSS 50 38 25 13 06 06 03 02 0,1

2.3.5 Determinacién de los perfiles de fusidén y contenido de grasa sélida (SFC). Las
muestras fueron atemperadas para conseguir que la grasas cristalicen en la forma
polimoérfica mas estable y de mayor punto de fusion (Forma ), calentdndose hasta 100 °C.
Luego se dejaron enfriar hasta llegar a la temperatura ambiente (24-25 °C) con el fin de
facilitar la formacion de pequefios nucleos cristalinos para darle mas consistencia y firmeza
a la grasa. Posteriormente, se dejaron reposar durante 24 h para asegurar la formacion de

los cristales B. Finalmente se efectud un enfriamiento lento hasta alcanzar los 4 °C



almacenandose a esta temperatura por 24 h. El contenido de grasa sélida se determind
siguiendo la Norma Técnica Colombiana 4078 de 1996, utilizando Resonancia Magnética

Nuclear (RMN) de pulso.



3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS DE LA REACCION DE
TRANSESTERIFICACION Y DE LA MANTECA DE CACAO

En las Tablas 10A y 10B se presenta la composicién en acidos grasos y acilglicéridos
respectivamente, expresados en porcentaje de area, de la OP, EE, HTP, HTS y MC

utilizados en esta investigacion.

La OP esta conformada principalmente por acido oleico y palmitico que se encuentran en
una proporcion de 48,50% y 35,30% respectivamente, y dan origen a los TAG's POP
(39,84%) y POO (29,33%) triacilglicéridos base para la formacion de POS y SOS. El
contenido de POS es de 5,30%. Esta grasa no contiene SOS y el contenido de acido
estearico es solo de 3,70%; una proporcion diez veces menor al contenido en la manteca de

cacao. La proporcion de mono y diacilglicéridos corresponde a un 6,40%.

El estearato de etilo (EE) sintetizado en el laboratorio usando acido estearico comercial
(AEC), con un rendimiento del 93% presentd una composicion en acido palmitico de

30,70% y de acido estearico de 68,80%.. La acidez final del EE alcanzo niveles de 3,5%.

El hidrogenado total de palma (HTP) contiene 29,00% de acido palmitico y 59,20% de
estearico distribuidos en los triacilglicéridos, PPP PSP, PSS y SSS, con una concentracion
de 11,90, 25,60, 35,10 y 15,70% respectivamente. Esta grasa presenta la mayor
concentracion de PSS, un 10,70% por encima del HTS. Los 4acidos grasos insaturados

presentes corresponden al 0,94% representados por oleico, linoléico y araquidonico.



Tabla 10. A) Composicion en acidos grasos (% area) de la OP, EE, HTP, HTSylaMCy
B) composicion en acilglicéridos (% area) de la OP, HTP, HTS y la MC.

A)

Acidos No. de

Grasos Carbonos oP EE HTP HTS MC
Miristico 14 0,40 -- 3,41 0,24 --
Palmitico 16 35,30 30,70 29,00 15,43 27,70
Estearico 18 3,80 68,80 59,20 78,80 37,00
Oleico 18:1 48,50 0,20 0,13 2,30 32,00
Linoleico 18:2 1,80 0,30 0,14 0,50 2,40
Araquidonico 20 -- -- 0,70 0,63 --

OP: Oleina de palma; EE: Estearato de etilo, HTP: Hidrogenado total de palma;
HTS: Hidrogenado total de soya.

B)

Acilgliceridos No. de oP HTP ISUIN MC
Carbonos
MAG - 0,50 - - 3,80
DAG - 5,90 - - 5,23
PPP 48 0,50 11,90 0,70 0,23
PSP 50 -- 25,60 3,30 -
POP 50 34,84 1,40 - 19,83
PSS 52 -- 35,10 24,42 0,54
POS 52 5,30 0,80 0,52 37,60
POO 52 29,33 - 0,40 2,90
SSS 54 -- 15,70 57,71 -
SOS 54 -- - - 20,10
SO0 54 1,91 -- -- 2,70
000 54 2,70 -- -- 0,90

OP: Oleina de palma; HTP: Hidrogenado total de palma; HTS: Hidrogenado total de
soya. MC: Manteca de cacao.



El hidrogenado total de soya (HTS) contiene 78,80% de &cido estearico y 15,43% de
palmitico. Esta grasa presenta mayor contenido de 4acido estedrico que el HTP,
convirtiéndose en una fuente importante de €l si se tiene en cuenta que la triestearina (SSS)
esta presente en una concentracion de 57,71%, es decir 15,70% mas que el HTP. Este TAG
es importante considerando que la enzima es 1,3 especifica. El PSS es el segundo
triacilglicérido en importancia debido a su concentracion de 24,42%, seguido por el PSP

con un 3.30%.

La manteca de cacao (MC) es una grasa dura a temperatura ambiente y esta constituida
principalmente por acido palmitico (27,70%), estearico (37,00%) y oleico (32,00%). Sus
principales TAG's son el POP, POS y SOS con concentraciones de 19,83 %, 37,60% y
20,10 % respectivamente. Ademds presenta una composicion en monoacilglicéridos de

3,80 % y diacilglicéridos de 5,23 %.

Las composiciones en acidos grasos y en ACG's encontrados para las diferentes grasas
utilizadas en esta investigacion coinciden con las reportadas en la bibliografia, como puede

verse al evaluar las Tablas 3 y 4.

En el anexo 1, se muestran los perfiles cromatograficos de los acilglicéridos componentes

de los sustratos, la MC y grasas producto de reaccion del presente estudio.

3.2 REACCION DE TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA

3.2.1 Determinacion de la actividad hidrdlitica de la Lipozyme TL IM. En la Figura 12,
se muestra la evaluacion de la liberacion de los 4cidos grasos por unidad de tiempo (min)
producto de la hidrolisis con Lipozyme TL IM. Para el célculo se empled una regresion
polinémica con un coeficiente de correlacion de 0.9988, adecuado para obtener la pendiente
de la tangente a la curva en el tiempo cero, cuyo valor representa la actividad obteniendo
un valor de 1.186 IU, valor 6 veces superior al encontrado para la Lipozyme RM IM

estudiada en el CICTA con 189 IU (Moreno, 2002; Arango, 2004)



Figura 12. Actividad hidrolitica de Lipozyme TL IM (a 70 °C) sobre oleina de palma.
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3.2.2 Seleccion del sustrato. Se escogieron tres sustratos para estudio, ¢l estearato de etilo
(EE), el hidrogenado total de palma (HTP) y el hidrogenado total de soya (HTS); cada uno
de ellos se mezcl6 independientemente con la OP en reacciones de transesterificacion con
Lipozyme TL IM en las condiciones seleccionadas en el apartado 2.2.2. Se pretendia
seleccionar la mejor fuente de 4cido estearico para la formacion de los TGA's POS y SOS,
principales componentes de la manteca de cacao. A continuacion se muestran los resultados

obtenidos en los tres casos.

3.2.2.1 Reaccion de transesterifiacion enzimatica de la OP y EE. En la Tabla 11, se
muestra la composicion en TAG's de la mezcla inicial, la grasa producto y variacion neta
de los TAG's de la reaccion. Las principales diferencias se presentaron en los TAG's POP
y POO que presentaron una disminucion neta de 6,43 y 4,96%, quedando en la grasa
producto de reaccion 3,40 y 3,10%, respectivamente. Estos triacilglicéridos se encuentran
en mayor proporcion en la mezcla inicial, lo que favorece su interaccion con la enzima y el

estearato de etilo. Sin embargo, solo una parte de estos TAG's se convirtieron en POS



(0,40%) y SOS (0,50%), el resto sirvio para la formacion de MAG's y DAG's productos de

la hidrdlisis. Esta misma hidrdlisis generd una acidez en la grasa producto de 3.5 %.

Tabla 11. Composiciéon en ACG's (% area) de la mezcla inicial, grasa producto y

variacion neta de los ACG's de la reaccion de tranesterificacion de la OP y EE.

ACG's Mezcla inicial Grasa producto Variacion neta
MAG 0,32 0,70 0,40
DAG 2,91 6,73 3,82
MPP -- 2,20 2,20
PPP 0,53 0,22 -0,31
PSP -- 2,82 2,82
POP 9,83 3,40 -6,50
PLP 2,90 0,90 -2,02
PSS -- 1,30 1,30
POS 2,70 3,10 0,40
POO 8,40 3,44 -4.91
PLS -- 0,61 0,61
PLO 2,60 1,50 -1,13
PLL 0,41 -- -0,41
SSS -- 0,22 0,22
SOS 0,20 0,70 0,52
SO0 0,70 1,30 0,60
000 0,90 0,80 -0,10
Esteres 68,20 62,01 -6,20

La incorporacion del estearato de etilo o de palmitato de etilo en otros TAG's produjo la
formacion de TAG's que no existian en la mezcla inicial de grasas, entre los que se

encuentran el PLS (0,61%), PSP (2,82 %), PSS (1,30 %) y SSS (0,22 %).

Al final de la reaccion el contenido de estearato de etilo fue de 62,01%, lo cual significa
que su incorporacion en los TGA’s de la oleina de palma fue tan sélo del 6,20%,
rendimiento muy bajo para el objetivo propuesto de incorporar la mayor cantidad posible
de acido estearico para tener un buen rendimiento en POS y SOS. Una posible causa de
esta situacion, puede ser el hecho de tener también palmitato de etilo en la mezcla de

reaccion, por lo que podria presentarse una competencia a la hora de incorporar el 4cido



graso al triacilglicérido. No se ensayo el acido estearico reactivo analitico porque en un

estudio anterior (Moreno, 2001) encontr6 que su alto costo, no favorece su aplicacion.

Adicionalmente, la separacion de la mezcla de la reaccion del estearato y el palmitato de
etilo que no reaccionan, solo es posible realizarla por destilacion al vacio (Chong y col.,
1992) y tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial, resulta ser un proceso costoso.
Por las razones mencionadas se descartd el estearato de etilo como fuente de acido

estearico.

3.2.2.2 Reaccion de transesterificacion enzimatica de la OP e HTP.  En la Tabla 12, se
muestra la composicion en ACG's (% 4area), de la grasa mezcla inicial, grasa
transesterificada o producto y variacion de neta de los ACG's de la reaccion de
transesterificacion enzimatica de la OP y el HTP. En ésta Tabla, también se relacionan los
datos obtenidos por Arango y col. (2004), para los mismos sustratos pero utilizando como

catalizador Lipozyme RM IM.

Se observa que en los dos casos, la composicion en ACG's de los productos
interesterificados es similar, lo cual permite suponer que independientemente de la enzima
que se utilice, la reaccion de transesterificacion ocurre de forma similar, asi estas presenten
diferentes valores de actividad hidrolitica y requieran condiciones de reaccion diferentes

como es el caso de la presencia de agua que se requiere para Lipozyme RM IM.

Las principales variaciones de los TAG's, ocurrieron en aquellos cuya concentracion en la
mezcla inicial es la mds alta, como es el caso de los TAG's provenientes del HTP, PSS y
SSS y del POP y POO provenientes de la OP. EIl PSS, TAG mayoritario en la mezcla
inicial (17,43 %), disminuy0 al final de la reaccién en un 33% y el SSS 60%; mientras que
las concentraciones de POP y el POO disminuyeron en 20,9% y 53,4%. Lo anterior,
generd la formacion de POS y de SOS que presentaron incrementos en su composicion de

416% y 1.073%.



Tabla 12. Composicion en ACG's (% area) de la mezcla inicial, grasa producto y
variacion neta de ACG's de las reacciones de transesterificacion de OP ¢ HTP catalizada
por Lipozyme TL IM y Lipozyme RM IM respectivamente.

Catalizada con Lipozyme TL IM Catalizada con Lipzyme RM IM"

ACG's Mezcla Grasa Variacion Mezcla Grasa Variacion

inicial producto neta inicial producto neta

MAG 0,50 1,84 1,34 0,80 3,90 3,10
DAG 3,80 10,10 6,30 1,04 8,50 7,50
PPP 5,50 8,00 2,50 5,24 5,60 0,36
PSP 12,70 14,10 1,40 13,22 11,60 -1,62
POP 14,83 11,73 -3,1 16,72 10,84 -5,88
PLP 3,80 1,90 -1,90 3,62 1,90 -1,72
PSS 17,43 11,70 -5,73 19,64 11,10 -8,54
POS 2,50 12,90 10,40 3,00 12,70 9,70
POO 13,03 6,10 -7,00 15,80 6,10 -9,70
PLS - 2,20 2,20 1,50 2,42 0,92
PLO 4,30 1,93 -2,37 3,90 1,52 -2,38
SSS 7,90 3,20 -4,70 9,90 3,24 -6,66
SOS 0,30 3,52 3,22 0,40 3,50 3,10
SO0 0,90 2,20 1,30 1,60 2,10 0,50
000 0,60 0,30 -0,30 2,71 0,20 -2,51

a. Datos reportaos por Arango y col. (2004).

3.2.2.3 Reaccion de transesterificacion enzimatica de la OP e HTS. Para esta reaccion al
igual que para la anterior, las mayores variaciones en la composicion de los ACG's.
ocurrieron en los mismos TAG's (Tabla 13). Sin embargo, la concentracion de SSS
(19,82%) en la mezcla inicial de OP e HTS es aproximadamente el doble de la contenida en

la mezcla OP e HTP (7,90%).

La concentracion de PSS disminuy6 5,31%, la de SSS 80,32%, la de POP 47,13% y la de
POO 52,20%, mientras que la formacion de POS y de SOS se increment6 en 339% y la de
SOS en 1.180%. En este caso es de resaltar la formacion de PSP cuya concentracion se
incremento de 1.64% en la mezcla inicial a 9.70%, debido a que se produce a partir de PSS
y SSS, al intercambiar uno o dos acidos estearicos de las posiciones 1 y 3 de éstos, por

acido palmitico proveniente de otros TAG's.



Tabla 13. Composicion en ACG's (% area) de la mezcla inicial, producto de reaccion y

variacion neta de ACG's de la reaccion de transesterificacion de la OP y HTS

ACG's Mezcla inicial Producto Final Variacion neta
MAG 0,43 3.60 3,17
DAG 3,70 8,00 4,30
MPP 0,40 0,50 0,10

PPP 0,44 3,71 3,30
MOP 1,31 1,02 -0,30
MLP 0,20 -- -0,20

PSP 1,64 9,70 8,06
POP 22,81 12,10 -10,71
PLP 5,40 2,40 -3,00

PSS 10,31 9,80 -0,51
POS 3,84 16,81 13,00
POO 19,30 6,22 -13,10
PLS -- 2,84 2,84
PLO 4,80 2,73 -2,10
PLL 0,60 -- -0,60

SSS 19,82 3,90 -15,92
SOS 0,50 6,40 5,90
SO0 1,40 5,50 4,10

000 2,50 1,80 -0,70
SLO -- 1,50 1,50

En la grasa transesterificada se observa la formaciéon de TAG's como son el PLS (2,84%),
SOO (4,10%) y SLO (1,50%). La produccion de monoacilglicéridos y diacilglicéridos fue
de 3,17 y 4,30% respectivamente, que indican la presencia de acidos grasos libres que le

proporcionaron un indice de acidez de 4,3 %.

En la Figura 13, se muestra una grafica de barras que representa la produccion de POS y
SOS para cada una de las reacciones anteriores, incluyendo lo reportado por Arango y col.,
(2004). Se observa, que la mayor proporcion de POS y SOS en los productos finales de
reaccion se obtienen a partir de la mezcla OP e HTS. Por esta razon, se escogio ésta mezcla

como sustrato de analisis para la produccion de equivalentes de la manteca de cacao.



Figura 13. Contenido de TAG's POS y SOS en las grasas producto de las diferentes

reacciones de transesterificacion enzimatica
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3.2.3 Estudio de las condiciones Optimas de la reaccién de transesterificacion.
Seleccionado el sustrato, el HTS, se procedi6 a determinar las condiciones Optimas de la
reaccion de transesterificacion en las cuales se obtiene mayor produccion de los TAG's
POS y SOS en la grasa producto de reaccion. En la Tabla 14, se presentan los puntos del
disefio factorial propuesto por el disefio experimental, donde se muestran las condiciones
experimentales producto de las combinaciones entre las variables y sus niveles. Ademas se
tabulan los resultados obtenidos para la variable respuesta Y experimental (Yex) y la Y
estimada (Ye) definidas como la suma de las concentracion de los TAG's POS y SOS en la

grasa producto de cada reaccion.



Tabla 14. Arreglos y respuestas del disefio experimental.

Puntos Niveles de las variables Valor Valor estimado % IA'
disefo experimental

X3)° Yo
1 3 3 400 16,50 + 0,83 15,73 2,2
2 3 1 400 20,10+ 0,90 20,22 1,9
3 7 4% 300 12,70 £ 0,50 13,80 4,2
4 11 3 400 18,42 + 0,40 17,00 5,4
5 11 1 200 24,23 + 0,60 24,01 6,0
6 7 2 300 23,01 +£0,50 22,80 39
7 7 0,3* 300 22,20 £ 0,40 22,43 5,6
8 11 1 400 25,84+ 0,50 25,20 4.3
9 3 3 200 14,22 £ 0,73 15,50 4.2
10 7 2 300 23,50+ 0,92 22,80 4.4
11 7 2 300 22,20+ 0,71 22,80 4.1
12 3 1 200 19,10 + 0,80 17,06 1,6
13 7 2 132* 20,60 = 1,00 21,40 4,0
14 0,3* 2 300 12,20 +£ 0,84 15,50 1,2
15 14* 2 300 20,93 £ 0,82 22,00 8,1
16 7 2 468* 22,10+ 0,70 22,61
17 11 3 200 19,32 £ 0,22 18,20 5,1

*Puntos adicionales necesarios para la condicién de rotabilidad; a: cantidad de enzima en porcentaje en peso
combinado de sustratos b: relacion oleina de palma/hidrogenado total de soya (p/p) base de calculo 50 g; c:
velocidad de agitacion (rpm); d: suma total de los porcentajes de los triacilglicéridos POS y SOS =+ la
desviacion estandar de dos mediciones; e: valores estimados por la ecuacion polindmica 3. f: indice de acidez
expresado como acido oleico.

Con base en los resultados obtenidos y usando el sistema estadistico STATGRAPHICS se
desarrolld el modelo matematico que describe la mejor relacion entre las variables
independientes y la variable respuesta. Las ecuaciones més comunes son de primer orden,
pero la que se ajustd mejor a los valores experimentales de la Tabla 14, fue un modelo de

segundo orden polinomial que tiene la siguiente forma:

K K k
Y =Bot D AiXi+ D FiiXiZ+ DN BiXiX] (Ecuacién 2)
i=1 =1 i<j=I

donde k indica el nimero de factores y Bo, Bi, Bii y Bij son los coeficientes de regresion
predichos para el intercepto con la ordenada, los términos lineales, cuadraticos y de

interaccion, respectivamente, Xiy Xj son las variables independientes (Floros, 1988).



Los coeficientes de regresion son determinados por regresion multiple por el método de
minimos cuadrados, a partir de los valores experimentales dados anteriormente. Los
valores de estos coeficientes son calculados automaticamente por el software estadistico y

los valores obtenidos se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Coeficientes de regresion del modelo polinomial predicho para las respuestas

experimentales
Término Efectos Coeficiente Valor

Intercepto Bo 22,8030
X4 B 1,92105

Lineal X5 B2 -2,5782
X3 B3 0,3599

Xix X4 Bi1 -1,4433

Cuadratico Xz* X2 Bzz -1,6652
X3+ X3 B33 -0,2828

X+ X5 B2 -0,6787

Interacciones Xy X3 Bis -0,1275
Xox X3 B23 -0,3437

El modelo cuadratico de minimos cuadrados que mejor describi6 el comportamiento de los

triacilglicéridos POS y SOS (Y) fué¢:

Y = 22,8030 + 1,92105 X; - 2,5782 X, + 0,3599 X; - 1,4433X,? - 0,6787 X;X, -0.1275
X X; - 1,6652X,2 - 0,3437 X5X; - 0,2828X 52 (Ecuacién 3)

Al observar las magnitudes y el signo de los coeficientes de regresion es evidente que la
relacion de sustratos (X3) es el efecto dominante, y presenta un fuerte efecto negativo sobre
la variable de respuesta (inversamente proporcional), lo que quiere decir que un aumento
en la relacion de sustratos disminuye la sintesis de los TAG's POS y SOS en la grasa
transesterificada a una razon de 2,5782% por unidad de relacion de sustratos. Luego una

relacion de sustratos adecuada, es aquella donde exista mayor o igual cantidad de HTS que



de OP en la reaccidn, lo cual puede explicarse porque hay mayor concentracion de TAG's
di y trisaturados (PSS y SSS) en la mezcla de reaccion, que son los principales donadores
de acido estedrico, elevando la posibilidad de intercambio de éstos, con los 4cidos grasos
de las posiciones 1 y 3 de los 2-oleoglicéridos provenientes de la OP, formando los TAG's

POS y SOS.

El siguiente efecto en grado de importancia es la concentracion de enzima, que al aumentar
afecta positivamente la variable respuesta, a una velocidad de 1,92% por unidad de enzima,
ya que al haber mayor cantidad de moléculas de ella en el medio de reaccion, aumenta la
probabilidad de interaccion de las moléculas de TAG's con el catalizador. La cantidad de
enzima en el medio de reaccion tiene un limite, debido a que un exceso hara que parte del
catalizador no interactué con las moléculas de sustratos, y a partir de éste no habra

aumentos de importancia en la produccion de los TAG's POS y SOS.

Para el caso de la velocidad de agitacion, aunque presenta una relacion directa con la
variable respuesta, el valor del coeficiente estimado es pequefio, 0,3599, y una variacion en
los niveles escogidos no altera apreciablemente la respuesta. Esto no quiere decir que la
agitacion no sea importante en la reaccion, puesto que es uno de los factores que ayuda a
que haya mayor interaccion entre las moléculas de TAG's y el catalizador. Lo anterior

indica que los niveles escogidos estan en el rango de agitacion 6ptima.

Los términos cuadraticos de la enzima y de la relaciéon de sustratos contribuyen
negativamente en la respuesta, teniendo mayor importancia este Gltimo. Las interacciones

entre las variables no tienen un efecto marcado.

En la Figura 14, se muestran los principales efectos con su influencia negativa o positiva
en la produccion de los TAG's POS y SOS, donde la pendiente de las curvas indica la

intensidad y la rapidez con que afectan la variable respuesta.



Figura 14. Efectos de las variables sobre Y
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Una mejor visualizacion de los efectos estimados sobre la variable respuesta se observa en
el diagrama de Pareto (Figura 15), en donde cada efecto se muestra en orden creciente de
magnitud; la longitud de las barras es proporcional a su correspondiente magnitud del
coeficiente, y aquellas que sobrepasan la linea vertical representan los efectos

significativos en un 95 % de confianza.

Figura 15. Diagrama de Pareto de los efectos lineales, cuadraticos y de interaccion de las

variables de estudio sobre la variable de respuesta.
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Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de las tres variables estudiadas por el
modelo de superficie de respuesta se presentan en la Tabla 16. Se encontrd que el modelo
matematico postulado describe adecuadamente el sistema, con una 93.56 % de correlacion

entre los datos experimentales y los ajustados.

Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) la variable respuesta (X POS y SOS).

Término Efectos DF SS MS F P
1 100,8 100,8 65,06 0,0000
Lineal X 1 181,559 181,559 117,18 0,0000
1 3,53834 3,53834 2,28 0,1438
1 46,9721 46,9721 30,32 0,0000
Cuadratico X+ Xp 1 7,37122 7,37122 4,776  0,0392
1 02601 0,2601 0,17  0,6856
1 62,5217 62,5217 40,35 0,0000
Interaccion X X3 1 1,89063 1,89063 1,22 0,2803
X+ X3 1 1,80357 1,80357 1,16 0,2913
Residual 24 37,1848 37,1848 -- -
Coeficiente de correlacion (R*): 0,9119

DF: grados de libertad. SS: suma de cuadrados. MS: promedio de cuadrados.; F: valor F. P: nivel
de significancia.

Los valores de distribucion F reportados en la Tabla 16, de los puntos porcentuales para un
grado de libertad en el numerador y 24 (efecto residual) en el denominador para un nivel
de significancia del 5% es de: Fo gs,124= 4,30 (Mongomery, 1996). Todos los efectos de las
variables estimadas que estén por encima de este valor tienen un efecto significativo en la

variable de respuesta, siendo el mas importante, el de mas alto valor.

La ultima columna de la Tabla 16 muestra los valores P para cada cociente F. Los efectos
que tengan un valor menor al 5% de significancia (P<0.05) son los que tienen mayor
relevancia en la variabilidad de la respuesta y de menor error, esto quiere decir que los
valores estimados por el software presentan un 95 % de confiabilidad. Teniendo en cuenta
lo anterior, los términos que presentan los mayores efectos son los lineales y cuadraticos
para la cantidad de enzima (X;), y relacion de sustratos (X;) siendo el de mayor

importancia este ultimo, confirmando lo dicho anteriormente.



Las Figuras 16 y 17 muestran las graficas de superficie de respuesta tridimensional y
mapas de contorno del modelo matematico (Ecuacion polindmica 3), en ellas se observan
los efectos de las diferentes variables al moverse en sus respectivos niveles sobre la
variable de respuesta orientando hacia la zona de las condiciones experimentales dptimas
donde se obtiene una mayor formacion de los TAG's POS y SOS. Cada contorno
corresponde a una altura particular de la superficie de respuesta, o sea a los valores
esperados obtenidos por la Ecuacion polindmica 3. La grafica de contorno es util para
estudiar los niveles de las variables que dan como resultado cambios en la forma o en la

altura de la superficie de respuesta (Mongomery, 1996).

Para el caso de la cantidad de enzima y la relacion de sustratos las mejores condiciones se
obtienen cuando la cantidad de enzima (X;) se aproxima al cddigo de nivel 1 y la relacion
de sustratos al codigo del nivel -1, lo que corresponde a una cantidad de enzima alrededor
de un 11 % de peso aditivo de sustratos y una relacion 1:1 (p/p) de sustratos,
respectivamente, tal como se aprecia en el mapa de contorno de la Figura 16B donde la

flecha apunta hacia la region optima.

Como se indic6 anteriormente en el andlisis de varianza, la agitaciéon no produce un efecto
marcado sobre respuesta, como se ve en la grafica de superficie de respuesta de la Figura
17B. El mapa de contorno indica que la region optima se obtiene cuando el codigo del
nivel de la agitacion se encuentra en 1 y para la relacion de sustratos en -1, lo que
corresponde que los valores 0ptimos estan alrededor de 400 rpm y una relacion de sustratos

1:1, respectivamente.

El modelo matematico, presentado en la Ecuacion polindmica 3, predice que la mayor
produccion de los triacilglicéridos de interés se obtiene cuando la reaccion de
transesterificacion enzimatica se realiza con las variables evaluadas en los siguientes
niveles: X;=0,90; X, =-1,10 y X3 = 1,10 que corresponden a 10,50% de enzima, una
relacion de sustratos 1:1 (p/p) y velocidad de agitacion 400 rpm.



Figura 16. A) Superficie de respuesta tridimensional B) mapa de contorno (dimensional)

de las variables X; y X; en la produccion de lo triacilgliceridos POS y SOS.
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Figura 17. A) Superficie de respuesta tridimensional B) mapa de contorno (dimensional)

de las variables X, y X3 en la produccion de lo triacilgliceridos POS y SOS.
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Para la validacion del modelo se realizd un experimento independiente, en las condiciones
predichas como optimas y los valores obtenidos se compararon con los valores estimados,
los cuales obtuvieron sustituyendo los valores 6ptimos de las variables en la Ecuacion 3.

La verificacion de los resultados (Tabla 17) revela que los resultados experimentales y los
estimados son cercanos y reproducibles. Asi el valor estimado para la X (POS +SOS) fue

de 25,30% y el valor experimental 26,32%.

Tabla 17. Valores de la (£ (POS +SOS) estimados y experimentales.

Valor de las variables Fanador Experimental®

independientes

Enzima Rel. PO/HTS® Agitacion % POS +SOS 9, POS+ SOS¢  %AY

® (g/g) (rpm)
5,24 25/25 400 25,20 26,32+ 0.5 4,5
a.  Base de calculo para la mezcla de reaccion 50 g; b. Valor estimado usando el modelo

polinomial; ¢. Promedio = SD de determinaciones de dos experimentos. d. Porcentaje de
indice de acidez.

En la Tabla 18, se relacionan las condiciones Optimas encontradas para la reaccion de
transesterificacion de la OP y HTS con Lipozyme TL IM. No es posible comparar estas
condiciones, con otros trabajos, debido a que no se encontraron en la bibliografia reportes
cientificos, en los cuales se utilice esta mezcla de sustratos, ni esta enzima como

catalizador, para el tipo de reaccion desarrollado en esta investigacion.



Tabla 18. Condiciones 6ptimas para el sistema OP — HTS con Lipozyme TL IM como
catalizador.

Variable OP + HTS

Temperatura (°C) 70
Tiempo de reaccion (h) 5,0

Cantidad de enzima 10,50

(% con respecto al peso combinado de aceites)

Relacion de sustratos (p/p) 111
Velocidad de agitacion (rpm) 400
Cantidad de agua (%p) -

Actividad hidrolitica (UI) 1.186
Produccion de TAG's (% POS + SOS) 26
Porcentaje de acidez (% A) grasa producto 4,5

De otra parte, el indice de acidez (%IA) de las grasas producto de la transesterificacion
enzimdtica para cada una de los experimentos del disefio experimental, se observd que
estos oscilaron entre 1,2% y 8.1%, valores que fueron obtenidos en los experimentos 14 y
15, que corresponden a aquellos en los cuales se emplearon la menor y la mayor
concentracion de enzima (0,3% y 14%), lo que indica que la acidez y la concentracion de
enzima son directamente proporcionales (Tabla 14), situacion que debe considerarse con
especial atencion si se tiene en cuenta que a altas concentraciones de enzima, también es
donde se alcanza la mayor formacion e SOS y POS. A nivel industrial es deseable tener
una alta concentraciéon de POS y SOS pero con una baja acidez; razon por la cual es
necesario hacer un balance entre estos dos parametros. Sin embargo, lo deseado
industrialmente es que la acidez de las grasas sea baja, y como se observa en la Tabla 14,
los experimentos en los cuales se emplean concentraciones altas de enzima son las que
tienen mayor rendimiento en la produccion de los TAG's POS y SOS en las grasas
producto. Por lo tanto es necesario establecer un equilibrio entre estos dos parametros. En
este caso, en las condiciones de reaccion seleccionadas el IA fue de 4,5%, valor moderado

para trabajar en condiciones industriales.

3.2.4 Evaluacion de la variacion de los principales TAG's en el tiempo de reaccién.

Determinadas las condiciones Optimas de la reaccion de transesterificacion enzimatica entre



la OP e HTS con Lipozyme TL IM, se realiz6 un seguimiento del comportamiento de la
concentracion de los principales TAG's con respecto al tiempo. Las Figuras 18A y 18B
muestran que los principales cambios ocurrieron en los TAG's POO, POP, SSS y PSS, que
son los de mayor concentracion en la mezcla inicial de reacciéon presentando la mas alta
probabilidad de interaccion entre sus moléculas. Estos TAG's disminuyen a medida que
trascurre el tiempo, principalmente durante la primera hora de reaccion, para luego
mantenerse constante debido probablemente a que la enzima tiene su mayor actividad

catalitica en este intervalo de tiempo.

Simultaneamente los principales TAG's que se formaron fueron el POS, SOS, SOO y PPS
aumentando su concentracion en el tiempo. Estos presentan una alta velocidad de
formacion y un maximo de produccion en la primera hora de reaccion, tiempo en el cual se
alcanza el equilibrio. A partir de este momento la concentracion de estos TAG's se
mantiene constante en el tiempo, razén por la cual se puede establecer que una hora de
reaccion es suficiente para alcanzar los mayores valores de POS y SOS. En la Tabla 19, se
registran las variaciones netas de los principales TAG's de la reaccion de transesterificacion
de la OP e HTS, sus velocidades de formacion y desaparicion en una hora de reaccion,

tiempo en el cual se alcanza el equilibrio.

Tabla 19. Variaciones de las concentraciones de los principales triglicéridos de la
reaccion, produccion neta, velocidades de formacion y desaparicion en la primera hora de
reaccion.

Tiempo Tiempo Diferencia Velocidad
1h neta (%) (%TAG/h)
POP? 19,22 8,15 -11,07 11,07
POO? 15,07 5,56 9,51 9,51
SSs® 28,44 8,80 -19,64 -19,64
PSS? 19,40 17,47 -1,93 -1,93
PPS” 3,58 11,61 8,03 8,03
POS® 2,96 17,56 14,60 14,60
SOSP 0,00 10,23 10,23 10,23
S00" 1,05 6,45 5,40 5,40

a. TAG's que disminuyen su concentracion en el tiempo. b. TAG's que aumentan su concentracion en el
tiempo.



Figura 18. Variacion de la concentracion de los TAG's en el tiempo de reaccion de
transesterificacion A) insaturados y B) Saturados.
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La produccion de los TAG's POS y SOS proviene del intercambio de los dcidos grasos de
las posiciones 1 y 3 de la molécula de glicerol, entre los triacilglicéridos POP, POO

provenientes de la OP, y PSS, SSS provenientes del HTS.

Las siguientes ecuaciones registran las posibles interacciones de estos TAG's e intercambio
de sus acidos grasos como también la probabilidad de formacion de los productos, teniendo

en cuenta la especificidad de la enzima.

Ecuacion
SSS + POP &€ 4POS + 2SOS + 4PSS + 2PSP + ----- 4)
SSS + POO+ ™ 4POS +4S0OS +2PSS -~ +2S0O0 (5)
PSS + POP &> 4POS + --—- + 2PSS+ 4PSP+ - +2POP (6)
PSS + POOg® 6POS + SOS + PSS+ PSP+ SOO + POP + POO (7)
PSS+SSS&®> - 4+ —— +6PSS+ - + om0 e + 6SSS (8)

Las ecuaciones 4-8 sefialan que la probabilidad de formacion del POS es mayor que la de
SOS, coincidiendo con los resultado reportado en la Tabla 19, donde la produccién de POS
fue de un 4,37% superior al del SOS, ya que para formar el POS, la enzima necesita
incorporar un molécula de 4cido estedrico en una de las dos pociones de los TAG's POP y
POO; mientras que para el SOS necesita que se incorpore un acido estearico y luego el
otro. Esto indica que la enzima no hidroliza las posiciones 1 y 3 al mismo tiempo, pues si

fuera asi se formaria mayor cantidad de SOS.

El POS sufre una leve disminucion al servir como base para la produccién de SOS, como lo

muestran las ecuaciones 9 y 10.

Ecuacion
SSS +POS € 2POS +4SOS +4PSS+ - 4+ o+ +2SSS 9)
PSS +POS € 4POS + SOS +4PSS+ PSP+ ---- +POP + SSS (10)

Se esperaria que el PSS disminuyera su concentracion como lo hace el SSS, pero su
concentracion que en la mezcla inicial es de 19,40% disminuye tan solo 1,93% en la

primera hora de reaccion. Esto es debido probablemente a que este triacilglicérido



desaparece al aportar el 4cido estedrico y al mismo tiempo se forma como subproducto de

la transesterificacion del SSS.

En las ecuaciones anteriores se observa que el PSP es un subproducto tanto de PSS como

del SSS, aumentando su concentracion en el tiempo.

El indice de acidez también varia con el tiempo de reaccion. En la Figura 19, se observa el
comportamiento de este parametro. Su aumento es debido a que la reaccién de
transesterificacion no es completa, lo que significa que en el medio de reaccion se
encontraran acidos grasos libres que elevan la acidez. La mayor variacion del indice de
acidez ocurre en los primeros 30 minutos, donde alcanza valores de 4,87%, para luego
disminuir, lo que indica que la enzima tiene su mayor actividad hidrolitica en este lapso de

tiempo.

Figura 19. Variacion de la acidez con respecto al tiempo de reaccion
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3.2.5 Fraccionamiento y caracterizacion de la grasa producto de reaccion. El producto
de la reaccion de transesterificacion enzimatica de la OP e HTS con Lipozyme TL IM
previamente neutralizado, fue sometido a un proceso de fraccionamiento y sus fracciones
caracterizadas en cuanto a contenido de acidos grasos y triacilglicéridos. En las Tabla 20A

y 20B se relacionan los resultados obtenidos.

Fraccion uno o estearina (F1): es la grasa con mayor rendimiento representando el
40,13% del total de la grasa transesterificada. Es obtenida por el fraccionamiento de esta
con hexano a 4°C. Esta fraccion presenta el rango de fusion mas elevado, debido a que en
ella predominan los TAG's SSS (16,26%), PSS (35,21%), PPP (6,40%), PPS (25,07%) que
representan el 82,94% del total de la fraccion. Las concentraciones de acido estedrico y
acido palmitico son las mas altas con un 57,3% y 32,11% respectivamente, comparadas con
las otras dos fracciones. El comportamiento de fusion de estas grasa indica que a 40 °C el
contenido de grasa solida es de aproximadamente del 90% (Figura 20), por lo cual, se

puede utilizar como grasa base para la fabricacion de margarinas y ‘“‘shortening”.

Fraccion dos 6 fraccion media (F2): es la fraccion que presentd el menor rendimiento
con un 24,27%. Tiene un punto de fusion intermedio y es solida a temperatura ambiente.
La composicion en acidos grasos es similar a la MC con una concentracion de 21,31% para

palmitico, 38% para estearico y 30,95% para el oleico, siendo el 4cido estearico superior en

un 8 %.

Esta constituida principalmente por los TAG's POP (9,20%), POS (27,13%), y SOS
(20,70%), que representan el 57,03 % del total de los TAG's. La concentracion de POP y
de POS es 10,44% y 10,63% menor que la MC respectivamente, mientras que la
concentracion de SOS en la F2 es 0,6% superior. Sin embargo, su composicion en TAG's

es la mas similar a la de la MC.



Tabla 20. A) Composicion en acidos grasos (%) B) composicion en acilglicéridos (%) del

producto de reaccion, sus fracciones y la manteca de cacao.

A)

Acido graso oP MC MI PR F1 F2 F3
Laurico - 0,39 0,26 0,15 0,29 2,16
Miristico 1,1 - 0,58 0,53 0,52 0,52 0,56
Palmitico 38,0 27,7 2521 2577 32,11 2131 20,73
Estearico 4,7 32,0 43,87 43,62 57,3 38,00 29,46
Oleico 44.9 37,0 24,12 2325 586 3095 36,19
Linoleico 10,8 0,4 5,05 5,74 1,2 7,02 9,03
Araquidénico -- 0,9 0,47 0,50 0,62 0,45 0,35

OP: oleina de palma; MI: mezcla Inicial; PR: producto de reaccion; F1: fraccion unol;
F2: fraccion media; F3: fraccion 3.

B)

ACG OoP MC MI PR F1 F2 F3
MAG 0,5 3,80 0,90 12.56 -- 0,16 0.43
DAG 5,88 5,23 0,47 -- 3,03 1,76 5,28
DES -- -- -- 0,57 0,60 0,68 0,48
PPP 0,5 0,23 0,69 3,46 6,40 2,02 0,71
MOP -- -- 1,06 0,58 0,00 0,82 1,24
PSP -- -- 3,58 11,87 25,07 4,10 0,77
POP 34,84 19,83 19,22 6,42 1,41 9,20 12,53
PLP -- 3,01 1,18 0,23 1,76 2,68
PSS -- 0,23 19,40 14,87 35,21 3,80 0,00
POS 5,29 37,57 2,96 16,29 4,87 27,13 26,83
POO 29,33 2,88 15,07 3,86 0,39 5,52 9,08
PLS -- -- -- 3,19 0,70 4,94 6,02
PLO -- -- 2,72 1,42 0,00 2,10 3,77
SSS == -- 28,44 6,04 16,26 1,44 0,00
SOS -- 20,10 -- 10,33 4,12 20,70 13,30
SO0 1,91 2,69 1,05 4,87 0,53 7,45 11,48
000 2,70 0,85 0,39 1,34 0,47 3,14 2,66
DES -- -- -- 1,13 0,46 3,30 1,62
DES -- -- -- -- -- -- 4,40
% R 100 40.13 24.27 32.71

OP: oleina de palma ; MC: manteca de Cacao MI: mezcla inicial (OP/HTS); PR: producto de reaccion;
F1: fraccion uno (estearina); F2: Fraccion dos (media); F3:
rendimiento (%p/p).

Fraccion tres (oleina); % R: porcentaje de



Estas diferencias entre la fraccion 2 y la manteca de cacao se reflejan en las curvas de
solidos (Figura 20), en donde se aprecia que el contenido de so6lidos en el rango de
temperaturas de 0 °C a 30 °C es mas bajo que en la manteca de cacao, sin embargo,
presenta la misma pendiente, lo que la hace una grasa mas blanda; mientras que en el rango
de temperatura de 30 a 40 °C su comportamiento de fusién es igual al de la MC,
permitiendo que funda en la boca humana de la misma forma. Esta fraccion presenta un

rango plastico de 9,5 °C.

Fraccion tres (F3): el rendimiento de esta fraccion fue de 32,71%. Es la fraccion de
menor punto de fusidn, es liquida a temperatura ambiente. Al igual que en la fraccion
anterior presenta como principales TAG's POP (12,53%), POS (26,83%) y SOS (13,30%).
La presencia de estos TAG's en esta fraccion, refleja que el proceso de filtracion a nivel de
laboratorio no fue muy eficiente. Esta situacion se puede mejorar al escalar el proceso a
nivel industrial, donde el proceso de cristalizaciéon y fraccionamiento en seco es mas

efectivo (Perea y col., 2004).

El rango plastico de esta fraccion es de 9,5 °C, y por su bajo contenido de grasa so6lida
entre 30° y 40 °C (Figura 20), esta grasa se puede utilizar en la fabricacion de margarinas y

“shortening”.



Figura 20. Perfiles de contenido de grasa solida de F1, F2, F3 y de la MC.

100

90

80 -

70

60

50 4

40 1

30 -

20

Contenido de grasa solida (%)

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatura (°C)
—=—F1 F3 F2 —e—MC |

En la Figura 21, se observa una grafica de barras que representa el porcentaje de area de
los TAG's POP, POS y SOS de la MI, PR, F1, F2, F3 y de la MC, donde se observa que la
F2 y F3 son las grasas que mas acercan a la composicion de TAG's de la MC. Como se
menciond anteriormente un mejoramiento del proceso de fraccionamiento, permitird

aumentar el contenido de POP, POS y SOS de la fraccion dos y por tanto su rendimiento.



Figura 21. Composicion (% area) de los triacilglicéridos POS y SOS en la mezcla inicial,

producto y fracciones de la reaccion de transesterificacion y la manteca de cacao.
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En la Figura 22, se comparan las curvas de solidos de la manteca de cacao, de la fraccion 2
(F2) y la del producto comercial AKOEXT producido por la empresa Karlshamns por
mezclas fisicas y considerado un equivalente blando de la manteca de cacao comercial. La
fraccion 2 aunque presenta un menor contenido de grasa sélida tiene la particularidad de
fundir como la manteca de cacao en el rango de temperatura de 30 y 40 °C. Sin embargo en
el rango entre 15-25 °C presenta un contenido de solidos menor en los dos casos, por lo
cual es necesario enriquecerla en TAG's de mayor punto de fusion (POP), para aumentar el

contenido de sdlidos y de ésta forma obtener el equivalente.



Figura 22. Comportamiento de fusion de un equivalente comercial, la fraccion dos y la

manteca de cacao.
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3.2.6 Estabilidad operacional de la enzima. El estudio de la estabilidad operacional de la
enzima Lipozyme Tl IM es importante desde el punto de vista comercial, influye
directamente en los costos de produccion. Por esta razon, se realizaron ocho reacciones de
transesterificacion enzimatica de la OP e HTS por lotes, en las condiciones seleccionadas
como Optimas, recuperandose la enzima y renovando cada cinco horas (5h) con sustrato

fresco.

En la Figura 23, se muestra la variacion del contenido de los principales TAG's POS y

SOS en cada experimento. Los cambios mas bruscos se observan entre el primer y el



segundo uso, en el cual la disminucion de estos triaiclglcieridos fué¢ de 7,7% y 18,5%
respectivamente. A partir del tercer uso la concentracidon permanece practicamente

constante.

Figura 23. Estabilidad operacional de la enzima Lipozyme TL IM a 70 °C.
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En cuanto al indice de acidez, se observéd que este también disminuye con el tiempo de uso
de la enzima (Figura 24) de 4,80% en el primer lote, hasta 1,81% en el octavo lote. La
disminucion de la acidez y de la produccion de TAG's es indicio de la disminucion de su
actividad hidrolitica, debido posiblemente a que el agua que contiene la enzima disminuye

con la adicién del sustrato nuevo.



Figura 24. Variacion del Indice de acidez con el uso de la enzima
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La enzima sin embargo presenta alta estabilidad considerando las condiciones de reaccion
de temperatura 70 °C, velocidad de agitacion 400 rpm y tiempo de reaccion Sh. Esta
caracteristica de estabilidad operacional y disminucion de la acidez en cada reutilizacion,
sumado al tiempo real de una hora de reaccion para alcanzar niveles de POS y SOS
adecuados, se pueden aprovechar para efectuar la reaccion de transesterificacion enzimatica
en procesos continuos, en donde la enzima se encuentre en forma empacada y el sustrato

este recirculado durante el tiempo de reaccion a una velocidad determinada.

Los proveedores de la enzima sugieren un pretratamiento a la misma que consiste en
realizar un primer lote durante 30 minutos que se descarta antes de iniciar los procesos
definitivos con el fin de disminuir el indice de acidez en la grasa producto de los siguientes

lotes.

Finalmente, los resultados obtenidos de la ejecucion de este trabajo permitieron establecer
que la ruta de transesterificacion para obtener equivalentes de la manteca de cacao a partir

de oleina de palma e hidrogenado total de soya en las condiciones seleccionadas y en



presencia de Lipozyme TL IM, puede ser mas efectiva que la ruta seguida por Arango y
col., (2004) quienes utilizaron oleina de palma e hidrogenado total de palma pero con
Lipozyme RM IM como catalizador, debido a que el HTS es mejor fuente de acido
estedrico, la reaccion se realiza en ausencia de agua y la Lipozyme TL IM resulté ser mas

estable y generar menores valores de IA cuando la enzima es reutilizada.

Adicionalmente, la Lipozyme TL IM atn cuando se utiliza en una concentracion 5 veces
superior, tiene en el mercado un costo 6 veces menor al de la Lipozyme RM IM. En
cualquier caso, se requiere continuar los estudios con la Lipozyme TL IM, a escala de
planta piloto, para optimizar los procesos de fraccionamiento que podran llevar a la

obtencion de una grasa mas dura con caracteristicas similares a la manteca de cacao.



4. CONCLUSIONES

Para la reaccion de transesterificacion se selecciond el hidrogenado total de soya
como fuente de acido estedrico por permitir la mayor produccion de POS y de SOS

en los productos transesterificados.

Las condiciones Optimas seleccionadas para realizar la reaccion de
transesterificacion enzimatica de la OP e HTS, aplicando la metodologia de
superficie de respuesta fueron: cantidad de enzima, 10.50 % de peso combinado de
sustratos; relacion OP/HTS 1:1 (p/p), velocidad de agitacion 400 rpm, a temperatura
de 70 °C en un tiempo de reaccion de 5 horas. En estas condiciones se obtuvo una
grasa con una concentracion aproximada de los TAG's POS y SOS de 16,30 y

10,23 % respectivamente y un indice de acidez de 4.5%.

El monitoreo de la variacion de las concentracion de los triacilgliceridos que
desaparecen y los que se forman con el transcurso de la reaccién, permitio
establecer que una hora de reaccion es suficiente para formar la mayor
concentracion de los TAG's POS y SOS. Lo anterior, es de vital importancia para

llevar a cabo la reaccidén en procesos continuos.

El fraccionamiento con solvente de la grasa transesterificada gener6 tres fracciones
(F1, F2 y F3) con propiedades fisicas y quimicas diferentes a los sustratos de partida
(oleina de palma e hidrogenado total de soya) y a la grasa transesterificada. De
éstas, la fraccion 2 (F2) con un rendimiento del 24,27 %, presenté una composicion
de los TAG's POS y SOS cercana a la de la manteca de cacao, pero una
composicion en POP baja, lo que hace que sea blanda en el rango de 0 a 30 °C, alin
cuando funde igual a la manteca de cacao en el rango de 30 a 40 °C.

La fraccion tres es una grasa liquida a temperatura ambiente y presento una
composicion considerable de los triacilgliceridos POS y SOS indicando que el

proceso de filtracion a escala de laboratorio no fue eficiente.



e Los resultados de la estabilidad operacional indicaron que la enzima no presenta
pérdida significativa de su actividad, durante ocho usos, por lo cual se puede

considerar que es estable.

e La Lipozyme TL IM es una enzima con alto potencial en la obtencion de

equivalente de la manteca de cacao por su estabilidad y costo.



5. RECOMENDACIONES

Escalar el proceso de transesterificacion a escala de planta piloto y optimizar las
etapas de cristalizacion y fraccionamiento en seco para enriquecer la fraccion 2 en

los TGA's POP, POS y SOS.

Profundizar en el estudio cinético de la reaccidon para poder escalar el proceso de un
sistema en discontinuo a un sistema en continuo, utilizando como Lipasa la

Lipozyme TL IM.

Evaluar la fraccion media del aceite de palma como materia prima para las
reacciones de transesterificacion pero utilizando como enzima la Lipozyme TL

IM.



Anexos



Anexo 1. Perfil cromatograficos

triacilglicéridos.
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Figura 25. Perfil cromatografico de metil esteres de acidos grasos componentes de patron

Cat. N°. 18918-1 AMP.
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Figura 26. Perfil cromatografico de una mezcla patrén de triacilgliceridos.




Anexo 2. Perfil cromatografico de la composicion en ACG's de la OP, HTP, HTS y la
MC.
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Figura 27. Perfil cromatografico de acilglicéridos de la oleina de palma

En este cromatograma se observa que el POP, el POO son los principales triacilgliceridos

de la oleina de palma, que corresponde a los picos 4y 7.
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Figura 28. Perfil cromatografico de acilglicéridos de la manteca de cacao.

En la Figura 28, se muestra el perfil cromatografico de los ACG's de la manteca de cacao,
donde se observa que el POP, POS y SOS son sus principales triacilgliceridos que

corresponden a los picos 2, 5 y 8 respectivamente.
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En la Figura 12, se observa que el HTS esta compuesto principalmente por los

triacilgliceridos PSP, PSS y SSS, que corresponden a los picos 2,3 y 4 repectivamente. La

10

mayor proporcion es para el SSS.
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Figura 30. Perfil cromatografico de acilglicéridos del hidrogenado total de palma (HTP).

El HTP, esta compuesto principalmente por PPP, PSP, PSS y SSS, como se observa en la
Figura 30.



A3. Perfil cromatografico de la grasa producto de la transesterificacion enzimatica
de la OP e HTS con Lipozyme TL IM en las condiciones optimas
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Figura 31. Perfil cromatografico de ACG's de la grasa producto de la reaccion de

transesterificacion entre la OP e HTS con Lipozyme TL IM, llevada a cabo en las
condiciones 6ptimas.

En este cromatograma se observa el incremento de los picos 6 y 10 que corresponden al

POS y SOS respectivamente.
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