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RESUMEN

TiTULO
SINTESIS DE ESTERES ALQUILICOS MEDIANTE ALCOHOLISIS DEL ACEITE DE
PALMISTE UTILIZANDO COMO CATALIZADOR LIPASA DE Mucor miehei”

AUTORES
Castellanos Molina, Fabian Enrique. Gonzalez Santos, Rosa Alexandra.”™

PALABRAS CLAVES
Alcoholisis, Aceite de Palmiste, Esteres alquilicos, Proceso enzimatico, Lipasa inmovilizada,
Disefio experimental.

DESCRIPCION

La alcohdlisis es un proceso utilizado en la modificacion de aceites vegetales para obtener
ésteres alquilicos de acidos grasos, utilizados directamente o como materia prima para la
fabricacion de aditivos alimenticios, surfactantes, emulsificantes, sustitutos de grasas,
productos cosméticos, agentes aromatizantes y biocombustibles.

En este trabajo se llevo a cabo la reaccion de alcohdlisis mediante un proceso enzimatico
empleando como catalizador lipasa inmobilizada de Mucor miehei y como sustratos aceite de
palmiste y un alcohol de bajo peso molecular con el fin de dar un mayor valor agregado al
aceite de palma africana.

En la primera fase del trabajo se evaluo la solubilidad de diferentes alcoholes en el aceite,
seguido de un screening con los alcoholes propuestos. Se selecciond el etanol para
determinar los parametros dptimos de reaccion.

En la segunda fase se realizo6 el proceso de optimizaciéon empleando un disefio experimental
para obtener los valores optimos de las variables estudiadas. La variable respuesta fue el
porcentaje de ésteres etilicos.

Optimizadas las variables, se llevd la alcohdlisis a escala preparativa realizdndose un
seguimiento de la reaccion y el analisis de la estabilidad operativa al reutilizar la enzima bajo
factores tales como adicion de agua y de un agente protector como silica gel en el medio de
reaccion. El porcentaje de ésteres no super6 el 67% en reusos sucesivos de Lipozyme IM
para lo cual se decidié de manera exploratoria emplear la lipasa inmobilizada Lipozyme TL
con y sin la adicion de silica gel.

El aporte mas importante fue establecer que la reaccion de alcohoélisis por un proceso
enzimatico se puede ser llevada a cabo en un medio libre de solvente y sin adicion de agua
exogena tanto a escala laboratorio como preparativa, obteniéndose la estabilidad operacional
de la enzima en los reusos al utilizar Lipozyme TL con adicién de silica gel.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Janeth Aidé Perea V
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ABSTRACT

TITLE
SYNTHESIS OF ALKYL ESTERS BY ALCOHOLYSIS OF PALM KERNEL USING
CATALYTIC LIKE LIPASE FROM MUCOR MIEHEI"

AUTHORS
Castellanos Molina, Fabian Enrique. Gonzalez Santos, Rosa Alexandra.™

KEY WORDS
Alcoholysis, palm kernel, fatty acid alkyl esters, enzymatic process, immobilized lipase,
experimental Design.

DESCRIPTION

The alcoholysis is a process used in the vegetal oil modification to obtain alkyl esters of
greasy acids, used even directly or as like raw material for the manufacture of nutritional
additives, surfactants, emulsificants, cosmetic products, perfuming agents and
biocombustibles.

In this work the reaction of alcoholysis by means of an enzimatic process was carried out
using immobilized lipase from Mucor miehei as catalyst and oil of palmiste as substrates and
an alcohol of low molecular weight with the purpose of giving a greater added value to the oil
of African palm.

In first stage of the work it was evaluated the solubility of different types of alcohol in the oil,
followed of screening with the proposed alcohols. It was selected the ethanol to determine the
optimal parameters of reaction.

In the second phase It was carried out the optimization of the process by using an
experimental design to obtain the optimal values of the studied variables. The variable
answer was the percentage of etilyc esters.

Once the variables where optimized, the alcoholysis took place on preparatory scale being
made a pursuit of the reaction and the analisys of the operative stability when the enzyme
where reused under factors such as the addition of water and a protective agent as gel silice in
reaction means.

The percentage of esters did not surpass 67% in successive reused of Lipozyme IM for which
it was decided in a exploratory way the use of the immobilized lipase such as Lipozyme TL
with and without the addition of silicifies gel.

The most important contribution of this work was to establish that the reaction of alcoholysis
by an enzimatic process can be carried out in a free solvent media and without the addition of
exogenous water either on lab scale or preparatory scale, obtaining the operational stability of
the enzyme in the reused when Lipozyme TL where used with addition of silicifies gel.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Janeth Aidé Perea V
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INTRODUCCION

En Colombia una gran porcion de tierra se encuentra dedicada al cultivo de la palma africana
(aprox. 169000 hectareas) y asi mismo a la produccion de aceites de palma y palmiste. La
produccion de aceite de palmiste crudo en el 2001 fue de 49781 toneladas, con una tasa de
crecimiento anual del 9,6%, (desde 1997 hasta el 2001) y una oferta disponible para el
consumo interno de 24381 toneladas [26]. Debido a la gran oferta, es provechoso encontrar
nuevos métodos para el desarrollo de productos a partir del aceite de palmiste que sean una
alternativa para aquellos ya existentes en el mercado, bien sea por sus propiedades

fisicoquimicas o por sus métodos novedosos de elaboracion.

El aceite de palmiste no ha sido explotado por completo y actualmente presenta usos
limitados en la preparacion de jabones y algunos productos de confiteria. Este aceite por su
composicion particular en acidos grasos puede aprovecharse en la fabricacion de ésteres
grasos y otros oleoquimicos que se emplean como materia prima de diversos productos,
haciendo uso de tecnologias limpias basadas en los planteamientos del desarrollo sostenible y

la quimica verde [14, 65, 84].

Las enzimas como catalizadores juegan un papel importante en el desarrollo de las
transformaciones limpias. Los métodos para produccion de ésteres grasos se conocen y se
han estudiado desde hace varios afios y comunmente emplean catalizadores quimicos
contaminantes, siendo posible reemplazarlos por algunos mas favorables como son las
enzimas. En especial, las lipasas son catalizadores sumamente amigables, faciles de

manipular y recuperables para su reutilizacion o desecho.

Las enzimas en los ultimos afios han adquirido nuevas aplicaciones en el area oleoquimica
debido a su gran actividad catalitica, inocuidad y buen desempeiio en reemplazo de las bases
orgénicas. Sin embargo, es necesario mejorar las condiciones involucradas en los procesos
enzimaticos haciéndolos mas eficientes y productivos, empleando herramientas como el

disefio experimental y el analisis estadistico.



Se ha reconocido después de varios afios que el papel de las ciencias naturales es central para
el desarrollo de tales procesos mejorados y para la solucion de problemas que conciernen al
medio ambiente. A través de la utilizacion de la quimica y ciencias moleculares, hay una
creciente apreciacion del area emergente de la quimica verde, necesaria en el mantenimiento

del desarrollo sostenible.

La quimica verde se ha definido como “la invencién, disefio y aplicacion de productos
quimicos y procesos para reducir o eliminar el uso y generacion de sustancias nocivas” [88].
Recientemente se ha propuesto una estrategia basica para implementar las relaciones entre
industria y academia, fundada en la investigacion a través de la quimica verde. La I[UPAC ha

jugado un rol central en el avance y la promocion de esta area de la quimica.

La aplicacion de la quimica verde se enfoca en el uso de materias primas renovables, uso de
reactivos inocuos, empleo de procesos naturales (biosintesis, biocatalisis), disefio de quimicos
mas seguros, desarrollo de condiciones que incrementen la selectividad del producto y
disminuciéon del consumo energético, en términos de entradas mecanicas, térmicas y

eléctricas [88].

Los procesos enzimaticos aplicados en el area de la oleoquimica, siguen de cerca las pautas
de la quimica verde. En el presente trabajo se ha usado un aceite vegetal como fuente
renovable para producir derivados naturales a través de un proceso amigable con la salud

humana y el ambiente, empleando la ciencia quimica de manera responsable.

Este trabajo de investigacion fue financiado por COLCIENCIAS, se desarrollo en el Centro
de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de alimentos (CICTA) y conto6 con la colaboracion
de la empresa C.I. Santandereana de Aceites (C.I SACEITES S.A) quien doné las muestras

de aceite de palmiste y suministro parte de la bibliografia.

El estudio realizado en este trabajo fue presentado en el Seminario Internacional de Quimica
verde organizado en Francia el 19 de mayo del 2003 y en el Seminario Internacional de

Grasas y Aceites celebrado en la ciudad de Quito (Ecuador) en Noviembre del 2003.



El presente documento se distribuye de la siguiente manera:
Capitulo 1. Fundamento Teodrico: Se describen los aspectos mas importantes del aceite de
palmiste, las lipasas y los procesos de alcohdlisis en la modificacion de aceites, ademas se

incluyen los avances recientes a nivel mundial.

Capitulo 2. Metodologia: Se describen los pasos seguidos en el desarrollo experimental y los

métodos empleados en el analisis quimico.

Capitulo 3. Analisis de Resultados: Se exhiben los resultados obtenidos y se realiza un

analisis de ellos de manera breve y clara.

Capitulo 4. Conclusiones

Capitulo 5. Recomendaciones



1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS ACEITES VEGETALES

Las grasas y aceites de origen vegetal y animal son reconocidos como nutrientes esenciales
en la alimentacion humana. Se consideran también materia prima para gran variedad de
productos quimicos empleados en areas no alimenticias (oleoquimicos). Los aceites vegetales
comprenden un amplio mercado mundial y se destacan por su mayor produccion y consumo

el aceite de palma, soya, girasol y colza entre otros [105].

Las grasas estan presentes en cantidades variables en los alimentos, son insolubles en agua y
solubles en la mayoria de solventes organicos. A temperatura ambiente su consistencia varia
de liquido a soélido: cuando aparecen s6lidos comunmente se les denomina grasas y cuando
son liquidos aceites. Todas las grasas y aceites comercialmente importantes son de origen
animal o vegetal y estdn compuestos por una clase simple de lipidos llamados triacilgliceroles
(TAG's). En términos quimicos un triacilglicerol consiste en una molécula de glicerol

esterificada con tres moléculas de acidos grasos (Figura 1) [105].

Figura 1. Estructura quimica de un triacilglicerol
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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 monoacilgliceroles (MAG's),

diacilgliceroles (DAG's), acidos grasos libres (FFA's), fosfatidos, carotenoides y vitaminas.



Los mono y diacilgliceroles son ésteres de uno o dos acidos grasos y glicerol. Son
importantes agentes emulsificantes y se emplean frecuentemente en los alimentos. Los acidos
grasos libres son acidos no esterificados presentes en el aceite. Algunos aceites no refinados
presentan un alto contenido en acidos grasos libres, los cuales generalmente se eliminan en

un proceso de refinado [105].

1.2 ACEITE DE PALMISTE

1.2.1 Origeny descripcion. La Elaeis es un género de las plantas palmaceas de la cual se
reconocen dos especies diferentes: la E. guineensis (origen africano) y la E. oleifera (origen
americano). Desde el punto de vista comercial la E. guineensis es la mas importante y se
conoce comunmente como “Palma africana” (Figura 2). La palma es una planta heliéfila que
no tolera ambientes muy boscosos, por el contrario crece en zonas deforestadas o perturbadas
y en grandes plantaciones generalmente cerca a la poblaciéon humana. Actualmente puede
considerarse una de las especies tropicales de mayor importancia y constituye el cultivo de

mayor crecimiento en las regiones tropicales [25].

Su origen ha sido muy discutido, desde 1933 se planteo la teoria de que la E. guineensis era
originaria del norte de Sudamérica y se sugirio que el origen de la especie se encontraba en el
nuevo mundo. Sin embargo, estos planteamientos no fueron aceptados seriamente debido al
poco sustento por evidencias etnobotanicas, historicas y lingiiisticas. El principio

actualmente aceptado es que la E. guineensis tiene su origen en el Africa [25].

Generalmente se presentan 4 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)

[55, 68].



Figura 2. Palma africana de aceite (Elaeis guineensis)

1.2.2 Productos obtenidos y composicion. Del fruto de la palma es posible la extraccion
de dos aceites diferentes: del mesocarpio o pulpa, el aceite de palma (PO) y de la semilla el
aceite de palmiste (PKO) (Figura 3). Las caracteristicas del aceite obtenido del mesocarpio
varian segin los métodos empleados en su extraccion y el tiempo transcurrido entre la
cosecha de los frutos y la extraccién. La caracteristica principal del aceite de palma es la
presencia en su parte insaponificable de un elevado contenido de carotenoides (B-caroteno
60-70%, a-caroteno de 30-40% y y-caroteno en trazas), en el mesocarpio el contenido de
carotenos puede ser hasta del 1 por 1000. FEl aceite de palma posee caracteristicas
organolépticas particulares como su color rojo anaranjado, aspecto granular y fuerte olor

floral [55].



Figura 3. Fruto de la palma africana

Semilla

Mesocarpio o pulpa

La semilla o palmiste representa aproximadamente entre el 5 y el 12 % del peso del racimo
del fruto de la palma y esta disponible a una tasa de 10-13 % con respecto al peso del aceite
de la pulpa, por consiguiente constituye un subproducto importante del proceso de extraccion
del aceite de palma. Sobre base himeda el palmiste contiene entre 47-50% de aceite, cuyas
propiedades y caracteristicas difieren considerablemente a las del aceite de la pulpa. La
composicion del PKO y por tanto sus propiedades se asemejan a las del aceite de coco
(CNO), pero pueden variar levemente dependiendo del fruto y su region de origen. En la

Tabla 1, se muestra la composicion tipica de los aceites de palma, palmiste y coco [68, 86]

El PKO no posee aplicaciones tan amplias en productos alimenticios como el aceite de
palma, sin embargo presenta acidos grasos de cadena intermedia (Cg-Cy4) haciéndolo
especialmente atractivo en la fabricacion de detergentes y emulsificantes. El PKO hace parte
de los aceites lauricos junto con el aceite de coco y de babassu. El 70% de sus acidos grasos
poseen cadenas de carbono desde Cs a Cy4, y en total hasta el 50 % es acido latrico (Cy,). El
PKO esta constituido por 87 triacilgliceroles diferentes catalogados en 13 grupos segin su
numero de carbono, del Csy al Css, los cuales conforman el 99.9% de TAG's totales en el

aceite [102].



Tabla 1. Composicion porcentual de acidos grasos en aceites de palma, palmiste y coco

Acido graso Aceite de palma | Aceite de palmiste Aceite de coco
Caproico (Cy) - 0,3 0,4
Caprilico (Cg) - 4,2 7,3
Caprico (Co) - 3,7 6,6
Ladrico (Ci,) 0,2 48,7 47,8
Miristico (Cy4) 1,1 15,6 18,1
Palmitico (Ci¢) 44,1 7.5 8,9
Oléico (Cis.0) 4,4 1,8 2,7
Linoléico (Cis.1) 39,0 14,8 6,4
Linolénico (C;s.) 10,6 2,6 1,6
Otros 0,75 0,1 0,1

Fuente: Malaysian Palm Oil Board, 2001

1.2.3 Produccion y aspectos econémicos.
aumentd un 8% anual, de 2427 millones de toneladas métricas (MTM) en 1998 a 3292

La produccion mundial de aceite de palmiste

MTM en el 2002, en contraste con un crecimiento anual del 4,9 % en la produccion de aceite
de coco. La abundancia del aceite de palmiste ha estimulado su uso en la produccion de

oleoquimicos y grasas especializadas [26].

Los productores de aceite de palma consideran el palmiste como un subproducto que no
incluyen en los calculos para determinar los costos de produccion del aceite de palma, por
consiguiente no es facil determinar el costo de produccion del palmiste. Las palmisterias
tienen que distribuir los costos de trituracion de palmiste entre el aceite y la torta, con el fin
de obtener un costo estimado en la produccion del aceite. A pesar de la dificultad para
establecer el costo de produccion, su valor en términos de precio en el mercado se puede
determinar facilmente. Dado que el PKO tiene caracteristicas fisico-quimicas semejantes a

las del CNO, los precios de estos dos aceites siempre son cercanos [7].

El PKO tiene una ventaja adicional cuando compite con CNO tanto por su precio como por el
rapido crecimiento de la oferta, ademas el procesamiento del aceite de palmiste sigue muy de

cerca las tendencias en el desarrollo del aceite de palma. Hace algunos afios, el aceite crudo



de palmiste fue la principal forma para su exportacion, pero hoy dia como resultado del
establecimiento de refinerias en la mayoria de paises productores, cada vez se exporta mas
aceite refinado de palmiste, al igual que el de palma. Los mayores productores mundiales y

sus aportes en aceite de palma y palmiste se muestran en las Figuras 4 y 5 respectivamente

[7].

Figura 4. Produccion mundial de aceite de palma en el afio 2001 (en miles de toneladas)
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Guinea

Figura 5. Produccion mundial de aceite de palmiste en el afio 2001 (en miles de toneladas)
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Total mundial: 2892

Malasia Indonesia Nigeria Thailandia Colombia Papua Nueva Guinea Costa de marfil Otros

Una hectarea de palma de aceite produce un promedio de 0,5 ton de aceite de palmiste y

aprox. 0,4 ton de torta de palmiste. La sola produccion del PKO comparada con cualquier

otra semilla oleaginosa y sumando las 4 ton/Ha. del aceite de palma, hacen la productividad



de la palma de aceite sumamente alta (4,5 ton de aceite total /Ha en comparaciéon con 0,5

ton/Ha de la soya) [7].

1.2.4 Usos. Posee usos similares al aceite de coco tanto en el area alimenticia como no
alimenticia, aunque existen pequefias diferencias en su composicion que los distinguen. El
PKO es mas insaturado y por tanto puede ser hidrogenado a un mayor rango de productos
para la industria de alimentos, mientras que el CNO tiene un mayor contendido de acidos

grasos de cadena corta, haciéndolo mas atractivo para la industria oleoquimica.

La mayor parte del PKO mundial se emplea en alimentos, sin embargo los usos no
alimenticios estan incrementando su importancia debido a que ofrecen un valor agregado a
las materias primas y mayores oportunidades de empleo local en los paises productores.
También sus mercados mundiales son mas faciles de penetrar puesto que no dependen de los
gustos nacionales o apreciaciones subjetivas. El aceite de palmiste abarca tres conjuntos de

aplicaciones principales [7, 68, 69].

= Fabricacién de jabdn. El jabon es un olequimico pero usualmente se clasifica por
separado ya que tiene mercados y usos completamente diferentes. A medida que se conocen
mejor las ventajas técnicas del aceite de palmiste, mas paises lo utilizan como sustituto del
aceite de coco en las formulas para jabon. Ademas el PKO tiende a venderse a un precio mas

bajo que el aceite de coco y esto favorece su empleo.

Un buen jabon debe contener al menos 15% de aceite laurico para rapido enjuague. Los
jabones en Europa oriental y Estados Unidos contienen tipicamente entre el 20 y 25% de
PKO o CNO mientras que un jabdn para agua de mar debe estar basado virtualmente en
100% de aceite laurico. Los aceites latricos confieren dureza, buena solubilidad y rapido
enjuague, su mayor resistencia a la oxidacion detiene la rancidez y deterioracion del perfume

lo cual es una consideracion principal en un jabon de tocador.

= Produccidn de grasas especializadas. Gracias a las propiedades de fusion de las grasas
latricas, son utiles en formulas de confiteria como sustitutos de la manteca de cacao. No
obstante el consumo del PKO en esta industria es limitado por el tamafo del mercado, el cual

comparte con el aceite de coco y las grasas equivalentes a la manteca de cacao que se
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producen con base a la fraccion intermedia del aceite de palma o el aceite de soya
hidrogenado. Como grasa especial se emplea por ejemplo, estearina de palmiste (PKS), la
cual posee propiedades similares a la manteca de cacao. La estearina hidrogenada de
palmiste (HPKS) se usa también en productos moldeados de chocolate y coberturas de

galletas, en los rellenos de galletas finas, rellenos de wafers y tortas.

En toffes y caramelos estas grasas se incorporan para darles textura, dureza, cuerpo y riqueza
de sabor. Las grasas empleadas para tal fin son usualmente basadas en aceite de palmiste
hidrogenado (HPKO) u oleina de PKO a causa de sus propiedades de fusion rapidas y larga
vida de anaquel. El PKO y CNO son las mejores grasas para helados no lacteos debido a su
alto contenido de grasa solida (SFC) a 0°C, a su bajo punto de fusion y textura suave. Las
cremas para café no lacteas estdn hechas a base de HPKO y aceite de coco hidrogenado

(HCNO). También se fabrican margarinas y triglicéridos de cadena media.

= Produccion de oleoquimicos. Los productos oleoquimicos basicos hechos de grasas
latiricas incluyen acidos grasos, glicerina, ésteres, alcoholes grasos, aminas y estos a su vez
son materia prima para las industrias de detergentes, productos cosméticos y farmacéuticos.
Los modernos productos oleoquimicos son de importancia creciente debido a que proceden
de fuentes naturales renovables y son facilmente biodegradables en comparacion con los

derivados del petroleo.

1.3 MODIFICACIONES DE LOS ACEITES VEGETALES

Los aceites en general pueden someterse a ciertas transformaciones quimicas que modifican
sus propiedades y los hacen funcionales en diferentes areas. Entre las mas importantes se

destacan la hidrogenacion y la transesterificacion [6].

La hidrogenacion es un proceso en el cual se adiciona hidrégeno directamente a los dobles
enlaces presentes en los acidos grasos insaturados de manera que se saturan. Con ello se logra
convertir aceites liquidos en grasas semisélidas con mayor utilidad en ciertos alimentos.

También se logra incrementar la estabilidad térmica y a la oxidacion.
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La transesterificacion es un proceso donde dos o mas ésteres intercambian grupos acilo para
formar otro éster y es discutida en detalle méas adelante. El aceite de palmiste hidrogenado o
transesterificado es una excelente materia prima para fabricacion de triglicéridos de cadena
media, jabones y otros oleoquimicos. También se emplea como sustituto de manteca de
cacao en margarinas, helados y productos de confiteria. Para efectuar la reaccion de
transesterificacion es indispensable el uso de un catalizador adecuado, de tipo quimico o
enzimatico. Como catalizadores enzimaticos las lipasas han adquirido importancia gradual lo

que hace meritorio su estudio y atencion especial [48, 68]

1.4 LIPASAS

1.4.1 Conceptos béasicos. Las lipasas microbianas (triacilglicerol hidrolasas E.C. 3.1.1.3)
han sobrepasado las expectativas en el desarrollo de la biotecnologia moderna. Las lipasas
son enzimas de estructura proteica indispensables para la bioconversion de lipidos en el
metabolismo de los organismos. En adicion a su significado bioldgico tienen un gran
potencial en areas como la tecnologia de alimentos, ciencias biomédicas e industrias

quimicas [28, 42].

Las lipasas actuan como catalizadores en procesos de hidrolisis de acilgliceroles, sin
embargo, si el nivel de agua es bajo, pueden catalizar las sintesis de ésteres a partir de
triacilgliceroles o 4cidos grasos libres. Aunque se distribuyen a través de toda la flora y fauna
se encuentran mas abundantemente en la flora microbiana que comprende bacterias, hongos y
levaduras. También se encuentran en el pancreas de los mamiferos y en las plantas

superiores [67].

Con base en sus caracteristicas de origen se ha realizado una clasificacion de acuerdo a su
actividad enzimatica: regioespecificas, las cuales actian sobre los triacilgliceroles en las
posiciones 1 y 3 o solo la posicion 2, pertenecen a ellas Mucor miehei, Aspergillus niger y
Rhizopus arrhizus. No especificas, que actiian sobre cualquier posicion en el triacilglicerol,
como Penicillium expansum y Aspergillus sp. Estereoespecificas, que actiian sobre las
posiciones sn-1 o sn-3, por ejemplo Humicola lanuginosa (sn-1) y Fusarium solara (sn-3).
[96]. Ellas catalizan un amplio rango de reacciones las cuales incluyen hidrolisis,

interesterificacion, alcoholisis, acidolisis, esterificacion y aminoélisis. Ademas, act@ian bajo
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condiciones muy suaves, pueden ser usadas en una variedad de solventes organicos y mostrar
selectividad para un tipo de reaccion especifico. Poseen la caracteristica inica de actuar en la

interfase acuosa y no acuosa, lo que las distingue de las estearasas. [28,67]

Recientes estudios estructurales hechos con varias lipasas han aportado algunas ideas para
comprender la actividad hidrolitica., la activacion interfacial y la estéreoselectividad. Se cree
que la activacion involucra una reestructuracion del sitio activo a través de cambios
conformacionales que requieren la presencia de gotas de aceite en agua. En la Figura 6, se
muestra la estructura en forma de cintas de la lipasa de Mucor miehei, en rojo se indica el lid

que cubre el centro activo [28, 67]

Figura 6. Estructura secundaria de la conformacion inactiva de la lipasa de M. miehei

Fuente: Peters G. et al. Protein engineering. Vol. 10, No. 2 (1997); p. 149-158

Para su aplicacion industrial se emplean técnicas in situ, cultivando el microorganismo
deseado en el medio con un sustrato disponible o por aplicacion ex situ usando lipasas
comerciales purificadas, método particularmente empleado en la produccién de quimicos
finos, donde se requieren lipasas inmovilizadas. En el campo de biotecnologia se ha prestado

mucha atencion al uso de lipasas de origen microbiano y aunque se han usado varias cepas en
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su produccion, las fuentes mas comunes son la Candida sp., Pseudomonas sp., y Rhizopus

sp. [28, 67].

1.4.2 Mecanismo de accion. El sitio activo de las lipasas esta conformado por una triada de
aminoacidos ligeramente ocultos en la red proteica, pero accesible al sustrato para permitir la
catalisis de sustituciones nucleofilicas como la hidrdlisis o sintesis de ésteres. La triada
catalitica esta formada por los aminoacidos serina, histidina y acido aspartico (o glutdmico)

[39].

El mecanismo de hidrolisis admitido se muestra en la Figura 7. El grupo hidroxilo de la
serina se activa inicialmente por una sucesion de desplazamientos de cargas eléctricas las
cuales afectan la triada (a), proporcionando una poderosa actividad como nucleofilo al grupo
hidroxilo. Uno de los pares electronicos del oxigeno, atacan al carbono sp” del enlace éster
del sustrato para formar un intermediario tetraédrico oxianionico el cual es estabilizado a

través de los puentes de hidrogeno con los grupos NH de la red proteica (b).

El retorno del par de electrones de carga negativa para formar el doble enlace CO, conlleva a
la liberacion del radical alcoxi, el cual toma el proton del i6n imidazolio para formar un
alcohol libre que es expulsado hacia fuera del hueco catalitico (c¢). La cadena de acilo
permanece ligada a través de un enlace covalente con la serina para formar la acilenzima.
Este intermediario es atacado entonces por una molécula de agua o alcohol (d) de acuerdo al
mismo mecanismo de sustitucion nucleofilica, originando un segundo intermediario
tetraédrico (e) el cual se rompe en seguida para liberar el acido carboxilico o el éster y al

mismo tiempo la enzima recobra su estado original (f).

En el caso de la sintesis de ésteres, los acidos carboxilicos se enlazan rapidamente al
hidroxilo de la serina liberando una molécula de agua la cual es atrapada por la fuerza de los
puentes de hidrégeno de la proteina. La acilenzima es entonces atacada por una molécula de
alcohol haciendo el rol de nucleéfilo a través de uno de los dos pares electronicos del a&tomo

de oxigeno, dando lugar a otra molécula de éster.
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Figura 7. Mecanismo de accion de las lipasas en la hidrolisis de TAG's
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En el caso de intercambios de acilo entre diferentes ésteres, la reaccion procede a través de un
mecanismo de hidrélisis y sintesis sucesivas. El agua es necesaria para todos los tipos de
transferencias de acilo ain cuando no sea visible en la reaccion. Suficiente agua debe estar
presente en la red proteica para asegurar la estructura espacial activa y para alcanzar la

actividad acuosa termodinamicamente optima [39].

1.4.3 Aplicaciones. Las lipasas son una excelente alternativa como catalizadores en las
técnicas organicas clasicas para la transformacion selectiva de moléculas complejas. Poseen
caracteristicas que favorecen su uso como biocatalizadores e imparten especificidad a una
reaccion determinada. Por otra parte, el uso de enzimas puede disminuir reacciones
colaterales y simplificar los problemas de separacion. Los procesos catalizados por lipasas

ofrecen menor consumo energético y un bajo nivel de productos de desecho.

Las lipasas se utilizan en la industria alimenticia, en aplicaciones biomédicas, como

biosensores, en la obtencion de pesticidas, fabricacion de detergentes, en la industria del
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cuero, en manejo de desechos ambientales, y en la industria de perfumes y cosméticos, entre
otras. El campo de aplicacion mas apreciado se enfoca en la produccion de quimicos finos de
alto valor especialmente en usos alimenticios ya que se consideran derivados naturales y

presentan alta demanda comercial [28, 67, 75, 96].

1.4.4 Lipasas inmovilizadas. A pesar de las claras ventajas mencionadas en el empleo de
lipasas, por algiin tiempo su uso no fue generalizado en los procesos industriales debido a
que eran inestables en las condiciones de trabajo y parcialmente solubles en agua,
ocasionando problemas en la separacion de productos y en su reutilizacion. A partir del
concepto de inmovilizacidon estos inconvenientes se han superado permitiendo un creciente

uso de las enzimas en procesos biotecnologicos [4].

La inmovilizacion es un procedimiento en el cual se confina la enzima en una region definida
del espacio para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalitica y pueden
ser usadas repetidamente. Esta definicion se ha ampliado estableciendo que la inmovilizacion
es un proceso donde se restringen completa o parcialmente los grados de libertad de

movimiento de las enzimas, organulos y células por su uniéon a un soporte [4].

La inmovilizacion presenta como ventajas el aumento en la estabilidad de la enzima,
resistencia a factores térmicos o quimicos, posibilidad de reutilizacion y empleo de
reactores empacados. Como inconvenientes presenta la alteracion en la conformacion de la
enzima ocasionando perdida de actividad y adicionalmente el costo de preparaciones

inmovilizadas es mayor que el de enzimas nativas.

Los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes grupos: aquellos que
emplean retencion fisica de la enzima a un soporte (por atrapamiento en matriz,
microencapsulacion o usos de membranas semipermeables) y los métodos que emplean unioén
quimica al soporte (adsorcion, union idnica, union covalente, y entrecruzamiento), los cuales

se discuten ampliamente en diversos libros y publicaciones [12, 87, 99]
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1.5 REACCIONES DE TRANSESTERIFICACION

1.5.1 Generalidades. Transesterificacion es el término usado para describir un conjunto
importante de reacciones organicas donde un éster es transformado en otro a través de un
intercambio de grupos acilo. La reaccion procede por simple mezcla de los reactivos pero

requiere el uso de un catalizador para su rapida consecucion [66, 78].

Las reacciones de transesterificacion se clasifican en tres grupos de acuerdo con la clase de
sustratos empleados: interesterificacion (éster + éster), alcoholisis (éster + alcohol) y
acidolisis (éster + acido). Generalmente en las publicaciones de quimica organica se
considera el termino transesterificacion como sinénimo de alcohdlisis, por tanto, en adelante
se emplean los dos términos sin distincion. La reaccion general se muestra en la Figura 8,
donde una molécula de TAG reacciona con 3 moléculas de alcohol produciendo tres

moléculas de ésteres y una de glicerol [28].

Figura 8. Reaccion general de transesterificacion (alcohdlisis)
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Numerosos investigadores han estudiado a fondo la reaccion de alcohdlisis y la forma de
optimizar las variables que influyen en ella, siendo las mas importantes la temperatura,
relacion entre sustratos, tipo y concentracion de catalizador, velocidad de agitacion y pureza

de reactivos. [8, 9, 21, 35, 53, 71, 84].

1.5.2 Sustratos. Debido a que la mayor parte de las sintesis se enfocan a la produccion de
ésteres metilicos, etilicos, propilicos o butilicos, las reacciones de transesterificacion mas
frecuentes se llevan a cabo utilizando alcoholes lineales de bajo peso molecular y aceites y
grasas vegetales o animales como fuente de triacilgliceroles. El uso de los sustratos depende

de los productos que se deseen obtener.
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Se realiza la produccion de ésteres a partir de aceites vegetales con el fin de emplearlos como
materia prima para fabricacion de oleoquimicos, agentes aromatizantes o biocombustibles,
por esta razén, en este documento se describe principalmente el uso de aceites vegetales y
animales. La reaccion de transesterificacion de aceites transcurre en tres etapas de

equilibrio, las cuales se muestran en la Figura 9 [18].
Figura 9. Reaccion de alcohdlisis en triacilgliceroles
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EL PKO y CNO se han empleado exitosamente en la alcoholisis para la produccion de
biodiesel. La grasa y el sebo animal también se han empleado en la produccion de ésteres. El
tipo de aceite empleado no parece afectar considerablemente los rendimientos; sin embargo,
su relacion molar con el alcohol empleado presenta un efecto acentuado sobre el catalizador,

el rendimiento y la velocidad de reaccion [62, 97, 103].

Se destaca el uso de aceites de cocina reciclados los cuales debido a su bajo costo hacen mas
econémico el proceso, sin embargo, pueden generar inconvenientes por la presencia de
materiales solidos, agua y acidos grasos libres, inactivando o envenenando el catalizador,
disminuyendo el rendimiento y haciendo necesario un proceso de purificacion adicional [98,

100].

El tipo de alcohol empleado y su concentracion en el medio presenta un fuerte efecto sobre la
enzima y sobre el rendimiento de los ésteres. Esto puede explicarse por dos razones
fundamentales: la polaridad del alcohol y su solubilidad con el aceite. Alcoholes polares
como el metanol y etanol causan un efecto de inactivacion en las enzimas ya que afectan su
microambiente y extraen el agua necesaria para mantener su actividad; alcoholes superiores

como el propilico o butilico no presentan este comportamiento tan acentuadamente [29, 82].
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La solubilidad es importante para un contacto intimo entre los sustratos y la enzima.
Usualmente los alcoholes mas polares presentan baja solubilidad en el aceite, cuando se
utiliza metanol y etanol generalmente es necesario el uso de solvente que permita un mejor
contacto entre los sustratos. Los solventes preferiblemente deben ser no polares, insolubles en
agua y poco toxicos como pentano, hexano o heptano. Las reacciones sin empleo de
solventes son importantes debido a su simplicidad, seguridad y ahorro en procesos de

purificacién [29, 101].

Se han empleado con éxito aceite de girasol y sebo animal en alcoholisis con varias lipasas
como catalizadores, obteniendo rendimientos entre el 70% y 90%. El uso de grasas
recicladas ha sido evaluado empleando etanol comercial del 95% de pureza obteniendo
rendimientos hasta del 80%. También se ha estudiado la transesterificacion con aceite de
colza y girasol empleando metanol y etanol absoluto con rendimientos hasta del 98% [18,
100, 82, 97, 79] Con PKO y etanol los rendimientos han sido de hasta el 72% mientras que

el metanol bajo iguales condiciones solo permite rendimientos del 15% [1].

1.5.3 Catalizadores. La reaccion de alcohdlisis puede ser efectuada en presencia de
catalizadores quimicos o enzimadticos. También es posible realizarla bajo condiciones de alta
presion y temperatura utilizando fluidos supercriticos. Los catalizadores se clasifican de

acuerdo a su naturaleza quimica [78].

= Quimicos. Entre los mas empleados se encuentran los acidos sulfonicos y sulfurico; con
los cuales se obtienen altos rendimientos en los procesos industriales pero en reacciones de
varias horas y a temperaturas cercanas a 100°C. Con ellos pueden utilizarse aceites de
elevada acidez ya que se esterifican los acidos grasos libres. La principal desventaja es su

poder de corrosion, deteriorando los reactores y aumentando el costo en materiales [66].

Los catalizadores basicos inorganicos permiten reacciones mas rapidas en comparacioén con
los acidos, son menos corrosivos y mas empleados en procesos industriales; entre ellos se
emplean con frecuencia alcoxidos, hidroxidos y carbonatos de sodio y potasio. Su uso
requiere la ausencia de agua libre en los sustratos para evitar la hidrolisis y formacion de

jabones. Ademas son mas costosos y sensibles a las impurezas presentes en el medio [78, 84].
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Los alcoxidos e hidroxidos se utilizan en concentracion de 1% con relacion al peso de
reactivos y se ha determinado que la relacion molar Optima alcohol/aceite es de 6/1,
obteniéndose rendimientos del 95% y conversiones totales en menos de 20 minutos. La
desventaja de los acidos y bases inorganicas es la dificultad en la recuperacion y reutilizacion

del catalizador [9, 21, 27, 53,64].

También se utilizan bases organicas, entre las cuales se destacan las aminas, amidinas,
guanidinas y nitroguanidinas. Su ventaja es la posibilidad de atraparlas en polimeros
organicos permitiendo su reutilizacion. La desventaja es su menor eficiencia comparada con
las bases inorganicas y la elevada desorcion de los polimeros donde se inmovilizan. Las
zeolitas también se han propuesto como catalizadores, pero los tamafios de poro son muy
pequeiios para permitir el ingreso de moléculas grandes como los triacilgliceroles,

presentando problemas de difusion [66, 78].

= Enzimaticos. El principal inconveniente al emplear lipasas es su elevado costo, sin
embargo, actualmente son mas accesibles debido a los métodos de ADN recombinante y
otros avances biotecnologicos. Las lipasas en reacciones de transesterificacion no solo se
emplean para la produccion de ésteres sino ademas en la fabricacion de sustitutos de grasas,
lipidos estructurados, farmacos, compuestos quirales, carbonatos organicos, compuestos

biologicamente activos y purificacion de acidos grasos poliinsaturados [30].

En la bibliografia cientifica se han descrito los mecanismos de accion y las multiples
aplicaciones de lipasas en la produccion de ésteres, analizando las variables que influyen en
los procesos de modificacion estructural de grasas y aceites. Las lipasas se han empleado
exitosamente en la produccion de ésteres grasos, mono, di y triacilgliceroles, con excelentes

resultados [23, 30, 31, 35, 41, 63, 76, 91, 98].

Las reacciones con lipasas inmovilizadas se pueden llevar a cabo en sistemas sin emulsion (a
diferencia de enzimas sin inmovilizar) ya que la superficie del soporte remplaza la interfase
agua-liquido necesaria para su activacion. En lipasas inmovilizadas como Lipozyme® IM, el
soporte (una resina de intercambio anidnica) permite retener el agua necesaria para su buen

desempefio sin necesidad de adicién de agua [8]. Se ha confirmado que la termoestabilidad
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de las lipasas depende de factores como su origen, el tipo de solvente, el tipo de sustratos, el

contenido de agua y la forma de inmovilizacion [36, 52, 76].

La especificidad de una lipasa definida en reacciones hidroliticas puede ser totalmente
diferente en reacciones de esterificacion debido al tipo de reaccion o al cambio en su
microambiente. Se ha comprobado que la actividad hidrolitica no estd relacionada
directamente con la actividad en la esterificacion, por el contrario, son totalmente

independientes [101].

Las lipasas inmovilizadas de Mucor miehei (Lipozyme® IM) y Candida antarctica
(Novozyme®) son algunas de las mas empleadas y reportadas en la literatura debido a su
creciente disponibilidad, mejorada estabilidad y adecuada actividad catalitica tanto en la
sintesis como en la hidrolisis de ésteres. Estas lipasas han sido probadas y estudiadas en la

preparacion de diversos productos [29, 83].

Lipozyme IM se ha empleado en la produccion de ésteres grasos metilicos, etilicos y
butilicos a partir de aceites vegetales como soya, colza o cartamo, obteniendo rendimientos
superiores al 80%, llevando a cabo su reutilizacion sin disminucion considerable de la
actividad. La lipasa inmovilizada Candida antarctica también ha probado su efectividad en
la sintesis de ésteres metilicos y etilicos empleando aceites vegetales refinados y reciclados

[16, 18, 62, 80, 82, 98].

Se ha evaluado el efecto que tiene la inmovilizacion sobre diferentes lipasas en reacciones de
acidolisis, la inmovilizaciéon ha mejorado considerablemente su estabilidad y ha hecho
posible su uso prolongado. La lipasa de M. miehei posee una alta actividad hidrolitica y
esterificante haciéndola ventajosa en la alcoholisis debido a los pasos de hidrolisis y sintesis

sucesivos en su mecanismo [13].

Lipasas de Mucor miehei, Ps. cepacia, Candida antarctica y Candida rugosa se han usado
para la produccion de ésteres, encontrando que la inmovilizacidon ocasiona una alteracion en
la selectividad con respecto a la lipasa en estado nativo. Las lipasas de Mucor javanicus y Ps.

fluorescens inmovilizadas en caolinita porosa se han empleado en la transesterificacion de
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aceite de cartamo y trioleina con alcoholes primarios, presentando alta actividad catalitica y

estabilidad mejorada con respecto a sus andlogas sin inmovilizar [45, 52].

= Fluidos supercriticos. La produccion de ésteres metilicos también se lleva a cabo por
un proceso de alcoholisis con metanol supercritico, obteniendo alto rendimiento y pureza de
productos. Segun los calculos, el uso de energia y los costos de produccion son competitivos

con aquellos métodos comiinmente usados [50].

1.5.4 Variables de proceso. Para hacer viable industrialmente la produccion enzimatica de
ésteres es necesario estudiar las variables que afectan el proceso y determinar los valores en
los cuales se presentan altos rendimientos, mayor aprovechamiento de materia prima, y
reduccion de gastos. Estas variables determinan la eficiencia del proceso y generalmente su
importancia es igual en todas las reacciones de transesterificacion sin importar el catalizador

empleado.

Las variables con mayor influencia en la transesterificacion enzimatica son la temperatura,
relacion molar alcohol/aceite, concentracion del biocatalizador y la pureza de los reactivos El

efecto de cada variable en las reacciones se analiza separadamente [62, 93].

= Tiempo de reaccion. En un proceso industrial se requieren tiempos de reaccion cortos
para competir con catalizadores basicos que efectiian conversiones completas en menos de
una hora. Los procesos enzimaticos son mas lentos debido a la naturaleza del catalizador, por

tanto, es necesario emplear varias horas para obtener altos rendimientos.

En los reportes con empleo de lipasas, los tiempos de reaccion van de 3 hasta 72 horas, por
tanto los trabajos se enfocan en disminuir el tiempo consiguiendo una maxima produccion

haciendo uso de un adecuado disefio experimental y su analisis [62, 90, 100].

= Temperatura. Las lipasas en estado nativo son sensibles a la desnaturalizacién a
temperaturas mayores de 40°C, mientras que el rango de accidon Optima en lipasas
inmovilizadas esta determinado dentro de 40-70°C. La mayoria de trabajos emplean éste

rango dentro del cual la variacioén en la produccion de ésteres no es significante. Aunque las
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lipasas inmovilizadas pueden soportar temperaturas hasta de 130°C, es recomendable trabajar

a temperaturas bajas para conservar su estabilidad por mas tiempo [89].

En casi todos los trabajos reportados usando Lipozyme o Novozyme se trabaja a temperaturas
de 50 a 55°C, sin importar el tipo de aceites empleados. Cuando se utilizan solventes polares
el efecto de la temperatura es alin mas intenso y se refuerza si hay agua presente en el medio

[31, 35, 82, 89,100].

= Agitacion. Las lipasas, inmovilizadas o no, son sensibles a fuerzas de cizalla creadas por
empleo de agitacion magnética o mecanica. Si este esfuerzo es excesivo propicia la fractura
de los soportes poliméricos y la mayor desorcion de la enzima. La mayoria de autores
emplean agitacion orbital lo suficientemente fuerte para evitar los problemas por difusion y

transferencia de masa, pero no tan grande como para ocasionar su inactivacion.

La velocidad depende del equipo utilizado ya que las escalas varian, sin embargo,
comunmente se reportan velocidades de 200 a 400 rpm empleando agitacion orbital. Una
mayor velocidad es necesaria si los sustratos no son miscibles, caso en el cual, la agitacion se
vuelve un factor con gran influencia. Si los sustratos son miscibles y presentan baja
viscosidad, la velocidad de agitacion no presenta mayor relevancia. En la produccion a escala
industrial es necesario el uso de agitacion mecanica empleando propelas de diferentes tipos

[4, 64].

= Concentracion de sustratos. El aceite por su naturaleza quimica no presenta una gran
influencia ya que esta conformado por TAG’s no polares, sin embargo, el estado fisico de los
aceites y su miscibilidad con el alcohol determina la viscosidad del medio e influye en la
conversion. Generalmente las reacciones se llevan a cabo a mas de 40°C, temperatura a la
cual los aceites y grasas se presentan en estado liquido, facilitando el contacto entre los

sustratos [32].

El metanol debido a su alta polaridad presenta un efecto inactivante irreversible sobre las
lipasas debido a la extraccion del agua esencial de hidratacion en la enzima. Este factor debe
tenerse en cuenta cuando se desea utilizar un exceso para desplazar el equilibrio de la

reaccion: es mas grande el efecto inactivante que el efecto del equilibrio. Varios autores
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resuelven este inconveniente adicionando el metanol en dos o tres etapas de manera que
evitan su separacion del aceite; como consecuencia aumentan los tiempos de reaccion ya que

el equilibrio se hace menos favorable hacia la produccion de ésteres [82, 98, 101, 104].

El etanol, propanol y n-butanol, también son polares pero en menor grado a medida que la
cadena carbonada se hace mayor, su solubilidad también aumenta con la cadena de carbonos
y por tanto presentan mejor contacto con el aceite y la enzima. Se ha observado que los
alcoholes ejercen un dafio permanente en la enzima si no se solubilizan bien con el aceite
por ello la mayoria de autores emplean una relacion molar alcohol/aceite 1/3 evitando con
ello la presencia de alcohol o aceite remanente en el medio. Las mejores conversiones se
efectlian con alcoholes primarios que con secundarios, al parecer debido a efectos estéricos.

[30, 31, 40].

= Concentracién de enzima. En procesos industriales se requiere el empleo de la minima
cantidad de catalizador, por tal razén, un objetivo al trabajar con enzimas es conseguir
reacciones rapidas y completas utilizando cantidades similares a las empleadas en la catalisis

con bases ionicas, es decir del 0.5 a 1% peso de enzima con relacion al peso de sustratos.

La concentracion de la enzima esta relacionada fuertemente con la velocidad inicial de
reaccion segun se describe en el esquema cinético de Michaelis-Menten. Al aumentar la
concentracion se predice un aumento en la velocidad inicial de reaccion hasta cierto limite
donde se saturan los sitios activos. Asi, el empleo de una concentracion mayor de enzima en
cierto intervalo favorece la velocidad y por tanto disminuye el tiempo de reaccion.
Empleando lipasas inmovilizadas este factor es determinante desde el punto de vista

econdmico [58].

Debido al alto costo de las enzimas inmovilizadas no es probable el uso de concentraciones
mayores del 12% en peso con relacion a los sustratos, no obstante concentraciones menores
del 1% presentan velocidades iniciales bajas para llegar al equilibrio. La gran mayoria de
trabajos buscan la manera de optimizar esta variable en un rango de 0.5 - 12% de enzima,

siendo deseable un porcentaje bajo pero sin sacrificar la productividad [35, 57, 82, 100].
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= Contenido de agua y actividad acuosa. La hidratacion es muy importante para
mantener la estructura tridimensional y actividad de enzimas. El término “actividad acuosa”
(Ay) describe en el equilibrio, la cantidad de agua disponible para la hidratacion de la enzima
y su microambiente incluido el soporte; un valor de unidad indica agua pura y cero indica la
ausencia total de moléculas de agua. Por otra parte, el contenido de agua (bulk water), se
refiere a la concentracion del agua en todo el conjunto del sistema, es decir en la mezcla de

sustratos y solvente [20, 104].

Las lipasas necesitan una pequefla cantidad de agua para retener su conformacion
tridimensional aun cuando esté enlazada a un soporte. El agua contribuye a la integridad
estructural, a mantener la polaridad del sitio activo y la estabilidad de la red proteica. Incluso
en sistemas que trabajan con solventes y/o sustratos organicos, la actividad catalitica depende
del agua presente en el sistema. Para estudiar la influencia de factores como el solvente o el
soporte de la enzima, es recomendable realizar experimentos a una actividad acuosa fija,

evitando asi efectos indirectos debido a las variaciones en la hidratacion de la enzima [101].

Los trabajos para determinar el efecto del agua son diversos. Se ha determinado la actividad
acuosa y su efecto en varias lipasas, entre ellas M. miehei y C. antarctica, encontrando que la
A, afecta el equilibrio hidrdlisis-sintesis, la hidratacion de la enzima, su plasticidad y

actividad catalitica. La A, también modifica ligeramente la selectividad de la enzima [52].

La técnica de radiomarcado isotopico se ha usado para medir cuantitativamente la desorcion
del agua enlazada a una enzima cuando se pone en contacto con un medio no acuoso,
encontrando que solventes polares retiran gran parte del agua, disminuyendo su actividad. En
promedio, el metanol desorbe hasta el 62 % del agua de una enzima, aunque este efecto

depende de la enzima y del solvente empleado [37].
Estudios detallados de la actividad de Lipozyme a bajas actividades acuosas han concluido

que requiere una minima cantidad de agua para mantener su conformaciéon activa, es

termoestable en un amplio intervalo y posee alta retencion de su actividad catalitica a A, de
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solo 0.0001. No requiere la adicion de agua exdgena ya que la resina de soporte mantiene su
capa hidratante y hace posible su uso en solventes organicos sin perder su actividad. [20, 31,

92].

1.6 MEJORAMIENTO DE PROCESOS MEDIANTE EL DISENO EXPERIMENTAL

La experimentacion es una parte importante en el aprendizaje de la forma como trabajan los
sistemas y procesos. La validez de las conclusiones que se obtienen de un experimento
depende de la manera como se efectiie, por tanto, el disefio del experimento juega un papel
importante en la soluciéon eventual del problema que lo motivé. El disefio experimental es
una herramienta til para mejorar el rendimiento de un proceso o para el desarrollo de nuevos

procesos y productos [59].

Entre los varios tipos de disefios y formas de analizarlos, se encuentra la metodologia de
superficie de respuesta (RSM), que comprende un grupo de técnicas matematicas y
estadisticas que se emplean para el modelado y analisis donde la respuesta de interés esta

influenciada por diversas variables y el objetivo es optimizar esta respuesta [10, 54].

Varios autores han empleado esta metodologia en la optimizacion de reacciones de
transesterificacion. Se ha usado la RSM para optimizar la produccion de ésteres de grasas con
ayuda de un disefio central compuesto estudiando las variables tiempo, nivel de lipasa y
relacion entre sustratos. En el estudio de la transesterificacion de aceite de colza se ha
aplicado RSM ya que el tradicional método COST no proporciona una adecuada descripcion

del proceso ni tiene en cuenta las interacciones entre las variables [90, 100].

Para efectuar el disefio adecuado se deben descartar aquellas variables de las cuales ya se
tenga mayor conocimiento o experiencia previa segin la revision bibliografica. Con
propositos de optimizacion se ha empleado la RSM para aciddlisis empleando lipasas y
determinando con esta técnica las condiciones Optimas. También se ha aplicado el disefio

factorial y la RSM para optimizar la producciéon enzimatica de biodiesel [77, 93].
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1.7 ESTERES GRASOS Y SUS APLICACIONES

Los ésteres de acidos grasos, principalmente metilicos, etilicos y butilicos presentan
numerosas aplicaciones en todas las areas de la industria alimenticia y oleoquimica (Figura
10). Directamente son reconocidos como biodiesel y agentes aromatizantes; indirectamente
se emplean como materia prima para fabricacion de productos quimicos importantes, los

cuales se describen continuacion [43].

Figura 10. Areas de aplicacion de los ésteres de 4cidos grasos
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1.7.1 Biodiesel. Segln la ASTM, el término biodiesel se utiliza para designar ésteres
monoalquilicos de cadena larga de acidos grasos derivados de recursos renovables (grasas y
aceites) para ser utilizados en motores Diesel. El biodiesel esta registrado en la EPA como
un combustible y un aditivo para combustible cumpliendo con los requisitos del “Clean Air
Act” de 1990. El biodiesel hace parte de los combustibles limpios junto con el etanol,
metanol, gas natural, propano, electricidad y gasolina oxigenada, los cuales tienen en comtn
su baja emision de contaminantes. En 1998 la ASTM aprobo una normatividad estandar para

el biodiesel (ASTM PS 121) y desde entonces la EPA ha adoptado este estandar [22, 95].

El biodiesel es un combustible seguro, procede de recursos renovables, no es toxico y es tan
biodegradable como el azucar (se biodegrada el 98,3% en solo 21 dias). El CO, emitido en
su combustion se reabsorbe en los cultivos de oleaginosas, por tanto no contribuye al

aumento del efecto invernadero. Al emplearlo en motores diesel se disminuyen las emisiones
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de monodxido de carbono, particulas solidas e hidrocarburos, ademas no se producen 6xidos

de azufre, ni compuestos aromaticos [94, 103].

En Europa se emplea como combustible principalmente en Suecia, Austria, Finlandia y
Portugal. Francia es el mayor productor de biodiesel a partir del aceite de colza mediante
alcoholisis quimica. En Alemania las leyes severas de proteccion ambiental exigen que las
maquinas agricolas solo usen combustibles y lubricantes biodegradables. Espafia utiliza
biodiesel para transporte publico en ciudades como Valladolid y Zaragoza. En Norteamérica
se usa la mezcla de 80% diesel y 20% biodiesel conocida como B20, ademas se producen
aproximadamente 130 millones de litros de biodiesel al afio el cual se emplea en autobuses,

flotas navales, transito en acropuertos y parques nacionales entre otros [94].

Los procesos industriales para la produccion de biodiesel emplean catalizadores quimicos
como hidroxidos de sodio y potasio. Se destaca el proceso Henkel, a 9000 KPa y 240°C, y el
proceso Lurgi a presion y temperatura ambiente. La calidad del biodiesel depende de su
composicion quimica, ya que para un adecuado desempefio como combustible no se deben
encontrar en el carburante trazas de sales o de acidos fuertes, residuos de catalizador,

contenidos importantes de glicéridos parciales o de acidos grasos libres [84].

El biodiesel se ha usado en motores diesel sin modificar y se ha comprobado que no causa
deterioro significativo en comparacion con el Diesel mineral. El Biodiesel es una gran
alternativa a los combustibles del petréleo, algunos autores como Murphy calculan que el
petrdleo presentara una escasez rapida a partir del afio 2020 aumentando su precio
considerablemente aun cuando se descubran nuevos yacimientos, por tanto, los oleoquimicos

seran los sustitutos del futuro [38, 61].

1.7.2 Agentes aromatizantes. Los ésteres etilicos y butilicos de acidos grasos desde C¢ a
Ci4 pueden ser empleados directamente como agentes aromatizantes en productos
alimenticios. El laurato de butilo, por ejemplo, es usado como agente aromatico ya que
naturalmente forma parte de la fragancia de frutas como la pera o albaricoque y de licores
como brandy y cofiac. Otros ésteres de bajo peso molecular también forman parte de aromas
frutales naturales y requieren su fabricacion mediante procesos enzimaticos que eviten el uso

de solventes [31].
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Empleando Lipozyme se han sintetizado €steres grasos de etanol, para uso en saborizantes y
fragancias. Se ha descrito también, el empleo de lipasas para fabricar ésteres de bajo peso
molecular usados en alimentos, perfumes, cosméticos o productos farmacéuticos. Estos
agentes, sintetizados con lipasas, son de alta demanda y pueden tener elevado precio ya que
se consideran ingredientes naturales por organismos como la Internacional Organization of

the Flavor Industry [16, 28].

1.7.3 Solventes y productos fitosanitarios. Los ésteres son solventes seguros vy
biodegradables empleados como adyuvantes agroquimicos y vectores de pulverizacion, los
cuales poseen la propiedad de transportar materias activas a nivel de la plantas. Los solventes
aromaticos comunmente usados, a diferencia de los ésteres, son menos biodegradables, mas
toxicos e inflamables. Se destaca la aplicacion de ésteres como vehiculos fitosanitarios para
su uso en herbicidas e insecticidas reemplazando solventes como el xileno, tolueno o isofrona

[43].

1.7.4 Surfactantes. Los surfactantes comprenden un grupo extenso de compuestos quimicos
usados para disminuir la tension superficial cuando dos materiales insolubles entran en
contacto, permitiendo su solubilizacion. Son adicionados a detergentes, alimentos,

cosméticos, pinturas y productos farmacéuticos.

Los ésteres metilicos y etilicos se emplean como materia prima para la fabricacion de
surfactantes como alcoholes grasos, ¢steres a-sulfonados, alcanolamidas, aminas grasas,
ésteres de sacarosa, alcoholes etoxilados y etoxisulfatos de alcohol. Los alcoholes y ésteres
sulfonados de cadena C,, y C4 son de especial interés debido a sus mejores propiedades de

detergencia [32, 48].

Las aminas grasas y sus derivados son utilizados como surfactantes cationicos, los cuales se
adsorben en gran variedad de superficies, tienen fuertes propiedades germicidas y actiian
como anticorrosivos. Estos productos se utilizan en la industria de los plasticos como
lubricantes internos y externos, como agentes desmoldantes, especialmente en el poliestireno

ABS, PVC, polivinilacetato y resinas fendlicas [32].
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Los ésteres a-sulfonados son un grupo de surfactantes anidonicos que presentan propiedades
detergentes iguales o superiores a los alquilbencenos lineales y se obtienen por sulfonacion
de ésteres metilicos o etilicos. Poseen alta resistencia a las aguas duras, son biodegradables,
presentan baja toxicidad, poca tendencia a irritar la piel y se obtienen a partir de recursos

renovables [44].

Los monoésteres de sacarosa se emplean como surfactantes no iénicos y emulsificantes en
alimentos. El monolaurato de sacarosa (Figura 11) por ejemplo, posee actividad
bacteriostatica inhibiendo el crecimiento de microorganismos como el E. coli, es compatible
con la piel y poco irritantes pudiéndose usar en cosmético. También se emplea en forma de
cubierta para preservacion de frutas. Generalmente se prepara por transesterificacion quimica

o enzimatica de sacarosa con ésteres metilicos de acidos grasos [74].

Figura 11. Estructura quimica de la 6-O-lauril-b-D-glucosa
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1.7.5 Sustitutos de grasas. Los ésteres grasos se emplean como materia prima en la
produccion de sustitutos de grasas no caldricos entre los cuales se destacan los poliésteres de
sacarosa y los triglicéridos de cadena media. Estos productos se han desarrollado como
reemplazo de grasas naturales ya que su alto consumo en la dieta se ha asociado con riesgos

de obesidad y enfermedades coronarias [34].

Los poliésteres son ésteres de sacarosa con 6 a 8 acidos grasos esterificados por reaccion
quimica o enzimatica de octaacetato de sacarosa y ésteres grasos generalmente de C; a Cyg.
Son sustitutos sintéticos de grasas comestibles que presentan las mismas cualidades fisicas y

funcionales pero con bajo o nulo poder caldrico. Han sido aprobados por la FDA para su uso
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en la fritura de pasabocas y presentan la ventaja de no ser metabolizados debido a que las

lipasas digestivas no los hidrolizan [3].

Los triglicéridos de cadena media son parte de los lipidos estructurados y estan conformados
mayoritariamente por acidos caprilico y caprico, lo cual permite su rapida absorcion y
digestion con menor tendencia a acumularse en el tejido adiposo aportando méas energia en su
consumo. Los monoglicéridos también se emplean como emulsificantes y sustitutos de grasas
en alimentos; se producen por sintesis quimica o enzimatica en una reaccion de

transesterificacion [3, 11, 49].

1.8 METODOS DE CARACTERIZACION

El analisis de los productos de transesterificacion comprende la determinacion de ésteres
alquilicos, glicerol y alcohol asi como mono, di y triacilgliceroles remanentes en el medio.
Debido a que se presenta una mezcla compleja es necesaria una técnica instrumental
adecuada que permita caracterizar y cuantificar cada componente en lo posible. Una variedad

de métodos se han usado para estas determinaciones [27, 51].

Se ha empleado con éxito la cromatografia de capa fina con detector de ionizacién en llama
(TLC/FID) usando equipos latroscan. Esta técnica permite la cuantificacion tanto de ésteres
como de acilgliceroles de alto peso molecular. Sus desventajas son el largo tiempo de

analisis y la complejidad del método comparada con otros disponibles [73].

Otra técnica comunmente empleada es la cromatografia gaseosa de alta temperatura (HTGC),
aunque cabe sefalar que la cuantificacion de triacilgliceroles se dificulta si no se cuenta con
accesorios especiales, debido a la discriminacion de analitos que presenta el empleo de
inyeccion tradicional split y a la alta temperatura necesaria en el analisis (mas de 300°C) [2,

47, 73].

Para solucionar estos inconvenientes en la cromatografia gaseosa se emplea inyeccion on
column y columnas con fases estacionarias medianamente polares de silarileno o carborano,
las cuales resisten temperaturas hasta de 420°C, permitiendo la separacion de ésteres y

acilgliceroles por numero de carbono y por instauracion. También es posible determinar
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glicerol y el alcohol remanente, pero generalmente se debe emplear derivacion quimica [56,

70, 791

La cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) es quizas la técnica mas adecuada para
determinar acilgliceroles. Permite cuantificar ésteres y no es necesaria la derivacion, aunque
no es posible la determinacion de glicerol libre. Su principal inconveniente es la mayor
complejidad debido al uso de solventes, y la menor reproducibilidad de las determinaciones

[40, 72, 90,100].

Una técnica menos comun es la espectroscopia de infrarrojo cercano usando fibra 6ptica, con
la cual se puede monitorear el grado de conversion en la alcoholisis directamente en el medio
de reaccion. También se ha empleado con éxito la resonancia magnética nuclear. De Filippis
ha desarrollado un método para realizar determinaciones rapidas en la produccion industrial
de ésteres, en el cual correlaciona la viscosidad y densidad del medio con su contenido de
ésteres. Sin embargo debe hacerse una calibracion inicial por cromatografia de gases y no es

aplicable cuando el porcentaje de ésteres es menor del 45% [15, 27].
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIALES

El aceite de palmiste refinado grado comestible RDB fue suministrado por
C.I. Santanderecana de Aceites —C.I. SACEITES S.A.-. Las enzimas lipasas 1,3-
estereoespecificas de Mucor miehei (Lipozyme® IM) vy Thermomyces lanuginosa
(Lipozyme® TL) se adquirieron a Novozymes. Los alcoholes metanol, etanol, etanol
comercial, 2-propanol y butanol fueron de grado reactivo y anhidros excepto el etanol
comercial con una pureza del 96%. Los demas reactivos empleados fueron grado analitico y

los solventes necesarios para los analisis grado GC o HPLC.

2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1  Alcohdlisis enzimética. En todas las reacciones de alcoholisis se emplearon como
sustratos aceite de palmiste (PKO) y uno de los siguientes alcoholes: metanol, etanol, etanol
comercial, 2-propanol y butanol. En tubos de ensayo de 50 mL provistos con tapa se
mezclaron el aceite de palmiste (1-2 g) y el alcohol seleccionado (0,2-1 mL) dependiendo de
la relacion de sustratos indicada en el disefio experimental. Esta mezcla se incub6 en un bafio

termostatado a la temperatura evaluada y empleando agitacion orbital a 300 rpm (Figura 12).

Luego de 15 minutos de agitacion se agrego la lipasa inmovilizada (20-100 mg). A partir de
este momento se inicio el conteo de tiempo y una vez transcurrido, la enzima se recuper6 del
producto haciendo pasar la mezcla a través de un filtro de papel (franja negra). El filtrado se
recogid en tubo de ensayo, se elimino cualquier residuo de agua adicionando sulfato de sodio
anhidro y se filtré6 nuevamente. Del segundo filtrado obtenido se pesaron con exactitud entre
10-15 mg para la determinacion de sus componentes (ésteres grasos y acilgliceroles) por

cromatografia de gases.
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Figura 12. Montaje empleado para efectuar la reaccion de alcoholisis
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= Seleccion del alcohol. Para iniciar la busqueda de las condiciones dptimas de reaccion,
se realizd un disefio de
adecuado con base en pardmetros de solubilidad y alto rendimiento obtenido. Se efectuaron 8§
experimentos catalogados desde A hasta H. Dentro de este disefio también se evalud el

efecto del hexano al ser aplicado como solvente. Las condiciones empleadas se presentan en

la Tabla 2.

- ——

Cava de

reaccion

Agitador
orbital

screening con los diferentes alcoholes, seleccionando el mas

Tabla 2. Condiciones de reaccion en el disefio de screening con diferentes alcoholes

Experimento Alcohol* iﬂ%ﬂg:}arsgltir pg(r:ﬁ:zied(eg) Solvente
A Metanol 3 2,3077 No
B Metanol 1,5 2,3059 No
C Metanol 3 2,3076 Hexano®
D Etanol 3 1,6115 No
E 2-propanol 3 1,2213 No
F Butanol 3 1,0197 No
G Metanol 1,5 2,3258 Hexano®
H Etanol’ 3 1,5787 No

a: alcoholes absolutos excepto en experimento H, b: Etanol comercial al 96%, c: adicionado en cantidad

de 200% del volumen de PKO
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En cada una de los experimentos (A-H) se utilizé el procedimiento general descrito en 2.2.1.
manteniendo fijas las condiciones de tiempo (6 h) y cantidad de lipasa inmovilizada (4% del
peso del aceite), seleccionadas de acuerdo con los estudios reportados por Nelson [62]. En
los productos obtenidos se analizé el contenido en ésteres y triacilgliceroles de acuerdo con el

procedimiento descrito en los métodos de analisis numeral 2.3.6.

= Determinacion de las condiciones 0ptimas. En la etapa de optimizacion de variables se
empled etanol absoluto y aceite de palmiste como sustratos. El etanol se eligié de acuerdo a
los resultados obtenidos en el screening, teniendo en cuenta los parametros mencionados. Las
razones de esta eleccion se discuten en la seccion de andlisis de resultados. El disefio
experimental permitié evaluar las variables con mayor influencia y sus interacciones sobre la
obtencion de ésteres. Se empled un disefio central compuesto rotatorio de cubo + estrella
(CCRD), de tres niveles por tres variables, usando para su analisis la metodologia de
superficie de respuesta con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS Plus 4.0 para

Windows.

Las variables independientes o factores estudiados fueron: cantidad de enzima, X; (% peso
con respecto al aceite); relacion alcohol/aceite, X, (mol/mol) y tiempo de reaccion, Xj
(horas). Los niveles empleados para cada variable se presentan en la Tabla 3. Todas las
reacciones del disefio fueron hechas en un medio libre de solvente. La variable dependiente o
de respuesta (Y), se definié como el porcentaje en peso de ésteres etilicos (ETEs) totales en
la mezcla final de reaccion. Cada experimento se realizé por duplicado en todos los puntos
obteniendo un total de 34 experimentos (Tabla 4). Adicionalmente se midi6 el porcentaje de
acidos grasos libres en los productos, el cual se usd6 como una respuesta secundaria o

covariable de respuesta (Y>).

En el estudio se mantuvieron constantes parametros tales como temperatura (55°C) y
velocidad de agitacion orbital (300 rpm). No se adicion6 agua al medio. Todas las reacciones
se llevaron a cabo de acuerdo con el procedimiento general para alcohélisis (numeral 2.2.1).
Los intervalos en los cuales se evaluaron las variables de estudio asi como los valores de los
parametros que se mantuvieron constantes se eligieron con base en las investigaciones hechas

por Abigor [1], Iso [45], Mittelbach [57], Nelson [62] y Selmi [80].
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Tabla 3. Variables y niveles del disefio de optimizacion

Variable independiente Simbolo Codigos de los niveles

-1 0 1

Cantidad de enzima (% en peso de X 2 4 6
PKO) X 3 5 7
Relacion alcohol/aceite (mol/mol) X3 3 6 9

Tabla 4. Puntos del diseno CCRD

Experimento Nivel de la variable (codificado)®
X1 X, -
1 1 1 =
2 1 1 |
3 0 0 0
4 0 0 0
> 0 0 1,68179"
6 -1 1 y
! 0 1,68179° 0
8 0 0 0
9 -1 1 ’
10 1 1 r
11 -1,68179" 0 0
12 1 1 |
13 -14 1 |
14 1,68179" 0 0
15 -1 1 .
o 0 0 -1,68179"
17 0 1,68179° 0

* Puntos adicionales necesarios para la condicion de rotabilidad.

¥ X,= (%enzima real-4)/2, X, = (relacién molar etanol/aceite-5)/2), X; = (tiempo-6)/3
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= Evaluacion y seguimiento a escala preparativa. Empleando las condiciones favorables
encontradas para la produccion de ésteres grasos segun el disefio CCRD, se efectud la
alcoholisis a escala preparativa. Adicionalmente se realizé un seguimiento de la reaccion en

el tiempo con el fin estudiar la transformacion de los sustratos.

En un reactor de vidrio, cilindrico y cerrado (20 c¢cm. altura x 7,5 cm. diametro) se mezclaron
100g de aceite de palmiste y 25 mL de etanol absoluto. Esta mezcla se incubd en un bafio
termostatado a una temperatura de 55°C y se sometio a agitacion mecanica con ayuda de una
propela marina de tres aspas a velocidad de 200 rpm. Luego de 15 minutos de agitacion se
adicionaron 6 g de enzima inmovilizada. De esta mezcla se tom6 una muestra cada hora
durante seis horas en total, dejando decantar antes la enzima por 40 segundos. Cada muestra
tomada se filtro y secdé empleando sulfato de sodio anhidro. Del filtrado se pesaron 10 mg

en vial de 1 mL para su respectivo analisis por cromatografia de gases.

= Evaluacion de la estabilidad. En esta etapa se evaluo el efecto del reuso de la enzima.
En el reactor de vidrio se mezclaron 100g de aceite de palmiste y 25 mL de etanol absoluto.
Esta mezcla se incub6 en un bafio termostatado a una temperatura de 55°C y se sometio a
agitacion mecanica con ayuda de una propela marina a velocidad de 200 rpm. Luego de 15
minutos de agitacion se adicionaron 6g de enzima inmovilizada. La reaccion se dejo
transcurrir por 3 horas. Se retir6 el producto, se filtr6 la enzima y se utilizd6 nuevamente en
otro sistema idéntico (Batch) adicionando los sustratos previamente mezclados vy

acondicionados a la temperatura de trabajo.

Se determind el porcentaje de ésteres y acilgliceroles presentes en la mezcla de reaccion para
cada reuso de la enzima. Se llevd a cabo este proceso las veces necesarias para observar
variacion del contenido de ésteres en la mezcla. Con base en los resultados obtenidos hasta
este punto se evalué el efecto de algunos parametros que pueden afectar la estabilidad de la
enzima al ser reutilizada.

< Efecto de la temperatura. Con el objetivo de disminuir el consumo energético y
mejorar la estabilizad de la enzima, se llevo a cabo la alcohélisis a una temperatura menor y

se evaluo el efecto en el rendimiento de los ETE’s a través de los reusos. El procedimiento
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fue igual al empleado en la evaluacion de la estabilidad pero usando una temperatura de

40°C.

% Efecto de la adicion de agua. Se estudio el efecto de adicion de agua al medio de
reaccion en el reuso. Se realizaron 3 series de reacciones y en cada una de ellas se uso
Lipozyme IM por 3 veces consecutivas. En cada serie se adicionod agua destilada en
porcentajes de 1%, 5% y 10% con respecto al peso total de la enzima, respectivamente. Los
productos obtenidos fueron analizados para determinar el efecto del agua en la produccion de
ETE’s.

« Efecto de la adicién de silica gel. Para evaluar el efecto de la adicion de gel de silice se
llevaron cabo 2 series de reacciones, pero adicionando al medio silica gel en porcentajes de
10% y 20% con respecto al peso del aceite, cantidades que se adicionaban nuevamente luego
de cada uso de la enzima. Los productos obtenidos se analizaron para determinar el efecto de

la silica gel 1a produccion de ETE's.

= Empleo de Lipozyme TL. Se decidi6 usar de manera exploratoria otro catalizador, una
nueva preparacion lipasa alternativa soportada en silica gel: Lipozyme TL (lipasa de
Thermomyces lanuginosa). Se llevaron a cabo 2 series de reacciones empleando Lipozyme
TL en igual cantidad y bajo las mismas condiciones que para Lipozyme IM pero con adicion
de silica gel al 10% y 20% en cada reuso de la lipasa. Se evaluo la estabilidad de la enzima

analizando los productos obtenidos luego de cada uso sucesivo.

2.3 METODOS DE ANALISIS

Los métodos indicados a continuacion se emplearon para la caracterizacion del PKO y de los

productos obtenidos en la reaccion de alcoholisis.

2.3.1 Indice de acidez. Se define como los miligramos de KOH necesarios para saturar los
acidos grasos libres contenidos por gramo de aceite. Por tratarse de aceite latirico se expresd
también como porcentaje de acido laurico. Para su determinacion se utilizé el método AOAC

940.20/1990 [5].
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Se pesaron 0,5 g de muestra, luego se agregaron 5 mL de etanol absoluto y 2 gotas de
fenolftaleina.  Esta mezcla se calentd hasta 50°C e inmediatamente se tituld con una
solucion acuosa de KOH 0,05 N. Las determinaciones se realizaron por duplicado. El indice
de acidez se calculo con base en la ecuacion 1. El porcentaje expresado como acido latirico

se obtuvo empleando la ecuacion 2.

Ecuacion 1. Indice de acidez Ecuacion 2. Porcentaje de acido laurico
V' x Nx56 IKOH x N x20
Ia=-2272 0pAL = R XX
pm pm

la: indice de acidez, AL: acido laurico, V: volumen mL solucion valorante, N: normalidad de

la solucion valorante, pm: peso de la muestra en gramos

2.3.2 Indice de saponificacion. Se define como los miligramos de KOH requeridos para
saponificar por gramo de aceite. Para su determinacion se utilizd el método AOAC

920.160/1990 [5].

Se prepararon soluciones de KOH etandlico 1,00 N y HCL acuoso 0,5 N. En un balon de
fondo plano se pesaron 2 g de aceite de palmiste y se adicionaron 25 mL exactos de la
solucion de KOH. Esta mezcla se sometid a reflujo durante una hora y posteriormente se
valord en caliente con la solucion de HCI 0,5 N. La determinacién se hizo por duplicado y

usando un blanco de control. Se calculd con base en la ecuacion 3.

Ecuacion 3. Indice de saponificacion
(B—M)xnx56
pm

1S =

1S: indice de saponificacion, B: mL HCI gastados en el blanco, M: mL de HCI gastados en la

muestra, pm: peso de la muestra en gramos
2.3.3 Solubilidad del alcohol en PKO. La solubilidad se definié6 como los gramos de

alcohol solubles en 100 g de aceite en el punto de saturacién a una temperatura constante.

Este parametro también se expresd6 como porcentaje. Para la determinacion se empled
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metanol, etanol, 2-propanol y butanol a temperaturas entre 40°C y 70°C de acuerdo a un

método descrito por Ma [53].

En tubo de ensayo con tapa se pesaron aproximadamente 3 g de PKO el cual se incubd en
bafio termostatado a 40°C por diez minutos. Se adicionaron 0.3 mL del alcohol seleccionado
seguido de agitacion manual vigorosa. Se incubo nuevamente por diez minutos. La adicion
del alcohol se repitid hasta llegar al punto de saturacion en el cual se observo enturbiamiento
de la solucion y separacion fases. El procedimiento se repitio para temperaturas de 50, 60 y

70°C.

2.3.4 Actividad hidrolitica. La actividad de una enzima en determinada reaccion se define
como la cantidad de la misma que cataliza la formacioén de 1umol de producto en 1 minuto.
Se llevo a cabo la determinacion con base en el método descrito por Moreno [60] y
Noureddini [63]. La actividad hidrolitica se determiné usando como sustrato PKO en
emulsion a una temperatura de 55°C para efectuar una comparaciéon adecuada con los
resultados obtenidos de las reacciones de alcoholisis. La emulsion se preparé mezclando
aceite de palmiste (500 mg), 9,5 mL de solucién de cloruro de sodio (0,89% NaCl p/v) y 500

mg de goma ardbiga, agitando fuertemente durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Para efectuar la determinacion se mezclaron 20 mL de la emulsion preparada y solucion de
cloruro de sodio al 0.89% hasta completar un volumen de 40 mL. EI pH fue ajustado a 8 por
adicion de NaOH 10 mM. La mezcla se incub6 a 55°C con agitacion constante en presencia
de 40 mg de Lipozyme IM. Los acidos grasos liberados se titularon por adicion continua de

NaOH 10mM empleando una bureta automatica en modo pH Stat (pH = 8).

2.3.5 Analisis de acidos grasos en el sustrato PKO. La composicion en acidos grasos del
PKO fue determinada empleando HRGC. La muestra de aceite se sometié a metilacion con
KOH metandlico. Se prepararon 10 mL de solucion metandlica de KOH 2M. Se pes6 1 g de
PKO en un tubo de ensayo con tapa y se agregaron 10 mL de hexano con agitacion. Luego a
la mezcla se adiciond 1mL de la solucion de KOH metandlica y se agitd vigorosamente por 1
minuto. Se centrifugd y de la capa superior se tomaron 100ul, los cuales se aforaron a 1mL

con hexano. De esta solucion se inyectd 1l directamente al cromatografo de gases.
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La determinacion cuantitativa de los acidos grasos se realizd de acuerdo con la norma NTC
5013 utilizando un equipo cromatografico Agilent HP 6890 Plus con detector FID. Se
empled 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 demas 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. La cuantificaciéon se realizd6 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.

2.3.6 Analisis de ésteres grasos y acilgliceroles en productos. La ésteres grasos, mono, di
y triacilgliceroles en los productos de alcohdlisis se determinaron simultineamente
empleando HTGC. En las etapas de seleccion del alcohol y optimizacion de las condiciones
se emplearon métodos cromatograficos y equipos diferentes (Agilent HP 6890 Plus y Perkin

Elmer Autosystem XL) por razones de economia.

= Preparacion de patrones. Como patrones para la calibracion se empled una mezcla de
ETE’s preparados y purificados a partir del PKO. Para cuantificar los TAG's en los
productos se utilizé el PKO como patron, pesando el aceite y diluyendo con hexano a
diferentes concentraciones conocidas. Se prepararon soluciones de cinco concentraciones

diferentes tanto de ETE s como de TAG's.

Los ETE’s empleados como patrones se elaboraron por un método analogo a la metilacion
con KOH. Para ello, se prepararon 10 mL de solucion etandlica de KOH 2M. Se pes6 1 g de
aceite en un tubo de ensayo con tapa y se agregaron 10 mL de hexano con agitacion. Luego a
la mezcla se agregd ImL de la solucion de KOH etandlico y se agitd vigorosamente por 1
minuto. Se centrifugd por 30 min. y la capa superior fue extraida y separada evaporando por
calentamiento el solvente, obteniendo asi la mezcla de ETE’s los cuales se pesaron y

disolvieron con hexano en diferentes concentraciones para preparar las curvas de calibracion.
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Las cantidades de cada serie de patrones y sus concentraciones se indican en las Tablas 5 y 6.
Las ecuaciones obtenidas a partir de las curvas de calibracion para cada serie de patrones,
fueron empleadas para calcular el contenido total de TAG’s y ETE’s en los productos

obtenidos de todos los experimentos.

Tabla 5. Concentracion de los patrones de ETE’s

] [11S Area total/Area
Patron | [] Total (mg/mL) [] Total/[] IS
(mg/mL) IS

EE1 1,247 0,536 2,327 1,352
EE2 3,132 0,536 5,844 3,348
EE3 5,307 0,536 9,901 5,700
EE4 7,366 0,536 13,743 8,017
EES 9,454 0,536 17,639 11,948

IS: estandar interno, [ ]: concentracion

Tabla 6. Concentracion de los patrones de TAG's

) [T11S Area total/Area
Patron | [] Total (mg/mL) [] Total/[] IS
(mg/mL) IS
Al 1,9 0,536 3,545 2,514
A2 52 0,536 9,702 7,716
A3 11,3 0,536 21,083 17,091
A4 15,6 0,536 29,106 21,237
AS 24,6 0,536 45,897 31,069

IS: estandar interno, [ ]: concentracion

= Productos obtenidos en la etapa de seleccién del alcohol. De cada mezcla de reaccion
(de la A hasta la H) se tomaron 25ul y se aforaron a 1mL en viales utilizando hexano como

solvente. De esta dilucion se tomaron 0.2 pl para inyectar directamente en el equipo.
La determinacion de de ésteres grasos, mono, di y triacilgliceroles en la mezcla de reaccion

se realizé de acuerdo con una adaptacion del método citado por Moreno [60]. Se empled un

cromatdgrafo Perkin Elmer Autosystem XL con una columna HP-1 (5m x 0.53mm x
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0.15um) y la siguiente programacion de temperatura: 40°C (1 min.)- 240°C a 20°C/min.,
240°C - 320°C (3 min.) a 10°C/min. Las demas condiciones fueron: gas de arrastre Argén (0.8
psi), inyector a 315°C modo split, FID a 320°C.

= Productos obtenidos en las etapas de optimizacion. De cada mezcla de reaccion
obtenida se pesaron 10 mg en viales, agregando 60ul de estandar interno (colesterol en
hexano, 9mg/mL) aforando con hexano hasta 1mL. De esta dilucion se tom6 1 pl para

inyectar directamente en el equipo.

La determinacion de ésteres grasos, monoacilgliceroles, diacilgliceroles y triacilgliceroles se
realiz6d de acuerdo con una adaptacion de los métodos citados por Aichholz [2], Nelson [62],
Plank [73] y Selmi [79]. Se utiliz6é un equipo cromatografico Agilent HP 6890 Series Plus
dotado con una columna capilar DB-17 ht (30m x 0.32mm x 0.15pum) con la siguiente
programacion de temperatura: de 100°C - 250°C a 40°C/min., 250°C - 360°C (6 min.) a
7°C/min. Las deméas condiciones fueron: gas de arrastre Helio a 2mL/min., inyector a 360°C

modo split (relacion 60:1), FID a 370°C.

= |dentificacion y cuantificacion. La identificacion se hizo empleando los tiempos de
retencion relativos de los componentes con respecto a un estandar interno (colesterol en
hexano, 9mg/mL) y empleando los datos de los perfiles cromatograficos obtenidos en el
analisis del PKO comparando el orden de elusion y asignando cada pico a un acido graso
respectivo (numeral 2.3.5). La cuantificacion se realizé por el método del estandar interno
empleando las curvas de calibracion obtenidas tanto para los ETE’s como para los TAG's. El
colesterol se designd como estandar interno ya que es una sustancia lipidica, no se solapa con
los picos de los componentes en los productos y presenta un tiempo de retencion intermedio

entre los ésteres etilicos y los acilgliceroles presentes.

Los ésteres etilicos y triacilgliceroles se determinaron simultineamente como grupos y bajo
condiciones idénticas de andlisis. Mono y diacilgliceroles (PAG’s) se cuantificaron como
grupo por diferencia. La determinacion por grupos se refiere a que el area expresada es el
area total de todos los &cidos grasos encontrados en el aceite y en los TAG's es el area total

de todos los triacilgliceroles presentes en el PKO o en los productos.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE SUSTRATOS Y PRODUCTOS

El aceite de palmiste fue analizado en cuanto a su composicion individual de acidos grasos y
TAG's. También se determinaron otros parametros fisicoquimicos necesarios para establecer
su pureza e identidad. Con estos valores dentro de las normas especificadas (NTC 5013 y
NTC 260) se verifico la calidad del aceite, requisito indispensable para llevar a cabo un

analisis correcto de los parametros involucrados en la reaccion de alcohdlisis.

3.1.1 Composicion en &cidos grasos del PKO. Los acidos grasos constituyentes del PKO
fueron determinados por HRGC siguiendo las indicaciones y métodos recomendados por la
norma técnica colombiana NTC 5013. La composicion porcentual en acidos grasos y el

perfil cromatografico se presentan en la Tabla 7 y en la Figura 13 respectivamente.

Tabla 7. Composicion porcentual de acidos grasos en el PKO.

Acido graso Porcentaje
Caprilico - C8:0 4,0
Caprico - C10:0 3,8
Latrico - C12:0 50,6
Miristico - C14:0 16,1
Palmitico - C16:0 8,4
Estearico - C18:0 2,1
Oléico - C18:1 13,1
Linoléico - C18:2 1,9
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Figura 13. Perfil cromatografico de ésteres de acidos grasos en el PKO
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Los valores indicados en la Tabla 7 se encuentran dentro los intervalos estipulados por la
norma NTC 260 para el PKO RDB. EIl mayor porcentaje lo representan los acidos laurico,
miristico y oléico, por tanto se espera obtener en mayor proporcion ésteres de estos acidos

grasos.

De acuerdo con esta composicion se calculd un valor de 697,09 g /mol para el peso
molecular promedio de un triacilglicerol en el PKO, suponiendo que los acidos grasos se
presentan al azar en la molécula y teniendo en cuenta su abundancia. Este peso molecular se
utiliz6 como base para los calculos de las relaciones molares entre sustratos aplicados segliin

el disefio experimental.

45



3.1.2 Composicion en TAG’s del aceite de palmiste. Se determiné por HTGC la

composicion en TAG's como especies moleculares presentes en el aceite. En la Tabla 8, se

presenta la composicion porcentual de cada TAG agrupado por numero de carbonos (ACN).

En la Figura 14, se muestra el perfil cromatografico.

Tabla 8. Composicion porcentual de TAG's en el PKO.

Triacilglicerol ACN Porcentaje
C28 2,8
C30 4,0
C32 7,5
C34 9,3
C36 22,4
C38 16,8
C40 9,7
C42 8,1
C44 5,7
C46 4.4
C48 43
C50 2,1
C52 1,6

El aceite de palmiste presenté 13 grupos de TAG's de acuerdo con su ACN, siendo el de

mayor proporcion la trilaurina (C36) debido a su alto contenido de &cido laurico. El perfil

concuerda con los datos reportados por Young [102] para el PKO, siendo uno de los pocos

aceites vegetales cuya composicion es una mezcla compleja de diferentes triacilgliceroles en

comparacion con aceites como los de soya o de palma.
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Figura 14. Perfil cromatografico de TAG's en el PKO
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3.1.3 Indice de acidez y de saponificacion. El indice de acidez hace parte de los
indicadores de calidad del aceite y del grado de hidrdlisis en el mismo. Fue necesaria su
determinacion como parametro de estudio ya que un exceso de acidez en los sustratos puede

inactivar irreversiblemente la lipasa.

El valor obtenido fue de 0,16 como indice de acidez y de 0,06% expresado como porcentaje
de acido laurico, el cual que se encuentra dentro de los parametros aceptables para un aceite
refinado segliin la norma NTC 260. A este nivel los acidos grasos libres no interfieren

significativamente en el proceso de alcoholisis.

El indice de saponificacion hallado para el PKO fue de 251, el cual se encuentra acorde con

al norma técnica NTC 260 que estipula un rango tolerable de 240-255.
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3.1.4 Caracterizacion de productos. En todos los productos obtenidos, los ésteres y
acilgliceroles presentes se determinaron simultdineamente empleando HTGC. La
caracterizacion se realizoé de acuerdo con el numeral 2.3.6, determinando la composicion de

ésteres grasos, mono, di y triacilgliceroles asi como del porcentaje de FFA's en cada muestra.

Se desarrollé un método cromatografico que permitié la elucion de todos los componentes
de interés y su clasificacion en 3 grupos: ésteres etilicos (ETE’s), acilgliceroles parciales
PAG’s (MAG’s + DAG's) vy triacilgliceroles (TAG’s). Debido a que los componentes se
clasificaron en grupos no fue necesaria la identificacion individual de cada pico en el

cromatograma.

En las Figuras 15 y 16 se observa el perfil cromatografico de los patrones de TAG's y ETE's
respectivamente, eluidos bajo condiciones idénticas. En la Figura 17 se muestra el perfil
cromatografico de un producto obtenido con ETE’s en alta concentracion, donde se indican
sus zonas caracteristicas. En cada una de las secciones posteriores se describe con detalle la
composicion de los productos y se discute el resultado obtenido de acuerdo a la etapa de

optimizacion.

Figura 15. Perfil cromatografico de TAG’s en el patron de PKO
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Figura 16. Perfil cromatografico del patron de ETE's
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Figura 17. Perfil cromatografico de un producto obtenido por alcohdlisis (ETE’s del 67%)
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Segun la Figura 17, la zona de ETE's corresponde a los ésteres etilicos de los 8 acidos grasos
principales que conforman el PKO, con tiempos de retencion desde 1,847 hasta 4,137
aproximadamente. La zona de PAG’s corresponde a los mono y diacilgliceroles formados
en la reaccion los cuales presentan tiempos de retencion desde 4,233 hasta 9,231, es decir
que los PAG’s generalmente eluyen antes del IS o en su vecindad. Los TAG's son
facilmente identificables ya que eluyen luego del IS con tiempos de retencion desde 9,231
hasta 17,923. Los tiempos de retencion mencionados son indicadores que permitieron

delimitar las zonas en las cuales se agruparon los componentes.

3.2 REACCION DE ALCOHOLISIS ENZIMATICA

3.2.1 Determinacion de la actividad hidrolitica de Lipozyme IM. En la Figura 18, se
muestra la curva de valoracion con la cual se calculd la actividad hidrolitica de la enzima
obteniendo un valor de 330 IU, donde 1 IU = micromoles de acido liberado/ minuto * gramo
de enzima. El calculo de la actividad se realizo empleando una regresion polindmica, con un
coeficiente de correlacion de 0,9912 adecuado para obtener la pendiente de la tangente a la
curva en el tiempo cero, cuyo valor representa la actividad buscada. La actividad hidrolitica
de las lipasas estd directamente correlacionada con su actividad en sintesis pero es
independiente de su actividad en las reacciones de transesterificacion, sin embargo es
recomendable que la lipasa presente una alta actividad hidrolitica ya que en el mecanismo de

reaccion de alcoholisis se presentan pasos de hidrolisis y sintesis sucesiva [39, 101].

Figura 18. Determinacion de la actividad hidrolitica de Lipozyme IM
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3.2.2 Evaluacion del alcohol como sustrato. Se analizaron varios factores que
permitieron definir el alcohol a emplear como sustrato en la reaccion y llevar acabo el

procedimiento de optimacion de las condiciones.

= Solubilidad del alcohol en PKO. La solubilidad es un factor determinante en las
reacciones de alcohdlisis y se expresdé como los gramos de alcohol solubles en 100 g de
aceite en el punto de saturacion. Una baja solubilidad de los reactivos impide su contacto
intimo, disminuyendo el rendimiento de la reaccion. Ademas, reactivos polares (ej. metanol)
que no se solubilicen totalmente pueden inactivar irreversiblemente la enzima al entrar en

contacto con ella.

Un valor numérico de la solubilidad es el primer indicador del alcohol que podria
proporcionar altos rendimientos, siendo mejor el mas soluble en el aceite, atin cuando esta no
sea una razon exclusiva. En las Figuras 19 y 20 se muestran las curvas de solubilidad para el
metanol y etanol, ya que tanto 2-propanol como butanol mostraron ser miscibles con el PKO

en todas las proporciones a una temperatura mayor de 40°C.

Para calcular los datos de la solubilidad de metanol y etanol se emplearon regresiones
exponenciales las cuales se ajustaron adecuadamente a los datos obtenidos. Empleando estas
ecuaciones fue posible predecir la solubilidad de cada alcohol en el aceite a una temperatura
determinada. Se observa como para el etanol la solubilidad se incrementa muy rapidamente

al aumentar la temperatura, lo cual favorece su uso en la reaccion.

En cada caso se calcularon los valores de solubilidad a 55°C comparando metanol vs. etanol
(Figura 21). A esta temperatura Lipozyme IM presenta el desempefio mas favorable para las
reacciones de esterificacion segun su productor y la bibliografia consultada. La temperatura
optima de trabajo para esta enzima en reacciones de alcoholisis se encuentra en el intervalo

de 40°C - 60°C [35, 57,62, 82, 100].
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Figura 19. Curva de solubilidad de metanol en PKO  Figura 20. Curva de solubilidad de etanol en PKO
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Figura 21. Comparacion de solubilidad de metanol y etanol en PKO a 55°C
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La solubilidad del etanol a 55°C fue aproximadamente 30 veces superior a la del metanol,
efecto favorable pues el contacto entre los sustratos es mejor y al mismo tiempo actia como
solvente. Debido a que son miscibles y se presenta una sola fase es menor la probabilidad de
que se formen gotas aisladas que puedan interactuar directamente con la lipasa causando
inactivacion. Ademas a esta temperatura, la viscosidad es favorable para la homogenizacion

de la enzima y se generan menos problemas de difusion que involucren la agitacion como un
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parametro de estudio adicional. El metanol es parcialmente soluble en el aceite a
temperaturas cercanas a 70°C, debido a su limitada solubilidad, al llegar al punto de
saturacion se presenta una rapida separacion de fases. Este efecto hace imprescindible el uso

de solvente al efectuar reacciones con metanol.

= Seleccion del alcohol. Como segundo indicador para seleccionar el alcohol, se llevo a
cabo la reaccion manteniendo condiciones similares para todos. Fue posible estudiar el efecto
de cada alcohol empleado y el uso de hexano como solvente. En la Tabla 9, se muestran las
condiciones de trabajo en cada experimento y en la Figura 22 se relacionan los resultados

obtenidos.

Tabla 9. Condiciones experimentales del disefio de prueba para alcoholes

MUESTRA ALCOHOL? RELACION MOLAR SOLVENTE
ALCOHOL/ACEITE
A Metanol 3 No
B Metanol 1,5 No
C Metanol 3 Hexano®
D Metanol 1,5 Hexano®
E Etanol 3 No
F Etanol® 3 No
G 2-propanol 3 No
H Butanol 3 No

a: alcoholes absolutos excepto muestra H, b: Etanol comercial al 96%, c: 200% peso de aceite. Todas las
reacciones a 55°C

53



Figura 22. Variacion en la produccion de ésteres en funcion del alcohol
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La mayor produccion de ésteres se logro en los experimentos E (65,5%) y H (82,9%), en los
cuales se uso etanol y butanol respectivamente, en relacion molar 1:3 (aceite: alcohol), a la
cual se denomina relacion estequiométrica (regm) por simplicidad. Ambos alcoholes a reqgm
mostraron un elevado rendimiento, teniendo en cuenta que también se formaron mono y
diacilgliceroles en porcentajes del 15%. A regm butanol y etanol son completamente
solubles con el PKO y la reaccion transcurre en una sola fase con baja viscosidad. Esto fue
previsto segin las pruebas de solubilidad realizadas con anterioridad: el etanol y butanol

gracias su mayor longitud de cadena y menor polaridad son mas compatibles con el PKO.

Cuando se empled metanol en regm (A) no se obtuvo un resultado similar. Se deduce que
debido a su naturaleza polar se presenta inhibicion de la enzima. Ademas, las condiciones
de solubilidad y viscosidad no son tan favorables como para los otros alcoholes, ya que se

observo una fase turbia con gotas remanentes. Empleando metanol a reqgm s6lo se obtuvo un
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0,5% de ésteres. Usando la mitad de la regm bajo idénticas condiciones se elevo el
rendimiento hasta un 54,8 %, indicando que el metanol no solubilizado es un fuerte inhibidor

y que su adicion fraccionada permite que la reaccion transcurra sin inactivacion de la enzima.

En las reacciones con metanol y adicion de hexano como solvente los resultados fueron casi
idénticos a aquellos sin empleo de solvente (A y B) probando que el empleo de un sustrato
polar y un solvente no polar, no necesariamente mejora el rendimiento del proceso. Es
probable que reacciones con metanol exijan su adicion fraccionada en cantidades pequeiias
para evitar la inactivacion de la enzima o el empleo de algin otro tipo de solvente no polar.
Tal es el caso de Shimada [82] y Watanabe [98], quienes utilizando lipasa inmobilizada de
Candida antarctica, observaron que la adicion del metanol en tres etapas fue efectiva para la

completa conversion del aceite.

Se aprecia también, como la solubilidad no es el tinico factor decisivo para conseguir un alto
rendimiento. En el caso G, al emplear 2-propanol no se detectaron cantidades apreciables de
ésteres aun cuando éste alcohol y el aceite fueron miscibles a la temperatura de trabajo.
Lipozyme IM solo se comportd eficientemente en reacciones con alcoholes lineales pero no
con un alcohol ramificado. Similares resultados se han reportado, al emplear 2-butanol y 2-
propanol [30, 40], por lo que podria suponerse que con alcoholes secundarios y terciarios
puede ocurrir un impedimento estérico que dificulta el acoplamiento de la lipasa con los

sustratos.

También se empled etanol comercial al 96% (F) para establecer la influencia debida al agua
presente como impureza. En este caso el rendimiento decayé drasticamente (1,3 %) en
comparacion con el etanol absoluto (65,3 %), donde se aprecia que el agua del sustrato
alcoholico ejerce un efecto de inhibicion fuerte, aun cuando se ha encontrado que varias
reacciones de transesterificacion con Lipozyme IM pueden ocurrir eficientemente en

presencia de agua [62].

En un trabajo anterior, Mittelbach [57] al utilizar etanol del 96% consiguid rendimientos del
82%, empleando lipasa de Pseudomonas sp. (PS-30) en un tiempo de 14 horas y a 50°C. Wu
[100] empleando también lipasa PS-30 y etanol al 95% obtuvo ésteres con rendimiento

mayor al 75%, en un tiempo de 6 horas y a 38°C. Se debe tener en cuenta que estos
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rendimientos se lograron empleando lipasa de Pseudomonas sp. en forma soluble - no
inmovilizada, asi, puede suponerse que el tipo de lipasa empleada y el soporte de
inmovilizacion influyen considerablemente cuando se emplean reactivos con presencia de
agua. Bajo las condiciones del presente trabajo, empleando Lipozyme IM es requisito
indispensable el caracter anhidro de los reactivos y un bajo nivel de agua para el transcurso

de la reaccion con alta eficiencia.

Teniendo en cuenta estos resultados preliminares se escogio al etanol anhidro para efectuar
la optimizacion de las variables de reaccion. La eleccion del etanol se justifica teniendo en
cuenta que fue aproximadamente 30 veces mas soluble que el metanol a la temperatura de
trabajo (55°C) y presentd un buen desempefio en el screening realizado con produccion de
ésteres etilicos en un 65,5%. Adicionalmente es ventajoso su empleo porque es menos toxico
que el metanol y mas seguro en su manejo, mas econémico que el butanol u otros alcoholes
de mayor peso molecular, se puede obtener totalmente a partir de biomasa y presenta un
punto de ebullicion de 78°C lo cual permite extender la temperatura de reaccion si fuese

necesario.

Los ésteres del etanol ademas de su creciente aplicacion como biodiesel [38, 94, 95] se
consideran agentes aromatizantes naturales [16, 31] y se emplean como materia prima para la
fabricacion de surfactantes potentes, seguros y biodegradables, muy semejantes a aquellos

obtenidos a partir de ésteres metilicos [32, 44, 48, 74].

3.2.3 Determinacion de las condiciones optimas. Una vez seleccionado el etanol como
sustrato, en la etapa de optimizacion de condiciones, se empled un disefio experimental tipo

CCRD, encontrando sus puntos 0ptimos con la metodologia RSM.

= Analisis de las variables. En la Tabla 10, se indican las respuestas experimentales
obtenidas para cada experimento. En el desarrollo del analisis se hallaron las combinaciones
de variables en las cuales el contenido de FFA’s fue minimo y la produccién de ETE’s
maxima, teniendo en cuenta que a nivel industrial la remocion de acidos grasos libres implica

una etapa adicional y es un proceso costoso (Mantilla, 2002)".

' Comunicacion personal del Ingeniero Christian Mantilla, Gerente Técnico C.I. SACEITES S.A, 2003
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Segtin los datos obtenidos, teniendo en cuenta solo los efectos principales, un mayor tiempo
de reaccion y mayor cantidad de enzima generan un aumento en la cantidad de ETE’s
formados. Al parecer, un exceso de alcohol no conlleva a un desplazamiento del equilibrio

hacia la formacion de ésteres, por el contrario, se aprecia un efecto de inactivacion sobre la

enzima y se hace mas intenso cuanto mayor es la concentracion de etanol.

Tabla 10. Resultados obtenidos en los experimentos del disefio CCRD

Relacion Tiempo de v
Experiment | % Enzima molar reaccion % Y,
0 (Xy) etanol/PKO (horas) ) % acidez
%) X2 ésteres
1 6 3 3 69,7 1,5
2 6 9 9,5 0,3
3 4 5 6 11,5 0,2
4 4 5 6 10,7 0,2
5 4 5 11* 14,7 0,2
6 2 3 3 20,8 0,4
7 4 1,6* 6 52,9 4,7
8 4 5 6 11,0 0,2
9 2 7 3 1,7 0,1
10 6 7 3 4,8 0,2
11 0,6* 5 6 1,9 0,1
12 6 3 9 73,9 1,2
13 2 3 9 40,2 0,4
14 7,3% 5 6 18,3 0,3
15 2 7 9 1,9 0,1
16 4 5 0,95* 4,6 0,2
17 4 8.3* 6 2,8 0,1

* Puntos adicionales necesarios para la condicion de rotabilidad,

$ promedio de dos determinaciones




Se observa también una correlacion directa entre el porcentaje de acidez y el exceso de etanol
agregado en cada reaccion, igual relacion se presenta con la concentracion de enzima. A
mayor concentracion de etanol, la hidrolisis y el indice de acidez disminuyen. Este
comportamiento puede deberse a la inactivacion de la enzima por parte del alcohol o a un
efecto de competencia del agua presente en el medio [31, 101].

Considerando los datos como un conjunto y empleando el analisis estadistico de las variables
fue posible con este tipo de disefio definir una combinacion optima de variables de manera

que se obtuviera un porcentaje alto de ésteres etilicos y se consiga alta productividad.

= Efectos sobre la formacion de ésteres (Respuesta Y;). Una facil visualizacion de los
efectos se consigue en el diagrama de pareto (Figura 23), donde se muestra cada efecto
estimado de las variables elegidas en orden decreciente de magnitud. La longitud de cada
barra es proporcional al efecto estandarizado (efecto estimado/error estandar). Las barras que
se extienden mas allad de la linea roja corresponden a efectos significativos en un nivel de

confianza del 95 %.

Figura 23. Diagrama de pareto para Y, (% ETE’s)
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La concentracion de etanol presenta un fuerte efecto negativo en la reaccion, por tanto un
aumento en la concentraciéon de etanol conduce a una disminucion considerable en la
formacion de ésteres. Este efecto se justifica debido a la naturaleza polar del etanol, que

ejerce un fuerte efecto inhibitorio en la enzima alterando su microambiente ya sea por la
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extraccion del agua esencial para mantener su forma activa o por un cambio en su
conformacion al crear interacciones con grupos polares en la estructura de la proteina segin

lo sefialado por Gandhi [30, 31], Zaks, [104]; Gorman [37].

En la Figura 24, los efectos principales muestran la influencia negativa o positiva de cada
variable en la produccion de ésteres, asi la pendiente en cada linea indica la intensidad y
rapidez del efecto. La variable estimada se presenta como funciéon de cada factor
experimental, donde el factor de interés varia desde su nivel mas bajo al mas alto, mientras

que los otros factores permanecen constantes en sus valores centrales.

Figura 24. Grafico de efectos principales para Y,
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» La cantidad minima de etanol que es posible usar sin disminuir el rendimiento, es una
reqgm (relacion molar 3/1), relaciones menores implican una reaccion incompleta, donde el
aceite empleado no se consume en su totalidad generando  mayor contenido de

triacilgliceroles remanentes en el medio.

Es posible que el etanol se absorba en el soporte de la lipasa (resina de intercambio anidnica)
alterando el ambiente de la lipasa. Es recomendable, en este caso, emplear la menor
cantidad de etanol para proteger la enzima a diferencia del empleo de catalizadores basicos
inorganicos, donde generalmente el reactivo se adiciona en exceso para desplazar el

equilibrio hacia la formacién del producto.
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» La cantidad de enzima adicionada es el segundo factor mas significativo entre los
estudiados. Este comportamiento se explica considerando que una mayor cantidad de enzima
representa mas disponibilidad de sitios activos para interactuar con los sustratos. Sin
embargo, no es posible emplear cantidades excesivas de enzima ya que esta limitada por su
costo y por los problemas de agitacion y homogenizacion de la mezcla de reaccion. Es

aconsejable emplear la cantidad maxima posible dentro del intervalo estudiado en el disefo.

» El tiempo es un factor poco significativo en la reaccion (p > 0,05). Los estudios

realizados reportan tiempos de reaccion desde 6 hasta 72 horas [57, 62, 93, 90, 45].

» Los efectos cruzados de las interacciones entre variables son significativos solo para la
cantidad de enzima y relacion de sustratos, indicando que el comportamiento con respecto a
la respuesta no es lineal sino que presenta un orden cuadratico, tal y como se aprecia en las

superficies de respuesta.

El analisis de varianza (ANOVA) para la respuesta Y; (Tabla 11), permite analizar
estadisticamente las variables. En este caso s6lo 4 efectos tienen valores p (nivel de
significancia) menores que 0,05 indicando que son significativamente diferentes de cero en
un nivel de confianza del 95,0%. El valor de R? estadistico es de 89,95 % sefialando que el

modelo como se ajustd, explica el 89,95 % de la variabilidad en la respuesta Y.

Se realizd una regresion multiple polindmica obteniendo una ecuacion que describe
matematicamente el proceso con la mayor precision posible. En la tabla 12, se indican los
coeficientes de regresion que satisfacen esta ecuacion (EC. 4) donde todos los coeficientes

fueron considerados, incluidos aquellos de interacciones poco significantes (p > 0,05).
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Tabla 11. Analisis de la varianza (ANOVA) para Y, (% esteres)

Variable Cﬁ:(rjnrzggs (;:J:r?];?j?g Relacion F Valor P
A: X1 (%enzima) 2131.,5 2131,5 26,62 0,0000
B: X2 (rel. etanol/aceite) 10999,6 10999,6 137,35 0,0000
C: X3 (tiempo) 296,6 296,6 3,70 0,0668
AA 117,3 117,3 1,46 0,2385
AB 1256,7 1256,7 15,69 0,0006
AC 23,5 80,1 0,29 0,9592
BB 1842,0 1698,7 0,00 0,0001
BC 75,7 75,7 0,95 0,3411
CcC 104,0 104,0 1,30 0,2661
Bloques* 0,214 0,214 21,21 0,5931
Total 18329,8

* El analisis considera dos bloques: los 17 experimentos originales y sus 17 réplicas, p: nivel de significancia

Tabla 12 Coeficientes de regresion para Y, (% ésteres)

Variable Coeficiente
constante 10,189
A: X1 (%enzima) 8,834
B: X2 (rel. etanol/aceite) -20,067
C: X3 (tiempo) 3,295
AA 2,148
AB -8,862
AC -1,212
BB 8,679
BC 2,175
CC 2,280

Segun estos datos la ecuacion que describe el modelo ajustado es:

Y, = 10,19 + 8,83*X, - 20,07*X, + 3,29%X; + 2,28%X,% - 8,86*X,*X, - 1,21*¥X,*X5 +
8,68%X,% - 2,18%X,*X; +2,15% X5  (Ecuacion 4)
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Donde,

Y: porcentaje de ésteres en el producto
X: %enzima

X,: relacion molar alcohol/aceite

X;: tiempo de reaccion

Con base en la ecuacién 4 se realizd la optimizacion empleando un procedimiento
matematico en el cual se maximizan o minimizan las respuestas y se obtienen los valores de
las variables que satisfacen la respuesta maxima Y. Este ejercicio matematico no se realiza
directamente, para su ejecucion se acudid a un programa de analisis estadistico

(Statgraphics).

Empleando la ecuacion polindmica se representaron graficamente las variables obteniendo
superficies donde se deduce el efecto de cada variable, el camino mas rapido al punto
maximo y se realizan predicciones del comportamiento de las variables dentro del intervalo
estudiado. Las superficies de respuesta mas relevantes se observan en las Figuras 25y 26 y
muestran contornos para las variables en funcion del factor seleccionado. Cada linea de
contorno representa combinaciones de los factores que dan un valor para la variable, los otros

factores son mantenidos constantes.

Figura 25. Superficie de respuesta X, vs. X; ( X; constante)
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Figura 26. Superficie de respuesta X; vs. X3 ( X, constante)
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= Efectos sobre el indice de acidez (Respuesta Y;). La acidez es importante porque
indica la ocurrencia de hidrélisis como reaccion competitiva a la alcohdlisis. Cuando esto
sucede se liberan acidos grasos que permanecen en el producto final, siendo necesario
retirarlos por neutralizacion basica lo cual genera gastos adicionales en el proceso y puede

dejar residuos contaminantes en el producto.

El contenido de FFA’s mas alto encontrado fue de 4,7 %, utilizando la mitad de reqm, por
tanto en el transcurso de la reaccion el aceite remanente debid permanecer disponible para
realizar la hidrélisis. Hidrolisis y alcohdlisis son reacciones competitivas y se espera que
bajas cantidades de alcohol favorezcan la hidrdlisis. El promedio de acidez encontrado fue

del 0,6%, sin embargo algunas muestras exhiben una acidez menor que 0,2%.

En el diagrama de pareto para la respuesta Y, (Figura 28) la influencia de las variables se
analiza de manera analoga a la respuesta Y;. También se incluye la grafica de efectos
principales (Figura 27) indicando la tendencia negativa o positiva de las variables hacia la

respuesta Y.
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Figura 27. Diagrama de efectos principales para Y, (% FFA’s)
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Figura 28. Diagrama de pareto para Y, (% FFA's)
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» La tnica variable significativa para efectos practicos es la concentracion del alcohol,
igual de influyente que para la respuesta Y;, sin embargo con relacion inversa ya que la

acidez disminuye a medida que la concentracion de etanol se incrementa.

Posiblemente el exceso de alcohol hace que actué¢ como nucleodfilo competitivo, favorece su
equilibrio y su ataque tiene mayor importancia con respecto al agua. Por el contrario,
cuando se tiene baja concentracion de etanol, el agua no tiene competencia equivalente y atin

cuando se encuentra en baja concentracion la hidrolisis es la reaccion predominante [30].
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» El tiempo no es significante, como tampoco la cantidad de enzima debido a que la lipasa
como catalizador favorece ambas reacciones, alcohoélisis e hidrolisis. Cual se lleve a cabo a

mayor velocidad, depende de la concentracion relativa del nucleofilo presente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al evaluar el efecto sobre las respuestas Y, y Y,
y empleando el modelo matematico (Ecuacion 4) se calcularon las condiciones mas
favorables (COIl) para la obtenciéon de un proceso eficiente con un rendimiento aceptable en

ésteres etilicos (Tabla 13).

Tabla 13. Condiciones dptimas iniciales (COI) para la reaccion de alcohdlisis a escala

laboratorio

Temperatura 55°C
Relacién molar de sustratos 31
(etanol/aceite)
Tiempo de reaccioén (horas) 6
Cantidad de enzima 6%
(% con respecto al peso del aceite) ?
Agitacion orbital (rpm) 300
Valor predicho 59
(% ésteres etilicos)
Valor observado 65
(% ésteres etilicos)

Empleando las variables optimas calculadas, el valor predicho para la produccion de ésteres
es del 59% sin embargo el valor observado es de 65%. Esta discrepancia del 6% puede
deberse a la exclusion en el disefio experimental de otras variables que pueden afectar la
produccion de ésteres etilicos como la presencia de agua en el medio y las diferencias en el
sistema de agitacion. Para el caso del agua como se describe més adelante, ésta presenta una
influencia significativa atn en valores adicionados del 1%. Una vez definidas las COI a
escala laboratorio se procedi6 a evaluarlas en una reaccion a escala preparativa y se realizo

un seguimiento cinético de la formacion de los productos con el fin de comprender mejor el
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funcionamiento de la enzima al emplear un mayor volumen de sustratos y a la vez conseguir
una mejora en el tiempo.

= Evaluacién del punto 6ptimo a escala preparativa. Se evalu6 la formacion de ésteres,
mono, di y acilgliceroles y la desaparicion de triacilgliceroles en el tiempo, realizando el
proceso a escala preparativa. Se emplearon las COI designadas anteriormente con base en el
disefio experimental analizado, excepto el tipo de agitacion. En este caso se empled una
propela marina de tres aspas para realizar la agitacion a una velocidad de 200 rpm, debido a
la imposibilidad de usar otro tipo de agitacion con cantidades superiores a los 100g. Por
espacio de 6 horas se tomaron muestras del producto y se realizd un analisis de su

composicion para estudiar la evolucion en el tiempo (Figura 29).

Figura 29. Seguimiento de la reaccion en el tiempo a escala preparativa
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Se observa que a partir de 3 horas el incremento de ésteres etilicos es poco significativo.
Después de dos horas el porcentaje de PAG’s permanece constante hasta el final de Ila
reaccion. La concentracion de triacilgliceroles decrece rapidamente durante las primeras

horas. De los triglicéridos iniciales el 53,9% es convertido a ésteres etilicos a las dos horas.
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La concentracion de mono y diacilgliceroles incrementan a un maximo de 25,9% en 2 horas,
permaneciendo constante durante las 4 horas siguientes.

Se observa una velocidad inicial rapida en la produccion de ésteres etilicos hasta las tres
horas, luego de las cuales decae y se hace estable, lo que indica una posible disminucion de
la actividad de la enzima, ya sea por deficiencia de los sustratos, inhibicion por solvente o
por inactivacion a causa de los productos formados. Los ésteres etilicos alcanzan su maximo
valor de 65,6% en 4 horas pero a las 5 horas decrecen a pesar de que el residuo de

triacilgliceroles solo llega a ser del 8,8%.
Con base en el seguimiento realizado, las condiciones dptimas finales (COF) obtenidas en
el presente estudio fueron las presentadas en la Tabla 14, en la cual se comparan con valores

obtenidos en otras investigaciones similares.

Tabla 14. Condiciones 6ptimas finales (COF) comparadas con estudios anteriores

Variable COF estudio Selmi? Abigor®
Temperatura (°C) 55 50 40
Relacion molar de? sustratos 31 31 4/1
(etanol/aceite)
Tiempo de reaccion (horas) 3 5 8
Cantidad de enzima 6 3 10
(% con respecto al peso del aceite)
Agitacion ( pf(())gela 250 250
(rpm) mecanica) (orbital ) (orbital )
Esteres etilicos obtenidos (%) 62 83 72
Mono y diacilgliceroles obtenidos 25 _ _
(%)
Triacilgliceroles obtenidos (%) 10 -- --

* Reaccion llevada a cabo con aceite de girasol y Lipozyme IM, sin adicion de agua ni solvente

" Reaccién llevada a cabo con aceite de palmiste y Lipasa PS 30, sin adicion de agua ni solvente
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En el presente estudio el tiempo de reaccion y la cantidad de enzima encontrada fueron
menores, disminuyendo los costos del proceso. La relacion 3/1 con etanol permite obtener
buen rendimiento y una minima producciéon de residuos. Sin embargo el rendimiento de
ésteres etilicos a estas condiciones no fue mayor del 62,4 % debido en parte a la alta
produccion de PAG’s (25%) que se producen sin forma de evitarlo, se debe tener en cuenta
que el residuo de TAG's bajo estas condiciones en el producto final fue solo del 10%,

lograndose una conversion final del 90% de los TAG's en el aceite de palmiste.
= Estabilidad operacional de la enzima a escala preparativa
Para evaluar la estabilidad de Lipozyme IM se realizaron varias reacciones consecutivas de

alcohdlisis en sistemas Batch bajo condiciones COF, en cada caso se determiné el porcentaje

de productos en el medio de reaccion luego de cada reuso y los resultados se muestran la

Figura 30.
Figura 30. Estabilidad operacional de Lipozyme IM a 55°C
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El contendido de ETE’s disminuy6 rapidamente con el numero de usos, hasta un valor de
3,73% en el quinto uso. El contenido de PAG’s también disminuy6 paulatinamente hasta un

valor de 3,28% es decir que en el quinto uso la conversion fue baja, debido probablemente a
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la pérdida de actividad de la enzima la cual puede ser causada por el glicerol que se absorbe
en el soporte o por la pérdida de agua debido a su extracciéon por parte del etanol. En
busqueda del aumento de la estabilidad operacional se decidio llevar a cabo reacciones a
menor temperatura, en presencia de agua y en presencia de silica gel en el medio como

agente absorbente de glicerol.

» Se realizo la medicion de la estabilidad, bajo las condiciones COF pero una temperatura
de reaccion de 40°C. La disminucion de la temperatura no afecté considerablemente el
rendimiento de los ETE’s en el primer uso, pero tampoco mejoro la estabilidad de la enzima
luego de 4 usos sucesivos (Figura 31). Por tanto, el factor inactivante no esta relacionado
directamente con la temperatura sino con la naturaleza de los reactivos o productos que
actuan luego del primer uso. Es posible efectuar la reaccion a 40°C sin disminucién del
rendimiento de los ETE’s en el primer uso, reduciendo el consumo energético en
comparacion con el uso de una temperatura de 55°C. Sin embargo en los analisis siguientes

se mantuvo la temperatura optima encontrada de 55°C (condiciones COF)

Figura 31. Estabilidad operacional de Lipozyme IM a 40°C
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% Efecto del agua. A pesar que anteriormente ya se habia definido que la mayor
produccion se ésteres se lleva a cabo en condiciones anhidras, se decidié agregar agua al
medio luego de cada reuso debido a la posible extraccion del agua por parte del etanol. La
extraccion de agua esencial para la optima configuracion de la enzima puede ser la causa de
su inactivacion luego de cada uso. Para verificar esta influencia se realizaron 9 experimentos

con adicion de agua al sistema, cuyos resultados se comparan en la Figura 32.

Figura 32. Estabilidad de Lipozyme IM con adicion de agua (condiciones COF)
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La adicion de agua en tan s6lo 1% conlleva a una disminucion en la produccion de ésteres
desde 62,3% hasta 46,7% en el primer uso de la enzima y decae hasta un valor de 28,3% en
el tercer uso. Aparentemente a este nivel solo se afecta la produccion de ésteres en el primer
uso pero no en los siguientes. Con adicion del 5%, la disminucion es mas notable, hasta el
33,0% en solo el primer uso y para el tercer uso solo se consigue un 1,25% de ésteres. El
agua en cantidad de 10% no permite que la reaccion sea favorable para la produccion de
ésteres en ningln caso, quizas por el alto grado de hidrolisis que se genera, o por el cambio

brusco en la A, Optima para Lipozyme.

Segun los resultados obtenidos se concluye que la adicidon de agua no restaura en ninglin caso

la actividad enzimatica de Lipozyme IM luego de su reuso, por tanto el efecto de inactivacion
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debe ser causado por el glicerol que se produce en la reaccion y su absorcion (o adsorcion) en

el soporte.

» Efecto de la silica gel. Para confirmar el posible efecto del glicerol sobre la enzima se
adicioné al medio un agente protector que compite con el soporte por el glicerol y
probablemente evita la pérdida de la actividad de la enzima durante los reusos. [40, 79, 85].
Una cantidad de silica gel fue adicionada al medio de reaccion junto con la enzima y se
realizé una comparacion entre la produccion de ésteres etilicos bajo las condiciones finales

(COF), en presencia y ausencia de silica gel (Figura 33).

En el primer uso de la enzima la produccion de ésteres etilicos fue mayor (74,1%) con
adicion de silica gel al 10%, y semejante que al adicionar silica al 20% (66,7%), con
respecto a las reaccion sin empleo de absorbente (62,4%). En los dos usos siguientes, la
adicion de silica gel mejor6 la produccion de ésteres en todos los casos, sin embargo el
contenido de ésteres al usar silica gel al 20%, es menor que empleando un 10%, posiblemente

a este nivel la silica también absorbe parte de los ésteres formados y disminuye su contenido

aparente en el medio.

Figura 33. Estabilidad de Lipozyme IM con adicion de silica gel (condiciones COF)
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Segun las observaciones es probable que en todos los casos la inactivacion se lleve a cabo
luego del primer uso de la enzima debido al glicerol formado, el cual presenta mas afinidad
por la resina de intercambio empleada como soporte en Lipozyme, razon por la cual la silica

gel solo presenta un efecto limitado protector sin importar la cantidad adicionada.

Dossat et al., en la transesterificacion de aceite de girasol con butanol empleando Lipozyme
IM, encontraron que el glicerol insoluble en el producto era adsorbido en el soporte
enzimatico generando una disminuciéon dramatica en la actividad de la enzima. Este
fenomeno de inactivacion fue atribuido a la formacion de un impedimento hidrofilico
alrededor de la enzima que genera problemas de difusion del sustrato hidrofobico. Para
recuperar la actividad varias soluciones fueron propuestas: la adicion de silica gel para
adsorber el glicerol y el lavado de la enzima con acetona-hexano, sin embargo estos
procedimientos no restauraron la actividad. Finalmente se emple6 una mezcla de un alcohol
terciario y agua para lavar el catalizador, asi el glicerol fue eliminado del soporte y la enzima

recupero su actividad acuosa 6ptima [17].

Debido a que no se logré mantener la estabilidad de Lipozyme IM en los reusos para la
produccion de ésteres etilicos a escala preparativa, es escasa la posibilidad de su uso en
aplicaciones a nivel industrial. Tal hecho hace necesaria la utilizacion de una enzima que
mantenga su estabilidad y que sea similar en su desempeiio a Lipozyme IM bajo iguales
condiciones de trabajo. Recientemente se ha presentado en el mercado la introduccion de
Lipozyme TL una preparacion lipasa mas econdomica que Lipozyme IM, derivada de
Thermomyces lanuginosa pero soportada en Silica gel, la cual debido a sus diferencias podria

ser mas eficiente y estable al ser empleada en la reaccion de etandlisis.

= Empleo de Lipozyme TL

Como el porcentaje de ésteres no superd el 67% en reusos sucesivos de Lipozyme IM se
decidié de manera exploratoria emplear la lipasa inmovilizada Lipozyme TL de la misma

casa productora que Lipozyme IM y con especificidad 1,3.

Al emplear Lipozyme TL sin adicionar gel de silice los resultados fueron muy similares a los

obtenidos con Lipozyme IM, al parecer el problema de inactivacion es comun en la reaccion
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de alcoholisis para ambas preparaciones lipasas sin emplear un agente protector. Resultados
similares se encontraron anteriormente en la metandlisis del aceite de soya, donde observo
que el glicerol presenta efectos negativos en la actividad de Lipozyme TL. Para evitar tal
efecto se utilizaron alcoholes como propanol, isopropanol, butanol y t-butanol que eliminan

el glicerol al lavar la enzima inmobilizada [19].

Al utilizar sucesivamente Lipozyme TL adicionando silica gel al medio, se consiguieron
resultados satisfactorios: el rendimiento de ésteres decae un 15% después del tercer uso y
aparentemente se mantiene. Se compard la produccion de ETE s usando Lipozyme TL al 4%
y 6% (Figura 34), donde se observa una variacion muy leve, siendo posible emplear una
menor cantidad de enzima consiguiendo iguales resultados. Al parecer el soporte de la lipasa
juega un papel importante cuando se utilizan bajas condiciones de hidratacion y reactivos

hidréfilos polares como el alcohol etilico.

Figura 34. Estabilidad de Lipozyme TL con adicion de silica gel (condiciones COF)
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La Tabla 15 presenta los rendimientos encontrados al utilizar Lipozyme IM y TL en
comparacion con otros trabajos reportados donde se utiliza silica gel y se observa su efecto

protector en reacciones sucesivas a condiciones relativamente semejantes. Lipozyme TL se
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comporta de una manera mas adecuada que Lipozyme IM, manteniendo su estabilidad en

varios usos, siendo posible su reutilizacion a escala preparativa para la obtencion de ETE's.

Tabla 15. Esteres obtenidos en reusos de Lipozyme IM a diferentes condiciones

REFERENCIA USOS % ESTERES EN EL PRODUCTO
Sin Silica Gel Con Silica Gel
1 62 67
Lipozyme IM* 2 34 54
3 28 35
1 67 73
Lipozyme TL" 2 22 61
3 - 62
1 83 83
Selmi y col., 1998° 2 21 78
3 7 50

* Se adiciond 20% de silica gel en cada uso (con respecto al peso de aceite)

® Reaccion con 6% de enzima y 20% de silica gel

¢ SELMI, B and THOMAS, D. Immobilized lipase catalyzed ethanolysis of sunflower oil in a
solvent-free medium. En: J. Am. Oil Chem. Soc. Vol. 75, No. 6 (1998); p. 691-695. Etanol
absoluto, aceite de girasol, Lipozyme IM, 50°C, 5 h., rel. molar 1:3, 0% de agua y 10% de silica

En resumen, producciones del 66% de ésteres etilicos se obtienen en la etandlisis de aceite de
palmiste en un medio compuesto solo de sustratos y catalizada por una lipasa inmobilizada
especifica como Lipozyme IM. Cantidades estequiométricas de sustratos son necesarias y
una mejor etanolisis del PKO es lograda en un sistema libre de solvente. Es crucial el papel
que juega la produccion de glicerol y su efecto nocivo sobre la enzima. La adicion de silica
gel mejora significativamente la produccion de ésteres etilicos utilizando la misma cantidad
de enzima en diferentes usos. Para aumentar la conversion del PKO seria adecuado emplear

una enzima cuyo soporte no tenga afinidad por compuestos polares.
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4. CONCLUSIONES

e Empleando un proceso enzimatico con el uso de Lipozyme IM y Lipozyme TL es posible
la obtencion de ésteres grasos a partir del aceite de palmiste, con minima produccion de
desechos contaminantes, empleando reactivos seguros en su manejo y en un proceso con

adecuados rendimientos.

e En reacciones a escala laboratorio y preparativa es posible emplear Lipozyme IM para
obtener ésteres etilicos en un porcentaje de 71% y 62% respectivamente, en un solo Batch,

sin necesidad del uso de solventes o agua adicional en el sistema.

e Lipozyme IM disminuye considerablemente su actividad catalitica luego del primer uso
en un medio sin y con agentes protectores (silica gel), haciendo poco viable su reuso

prolongado, tanto en escala laboratorio como preparativa.

e Lipozyme TL mantiene su actividad catalitica hasta un tercer uso sucesivo a escala
preparativa siempre y cuando se adicione al medio de reaccion un agente protector como la

silica gel.

e Al trabajar con Lipozyme IM y TL en ningln caso es necesario la adicion de agua al
medio de reaccion, siendo suficiente la que presenta la enzima en su estado original, siempre

y cuando los reactivos empleados sean anhidros.

e La reaccion de etanolisis a condiciones COF produce cantidades de mono y di
acilgliceroles, de 15% para Lipozyme IM y 22% para Lipozyme TL, siendo subproductos que
luego de ser separados y purificados pueden ser utilizados en diversas areas de la

oleoquimica (ej. emulsificantes).
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5. RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de Lipozyme TL en las reacciones de etanolisis del aceite de
palmiste siempre y cuando sea agregado al medio de reaccidon un agente protector que

adsorba el glicerol formado.

e Lipozyme IM y TL son enzimas inmobilizadas que pueden ser empleadas en otros tipos de
reacciones ademas de la alcoholisis, por tanto se recomienda su estudio y aplicacion con otros
sustratos de diferente naturaleza, por ejemplo en la obtencion de poliésteres de sacarosa por

via enzimatica.

e Para tener en cuenta el uso de metanol en la alcoholisis se podria considerar la posibilidad

de adicion por etapas, evitando asi su fuerte efecto inactivante.

e FEs necesario estudiar la reaccion de alcoholisis empleando un sistema continuo debido a

que el comportamiento de las variables puede ser diferente que en un sistema por lotes.
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