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hidrolisis

Figura 3.38 Diagrama de Efectos principales para la variable respuesta
grado de hidrdlisis

Figura 3.39 Efecto de la razdén enzima/sustrato y el tiempo sobre el grado
de hidrdlisis.

Figura 3.40 Efecto de la razén enzima/sustrato y la temperatura sobre el
grado de hidrdlisis.

Figura 3.41 Valores de SFC medidos experimentalmente a 15°C y valores
SFC de acuerdo al modelo matematico desarrollado (Ec.3.2)
para la reaccién por lotes.

Figura 3.42 Evolucion de la hidrolisis con el tiempo de reaccion, en el
proceso de transesterificacion del sistema SBO:PKO a escala
piloto (35 kg)

Figura 3.43 Produccion de lipidos estructurados durante la reaccion de
transesterificacion a escala piloto (35 kg), medido por el
incremento en la RTA-2

Figura 3.44 Cambio en la concentracién de los TAG saturados con ACN 30
a 38, expresado como el cambio en el area relativa de los picos
cromatograficos de los TAG correspondientes

Figura 3.45 Cambio en la concentracion de los TAG C38:0 y C38:1,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos
cromatograficos de los TAG.

Figura 3.46 Cambio en la concentracion de los TAG C40:0, C40:1 y C40:2
con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el
area relativa de los TAG.

Figura 3.47 Cambio en la concentracion de los TAG C42:0, C42:1 y C42:2
con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el
area relativa de los picos cromatograficos de los TAG
correspondientes.

Figura 3.48 Cambio en la concentracion de los TAG C44:0, C44:1, C44:2y

22

141

143

143

147

148

149

150

151

151

152

153



C44:3, con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio
en el area relativa de los picos cromatograficos de los TAG
correspondientes.
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RESUMEN

TiITULO
OBTENCION DE LiPIDOS ESTRUCTURADOS A ESCALA SEMI-INDUSTRIAL MEDIANTE
TRANSESTERIFICACION CON LIPASAS ESTEREOESPECIFICAS INMOVILIZADAS".

AUTOR:
Nelson Moreno Safra?

PALABRAS CLAVE
Lipidos estructurados, lipasas, transesterificacion, reactor, lecho empacado

DESCRIPCION

Los lipidos estructurados (SL) son triacilgliceroles (TAG) modificados por la alteracion de su
composicion en acidos grasos (FA) y su distribucion en las moléculas de glicerol. La mayoria
de ellos combinan FA de cadena media con FA de cadena larga en una misma molécula de
glicerol y se pueden obtener por reacciones de interesterificacion quimicas o enzimaticas
empleando lipasas sn-1,3- o sn-2-especificas como catalizadores. Algunos de estos lipidos
se pueden clasificar como alimentos funcionales o nutracéuticos, por estar directamente
asociados a la prevencion o tratamiento de diversas enfermedades.

En este trabajo se sintetizaron SL por medio de transesterificacion enzimatica de mezclas
binarias de aceite de palmiste y aceite soya, en un caso, y superestearina de palma (rica en
tripalmitina) y aceite de soya en otro, utilizando como catalizadores lipasas Lipozyme® RM-
IM y Lipozyme® TL-IM. En el primer caso, se produjo una mezcla de TAG cuya caracteristica
principal fue contener FA de cadena media en las posiciones primarias del glicerol y FA de
cadena larga en la posicion central; En el segundo caso, una grasa con TAG que contienen
acido palmitico en la posicion central del glicerol y FA insaturados en las posiciones
primarias.

Las mejores condiciones de reaccion se determinaron haciendo uso del disefio experimental
y la metodologia de superficie de respuesta para la produccion de SL a escala semi-
industrial, en reactores de tanque agitado y de lecho empacado (PBR). La productividad
alcanzada con Lipozyme® RM-IM en reactor PBR fue 2344 kg aceite transesterificado por
kilogramo de enzima, en tanto que con Lipozyme® TL-IM fue de 4281 kg aceite por
kilogramo de enzima.

A todos los productos de reaccion se les determiné acidez, punto de fusién, viscosidad,
consistencia, contenido de grasa sélida por RMN, composicién en FA y en TAG por
cromatografia de gases, analisis estereoespecifico por métodos enzimaticos.

! Trabajo de Grado de Doctorado en Quimica

2 Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: Janeth Aidé Perea Villamil.
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SUMMARY

TITLE
PRODUCTION OF STRUCTURED LIPIDS TO SEMI-INDUSTRIAL SCALE USING
TRANSESTERIFICATION WITH STEREOESPECIFIC INMOBILIZED LIPASES®

AUTHOR:
Nelson Moreno Safra®

KEYWORDS
Structured lipids, lipases, transesterification, packed bed reactor

DESCRIPTION

The structured lipids (SL) are modified triacylglycerols (TAG) to alter the fatty acids (FA)
composition (FA) and their distribution into the glycerol molecules. Most of them combine medium
chain FA with long chain FA in a single glycerol molecule and can be obtained by chemical or
enzymatic interesterification reaction using sn-1,3 - or sn-2-specific lipase as catalysts. Some of
these lipids can be classified as functional foods or nutraceuticals, because they are directly
associated to the prevention or treatment of many diseases.

In this work SL are synthesized via enzymatic transesterification of binary mixtures of palm oil and
soybean oil, in one case, and palm super-stearine (rich in tripalmitin) and soybean oil in another,
using Lipozyme ® RM —IM and ® Lipozyme TL-IM lipases as catalyst. In the first case, there was a
mixture of TAG whose main characteristic was contain medium chain FA in the primary positions of
glycerol and long chain FA in the central position; In the second case, a fat with TAG containing
palmitic acid in the central position of glycerol and unsaturated FA in primary positions.

The best reaction conditions to semi-industrial SL production in the batch tank and packed bed
reactor (PBR) were determined using the experimental design and response surface methodology.
The productivity achieved with Lipozyme® RM-IM in PBR reactor was 2344 kg transesterified oil
per kg enzyme, while with Lipozyme® TL-IM was 4281 kg of oil per kilogram of enzyme.

All reaction products were determined acidity, melting point, viscosity, consistency, solid fat content
by NMR, FA and TAG composition by gas chromatography, estereoespecific analysis by enzymatic
methods.

! Doctoral Thesis Degree in Chemistry
? Faculty of Science, School of Chemistry, Director: Janeth Aidé Perea V
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1. INTRODUCCION

El vinculo entre los alimentos y la salud es algo ancestral en el hombre, no solo
por razones de nutricién, sino también por el efecto que generan sobre el
organismo (Sehanputri, 1999; Silveira et al., 2003). De manera que se plantean
tres formas de ver esta relacion: 1) Los alimentos contienen -naturalmente o
incorporados- elementos necesarios y beneficiosos para la salud (vitaminas,
minerales, antioxidantes, entre otros); 2) Pueden ofrecer prevencion,
mantenimiento, alivio o curacion ante determinadas enfermedades y 3) Contienen
componentes que pueden causar efectos perjudiciales y que seria conveniente

limitar (grasas saturadas, colesterol, sal, etc.).

En la década de los 90, los alimentos saludables funcionaban sobre una “base
negativa”, de eliminar o reducir aquellos elementos potencialmente nocivos
(grasas saturadas, colesterol, etc.). Estos alimentos eran principalmente
preventivos y dirigidos a la “gente sana”, generando un mercado con ventas
estimadas en decenas de miles de millones de ddlares. El paso siguiente
consistio en manejar el “aspecto positivo”, es decir, no sélo reducir los elementos
perjudiciales sino ingerir cantidades suficientes de los beneficiosos. Al respecto se
establecieron las ingestas en términos de las RDA (Recommended Daily
Allowance) y nacieron los Suplementos Dietarios (concentrados de los principios
activos en forma de polvos, pildoras, liquidos, etc.) para suplir la dieta normal,

generando un mercado interesante que oscila entre alimentos y medicamentos.

32



Con el tiempo, los consumidores optaron por nuevas alternativas: alimentos
normales, beneficiosos para la salud, disefiados para evitar lo malo e incorporar lo
bueno. Esto permitié producir Alimentos Funcionales definidos como “productos
vendidos y consumidos como alimentos, que deben tener una apariencia similar a
la de un alimento convencional, consumirse como parte de la dieta normal y
contener algun componente que ha demostrado beneficios para alguna funcién
fisiolégica particular o la reduccion del riesgo de enfermedades crénicas, mas alla
de sus funciones nutricionales” (Sehanputri, 1999; Health Canada, 1998). A este
grupo pertenecen los lipidos estructurados (SL), un grupo de grasas novedosas
con aplicaciones en la industria farmacéutica y con aplicacion potencial en la

industria de alimentos.

Los lipidos estructurados son triacilgliceroles (TAG)  modificados en su
composicion de acidos grasos (FA), y en su distribucién en las moléculas de
glicerol, ya sea por la incorporacién de nuevos FA o por cambio en la posicion de
los FA existentes en la molécula. También se conocen como triacilgliceroles
estructurados (STAG), y presentan las ventajas de las grasas convencionales
porque combinan acidos grasos de cadena larga (LCFA) con acidos grasos de
cadena media (MCFA) o acidos grasos de cadena corta (SCFA) en una misma
molécula de TAG, lo cual les confiere propiedades quimicas, fisicas y fisiologicas
unicas (Osborn y Akoh, 2002; Zhou et al., 2001; Huang y Akoh, 1996). Dentro de
éstas se destaca la rapida absorcion y asimilacion de los SCFA y de los MCFA y
el aporte de acidos grasos esenciales (EFA) a partir de los LCFA (Haman y
Shahidi, 2007, 2005; Mu y Porsgaard, 2005; Akoh, 1998). Algunos autores
clasifican también como SL a las grasas y aceites modificados compuestos por
TAG que poseen unicamente acidos grasos de cadena larga, por ejemplo los

equivalentes de la manteca de cacao.
Los SL estan asociados directamente con la prevencion o tratamiento de diversas

enfermedades como cancer-caquexia, absorcion deficiente de la grasa, fibrosis

quistica, sindrome de intestino corto, entre otras, principalmente porque inciden en
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el mejoramiento de la respuesta inmune y porque ayudan a superar algunos
desordenes metabdlicos, como lo demuestran las numerosas publicaciones y
patentes registradas hasta el momento: Matulka et al., 2007; Matsuo y Takeuchi,
2001, 2004; U.S. Patent No. 6,369,252 (Akoh, 2002); Montejo y Gonzalez, 2001;
Zhou et al., 2001; Rodriguez, 2000; U.S. Patente No. 6.013.665 (DeMichele et al.,
2000); U.S. Patent No. 6.130.244 (DeMichele et al., 2000); Craig et al., 1997;
Fitch, 1997; U.S. Patent No. 5.661.180 (DeMichele et al., 1997); Huang y Akoh,
1996; U.S. Patent No 5.081.105 (Bistrian, 1992); U.S. Patent No. 4.906.664
(Bistrian et al, 1990); U.S. Patent No 4.847.296 (Babayan et al., 1989); U.S. Patent
No 4.528.197 (Blackburn, 1985).

Industrialmente se producen emulsiones lipidicas para alimentacion parenteral y
enteral de niflos prematuros y de personas recién operadas, el tratamiento de
personas con cancer o con quemaduras graves y para pacientes con fibrosis
quistica, entre otros. Estas emulsiones se elaboran a partir de mezclas fisicas de
aceites como los de soya, canola o girasol, ricos en acidos grasos de cadena larga
(C16:0, C18:0; C18:1; C18:2) y aceites ricos en acidos grasos de cadena media y
de cadena corta (C8; C10, C12) como el de coco. Sin embargo, las mezclas
fisicas de aceites, aun cuando pueden tener la misma composicion en FA que los
lipidos estructurados, difieren en sus rutas metabdlicas, en parte debido a su
estructura, a la composiciéon en FA en la posicién sn-2 de los TAG, y a las
diferencias en la velocidad de hidrélisis de los mismos (Mu y Porsgaard, 2005;
Iwasake y Yamane, 2000; Nieto et al., 1999; Mu et al., 1998).

Los SL en cambio, al tener acidos grasos de cadena larga y de cadena media o
corta unidos directamente a la molécula de glicerol, son compuestos estructural y
metabolicamente diferentes de la simple mezcla fisica, con ventajas tales como
una superior retencion de nitrogeno, preservacion de la funcion inmune, rapida
absorciéon y metabolismo en el organismo, generacidon de concentraciones mas
bajas de TAG en el plasma sanguineo (Gonzalez et al., 2000), disminucion del

riesgo de cancer, prevencion de la trombosis y disminucion del colesterol e
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incorporacion de acidos grasos esenciales (Turan et al.,, 2007; Simoens et al.,
2004; Beermann et al., 2003; Kruimel et al., 2000; Lee et al., 2000; Straarup y Hoy,
2000; Lee et al., 1999).

Estos compuestos, ademas de su aplicacidon clinica, tienen un alto potencial de
utilizacion en la industria de alimentos para la fabricacidon de productos de
consumo masivo, con usos especificos como alimentos hipocaléricos, grasas ricas
en acidos omega-3 y omega-6, margarinas, grasas plasticas conocidas como
“shortenings” y grasas base para la elaboracion de productos con mejores
propiedades fisicas, funcionales, organolépticas y nutricionales que las grasas
convencionales y sobre todo con escasos niveles de acidos grasos trans (Perea et
al., 2006; Agyare et al., 2005; Kanjilal et al., 1999; Rousseau y Marangoni, 1998a y
1998Db; List et al., 1995).

Los SL pueden obtenerse por reacciones de interesterificacion quimica o
enzimatica. Para la interesterificacion quimica se emplean catalizadores acidos,
hidroxidos de metales alcalinos, alcdxidos, carbonatos y bases no iénicas como
aminas (Willis y Marngoni, 1999; Schuchardt et. al., 1998) y se realiza en tiempos
cortos (30-60 minutos), pero requiere altas temperaturas y los catalizadores son
muy sensibles a la calidad del aceite y a la humedad, por lo cual se requiere un
aceite refinado y blanqueado. Adicionalmente, esta reaccion da como resultado
productos con una distribucidon al azar de los FAS en la molécula de glicerol, lo
que hace que se produzca una mezcla de compleja TAG, que impide el
direccionamiento hacia la obtencion de lipidos estructurados especificos
(Klinkesorn et al, 2004; Norizazzah et al., 2004; Rodriguez y Gioiell, 2003; Osborn
y Akoh, 2002; lwasaki y Yamane, 2000; Schuchardt et al., 1998).

La interesterificacion enzimatica, por su parte, requiere condiciones de
temperatura y presion moderadas y se efectua usando lipasas no especificas o
lipasas especificas, especialmente sn-1 y sn-3 estereoespecificas (D’Agostini et
al., 2001; Xu et al.,, 1998, 2000; DeMichele et al., 1997). En este caso, la

distribucion de los acidos grasos en la molécula de glicerol es mas ordenada, lo
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que supone una ventaja importante por que se pueden fabricar lipidos con
propiedades funcionales o fisiologicas especiales (Matulka et al., 2007; Turan et
al., 2007; Simoens et al., 2004; Sellapan, 2001; DeMichelle et al., 2000; Xu et al.,
2000; Chandler et al., 1998; Mu et al., 1998).

La interesterificacion quimica ha sido hasta el momento mas investigada y
utilizada a nivel industrial, mientras que la enzimatica tiene un desarrollo reciente
que requiere aun de una amplia investigacion, debido a que influyen mas variables
en el proceso, como se deduce de los resultados obtenidos a escala de laboratorio
por Jacome y Perea 2004; Moreno y Perea 2001; Xu et al.,, 2000; Willis y
Marangoni, 1998; Akoh 1995; y a escala de planta piloto, por Moreno et al., 2005;
Arango et al., 2004; Pareja et al., 2004. Estos investigadores encontraron que los
sustratos, la clase de enzima, la relacidon enzima-sustrato, la temperatura, el
tiempo de reaccion, la agitacion, el contenido de agua y la presencia o ausencia
de solvente constituyen las variables mas importantes, tanto en las reacciones de
acidolisis (entre TAG y FAs libres), como en las reacciones de transesterificacion

(entre TAG del mismo o diferentes sustratos).

La mayoria de las investigaciones reportan el empleo de las siguientes materias
primas: trilinoleina y acido caprico y estearico (Sellapan y Akoh, 2001), aceite de
soya Yy acido caprilico (Huang y Akoh, 1996), aceite de canola y acido caprilico
(Zhou et al., 2001; Xu et al., 2000), aceite de arroz y acido caprico (Jennings y
Akoh, 2000), aceite de girasol y acido caproico (Mu et al., 1998; Xu et al., 1998),
acido docosapentaenoico, acido docosahexaenoico y acido caprico (Haman y
Shahidi, 2005), trilinoleina y trilinoleina (Haman y Shahidi, 2007), aceite de soya y
una mezcla de acido estearico y palmitico (Carrin y Crapiste, 2007), aceite de atun
y acido caprico (Hita et al., 2007), aceite de palma y aceite de palmiste (Chen, et
al., 2007; Diaz y Gioielli2003). En Colombia, se han evaluado el aceite de palma,
la oleina de palma, la estearina de palma y el aceite de palmiste (Moreno et al,
2005; Moreno et al., 2004; Arango et al., 2004; Jacome y Perea, 2004 y Pareja et
al., 2004; Moreno y Perea, 2001).
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Como catalizadores, se han utilizado especialmente lipasas de origen microbiano
como Rizhomucor miehei, Rhizopus japonicus (SAIKEN 100), Rhizopus arrhizuz,
Rhizopus oryzae, Pseudomonas cepacia, Candida antartica y Thermomyces
lanuginosa, entre otras. De estas se destaca la lipasa Lipozyme® RM-IM de
Rhizomucor miehei inmovilizada sobre una resina de intercambio idnico, utilizada
en las investigaciones realizadas por Carrin y Crapiste, 2007; Haman y Shahidi,
2007; Maduko et al., 2007; Moreno et al., 2005, 2004; Arango et al., 2004; Jacome
y Perea, 2004; Pareja et al.,, 2004; Moreno, 2001; Sellappan y Akoh, 2001,
Jennings y Akoh, 2000; Nieto et al., 1999; Lee y Akoh, 1998, Mu et al., 1998; Xu et
al., 1998a, 1998b. Aunque esta enzima presenta alta actividad esterificante e
hidrolitica y requiere de una cantidad minima de agua para mantener su actividad,
se debe controlar el contenido de humedad del medio para evitar la generacion de
acidos grasos libres por hidrdlisis (Arango et al., 2004; Pareja et al., 2004; Moreno,
2001).

Recientemente Novozymes, ha lanzado al mercado la Lipozyme® TL-IM, lipasa
con alta actividad estearasa obtenida del microorganismo Thermomyces
lanuginosus y soportada en granulos de silice, lo cual la hace mas econémica que
sus contrapartes inmovilizadas sobre resinas de intercambio iGnico, pero a su vez
mas susceptible al agua (Jacome y Perea, 2004; Novozymes, 2003). El bajo costo
de esta enzima (aproximadamente Vi del precio de Lipozyme® RM-IM) la
convierten en una alternativa importante, por lo que su aplicacion a escala
industrial debe ser evaluada.

Lipozyme® RM IM ha sido evaluada tanto a escala de laboratorio como de planta
piloto, en sistemas discontinuos de tanque agitado y en sistemas en continuo en
reactores de lecho empacado (Nielsen et al., 2006; Lai et al., 2005; Camacho
Paez et al., 2002; Fomuso y Akoh, 2002; Mu et al., 1998; Xu et al., 1998, 1999,
2000). En este ultimo sistema, la migracion de grupos acilo (principal problema de
los sistemas en discontinuo, porque se reduce la pureza de los triacilgliceroles
estructurados), se reduce a aproximadamente un cuarto (1/4) de la alcanzada en

un sistema en discontinuo debido al menor tiempo de residencia y, ademas, la
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actividad de la enzima se mantiene por mas tiempo, permitiendo una mayor
reutilizacion y, por tanto, reduccion de los costos de transformacién. Xu et al.,
1998 encontraron que después de cuatro (4) semanas de uso continuo, la
actividad de la enzima en un reactor de lecho empacado habia decaido un 40%,
mientras que en reactor en discontinuo de tanque agitado la actividad después del

quinto uso habia decaido aproximadamente en un 55% (Lee y Akoh, 1998).

El uso de Lipozyme® TL-IM, en cambio, esta en pleno desarrollo. Se encuentran
los trabajos reportados por Villeneuve et al., 2007; Ronne et al., 2005; Yamaguchi
et al., 2004; Ko et al., 2003 y Xu et al.,, 2002. Ko y colaboradores evaluan la
produccion de SL a partir de aceite de ricino y acido caprico; Yamaguchi y su
grupo emplean aceite de pescado y metil ésteres de acido estearico, mientras que
Ronne y su grupo usan como materias primas triestearina y diferentes acidos

grasos puros.

Los aspectos mencionados adquieren gran relevancia cuando se pretende
desarrollar la produccién de SL a escala industrial, y aun cuando se tienen
investigaciones en el area que sirven de base, en cada caso se requiere, para
cada sistema sustrato-enzima, optimizar las variables influyentes; evaluar tanto los
procesos a escala de laboratorio como el efecto del cambio de escala sobre las
caracteristicas del proceso; establecer la cinética de la reaccién; caracterizar el
producto finalmente obtenido y analizar la estabilidad y el costo de la enzima, de
forma que la informacidon generada permita predecir las condiciones de operacion

que conduzcan a productos hechos a la medida con las caracteristicas deseadas.

En el ambito mundial, existen pocas empresas que producen lipidos estructurados
(Laboratorios Novartis en Suiza, las compaiias Stepan y Abitec S.A. en Estados
Unidos, y Loders Croklaan de Unilever, Inglaterra) y las que lo hacen emplean
basicamente transesterificacién quimica, y los comercializan con fines médicos y
nutricionales. Soélo recientemente, ante la creciente demanda de los

consumidores por productos mas saludables, las grandes empresas productoras
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de grasas en el mundo se han interesado en la interesterificacion enzimatica, con
el objeto de reemplazar el proceso de hidrogenacién y asi eliminar la formacién de

los acidos grasos trans.

En el 2005, tres de estas empresas (una en China, una en Estados Unidos y otra
en Holanda) iniciaron la produccidén de grasas modificadas por interesterificacion
enzimatica a escala industrial. Estos procesos ademas de ser patentados, tienen

un alto nivel de confidencialidad industrial.

En este sentido, las industrias de grasas y aceites nacionales ante las
necesidades del mercado, requieren desarrollar e implementar tecnologias con
bases cientificas sélidas para sus procesos de transformacién, de manera que les
permitan generar productos competitivos aprovechando en lo posible las materias
primas nacionales, como son los derivados de la palma africana, cuyo cultivo en
Colombia tiene una dinamica de expansién continua reflejada en que en los
ultimos anos el pais, se ha convertido en el mayor productor de América Latina y
el quinto en el mundo, después de Malasia, Indonesia, Nigeria y Tailandia
(FEDEPALMA, 2007a y 2007b).

En Colombia, la produccion de aceite de palma crudo en 2006 alcanzé un nivel de
710.407 toneladas, 37.810 toneladas adicionales a las producidas en el afo
anterior. Regionalmente volvié a destacarse el desempefio de la Zona Central,
cuya produccion de aceite de palma crudo en el afio 2006 crecid 10,1%,
equivalente a 18.411 toneladas, respecto al afo anterior. La Zona Oriental, en la
cual se encuentra la zona de influencia de Santander, fue la segunda regién que
mas crecié (6,2%). Se estima que a finales de 2007, Colombia tendra un area
sembrada en palma de aceite de 303.768 hectareas, un 10,3% adicional a la que
existia en 2005, con lo cual la producciéon de aceite crudo de palma ascendera a
784.510 toneladas (Fedepalma, 2007a).

Por lo anterior, y teniendo en cuenta el incremento progresivo del cultivo de palma
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en el pais, se plante6 un proyecto de cooperacion entre la Universidad Industrial
de Santander y la Empresa Comercializadora Internacional Santandereana de
Aceites, para desarrollar y optimizar la producciéon a escala semi-industrial de
grasas especiales, mediante una reaccioén de transesterificacion en presencia de

lipasas comerciales grado alimentario.

Dentro de estas grasas especiales, los lipidos estructurados tienen actualmente
gran potencial de desarrollo, por lo cual, para su obtencion en el presente
proyecto, se utilizaron materias primas derivadas de la palma africana como el
aceite de palmiste y la superestearina de palma y el aceite de soya, rico en acidos
grasos insaturados. Como biocatalizadores se utilizaron las lipasas Lipozyme®
RM-IM de Rhizomucor miehei y la Lipozyme® TL-IM, lipasa con alta actividad

estearasa obtenida del microorganismo Thermomyces lanuginosus.

Los sistemas de reaccion aceite de palmiste - aceite de soya y superestearina de
palma - aceite de soya fueron transesterificados en un sistema en discontinuo -
reactor de tanque agitado. Se optimizaron a escala de laboratorio las condiciones
de reaccidon para obtener la mayor produccion de lipidos estructurados y con las
condiciones seleccionadas, el proceso fue escalado a un kilogramo y a planta
piloto (35 kilogramos), lo que permitié6 observar una gran reproducibilidad en los
resultados. A esta misma escala se midié ademas la estabilidad de la enzima y la
esteroespecificidad de la misma. Los productos obtenidos fueron caracterizados

en cuanto a su perfil de fusion y composicion en TGA.

Con base en los datos obtenidos en el sistema en discontinuo se evalué el sistema
en continuo con un reactor de lecho empacado, utilizando como sistema de
reaccion la mezcla aceite de palma - aceite de palmiste. Cuando se empleé como
catalizador la lipasa Lipozyme® RM-IM, los experimentos se llevaron a cabo a
escala de un Kklilogramo (por el costo de la enzima), mientras que al usar como
biocatalizador Lipozyme® TL-IM, los experimentos se evaluaron a escala de uno

y de 10 kilogramos. En los dos casos se midio la estabilidad de las enzimas y su
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esteroespecificidad.

Los resultados obtenidos permitieron establecer que es factible y econémicamente
posible producir lipidos estructurados con las mezclas de aceites y en los sistemas
evaluados, obteniéndose los mejores resultados al emplear Lipozyme® TL-IM
como catalizador, en reactor de lecho empacado. Ademas permitieron sentar las
bases para la produccién de grasas especiales en la Empresa, lo cual le va a
permitir hacer frente a los retos y oportunidades que el comercio internacional
ofrece a raiz de las nuevas legislaciones sobre los acidos grasos trans que
empezaron a regir a partir del 1 de enero de 2006 (FDA, 2005) y a la posibilidad

de encontrar nuevos mercados.

En consecuencia con estos resultados, actualmente la empresa Comercializadora
Internacional Santandereana de Grasas y Aceites se encuentra construyendo el
reactor para el desarrollo ya a escala industrial del proceso para la produccion de

grasas interesterificadas enzimaticamente.

El proyecto, financiado parcialmente por COLCIENCIAS, la Comercializadora
Internacional Santandereana de Aceites — C.I. SACEITES S.A y la Universidad
Industrial de Santander (Proyecto 1102-07-11015), se desarrollé en el Centro de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos -CICTA-, de la UIS, y en las

instalaciones de la planta piloto y laboratorios de la empresa C.l. SACEITES S.A.

Los resultados de esta investigacion se obtuvieron paralelamente con los de otros
investigadores y han sido presentados y publicados en las memorias de varios

eventos, a saber:

1. PEREA, J. A;; PAREJA, C.; MARTINEZ, F.; MANTILLA, C.y MORENO, N.
Aplicacion de grasas interesterificadas enzimaticamente en productos de
panaderia, pasteleria y chocolateria. En: Memorias del Congreso Nacional

de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Bogota, Colombia, 2006; 1:45.
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. PEREA, J. A;; MARTINEZ F. y MORENO, N. Grasas a la medida con
lipidos estructurados obtenidos por interesterificacion enzimatica. En:
Memorias del IX Conferencia Internacional sobre Ciencia y Tecnologia de
Alimentos. Instituto de Investigaciones para la Industria de Alimentos, La
Habana, Cuba, 2005; 1:301-305.

. MORENO, N.; PEREA, J. A. y MANTILLA, C. Modificacion de aceites
vegetales con lipasas microbianas para la obtencion de alimentos
funcionales. En: Memorias del XI Congreso Latinoamericano de Grasas y
Aceites, Buenos Aires, Argentina, 2005; 1:349-351.

. PEREA, J. A; MARTINEZ, F. y MORENO, N. Utilizacién de lipasas
inmovilizadas en la produccion de lipidos estructurados. En: Memorias del

XIII Congreso Nacional de Quimica, Cartagena, Colombia, 2004; 1:42-48.

. ARANGO, L. M.; PEREA, J. A;; MORENO, N.; PAREJA, C. Ay
MARTINEZ, F. Transesterificacién Enzimatica de la Oleina de Palma para
la Produccion de Grasas Especiales en un Reactor tipo Batch. Revista
Palmas. 2004; 25(1):371-375.

. ARANGO, L. M.; MORENO, N.; PEREA, J. A. y MARTINEZ, F. Aciddlisis
Enzimatica de la Oleina de Palma para la Produccion de Equivalentes de la
Manteca de Cacao. En: Memorias del XXl Congreso Colombiano de

Ingenieria Quimica, Bucaramanga, Colombia, 2003; 1:2-5.

. PEREA, J. A., MARTINEZ, F.; MORENO, N. y ARIZA, E. V. Produccién de
monoglicéridos por reaccion enzimatica. En: Memorias del X Congreso
latinoamericano AOCS de los aceites y grasas, 2003, Manta, Ecuador,
2003; 1:65.
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8. PAREJA, C.; ARANGO, L. M.; MORENO, N.; PEREA, J. A.; MARTINEZ, F.
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MARTINEZ, F. L’esterification Enzymatique de L'Oleine de Palme par
L’Acide Stearique Commercial. En: Resumenes del Symposium
International - Chimie Verte. Uses and Aplications of Renewable raw
Materials, Poitiers, Francia, 2003; 1:84.

10.MORENO, S.N.; PEREA, V.J.A. Analisis regioespecifico de los acidos
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transesterificada con Lipozyme® TL-IM. En: memorias del XII Congresso

Latino_americano de Oleos e Gorduras. Florianépolis, SC, Brasil.
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1.1 ALCANCE DE LA PRESENTE TESIS

Los lipidos estructurados tienen actualmente gran potencial de desarrollo, como se
discutid anteriormente, pero para su produccidon se requiere una seleccion
adecuada de los sustratos que van a aportar los acidos grasos de cadena media y
los acidos grasos de cadena larga (acidos grasos esenciales), asi también del

catalizador a emplear.

Hasta el momento la mayoria de las investigaciones sobre produccién de lipidos
estructurados se han enfocado en la reaccién de aciddlisis, utilizando como
sustratos acidos grasos libres de cadena media, lo cual eleva el costo de
produccion de estos compuestos, no solo por el precio de las materias primas sino
también por el proceso de refinacidén. Estos estudios se han realizado, en su gran
mayoria, a escala de gramos y en raros casos se evalua la reaccion en reactor de
lecho empacado, pese a que se reporta una menor migracion de grupos acilo en
este sistema. De otra parte se han evaluado como catalizadores enzimas lipasas

no disponibles comercialmente, excepto Lipozyme RM-IM y Novozymes 435.

La intencion de esta tesis es por tanto evaluar la transesterificacion, como una
opcion frente a la reaccién de aciddlisis para producir SL a bajo costo, de forma
que se puedan incorporar posteriormente en productos alimenticios de consumo
masivo. En este sentido, se evalua la habilidad de Lipozyme TL-IM, una lipasa
comercial de bajo costo y poco estudiada, frente a Lipozyme RM-IM, para catalizar
la reaccién de transesterificacion y producir SL, tanto en reactor de tanque agitado
(escala de 1 y 35 kg de sustrato) como en reactor de lecho empacado (en
reactores con capacidad para 0.5 y 10 kg de enzima). En todos los casos se
determinan las mejores condiciones de reaccion para cada sistema sustrato-
enzima-reactor, haciendo uso del disefio experimental acompafado de un analisis
estadistico riguroso, y se compararan los productos obtenidos con cada uno de
ellos para elegir finalmente la mejor opcién para la produccion industrial de SL.

Como sustratos para la obtencidon de SL en el presente proyecto, se utilizan
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materias primas derivadas de la palma africana como el aceite de palmiste porque
se considera una buena fuente de acidos grasos de cadena media, la
superestearina de palma como fuente de TAG con acido palmitico en la posicion
central y el aceite de soya como fuente de acidos grasos insaturados de cadena
larga, especialmente acidos grasos esenciales. Como biocatalizadores se utilizan
las lipasas Lipozyme RM-IM de Rhizomucor miehei vy la Lipozyme TL-IM del
Thermomyces lanuginosus, que presentan estereoespecificidad por las

posiciones sn-1,3 de los TAG.

Para lograr este objetivo se realiza, entre otros andlisis, la determinacion de la
composicion en TAG de los sustratos y productos asi como la distribucion de

acidos grasos en la estructura de los TAG.

Con el desarrollo de la presente investigacion también se contribuye a establecer
los siguientes aspectos no evaluados:

1. La estereoespecificidad de Lipozyme TL-IM frente a Lipozyme RM-IM

2. La productividad de Lipozyme TL-IM frente a Lipozyme RM-IM tanto reactor
de taque agitado como en reactor de lecho empacado.

3. El efecto del tipo de reactor sobre la migracion de grupos acilo en la
transesterificacion enzimatica de los sitemas aceite de soya — aceite de
palmiste y aceite de soya — superestearina de palma.

4. La relacion de sustratos Aceite de soya — aceite de palmiste o aceite de
soya — superestearina de palma mas adecuada para la produccién de SL.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccidon a escala semi-industrial de lipidos estructurados con

aplicacion potencial en la industria de alimentos, por medio de la interesterificacion

enzimatica de mezclas binarias de derivados del aceite de la palma africana y de

aceite de soya, utilizando lipasas 1,3-estereoespecificas en forma inmovilizada.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.221

1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.24

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.2.7

Caracterizar fisica y quimicamente los sustratos empleados en la
reaccion de transesterificacion.

Elegir una propiedad que pueda ser utilizada para evaluar la formacion
de lipidos estructurados en la reaccion de transesterificacion.

Evaluar la reaccion de transesterificacion en un sistema discontinuo a
escala de laboratorio, usando como catalizador las enzimas Lipozyme®
RM-IM y Lipozyme® TL-IM, para seleccionar en cada caso, las
condiciones mas favorables de reaccion.

Evaluar el efecto del escalamiento a planta sobre: Rendimiento de la
reaccion, caracteristicas del producto y estabilidad de la enzima.

Evaluar el proceso de interesterificacion enzimatica en un sistema
continuo, reactor de lecho fijo, a escala piloto y semi-industrial.
Caracterizar fisica y quimicamente los productos de la reaccion en
cuanto a composicion en acidos grasos, triacilgliceroles, perfiles de
fusion, indice de acidez, analisis estereoespecifico, entre otros.

Evaluar las posibilidades de uso de los productos de reaccion como

grasas base para el desarrollo de productos alimenticios.
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1.2.3 CONTENIDO DE ESTA TESIS

Para el cumplimiento de los objetivos planteados, el trabajo fue dividido en etapas,

cada una de las cuales se presenta en capitulos separados. Asi:

En el capitulo segundo “Caracterizacion de las materias primas usadas en las
reacciones de interesterificaciéon” se presenta una descripcion de las materias
primas y de las mezclas de reaccion usadas en la ejecucion del proyecto, los
métodos de analisis utilizados para su caracterizacion en cuanto a propiedades

fisicas y quimicas y los resultados obtenidos.

En el capitulo tercero se describe la “Obtencién de lipidos estructurados por
interesterificacion enzimatica de aceite soya Yy aceite de palmiste en un
sistema en discontinuo-tanque agitado”. Inicialmente se hace el analisis del
estado del arte sobre lipidos estructurados, con énfasis en su produccion en
sistemas discontinuos usando enzimas inmovilizadas. Posteriormente se
presentan la metodologia utilizada y los resultados obtenidos a escala de
laboratorio, a escala de un kilogramo y a escala de planta piloto, utilizando como

biocatalizadores las enzimas Lipozyme® RM-IM y Lipozyme® TL-IM.

El capitulo cuarto “Obtencién de lipidos estructurados por interesterificacion
enzimatica de aceite soya Yy superestearina de palma en un sistema en
discontinuo-tanque agitado”, presenta los resultados obtenidos en la utilizacion
de una mezcla de reaccion diferente, en este caso el aceite de soya —

superestearina de palma, usando las dos enzimas mencionadas anteriormente.

En el capitulo quinto se presenta la “Evaluacion de la reaccion de
interesterificacion enzimatica en un sistema en continuo - reactor de lecho
empacado”, utilizando como mezcla de reaccion aceite de soya-aceite de
palmiste y las enzimas Lipozyme® RM-IM y Lipozyme® TL-IM. En este capitulo
se describe el proceso utilizando un reactor a escala de 1 kilogramo y de 10
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kilogramos, la optimizacion de condiciones de reaccion, el estudio de estabilidad
de la enzima, y la aplicacion potencial de los compuestos obtenidos. Finalmente
se hace una comparacién entre los sistemas de reaccidon utilizados: sistema
discontinuo de tanque agitado y sistema continuo de lecho fijo.

En el capitulo sexto se presentan las conclusiones del proyecto.

Finalmente se incluye la bibliografia consultada que permite soportar el proyecto.
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CAPITULO 2
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2. CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS USADAS EN
LAS REACCIONES DE INTERESTERIFICACION

2.1 INTRODUCCION

Los lipidos se reconocen como nutrientes esenciales tanto en las dietas animales
como en la humana. Constituyen un grupo heterogéneo de sustancias solubles en
disolventes organicos apolares tales como éter, hexano o benceno y la mayoria
tiene baja solubilidad en agua. A temperatura ambiente varian de consistencia
desde liquidos hasta solidos. Cuando son solidos se les denomina grasas y

cuando son liquidos, aceites.

Las grasas y los aceites estan compuestos predominantemente (mas del 95%) por
triésteres de acidos grasos y glicerol, lamados comunmente triacilgliceroles. Pero
pueden incluir ademas mono- y diacilgliceroles, fosfolipidos, cerebrosidos,
esteroles, terpenos, alcoholes grasos, acidos grasos, vitaminas liposolubles, entre
otras sustancias. Cien gramos de grasa rinden aproximadamente 95 gramos de
acidos grasos, razon por la cual, las propiedades fisicas y quimicas de las grasas
y los aceites dependen en gran medida de los tipos y proporciones de los acidos
grasos que los constituyen, asi como del modo en que se distribuyen en la

molécula de glicerol.
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2.1.1 Acidos grasos

Existen tres clases basicas de acidos grasos: saturados, monoinsaturados vy
poliinsaturados. Sus propiedades fisicoquimicas y efectos nutricionales vy
metabdlicos estan determinados por la longitud de la cadena hidrocarbonada,
junto con el grado de insaturacion y su ubicacion espacial en la estructura del
glicerol (Matalx et al., 2002; Osborn y Akoh, 2002; Mu et al., 1998). De acuerdo
con el tamafio de la cadena hidrocarbonada los acidos grasos pueden dividirse en
acidos grasos de cadena corta (SCFA), acidos grasos de cadena media (MCFA) y
acidos grasos de cadena larga (LCFA) (Nieto et al., 1999). En la Tabla 2.1 se

relacionan los acidos grasos mas importantes.

e Acidos grasos de cadena corta (SCFA)
Mas conocidos como acidos grasos volatiles, comprenden los acidos carboxilicos
alifaticos de 2 a 4 atomos de carbono de longitud; se encuentran principalmente
en la leche de vaca y la mantequilla. Se solubilizan en la fase acuosa del
contenido intestinal, donde son absorbidos, enlazados a la albumina vy
transportados directamente al higado via vena porta. Sin embargo, si los SCFA
estan unidos en las posiciones sn-1 y sn-3 de las moléculas de TAG, pueden
hidrolizarse completamente en el lumen del estomago y en el intestino delgado por
acciéon de la Lipasa Gastrica Humana que es especifica en cuanto a posicion y

longitud de la cadena.

e Acidos grasos de cadena media (MCFA)
Comprenden los acidos carboxilicos alifaticos de 6 a 12 atomos de carbono de
longitud. Las principales fuentes de MCFA son el aceite de coco (CNO) y el aceite
de palmiste (PKO). Los MCFA se transportan preferentemente al higado via vena
porta, debido a su tamafo pequefio y gran solubilidad comparados con los acidos

grasos de cadena larga. Pueden ingresar a la mitocondria de todos los tejidos sin
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el beneficio de la carnitina (Osborn y Akoh, 2002) y son metabolizados en el
cuerpo tan rapido como la glucosa (Greyt et al., 1998), con poca tendencia a

depositarse en los adipositos.

Aunque estos acidos grasos de cadena media pueden usarse en el control de la
obesidad, se ha encontrado que pueden elevar los niveles de colesterol en la
sangre (Cater et al., 1997) o bien disminuirlos si se suplementan con suficientes
acidos grasos polinsaturados (PUFA) (Kabara, 2001; Lima et al., 1988).

Los MCFA, especialmente el acido laurico (C12:0), y su monoéster de glicerol
tienen un amplio espectro como agentes antibacteriales, antifungicos y antivirales.
El monoacilglicerol del acido laurico, conocido comercialmente como Lauricidin®
esta protegido por varias patentes americanas (Mazer et al., 1999; Isaacs et al.,
1991; Kabara, 1977, 1978, 1988). Muchos de los organismos patogénicos
inactivados por monolaurin® son aquellos conocidos como responsables de las

infecciones oportunistas en los individuos VIH-positivos (Kabara, 2001).

e Acidos grasos de cadena Larga (LCFA)
Los acidos grasos de cadena larga (LCFA) poseen cadenas hidrocarbonadas de
14 a 24 atomos de carbono y estan presentes en grasas animales y aceites
vegetales y marinos. Estos acidos se absorben y metabolizan mas lentamente
que los SCFA y MCFA, no pueden absorberse o transportarse en la sangre
debido a su caracter altamente hidrofébico, por lo que deben empaquetarse
inicialmente en micelas para ingresar a las células intestinales donde se
transforman en quilomicrones, los cuales son excretados y transportados en el
sistema linfatico hasta el higado, para finalmente entrar a las mitocondrias de las
células con ayuda de la carnitina. Sin embargo, la localizacion del LCFA en la

molécula de glicerol también puede influenciar su destino metabdlico.
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Tabla 2.1 Acidos grasos frecuentes en alimentos de consumo habitual

Nombre Comun Férmula Siglanombre Punto de
CN:DB* comun Fusién (°C)

Acidos grasos de cadena corta (SCFAs)
Acido acético C2:0 Ac 17.0
Acido propiénico C3:0 Pr -22.0
Acido butirico C4:.0 Bu -7.9
Acido caproico C6:0 Ca -3.4
Acidos grasos de cadena media (MCFAS)
Acido caprilico C8:0 Cy 16.7
Acido caprico C10:0 C 31.6
Acido laurico C12:0 La 44.3
Acidos grasos de cadena larga (LCFAS)
Acido miristico C14:0 M 53.9
Acido palmitico C16:0 P 63.1
Acido palmitoleico C16:1 Po -5.0
Acido estearico C18:0 S 69.6
Acido oleico C18:1n-9 0 13.4
Acido lignocérico C24.0 Lg 83.0
Acidos grasos esenciales (EFAs)
Acido linoleico C18:2n-6 L -5.0
Acido linolénico C18:3n-3 Ln -11.0
Acido araquidénico C20:4n-6 A -49.5
Acido eicosapentaenoico C20:5n-3 EPA -54.0
Acido docohexaenoico C22:6n-3 DHA -50.0

*CN:DB = Numero de acil carbono : dobles enlaces, es decir, nimero de atomos

de carbono de los grupos acilo del triacilglicerol : Numero de dobles enlaces.

53



El acido palmitico y el acido estearico libres tienen valores de absorcién bajos
debido a sus altos puntos fusion y su habilidad para formar sales de calcio. Por
consiguiente, las grasas que tienen acidos grasos saturados de cadena larga
localizados en las posiciones sn-1 y sn-3 de los triacilgliceroles pueden exhibir
patrones de absorcion y efectos metabdlicos diferentes a las grasas que tienen
acidos palmitico o estearico localizados en posicion sn-2, los cuales son

absorbidos mas eficazmente como monoacilgliceroles.

De otra parte, se cree que los LCFA saturados como el acido estearico (C18:0)
son neutrales con respecto a los niveles de colesterol en la sangre, parcialmente
debido a su punto de fusion superior a la temperatura del cuerpo y porque es

desaturado rapidamente a acido oleico in vivo.

e Acidos grasos esenciales (EFA)
Dentro de los LCFA se encuentran los denominados acidos grasos Omega-6 y
Omega-3, considerados acidos grasos esenciales (EFA). Estos acidos son
componentes importantes de las membranas celulares y su concentracion influye
en la fluidez y permeabilidad de las mismas, asi como en el acceso a las funciones

de los receptores, transportadores y enzimas incrustadas en ella.

El &cido linoléico (C18:2n-6), encontrado en la mayoria de aceites vegetales, es un
EFA que puede desaturarse posteriormente y elongarse a acido araquidénico
(C20:4n-6), precursor de los eicosanoides. Los acidos grasos Omega-3, tales
como el acido linolénico (C18:3n-3), encontrado en el aceite de soya, el acido
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y el acido docohexaenoico (C22:6n-3, DHA),
encontrados en los aceites de pescado son otros acidos grasos Omega-3
poliinsaturados esenciales en el crecimiento y desarrollo a través del ciclo de vida

humana, por lo que deben incluirse en la dieta.
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2.1.2 Triacilgliceroles.

Un triacilglicerol puede ser simple, si todos sus acidos grasos son idénticos y
compuesto si dos o tres de los acidos grasos son diferentes. Segun el tamafio de

los acidos grasos se pueden distinguir:

Triacilgliceroles de Cadena Corta (SCT): Formados por glicerol y por tres acidos

grasos de cadena corta (2 a 4 atomos de carbono de longitud).

Triacilgliceroles de Cadena Media (MCT): Formados por glicerol y por tres

acidos grasos de cadena media (6 a 12 atomos de carbonos).

Triacilgliceroles de Cadena Larga (LCT): Formados por glicerol y tres acidos

grasos de cadena larga (16 a 24 atomos de carbono o mas).

Los LCT se encuentran comunmente en una alimentacién normal, en tanto que los

MCT, estan presentes tan solo en cerca del 3% de los lipidos totales.

Los procesos de absorcion y de digestion de los LCT dependen de varios factores
tales como: a) su emulsificacion con las sales biliares; b) la accion de la lipasa
pancreatica; c¢) su desdoblamiento en acidos grasos de cadena larga y
diacilglicerol; d) su reesterificacion en el interior de las células de la mucosa
intestinal; e) el transporte a través de quilomicrones en el sistema linfatico y f) la
entrada en el hepatocito. Por su parte, los triacilgliceroles SCT y los MCT, siguen
en el organismo una via metabdlica mas simple, lo que finalmente se convierte en
un beneficio para quienes los consumen, ya que su absorcion y digestiéon no

dependen de los factores descritos para los LTC (Carnielli et al., 1994).
Los MCT atraviesan la barrera intestinal en forma de triacilgliceroles o de acidos

grasos libres y a la salida se conducen por el circuito especial de la vena porta

directamente al higado donde la mayor parte son oxidados para proveer energia;
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en consecuencia, participan muy poco en los depdsitos en los tejidos adiposos.
Su velocidad de absorcion —oxidacion- es semejante a la de la glucosa, pero son
aproximadamente dos veces mas energéticos que ésta. Pese a estas ventajas,
los MCT no constituyen por si solos un aporte lipidico suficiente y equilibrado

debido a que no aportan acidos grasos esenciales.

2.1.3 Grasas y aceites vegetales

2.1.3.1 Aceite de palma

La palma de aceite (Eleais guineensis) es considerada la mas rica en aceite entre
algunas oleaginosas tradicionales como semilla de algoddn, coco, ajonjoli, girasol,
soya y maiz. Produce dos clases de aceite: aceite de palma y aceite de palmiste,
extraidos por procesos mecanicos y térmicos. Estos a su vez, estan constituidos
por dos fracciones: las oleinas (fraccion liquida) y las estearinas (fraccidén solida).
Las oleinas son ricas en acidos grasos insaturados, mientras que las estearinas lo

son en acidos grasos saturados.

El aceite de palma presenta una relacion de acidos grasos saturados e
insaturados de 1:1 y sus principales componentes son los &cidos palmitico,
estearico, oleico y linoleico y en menor proporcion (0.1 a 0.4%) acido a-linolénico.
En cuanto a su composicion en TAG, el aceite de palma y su oleina estan
formados principalmente por 2-oleoil-gliceroles, principalmente 1,3-dipalmitoil-2-
oleoil-glicerol (POP) y 1-palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol (POQO), mientras que en sus

estearinas predomina la tripalmitina (PPP), como se observa en la Tabla 2.2.

El aceite de palma, la oleina y la estearina se utilizan ampliamente en la
fabricacion de margarinas y mantecas y aceites para fritura industrial. Debido a su
consistencia semisélida, el aceite de palma no requiere del proceso de

hidrogenacion, por lo que se hace mas econdémico desde el punto de vista
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industrial, ademas no contiene acidos grasos “trans”.
Del fraccionamiento de la estearina de palma por cristalizacién selectiva se

obtiene una estearina mas dura, conocida como superestearina de pama (SEP),

cuyo principal componente es el TAG tripalmitina (PPP).

Tabla 2.2 Triacilgliceroles (mol %) del aceite de palma y sus fracciones.

Triacilglicerol Aceite de palma
Crudo Oleina Estearina

POL 9.1 7.4 2.7
PPL 7.9 7.8 5.7
000 3.7 3.1 1.0
POO * 25.8 22.7 5.7
POP 31.6 39.0 21.9
PPP 7.3 2.2 46.9
SO0 * 1.2 1.4 0.4
POS 4.2 6.1 1.6
PPS * 1.2 1.9 6.8
SOS - - -
SPS - 0.2 -

Diglicéridos 10.2 nd nd

*POO: (POO+PLS); SOO: (SOO+SLS); PPS: (PPS+MSS), donde:
P= acido palmitico, O=acido oléico, S= acido estearico, L= acido linoleico,
M= acido miristico.
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2.1.3.2

Aceite de palmiste (PKO)

El aceite de palmiste (Palm Kernel Qil), estd predominantemente constituido por

acido laurico (47%) y pequefias cantidades de acidos grasos saturados de 8, 10,

14, 16 y 18 atomos de carbono. Es sdlido a temperatura ambiente y presenta un

rango de fusion muy estrecho, caracteristica que lo distingue de otros aceites, los

cuales no contienen mas del 1% de acido laurico (“Oil World”, 2000). En la Tabla

2.3, se presentan sus propiedades fisicas y quimicas.

Tabla 2.3 Propiedades del aceite de palmiste

Propiedad Rango de valoracion Media
indice de yodo 16.2-19.2 17.8
indice de saponificacion 243-249 245
indice de refraccion a 40 °C 1.4500-1.4518 1.4500
Punto de fusidn (slip) 25.9-28.0 °C 27.3°C
Contenido de caratenoides 4.3-11.8 ppm 7.6 ppm
Contenido de tocoferoles 80-100 ppm 90 ppm
Acidos grasos (% p/p) -
C6:0 caproico 0.1-0.5 0.3
C8:0 caprilico 3.4-5.9 4.4
C10:0 caprico 3.34.4 3.7
C12:0 laurico 46.3-51.1 48.3
C14:0 miristico 14.3-16.8 15.6
C16:0 palmitico 6.5-8.9 7.8
C18:0 estearico 1.6-2.6 2.0
C18:1 oleico 13.2-16.4 15.1
C18:2 linoleico 2.2-34 2.7

Tomado de D’Agostini, 2001; Goh, 1994.

Las principales aplicaciones del aceite de palmiste se encuentran en la fabricacion

de jabones, detergentes sintéticos, ésteres, productos alimenticios, cosméticos,

productos farmacéuticos, especialmente obtenciéon de MCT, entre otros (Pantzaris
y Hahmad, 2001).
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2.1.3.3 Aceite de soya (SBO)

El aceite de soya (Soy Bean Oil) es el aceite de leguminosa de mayor importancia
econdmica en la actualidad. Ocupa el primer lugar en la produccion mundial de
aceites vegetales comestibles y su mayor componente es el acido linoleico, un
acido graso esencial. La composicion en FA del aceite de soya se presenta en la
Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Composicion (%) en acidos grasos del aceite de soya

Acido Graso Media (%)
C16:0 palmitico 10
C18:0 estearico 5
C18:1 oleico 21
C18:2 linoleico 53
C18:3 linolénico 8
C20:0 araquico 0.5
C20:1 gadoleico 0.5

El aceite de palma, como el de palmiste y el de soya, al igual que la mayoria de
las grasas y aceites, contienen TAG que presentan en su estructura acidos grasos
de cadena larga o acidos grasos de cadena media o corta. Son escasos los TAG
que contienen simultaneamente, acidos grasos de cadena corta o media y larga
unidos a la misma molécula de glicerol. Los TAG asi conformados son los que
constituyen los lipidos estructurados y estan adquiriendo cada vez mayor
importancia en el mundo debido a las ventajas nutritivas que genera su consumo y

son el objetivo de este trabajo.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Materias primas, solventes y equipos

e Materia prima:
El aceite de palmiste (PKO), la superestearina de palma (SEP) y el aceite de soya
(SBO), fueron suministrados por la empresa C.l. Santandereana de Aceites S.A., y
caracterizados en cuanto a su composicion en acidos grasos, acilgliceroles,

perfiles de fusién, acidez, usando los métodos sefalados en el numeral 2.2.2.

Los aceites fueron utilizados para obtener las mezclas de aceites para la reaccién
de transesterificacion: la primera formada por aceite de soya-aceite de palmiste,
en adelante se identificara como SBO:PKO; la segunda, formada por aceite de

soya y superestearina de palma que en adelante se identificara como SBO:SEP.

e Solventes:
El metanol, el etanol, el n-hexano, el éter de petrdleo, el n-butanol, la acetona, el

NaOH, el KOH y los demas reactivos grado analitico fueron todos marca Merck.

e Compuestos de referencia:
Los patrones de metil ésteres de acidos grasos (Fatty Acid Methyl Ester Mix
Supelco Cat. N° 18918-1 Amp), monoacilgliceroles (monolauroil R-476280, Lote
LA85827; monomiristoil R-476290, Lote LA85829; monopalmitoil R-476300, Lote
LB01416; monoestearoil R-476310, Lote LA85867), diacilgliceroles (dilaurina R-
476285, Lote LB02113; dimiristina R-476295, Lote LA85830; dipalmitina R-
476305, Lote LA99719; y diestearina R-476205, Lote LB00094), triacilgliceroles
(Triglyceride Mix, 17811-1AMP compuesta por tricaprina, tricaprilina, trilaurina,
trimiristina y tripalmitina; Trilaurina R-301245, Lote LA95446; trimiristina R-421510,
Lote LA85716; tripalmitina R-421500, Lote LA97189; triestearina R-421545, Lote
LA97905), vy colesterol Sigma C8667 pureza 2 99% se compraron a Sigma
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Chemical Co., mientras que los aceites de referencia para palmiste (coconut oil
Supelco Cat. N° 47112-U), palma (palm oil Supelco Cat. N° 46962) y soya
(soybean oil Supelco Cat. N° 47122) se compraron a Supelco Co.

e Equipos:
Equipo de Resonancia Magnética Nuclear de 20 Mhz Bruker Minispec mq-20 Mhz
(Rheinstetten, Germany). Cromatografo de gases Agilent serie 6890 (Palo Alto,
California, USA) equipado con detector de ionizacion en llama (FID) e inyector split
e inyector On column. Columnas capilares para cromatografia de gases DB-WAX
Ref. 122-7032 (0.25 mm ID* 30 m * 0.25 ym) y DB-17ht Ref. 123-1831 (0.32 mm
ID * 30m * 0.15 ym) compradas a J&W SCIENTIFIC. Columna capilar Mtx-65TG
Cat # 17008 (0.25 mm ID * 30 m * 0.1 ym) comprada a Restek Corporation.
Valorador automatico (pH-stat) marca Mettler Toledo, modelo DL50  Graphix
(Columbus, Ohio, EE.UU.). Balanza analitica de precision (figmodelo AB204-S
marca Mettler Toledo (Columbus, Ohio, EE.UU.). pH-metro modelo HI 223 marca
Hanna instruments . Banos termostatos marca MLW (Berlin, Alemania. Bureta
automatica Dosimat 665 (Metrohn, Suiza). Viscosimetro para liquidos Visco Easy

L, de Schott (Cambridge, UK). Penetrometro con cono metalico de angulo de 45°.

2.2.2 Métodos de analisis

2.2.2.1 Analisis de &cidos grasos

La composicion en acidos grasos de las materias primas y productos de
interesterificacion se determind por cromatografia de gases de alta resolucion,
transformando los acidos en sus correspondientes metil ésteres por el método del
KOH en metanol (Cert et al., 2000; Watson, 1993; IUPAC method 2.301, 1987). La
identificacion se realizd por comparacion directa de sus tiempos de retencion con
un patron de FAME (Fatty Acid Methyl Ester Mix SUPELCO Cat. N° 18918-1)

analizado bajo las mismas condiciones de elucidn, descritas a continuacion:
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Cromatografo: Agilent Technologies HP 6890 Plus

Columna: DB-WAX (30m x 0.32mm x 0.25um)

Gas de arrastre:  Helio

Horno: 50 °C por 2 min, 50-250 °C a 12 °C/min, 250 °C 10 min.
Inyector: Split (10:1), 250 °C

Detector: FID, a 300 °C

Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min.

La cuantificacién se realizé por el método del estandar interno usando tridecano
como patron. En la Tabla 2.5 se presentan los tiempos de retencion de los
diferentes FA presentes en las materias primas, sus féormulas condensadas, los
nombres comunes y las ecuaciones de las curvas de calibracidén correspondientes,
utilizadas para la cuantificacion de los FA en las muestras. En la Figura 2.1 se

muestra el perfil cromatografico de la muestra patrén de FAME.

2.2.2.2. Analisis de acilgliceroles

El analisis de acilgliceroles de los sustratos y de los productos de
interesterificacion se efectudé por cromatografia de gases de alta temperatura
HTGC segun los procedimientos descritos por Padley et al., 1980; Geeraert et al.,
1987; Forsell et al., 1992; Chong et al., 1992; Buchgraber y Anklam, 2003. Como

patron interno se utilizé colesterol.

En principio, los grupos de TAG con diferente numero de acil carbono (ACN) y de
dobles enlaces (DB), presentes en una grasa o aceite se pueden separar por
cromatografia de gases capilar, bajo una programacién de temperatura. Los TAG
eluyen de acuerdo a su peso molecular y se identifican con referencia a una
solucion de estandares de triacilgliceroles. Si la columna es de polaridad
intermedia o polarizable los TAG de igual numero de acil carbono se separan
también de acuerdo con el grado de instauracion de sus residuos acilo; Sin

embargo, los triacilgliceroles con igual numero de acil carbono y de dobles enlaces
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(ACN:DB) eluyen en mismo pico cromatografico.

En consecuencia, en la presente investigacion, la identificacion de los TAG

componentes de los sustratos y productos de reaccion se hara en funcion del

numero de acil carbono y dobles enlaces, mas que por una estructura particular

Tabla 2.5 Tiempos de retencidon de los FA patrén y curvas de calibracion

Férmula Nombre Tiempo Curva de calibracién
Retencion (min)

C6:0 Hexanoico 6.46 y = 2.5232x - 0.0994*R? = 0.9992
C13 Tridecano (P.I) 7.82

Cs8:0 Octanoico 8.87 y = 2.5343x - 0.0992 R?=0.9998
C10:0 Decanoico 11.03 y = 2.6220x - 0.2070 R? =0.9992
C12:0 Laurico 13.00 y =2.9311x - 0.2664 R?=0.9994
C14:.0 Miristico 14.74 y =3.1129x - 0.2950 R?=0.9997
C16:0 Palmitico 16.35 y = 3.3244x - 0.3797 R?=0.9996
C16:1 Palmitoleico 16.55 y =3.3851x - 0.1574 R?=0.9996
Cc18:.0 Estearico 17.84 y = 3.5116x - 0.2333 R?=0.9998
C18:1n9¢  Cis-9-Oleico 18.00 y = 3.4632x - 0.1905 R? = 0.9997
C18:2n6¢c  Linoleico 18.35 y =3.7789x - 0.1894 R?=0.9995
C18:2n6t  Linolelaidico 18.41 y =3.7789x - 0.1894 R?=0.9995
C18:3n6 y-Linolénico 18.72 y = 3.9505x - 0.1736 R?=0.9996
C18:3n3 Linolénico 18.77 y = 3.9505x - 0.1736 R?=0.9996
C20:0 Araquidico 19.22 y = 3.8148x - 0.1671 R?=1.0000
C22:0 Behenico 20.86 y = 4.0558x - 0.1339 R?=0.9997
C22:1n9 Eracico 21.12 y = 3.8263x - 0.0903 R?=0.9999
C24:0 Lignocérico 23.20 y = 4.3394x - 0.2036 R?=0.9988

y = concentracion del acido en la muestra,

X = es la razdén de areas de los picos (sefales cromatograficos del componente (Ara) y del

estandar interno (Ass ).

X = AFA/ASI .
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Figura 2.1 Perfil cromatografico de la mezcla patrén de FAME. GC/FID; Columna
DB-WAX (30m x 0.32mm x 0.25um). Inyeccion: 1ul (Split 10:1)

En la Figura 2.2 se muestra el perfil cromatografico de los TAG de la mezcla
patron. En el Anexo 1, se describe la preparacion de las soluciones patrén de
TAG, la concentracién de cada uno de ellos en las diferentes soluciones estandar,
un estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencién, los tiempos de
retencidn relativos, las areas, las areas relativas y los factores de respuesta y
factores de respuesta relativos de cada uno de los picos cromatograficos
correspondientes a los TAG. Asi también se muestran los perfiles cromatograficos
de las mezclas de monoacilgliceroles y diacilgliceroles y de los aceites sustratos

utilizados en este estudio. Las condiciones de elucién fueron:
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Cromatografo: Agilent Technologies HP 6890 Plus
Columna: MXT-65TG alta temperatura, polaridad media,

30 m, 0.25 mm ID, 0.1 um film
Gas de arrastre: Helio a 40 cm/s

Horno: 240 °C (1 min) a 360 °C (8 °C/min).
Inyector: On-column, 0.5 ul de solucion de TAG
Detector: FID, a 370 °C

Nitrégeno como gas make up a 30 ml /min.

400 —

2w CyCyCy
e CCC C30:0
1512 alala

350 —

300 —

16878 MMM

250 —

200 —

w0 PPP C48:0

100 —f

|
ép'w Colesterol
P2 SSS C54:0

Figura 2.2 Perfil cromatografico de la mezcla patrén de TAG obtenido por HTGC.
GC/FID. Columna MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de alta temperatura).
Inyeccién: 0.5 ul TAG disueltos en hexano On column. CyCyCy= tricaprilina, CCC=
tricaprina, LalLalLa= trilaurina, MMM= trimiristina, PPP= triplmitina, SSS =

triestearina.
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- Linealidad de la respuesta del detector

Se prepararon soluciones de diferentes concentraciones de la mezcla patron de
TAG con ACN:DB variando entre C24:0 y C54:0, las cuales se inyectaron por
triplicado al GC para determinar las ecuaciones de regresion lineal (Tabla 2.6)

que relacionan la respuesta del detector con la masa del analito.

Los valores de r* para los patrones utilizados variaron entre 0.9906 a 0.9954
indicando buena linealidad en la respuesta del detector bajo las condiciones de
trabajo utilizadas. En la Figura 2.3 se muestra los factores de respuesta relativa
del detector en funcion del tiempo de retencién del analito. Los factores de
respuesta relativos para los TAG desconocidos se determinaron por interpolacion
a partir los RR; conocidos, haciendo uso de la ecuacion de regresion descrita en

la Figura 2.4. Estos factores de respuesta se presentan en la Tabla 2.7.

Tabla 2.6 Curvas de calibracion para la serie de triacilgliceroles saturados.

Inyeccién on-column y split (10:1)

Inyector On-column Inyector Split/splitless
ACN:DB Ecuacién R? Ecuacién R?
C24:0 (C8:C8:C8) y=0.0119x  0.9950 Y=0.2739X 0.9927
C30:0 (C10:C10:C10) y=0.0111x  0.9954 Y= 0.2465X 0.9922
C36:0 (C12:C12:C12) y=0.0111x  0.9952 Y=0.2385X 0.9906
C42:0 (C14:C14:C14) y=0.0117x  0.9947 Y=0.2391X 0.9908
C48:0 (C16:C16:C16) y=0.0140x  0.9941 Y=0.2701X 0.9922
C54:0 (C18:C18:C18) y=0.0378x  0.9935 Y=0.7052X 0.9930
Donde: x: relacion de areas. y: concentracion (mg/ml). R?> = coeficiente de
correlacion
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Figura 2.3 Factores de respuesta relativos (RR¢) para la serie de TAG saturados

en funcién del tiempo de retencion.

Tabla 2.7 Factores de respuesta relativos (RRy) para los TAG con ACN:DB de

C24:0 a C54:7 , calcualados usando la ecuacion descrita en la Figura 2.4

TAG RRs TAG RRs TAG RRs
C24:0 0,924 C42:3 0,983 C50:2 0,729
C26:0 0,955 C44:0 0,976 C50:3 0,699
C30:0 0,969 C44:1 0,972 C50:4 0,653
C32:0 0,985 C44:2 0,965 C52:0 0,624
C34:0 0,996 C44:3 0,956 C52:1 0,582
C36:0 1,003 C46:0 0,943 C52:2 0,538
C38:0 1,005 C46:1 0,935 C52:3 0,466
C38:1 1,005 C46:2 0,923 C52:4 0,386
C38:2 1,005 C46:3 0,911 C54:1 0,282
C40:0 1,003 C48:0 0,886 Cb54:2 0,272
C40:1 1,002 C48:1 0,872 C54:3 0,263
C40:2 1,000 C48:2 0,856 C54:4 0,252
C40:3 0,998 C48:3 0,832 C54:5 0,230
C42:0 0,994 C48:4 0,805 C54:6 0,210
C42:1 0,992 C50:0 0,787 C54:7 0,180
C42:2 0,989 C50:1 0,765
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2.2.2.3 %Hidrélisis - indice de acidez

La cantidad de acidos grasos libres en el aceite después de la reaccion de
transesterificacion es consecuencia de la hidrdlisis de los sustratos por accion de
la lipasa, y se calculé a partir del indice de acidez del aceite transesterificado,
determinado segun la norma NTC 218 y el indice de saponificacién de la mezcla
inicial, determinado segun la NTC 235, aplicando la siguiente ecuacion:

I'Afinal - I'Ainicial %
1.S-1.A.

inicial

% Hidrolisis = 100

Donde, I.A.inicia © I.A.iinar SON el indice de acidez del aceite antes y después de la

reaccion; 1.S es el indice de saponificacion del aceite.

2.2.2.3 Perfiles de fusion

Los perfiles de fusidon se midieron por RMN de baja resolucion (método AOCS Cd
16b-93 de 1996), siguiendo los procedimientos descritos por Chong et al., 1992 y
Forssell et al., 1992. Para ello, las grasas se atemperan a 70 °C por 7 minutos y

luego se someten a un enfriamiento a 0 °C por 60 minutos y luego se llevan 30

minutos a la temperatura deseada inmediatamente antes de realizar la lectura.

2.2.2.4 Puntos de fusién

Los puntos de fusion se determinaron segun el método AOCS Cc 3-25.

2.2.2.5 Consistencia

La determinacion de la consistencia se efectud de acuerdo al método oficial de la

AOCS Cc 16-60, utilizando un penetrometro con cono metalico de angulo de 45°.

Las muestras se fundieron y calentaron a 70 °C durante 7 minutos, se transfirieron

a vasos de 250 mL y se atemperaron 24 horas en refrigerador a 5-8 °C, seguido
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de 24 horas en estufa de temperatura controlada de 25 °C, inmediatamente
después de lo cual se realizé la medida. Para el calculo de la tension inicial o

consistencia, se utilizé la ecuacion propuesta por Haighton (1959):

C= K X%LG

Donde: C: Tension inicial (consistencia), en g/cm2
K: Factor dependiente del angulo del cono (para 45°, K= 4700)
W: Peso total de sistema, en g (para penetrémetro de cono).

P: Profundidad de penetracion, en 0,1 mm (para un tiempo de 5 s)
2.2.2.7 Viscosidad

La viscosidad de las mezclas y productos de interesterificacion se determind

segun la Norma ASTM D445-74 utilizando un viscosimetro Visco Easy L.
2.3 RESULTADOS

La longitud de la cadena carbonada de los FA, el grado de saturacion y su
ubicacién en la estructura del glicerol son factores que afectan las propiedades
fisicas, quimicas y funcionales de las grasas. Para los nutricionistas, los mismos
factores afectan la biodisponibilidad y la contribucion energética. Para los
tecndlogos de alimentos, el punto de fusion, la viscosidad, el comportamiento de
fases y el perfil de fusion de las grasas determinan su funcionalidad dentro de los
alimentos (D’Agostini, 2001). En la Tabla 2.8 se presentan los aceites usados
como materias primas y sus las mezclas binarias, las cuales fueron identificadas

con los numeros del 1 al 13.
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Tabla 2.8 Composicion de las mezclas binarias evaluadas

Componentes (% p/p)

Mezcla
(N°) Aceite de Palmiste  Aceite de Soja Superestearina
(PKO) (SBO) (SEP)

1 100 0 0
2 0 100 0
3 0 0 100
4 70 30 0
5 60 40 0
6 50 50 0
7 40 60 0
8 30 70 0
9 0 70 30

10 0 60 40

11 0 50 50

12 0 40 60

13 0 30 70

2.3.1 Composicién en &cidos grasos de materias primas y mezclas
binarias.

La composicién en acidos grasos de las grasas individuales y de sus mezclas
binarias (Tabla 2.9) se encuentra dentro de los valores reportados en la
bibliografia y dentro de las especificaciones comerciales de los fabricantes. El
aceite de palmiste es rico en acidos grasos de cadena media (C10:0, C14:2 y
C14:0), mientras que el aceite de soya es fuente importante de acidos grasos
esenciales, particularmente linoleico (C18:2n6c) (83%). La superestearina de

palma esta compuesta principalmente por acido palmitico (C16:0).
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Tabla 2.9 Composicidon en acidos grasos de las grasas individuales y sus mezclas

binarias (%op/p)

Acido Mezcla (N°)

(CN:DB)* 2 6 7 8 10 11 13
C6:0 0,3 - - 0,2 0,1 0,1 - - - -
C8:0 3,7 - - 1,9 15 11 - - - -
C10:0 3,0 - - 1,5 1,2 0,9 - - - -
C12:0 48,0 - - 240 19,2 14,4 - - - -
C14.0 15,7 - 0,5 79 63 47 02 02 03 0,4
C16:0 86 10,8 83,0 9,7 99 101 325 39,7 46,9 61,3
C18:0 20 4.1 5,5 3,1 33 35 45 47 48 5,1
C18:1n9c 16,2 21,9 8,9 19,1 19,6 20,2 18,0 16,7 154 12,8
C18:2n6¢ 25 56,6 1,6 29,6 350 404 40,1 34,6 29,1 18,1
C18:2n6t - 0,6 - 03 04 04 04 04 03 0,2
C18:3n6 - 1,3 - or 08 09 09 08 07 04
C18:3n3 - 4.4 - 22 26 3,1 3,1 26 272 1,3
C20:0 - 0,1 - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
C22:0 - 0,2 - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

*CN:DB Numero de atomos de carbono: numero de dobles enlaces.

2.3.2 Composicion en acilgliceroles de la superestearina de palma, el aceite

de palmiste, el aceite de soyay sus mezclas binarias.

Los principales TAG componentes del aceite de soya son el LLL (C54:6), LLO
(C54:5), LLP (C52:4), LOO (54:4) y POL (52:3), los cuales representan mas del
70% del total (List et al., 2000; Humphrey et al., 2003); para la superestearina de
palma lo son: PPP (C48:0), POP (C50:1), POO (C52:2) y PPS (C52:0) que
representan cerca del 80% del total y, para el aceite de palmiste LaLalLa (C36:0),
LaLaM (C38:0) y LaMM (C40:0) (véase la Tabla 2.10).
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Tabla 2.10 Composicion en TAG del aceite de palmiste (PKO), el aceite de soya

(SBO) y la superestearina de palma (SEP)

TAG Tiempo retencion TAG (%Area) TAG (%Peso)
(ACN : DB)* minutos PKO SBO SEP PKO SBO SEP
C26:0 13,380 0,5% - - 0,5% - -
C28:0 13,926 0,2% - - 0,2% - -
C30:0 14,194 1,4% - - 1,4% - -
C32:0 14,667 7,2% - - 6,9% - -
C34:0 15,104 9,8% - - 9,2% - -
C36:0 15,538 24,1% - - 22,6% - -
C38:0 15,956 17,8% - - 16,7% - -
C40:0 16,399 10,4% - - 9,8% - -
C42:0 16,901 4,2% - - 4,0% - -
C42:1 16,991 4,4% - - 4,2% - -
C42:2 17,113 0,5% - - 0,4% - -
C44:0 17,488 1,5% - - 1,5% - -
C44:1 17,597 3,5% - - 3,4% - -
C44:2 17,768 0,8% - - 0,8% - -
C44:3 17,942 0,1% - - 0,1% - -
C46:0 18,198 0,5% - 2,6% 0,5% - 2,1%
C46:1 18,336 3,4% - - 3,4% - -
C46:2 18,517 0,5% - 0,2% 0,6% - 0,2%
C48:0 19,066 0,3% - 53,7% 0,4% - 45,7%
C48:1 19,241 1,5% - 0,5% 1,6% - 0,4%
C48:2 19,432 2,3% - 0,1% 2,5% - 0,1%
C48:3 19,689 0,4% - 0,2% 0,5% - 0,2%
C50:0 20,240 0,0% - 9,0% 0,0% - 8,7%
C50:1 20,366 1,1% 24% 16,1% 1,3% 0,9% 15,8%
C50:2 20,594 0,9% 4,4% 3,0% 1,1% 1,8% 3,1%
C50:3 20,929 0,1% - - 0,2% - -
C50:4 21,253 0,0% - - 0,0% - -
C52:0 21,572 0,0% 0,0% 0,8% 0,0% - 1,0%
C52:1 21,806 0,3% 1,0% 2,2% 0,4% 0,5% 2,9%
C52:2 22,095 1,1% 7.2% 6,9% 2,0% 4,0% 9,6%
C52:3 22,522 0,3% 128% 2,1% 0,7% 8,1% 3,4%
C52:4 23,008 - 171% 0,4% - 13,2% 0,7%
C52:5+C54:1 23,602 - 2,4% 0,2% - 2,6% 0,4%
C54:2 24,007 0,2% 1,5% 0,6% 0,6% 1,6% 1,6%
C54:3 24,399 0,5% 5,8% 1,1% 1,6% 6,7% 3,0%
C54:4 24,985 0,2% 11,6% 0,3% 0,7% 13,8% 1,0%
C54:5 25,764 - 15,7% - - 20,5% -
C54:6 26,473 - 16,1% - - 22,9% -
C54:7 27,171 - 2,0% - - 3,3% -

*ACN:DB Numero de carbonos de los grupos acilo: nimero de dobles enlaces en el TAG.
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2.3.2.1 Puntos de fusién, consistencia y viscosidad de las mezclas
binarias de aceite de palmiste, superestearina de palmay aceite de

soya

Los puntos de fusidn, la consistencia a 7 y 25 °C y la viscosidad a 50 y 60 °C de

las grasas individuales y sus mezclas binarias se presentan en la Tabla 2.11.

El punto de fusion promedio del aceite de palmiste fue 27.8 °C (x1 °C), el de la
superestearina de palma 59 °C (£1 °C) y el del aceite de soya -7 °C (+1 °C). Enla
medida en que se incrementa la participacién del aceite de soya en las mezclas
binarias SBO:PKO y SBO:SEP, los puntos de fusion disminuyen en forma lineal
hasta que el SBO alcanza un 60% (Figura 2.4) y la mezcla queda compuesta por
aproximadamente el 35% de acido linoleico. Concentraciones mayores de SBO

causan un descenso mas pronunciado.

La textura de los alimentos, medida como consistencia o como plasticidad
(cambios de consistencia en funcion de la temperatura), es una de las
caracteristicas sensoriales mas importantes de los productos grasos (Wassell and
Young, 2007; Karabulut et al., 2004). Las grasas plasticas son mezclas de
cristales de grasa solida y aceite liquido que soportan determinados niveles de
tensiéon antes de deformarse (Deman, 1983; Narine y Marangoni, 1999; Ghotra et
al, 2002; Marangoni, 2002).

Los valores de consistencia de la SEP y el PKO indican que son grasas muy duras
a 7 °C, en tanto que el SBO continua siendo liquido.

Las mezclas binarias de SBO:PKO y SBO:SEP resultan en grasas mas blandas en
la medida que se incrementa la participacién del aceite de soya. Sin embargo,
después de que la participacion del SBO ha superado un 55% aproximadamente,

el cambio en la consistencia es menor Figura 2.5.

73



Tabla 2.11 Puntos de fusion, viscosidad, consistencia, indice de saponificacion e

indice de acidez de las grasas individuales y sus mezcla binarias.

Mezcla Componentes Punto Viscosidad  Consistencia S LAC.
(N°) (% p/p) fusion a50°C (7°C)
PKO SBO SEP (°C) cP (g/cm?)
1 100 0 0 27.8 25 292 248 0.054
2 0 100 0 -7.0 29 0 192 0.041
3 0 0 100 59.0 103° 3427 208 0.050
4 70 30 0 25.0 24 1429 231 0.050
5 60 40 0 242 26 820 296 0.049
6 50 50 0 235 25 472 290 0.048
7 40 60 0 215 25 299 214 0.046
8 30 70 0 19.3 27 143 209 0.045
9 0 70 30 471 20° 119 197 0.053
10 0 60 40 50.5 20° 240 198 0.052
11 0 50 50 51.6 212 472 200 0.052
12 0 40 60 53.0 212 1017 202 0.052
13 0 30 70 54.9 228 1630 203 0.051

a. Viscosidad medida a 60 °C
indice de saponificacién, expresado en mg KOH / g muestra.

c. Indice de acidez, expresado en mg KOH / g muestra

A 50 °C la mezclas binarias de SBO:PKO son liquidas con una viscosidad
promedio de 25 +1 cp, en tanto que las mezclas de SBO:SEP aun contienen
cristales de grasa. A 60 °C las mezclas de SBO:SEP son liquidas con una
viscosidad promedio de 21 + 1 cp; luego, a partir de 60 °C se pueden trabajar
todas las mezclas de aceites SBO:PKO y SBO:SEP sin problema de

discriminacion de masa (triacilgliceroles) en las reacciones de transesterificacion.

En cuanto al indice de acidez, todas las grasas y sus combinaciones binarias

presentaron valores bajos que oscilaron entre 0.04 y 0.06 mg KOH / g muestra.
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Figura 2.4 Variacién en los puntos de fusién de las mezclas SBO:SEP y
SBO:PKO en funcién de la participacion del SBO.
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Figura 2.5 Variacion de la consistencia a 7 °C de las mezclas binarias SBO:SEP
y SBO:PKO en funcion de la participacion del SBO.
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2.3.3 Contenido de grasa solida (SFC)

La curva SFC es la herramienta principal para las especificaciones de las grasas

utilizadas como base para elaborar margarinas y productos grasos especiales. En

la Tabla 2.12 se presentan

los valores SFC determinados a diferentes

temperaturas y en las Figuras 2.6 y 2.7 las curvas SFC para las mezclas
SBO:PKO y SBO:SEP, respectivamente.

Tabla 2.12 Valores de SFC de las grasas individuales y sus mezclas binarias.

Mezcla Componentes SFC (%)
(N°) (% p/p)
PKO SBO SEP | 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
1 100 0 0 748 679 609 43,7 203 0,0 0,0 0,0
2 0 100 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0 0 100 | 884 84,7 791 738 681 602 514 429
4 70 30 0 494 445 349 20,3 4,2 0,0 0,0 0,0
5 60 40 0 41,7 371 254 13,8 0,5 0,0 0,0 0,0
6 50 50 0 358 29,0 185 8,5 0,0 0,0 0,0 0,0
7 40 60 0 28,8 20,3 12,1 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 30 70 0 21,4 125 6,5 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
9 0 30 70 63,0 59,7 555 514 46,6 408 346 28,8
10 0 40 60 544 513 471 43,0 393 343 291 23,6
11 0 50 50 459 42,7 393 358 318 27,3 229 187
12 0 60 40 37,7 348 316 283 249 210 17,5 141
13 0 70 30 289 26,3 236 208 17,8 149 122 9,7
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Figura 2.6 Curvas SFC para las mezclas binarias de aceite de soya y
superestearina de palma (SBO:SEP)
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Figura 2.7 Curvas SFC para las mezclas binarias de aceite de soya y aceite de
palmiste (SBO:PKO)
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Los resultados muestran que el PKO es una grasa con alto contenido de sélidos a
bajas temperaturas, el cual disminuye rapidamente al aproximarse la temperatura
al punto de fusién (27 °C). Su perfil de fusidén es muy agudo. Por su parte, la SEP
mantiene un alto contenido de grasa sdlida aun a 40 °C, mientras que el SBO se
mantiene liquido en el rango de temperatura evaluado (0 a 40 °C). En las mezclas
binarias los valores SFC, a diferentes temperaturas, disminuyen en la medida en
que aumenta la participacion de aceite de soya (SBO).

En resumen, se encuentra que todas las mezclas binarias SBO:PKO evaluadas
funden a temperaturas inferiores o iguales a 25 °C y partir de 30 °C no presentan
grasa en estado solido, por lo tanto se podrian utilizar sin problemas de
discriminacion de masa (triacilgliceroles) en las reacciones de transesterificacion a
temperaturas superiores o iguales a 30 °C . Por su parte, las mezclas binarias
SBO:SEP funden a temperaturas menores de 55 °C y se podrian utilizar en la
reacciones de transesterificacion a temperaturas superiores o iguales a 60 °C para

evitar la discriminacién de masa.
Una vez realizada la caracterizacion de las materias primas y la de las mezclas

binarias, se procede a evaluar la reaccion de interesterificacion utilizando las

enzimas inmovilizadas, tal como se muestra en los siguientes capitulos.
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CAPITULO 3
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3. OBTENCION DE LIPIDOS ESTRUCTURADOS
POR INTERESTERIFICACION ENZIMATICA DE ACEITE DE SOYA
Y ACEITE DE PALMISTE EN UN SISTEMA EN DISCONTINUO-
TANQUE AGITADO

3.1 INTRODUCCION

Los lipidos estructurados (SL) se pueden definir como triacilgliceroles modificados
que contienen en su estructura acidos grasos de cadena corta (SCFA), o cadena
media (MCFA) y acidos grasos de cadena larga (LCFA), sobre una misma

molécula de glicerol.

Son triacilgliceroles desarrollados para cumplir funciones especificas por lo que
también se consideran compuestos “hechos a la medida” (Xu, et al., 2001;
Iwasake y Yamane, 2000). Proveen simultaneamente los efectos benéficos de los
acidos grasos de cadena larga (como fuente de acidos grasos esenciales, EFA),
liberados a una menor velocidad y los beneficios de los acidos grasos de cadena
media, liberados a mayor velocidad (Lai y Chen, 2000; Gollaher et al., 1993; Lima
et al., 1988; Dennison et al., 1986). Esto ha generado el desarrollo de nuevos
conceptos sobre la administracion de lipidos en nutricion parenteral y enteral de
pacientes criticamente enfermos, como fuente rapida de energia (Wanted y
Calder, 2007; Matulka et al., 2006; Matsuo y Takeuchi, 2004).

Los SL se han propuesto para reemplazar las emulsiones lipidicas de uso

endovenoso usadas en nutricibn parenteral y enteral (Waitzberg et al., 2006;
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Dupon y Carpentier, 2000), producidas actualmente a partir de mezclas fisicas de
aceites vegetales ricos en TAG de cadena larga (LCT) con aceites ricos en TAG
de cadena media (MCT). Adicionalmente, se han sugerido como el medio mas
efectivo para aportar FAs especificos para propoésitos terapéuticos, en el cuidado
metabdlico de diversos tipos de pacientes y para el publico en general, tomando
en consideracion que la tendencia actual es el desarrollo y consumo de alimentos
funcionales para el mantenimiento de un buen estado de salud (Shinohara et al.,
2005; Rubin et al., 2000).

Dentro de las ventajas atribuidas a los SL con respecto a las mezclas fisicas y
emulsiones de LCT (Travedi y Singh, 2005; Mu y Porsgaard, 2005; Haman y
Shahidi, 2005; Simoens, et al., 2004; Gonzalez, 2000; Montejo et al., 2001),

figuran:

e Energia rapidamente disponible: La velocidad de oxidacion de los SL es
elevada en pacientes postoperatorios en situaciones de estrés, sin efectos
secundarios clinicos ni metabdlicos.

e Mejor economia proteica: Los SL mejoran el balance nitrogenado en los
pacientes postoperatorios

e Concentraciones plasmaticas controladas de MCFA: Las
concentraciones plasmaticas de MCFA son mas bajas con SL, en comparacion
con la administracién de mezclas fisicas de MCT/LCT y LCT.

e Mejoran la funcidon inmunolégica: Los SL estan disefados para aportar
acido linoleico en las proporciones adecuadas. El acido linoleico interviene en el
crecimiento de linfocitos, macrofagos y neutrofilos, pero su aporte en exceso
tiene multiples inconvenientes. Se recomienda el 3% del aporte calérico de la
dieta, pero en la practica representa del 10 al 20%, administrados por via enteral
o parenteral (Kew et al., 2003; Osborn y Akoh, 2002; Rodriguez, 1999).
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Existen en el mercado productos disponibles como mezclas fisicas o emulsiones
de LCT y algunos como SL, para aplicaciones médicas en pacientes con VIH/SIDA
y en otras condiciones de salud cronica tales como: funcion gastrointestinal
deteriorada, enfermedades hepaticas, deficiencia cardiaca congestiva, pacientes
que se recuperan de cirugia e infantes con alergias a alimentos o problemas de
digestion. Sin embargo, los SL ofrecen ventajas metabdlicas como se mencioné
anteriormente, por lo que su aplicacién tiene un alto potencial de desarrollo
(Hamam y Shahidi, 2007a, 2007b; Craig et al., 1997; Wanked et al., 1996).

Entre los productos que se comercializan actualmente figuran:

e ElI Impact de Novartis Nutrition, contienen SL aleatorizados por
interesterificacion quimica y se usa en pacientes que han sufrido traumas
mayores o cirugia, sepsis, 0 cancer.

e El Betapol es un SL desarrollado por Unilever (Inglaterra) para uso en
formulaciones infantiles. Imita la distribucidn en acidos grasos de la grasa
de la leche humana (Osborn y Akoh, 2002; Haumann, 1997).

e Structolipid e Intralip (Pharmacia & Upjohn AB, Estocolmo, Suecia) son
TAG compuestos de MCFA y LCFA en forma aleatoria, producidos para
usos médicos en tratamiento con nutricién parenteral total.

e Caprenin producido por Procter & Gamble, es un SL de bajo valor cal6rico
que contiene los MCFA y C22:0 ubicados aleatoriamente sobre el glicerol.

e Salatrim® producido por Nabisco Foods Group a partir de SCFA, C18:0 y
glicerol. Es comercializado en la actualidad como Benefat por Cultor Food
Science (Ardsley, N.Y., U.S.A.) provee 5 kcall/g.

e Captex 810D es un SL de valor cal6rico reducido, producido por Abitec
Corp. (Columbus, Ohio, U.S.A).

La mayoria de estos productos tienen aplicaciones médicas; sin embargo, los SL

se pueden sintetizar con el propdsito de mejorar o modificar las caracteristicas

fisicas (polimorfismo natural, punto de fusidn, contenido de grasa sdlida,
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viscosidad y consistencia) o quimicas (estabilidad oxidativa) de los triacilgliceroles
para aplicaciones especificas de productos alimenticios, por ejemplo, en la
obtencién de sustitutos de la manteca de cacao (Arango et al., 2004; Moreno y
Perea, 2001; Bloomer et al., 1990) y otros compuestos de intéres (Chen et al.,
2007; Addo, et al., 2005).

3.1.1 Obtencion de lipidos estructurados
Los lipidos estructurados se pueden obtener, dependiendo del tipo de sustrato, por
esterificacion directa o por interesterificacion.
3.1.1.1 Esterificacion directa
A partir de acidos grasos y glicerol, como se muestra en la siguiente reaccion:
R-CO-OH + R-OH -> R-CO-OR + H.O
(Acido graso) + (Alcohol) > (Lipido estructurado) + (Agua)
3.1.1.2 Interesterificacion
Implica la redistribucion de los acidos grasos entre moléculas de éster, que puede
ocurrir por intercambio de radicales acilo entre un éster y un acido libre (acidolisis),
o entre un éster y otro éster (transesterificacion).
-_Aciddlisis: a partir de acilglicerol y acidos grasos

R4-CO-OR + R.-CO-OH 2> Ry-CO-OR + R4-CO-OH
(Ester) +  (Acido graso) = (Lipido estructurado) + (Acido graso)
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-_Transesterificacion: a partir de acilgliceroles

R4-CO-OR; + R3-CO-OR4 >  R4-CO-OR4 + R3-CO-0OR;
(Ester A) + (EsterB) - (Lipido estructurado A) + (Lipido estructurado B)

El reordenamiento de los acidos grasos en la estructura del triacilglicerol conduce
a una alteracion de las propiedades fisicas y quimicas de los aceites y grasas,
pero contrario a o que ocurre en la hidrogenacion, en la interesterificaciéon no se
produce isomerizacion de los acidos grasos cis a trans, convirtiéndose en una
alternativa para obtener productos libres de grasa trans (Chen et al., 2007; Liu y
Lampert, 1999).

Estas reacciones pueden realizarse en presencia de catalizadores quimicos o de
enzimas, dando lugar a la interesterificacion quimica o la enzimatica,

respectivamente.

3.1.1.2.1 Interesterificaciéon quimica

La interesterificacion quimica es economica y facil de escalar; sin embargo, la
reaccion pierde especificidad y ofrece muy poco o ningun control sobre la
distribucion posicional de los acidos grasos en los TAG del producto final. Este
proceso usualmente envuelve la hidrdlisis de una mezcla de MCT y LCT, y
reesterificacion después de que ha ocurrido una mezcla al azar de los acidos
grasos libres (Klinkesorn et al, 2004; Norizazzah et al., 2004; Osborn y Akoh,
2002; Lee y Akoh, 1998).

Industrialmente se puede realizar calentando el aceite a temperaturas de 200-300
°C, pero es un proceso demorado y normalmente acompanado de isomerizacion,
polimerizaciéon y descomposicion. Sin embargo, la utilizacion de compuestos de

metales alcalinos y alquilatos de metales alcalinos como catalizadores, permite
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reducir la temperatura de reaccion a valores entre 50 y 100 °C. Los catalizadores
mas utilizados son los alquilatos metalicos (metdxido y etdxido de sodio), seguidos
del sodio metalico y aleaciones de sodio-potasio asi como los hidroxidos de sodio

y potasio en combinacion con glicerol, como se muestra en la Tabla 3.1.

El metilato de sodio se utiliza normalmente en proporcion de 0.2 a 0.4% con
relacion al peso del aceite, es altamente reactivo y téxico, por lo que debe
manejarse con cuidado, evitando su contacto con la humedad y el aire. Los
hidroxidos son menos reactivos y necesitan temperaturas mas elevadas (150 °C),
pero al igual que los anteriores catalizadores, promueven la migracion no
controlada y aleatoria de los acidos grasos en los acilgliceroles, con lo que se
generan productos colaterales no deseados, (D’agostini, 2001; Iwasaki y Yamane,
2000; De Greyt et al., 1998; Schuchard et al., 1998; Linden, 1996; Fenema, 1993).

Las concentraciones del catalizador deben ser bajas para evitar la formacion de
jabones, y el aceite que se va a modificar debe estar seco y bien refinado (bajos
indices de acidez, peréxidos y jabones), debido a que el agua, los acidos grasos
libres y los peréxidos actuan como veneno de los catalizadores (Rodriguez vy
Gioiell, 2003; D’Agostini, 2001; De Greyt et al., 1998).

Tabla 3.1 Catalizadores de interesterificacién usados en catélisis homogénea.

. (%) Temperatura Tiempo
Catalizadores

(P/paceite) (°C) (min)
Alquilatos metalicos
0.2-2.0 50-120 5-120
(metdxido de sodio)
Metales alcalinos
_ 0.1-1.0 25-270 3-120
(Na, K, aleacién Na/K)
Hidréxidos alcalinos + glicerol  0.05-0.2 60-160 30-45
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3.1.1.2.2 Interesterificaciéon enzimética

La interesterificacion enzimatica se realiza empleando lipasas de origen
microbiano. Tiene la ventaja de permitir controlar la distribuciéon de los acidos
grasos sobre la estructura del glicerol, gracias a su selectividad y especificidad.
De esta forma, se pueden fabricar grasas “a la medida” con las propiedades
funcionales y nutricionales deseadas y sintetizar compuestos Opticamente activos
para usos quimicos y farmacéuticos, entre otras aplicaciones. (Chon et al., 2007;
Osborn y Akoh, 2002; Iwasaki y Yamane, 2000; Xu et al., 2000; Schuchardt et al.,
1998).

Adicionalmente, el uso de enzimas evita el empleo de altas temperaturas
requeridas por los procesos no enzimaticos, que conducen a la degradacién
térmica de los productos (p.e., generacioén de sabores y colores desagradables) y

por tanto la necesidad de refinacidn “aguas abajo” (Paiva et al., 2000).

En comparacioén con la interesterificacion quimica, los productos interesterificados
enzimaticamente no requieren blanqueo ni lavado de la grasa, debido a que no se
generan productos colaterales. Las enzimas al ser esteroespecificas reordenan
los acidos grasos ubicados en las posiciones sn-1y sn-3 del glicerol, preservando
el acido ubicado en la posicién sn-2, mientras que en el proceso quimico las tres
posiciones se modifican al azar. De esta forma, se puede obtener una amplia
variedad de productos con perfiles de fusion y propiedades nutricionales

especificos, asi como mejores caracteristicas sensoriales.

En los procesos enzimaticos los costos de inversion para el montaje de una planta
son menores en comparacion con los de los procesos de hidrogenacién e
interesterificacion quimica, pues se requiere unicamente una columna o un tanque
como equipo especial. Son ademas procesos ambientalmente limpios debido a

que las enzimas no representan un riesgo para el medio ambiente (Volpato, 2004).
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Sin embargo, el alto costo de las enzimas ha sido, quizas, el factor mas influyente
y limitante para su uso a escala industrial, por lo que en muchas investigaciones
se han evaluado diferentes fuentes de lipasas, métodos de extraccion vy
purificacion e inmovilizacion en diferentes soportes, con el fin de disminuir el costo
de las mismas (Husum et al., 2005; D’Agostini, 2001; Macrae, 2000; Akoh, 1998).
En este sentido, las empresas productoras de enzimas enfocan sus esfuerzos en
producir lipasas comerciales de bajo costo que han hecho viables los procesos de

interesterificacion enzimatica (Novozymes, 2003).

Las reacciones de interesterificacion se pueden realizar en sistemas en
discontinuo y en sistemas en continuo. Para la interesterificacion enzimatica, el
principio de los procesos discontinuos es permitir suficiente tiempo de contacto
entre el aceite y la enzima para lograr el grado de interesterificacién deseado
(Novozymes, 2003). Una vez ha se ha completado la reaccion, se suspende el
calentamiento y se separa la mezcla grasa (producto) de la enzima inmovilizada
mediante filtracién o decantaciéon (Moreno, 2001; Novozymes, 2001). Se puede
cargar nuevamente el reactor con sustrato fresco precalentado para un nuevo
reciclo de la enzima. Estos reactores se pueden trabajar con dosis de enzima del
2-10% (p/p) respecto al sustrato, temperaturas alrededor de 40 —70 °C en

ausencia de solvente y tiempos de reaccién de 2 a 8 horas.

La enzima inmovilizada también permite trabajar en reactores continuos tipo lecho
empacado o lecho fijo, con una caida de presion minima a altas velocidades de
flujo (Novozymes, 2003). En estos reactores, el sustrato entra en contacto con
una gran cantidad de enzima, por lo que el tiempo de reaccion se hace menor
comparado con los reactores discontinuos, donde la alta relacion sustrato/enzima

demanda tiempos de reaccion mayores para alcanzar el equilibrio.
Investigadores como Zhang et al., 2006; Lai, et al., 2005; Camacho Paez, et al.,

2002; Fomuso y Akoh, 2002; Mu et al., 1998 y Xu et al.,, 1998, evaluaron las

reacciones de acidolisis en reactores continuos de lecho empacado, con y sin

87



solvente, encontrando que son los mas promisorios para lograr con éxito la
modificacion industrial de lipidos catalizados por enzimas lipasas, a un precio

razonable sobre una base comercial.

Las reacciones de transesterificacion han sido evaluadas por pocos autores. Se
encuentran los trabajos de Xu et al., (2002), en la transesterificacion de aceite de
pescado con MCT; Nielsen et al., (2006) utilizaron manteca de cerdo y aceite de
soya como materias primas; Otero et al., (2006), en la transesterificacion de aceite
de sésamo y una grasa completamente hidrogenada. Ronne et al., (2005) en la
transesterificacion de grasa lactea con aceite de colsa; Xu et al., (2005) en
transesterificacion de aceite de palma y de palmiste. Las empresas utilizan tanto
los reactores de tanque agitado como los de lecho empacado a escala industrial,
pero su informacion no ésta disponible.

Tanto en el reactor continuo como en el discontinuo el catalizador y las
condiciones de reaccion son determinantes del tipo de producto obtenido y el

rendimiento del proceso.

3.2 LAS LIPASAS COMO CATALIZADORES

Las lipasas utilizadas en el proceso de interesterificacion (triacilglicerol-
acilhidrolasas E.C 3.1.1.3), son enzimas activas en la interfase aguallipido de las
emulsiones. Poseen una capacidad intrinseca para romper o hidrolizar enlaces
éster en triacilgliceroles, diacilgliceroles y monoacilgliceroles en presencia de un
exceso de agua, liberando acidos carboxilicos y alcoholes. También se pueden
emplear en solventes organicos y ademas en condiciones de bajo contenido de
agua (trazas) las lipasas pueden catalizar la reaccidon inversa, es decir la
esterificacion. Por otra parte, no necesitan cofactores para su actividad catalitica
(Osborn y Akoh, 2002; Koskinen y Klivanov, 1996).

Las lipasas hidrolizan con velocidad decreciente triacilgliceroles > diacilgliceroles
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>> monoacilgliceroles. Previa emigracion de un grupo acilo; el tercer grupo acido
se libera después de una incubacion mas larga y la velocidad de la lipdlisis
depende de la longitud del resto acilo asi como del tamafio de la gota de aceite, es
decir, de la superficie interfacial agua/aceite, por tanto, entre menor sea el tamano
de la gota de aceite, tanto mas actividad expresaran las lipasas (Ottosson et al.,
2001; Belitz y Grosch, 1997).

Desde el punto de vista de su especificidad se diferencian las enzimas que soélo
hidrolizan el acido graso esterificado con los grupos OH primarios del glicerol (sn-
1,3-especificas), de aquellas que escinden a la misma velocidad los tres enlaces

ester (no especificas), (Rotticci, 2000; Belitz y Grosch., 1997; Yamane 1987).

El mecanismo generalmente aceptado para la hidrélisis de un éster catalizado por
lipasas se muestra en la Figura 3.1. Se cree que la reaccion procede via un
intermediario acil-enzima. La reaccion es reversible y en condiciones de baja
actividad acuosa, la enzima puede funcionar “en reversa”, es decir, sintetizando

enlaces éster (interesterificacién) en lugar de hidrolizarlos (Miller et al., 1988).

De esta manera, la interesterificacion catalizada por lipasas se basa en la
manipulacion del equilibrio quimico de una reaccion termodinamicamente
reversible, la cual requiere un bajo contenido de agua para el desplazamiento de
la reaccion. Este se puede lograr con relativa facilidad usando solventes
organicos. Sin embargo, la eleccion de un solvente adecuado que pueda
solubilizar el sustrato, pero que no afecte la enzima, es de gran importancia
(Ottosson, 2001; Mojovic et al., 1993).
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Hidrélisis enzimatica de ésteres
HOH >> R'OH

T O o T
RC OR w RC nz < RC™ OH

R'OH HOH

Sintesis enzimatica de ésteres
R'OH > HOH
1 ©oF D

RCT OR N ﬁ RC  Enz '<A RC  OH
R'OH HOH

Figura 3.1 Hidrdlisis de un éster catalizado por lipasas.

La actividad de las lipasas depende de diferentes factores de tipo quimico y de
tipo fisico. Por ejemplo, los acidos grasos libres y los alcoholes pueden inhibir la
reaccion de hidrolisis, debido a que la acumulacion de estos compuestos en la
interfase aceite/agua bloquea el acceso de las moléculas de triacilgliceroles al sitio
activo de la enzima. Asi también, el tipo de inmovilizacién, el soporte y las
limitaciones de transferencia de masa, afectan la enantioselectividad y la velocidad
de reaccion (Ru et al., 2001; Paiva et al., 2000; Rotticci et al., 2000; Xiu, 2001).

De otra parte, algunos solventes no acuosos pueden unirse especificamente a las
lipasas; competir con la unién del sustrato, o inducir en la interfase la disociacién
de los polimeros de la enzima; desplazar el equilibrio entre los conformeros de la

enzima o reaccionar con la enzima (Paiva et al., 1992).

Los solventes miscibles en agua (alcoholes pequefios, acetona, acetonitrilo, entre

otros) inactivan la enzima debido a que extraen el agua esencial de la proteina
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provocando un cambio en su integridad estructural que resulta en una

conformacién inactiva, ver Figura 3.2.
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Figura 3.2 Efectos del tipo de solvente sobre la sintesis de miristil miristato (Miller
et al., 1988).

Los surfactantes pueden interferir con la actividad catalitica de las lipasas:
activarlas a baja concentracion o inhibirlas a concentraciones mas altas. Mojovic
et al.,, (1993) encontraron que la lecitina de soya al 5% (respecto al peso de
enzima) causaba un incremento de la actividad de lipasa, sin embargo, Moreno
(2001) no encontrd efectos significativos sobre la actividad en la reaccion de

aciddlisis catalizada por lipasa de Rhizomucor miehei inmovilizada.

Los cationes metalicos pueden tener una accién dual sobre la actividad de las
lipasas: ellos pueden unirse a los acidos grasos y ayudar a remover productos de
la interfase o desplegar un efecto opuesto, como sucede con una exposicidon
prolongada de las lipasas a altas concentraciones de cationes de metales
pesados, puede causar una inactivacion irreversible (Paiva et al., 1992). A su vez,
las reacciones hidroliticas se aceleran por la presencia de iones Ca* los cuales
precipitan los acidos grasos liberados en forma de sales de calcio insolubles.

Dentro de los parametros fisicos de mayor importancia en el proceso catalitico

91



estan la temperatura y el pH. A medida que la temperatura aumenta, el
incremento de la velocidad de reaccién, resultante del incremento en el numero de
colisiones efectivas entre la enzima y el sustrato, es superado por la velocidad de
desnaturalizacion de la enzima, atribuible a los cambios térmicamente inducidos
en su topologia tridimensional. Por esta razon, el concepto mas conservador de
temperatura 6ptima seria la temperatura maxima a la cual la enzima exhibe una
actividad constante sobre un periodo de tiempo, por lo menos tan largo como el
tiempo del ensayo (Paiva et al., 2000; Turner y Vulfson, 2000). Para el caso del
pH, los residuos de histidina del sitio activo deben estar en la forma idnica
adecuada para habilitar la sustraccion de un proton del grupo hidroxilo de la
serina. Este es el paso preeliminar necesario para dejar un par de electrones
disponibles para el subsiguiente ataque nucleofilico sobre el residuo acilo del

enlace éster. (Ottosson, 2001; Paiva et al., 2000) (Véase Figura 3.3).

Asp187 o] Asp187
T serios | T °  Ssertos
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Figura 3.3 Mecanismo de transesterificacion (R2 = alquilo) o hidrdlisis (R2 =

hidrogeno) catalizado por la lipasa B de Candida antarctica.
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El efecto de los factores mencionados puede variar dependiendo de la enzima y
del sustrato, por lo que para desarrollar los procesos de obtencion de lipidos
estructurados a escala industrial éstos deben ser previamente evaluados y
estandarizados, junto con la concentracion de enzima y la relacién enzima

/sustrato.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Materia prima, solventesy equipos.

Materia Prima: EIl aceite de palmiste (PKO) y el aceite de soya (SBO), fueron

suministrados por C.l. Saceites S.A.

Catalizadores: La enzima lipasa 1,3-especifica conocida comercialmente como
Lipozyme® RM-IM de Rhizomucor miehei lote LUX00115 (inmovilizada sobre
resina de intercambio anionico) y la enzima Lipozyme® TL-IM de Thermomyces
lanuginosa lotes LA35000606 y LA350014401 (inmovilizada sobre granulos de
silice), se compraron a Novozymes S.A. (Brasil); la lipasa 1,3-especifica
Lipozyme® de Mucor miehei Fluka 62350 lote LM70783 (Lipozyme® IM-20) se
compro a Sigma-Aldrich.

Reactivos:: Los solventes metanol, etanol, n-hexano, éter de petréleo, n-butanol,
acetona, el NaOH, el KOH y los demas reactivos usados fueron grado analitico

marca Merck.
Equipos: Cromatografo de gases Agilent serie 6890 (Palo Alto, California, USA)

equipado con detector de ionizacion en llama (FID) y con inyector split e inyector

On column, Columnas capilares para cromatografia de gases DB-WAX Ref. 122-
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7032 (0.25 mm ID* 30 m * 0.25 uym) y DB-17ht Ref. 123-1831 (0.32 mm ID * 30m *
0.15 ym) compradas a J&W SCIENTIFIC, Columna capilar Mtx-65TG Cat # 17008
(0.25 mm ID * 30 m * 0.1 um) comprada a Restek Corporation. Equipo de
Resonancia Magnética Nuclear de 20 Mhz Bruker Minispec mqg-20 Mhz
(Rheinstetten, Germany). Bureta automatica Dosimat 665 (Metrohn, Suiza), en
modo pH-Stat. Viscosimetro para liquidos Visco Easy L, de Schott (Cambridge,
UK). Penetrometro con cono metalico de angulo de 45°. Reactor de vidrio de 2
litros de capacidad y reactor en acero inoxidable con capacidad para 60 litros

(gentilmente prestado por la empresa C.l. Saceites S.A.).

3.3.2 Desarrollo experimental

3.3.2.1 Procedimiento general de lareaccion

En un reactor provisto de tapa, se calent6 la mezcla de sustratos a la temperatura
de reaccion definida, se adicionaron la lipasa y el agua (5% respecto al peso de la
enzima), se mezclaron vy se incubd la mezcla a la temperatura y tiempo
establecidos en el disefio experimental, manteniéndose en constante agitacion.
Luego de transcurrido el tiempo de reaccion, la enzima se recuperd del producto
por filtracion. El filtrado se recogi6 en un tubo de ensayo, separando los
acilgliceroles por el procedimiento descrito por Senanayake y colaboradores
(1999) y adaptado por Moreno (2001). El filtrado libre de FFA se conservé bajo
refrigeracion para posteriores analisis: acidez, determinacion de la composicion en

acidos grasos, acilgliceroles y contenido de grasa sélida.

3.3.2.2 Seleccidon de las condiciones de reaccion

La seleccion se efectué mediante un disefio de composicién central de segundo
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orden, de cuatro factores y tres niveles, el cual consté de 26 experimentos
individuales. Las variables independientes o factores estudiados fueron la
cantidad de enzima, la temperatura de reaccion, el tiempo de reaccion vy la
relacion de sustratos. Las variables independientes y sus correspondientes

niveles se presentan en el apartado de resultados (Tabla 3.2).

Los experimentos se efectuaron a escala de laboratorio, en reactores de 50 mL
7con agitacion orbital, en las condiciones establecidas de acuerdo al disefio.
Como catalizadores se emplearon las enzimas Lipozyme® RM-IM de Rhizomucor

miehei y Lipozyme® TL-IM de Thermomyces lanuginosa.

Las variables de proceso o factores para controlar, asi como los intervalos en los
cuales se evaluaron dichas variables se eligieron con base en las investigaciones
previas realizadas por Huang y Akoh (1996), Xu et al. (1998), Lee y Akoh (1998),
Mu et al. (1998), Nieto et al. (1999), Zhou et al. (2001), Sellappan y Akoh (2001) y
las realizadas en el CICTA por Moreno y Perea (2001) y Arango y Perea (2002).

En todos los casos, para evaluar el efecto de las variables de proceso sobre la
produccion de lipidos estructurados (RTA-2) y el incremento de la hidrolisis de los
acilgliceroles, se realizaron los siguientes anadlisis con ayuda del programa

estadistico Statgraphics Plus 4.0 para Windows (1998):

a) Efectos Principales, para evaluar la influencia de las variables de proceso, en

forma individual, sobre la respuesta estudiada.
b) Andlisis de la varianza (ANOVA), para determinar cuales variables de proceso
y/o las interacciones entre ellas tienen efectos estadisticamente significativos

sobre la respuesta.

c) Desarrollo de un modelo matematico, que relacione las variables de proceso

con la variable de respuesta estudiada, para predecir un resultado bajo un
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conjunto dado de condiciones de proceso.

d) Desarrollo de graficos de superficies de respuesta, para visualizar en forma
rapida la combinacion de condiciones que conducen a un resultado particular, al

igual que el efecto de las interacciones entre las variables.

e) Optimizacion multivariable, para determinar las condiciones que reduzcan al
maximo la reaccion de hidrélisis e incrementen la reaccion de transesterificacion,
teniendo en cuenta que durante el proceso se dan las dos reacciones

simultaneamente.

3.3.2.3 Escalado a 1 kilogramo

Una vez seleccionadas las condiciones de reaccion, se validaron los valores
optimos entregados por el modelo a escala de un kilogramo, en un reactor de
vidrio de 2 litros de capacidad (Figura 3.4a), provisto de agitador mecanico,
usando la metodologia descrita en el apartado 3.3.2.1. Esto se realizé asi para
eliminar los errores aleatorios que pueden ocurrir a escala de 5 g por una

deficiente dispersion de la enzima en el medio de reaccion.

3.3.2.4 Escalado a planta piloto

Los ensayos a escala de planta piloto (35 kg) se realizaron en reactores de 60
litros de capacidad, provistos de sistemas de calentamiento y enfriamiento con
control automatico de temperatura y agitador con velocidad variable, disponibles
en las instalaciones de C.|. Saceites S.A (Figura 3.4b). Las condiciones de
reaccion se seleccionaron del disefio experimental a escala de laboratorio y de los

ajustes que surgieron a raiz de los resultados del escalado a 1000 g.
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Figura 3.4a Reactor utilizado para la reaccién de
transesterificacion a escala de 1000 g de sustrato.

Figura 3.4b Reactor utilizado para
la reaccion de transesterificacion a

escala piloto 35 kg de sustrato.

3.3.25 Cinéticade lareaccion
El seguimiento de la reaccion en el tiempo se efectué en los ensayos a escala

piloto, tomando para ello muestras a las 00:00, 00:15, 00:30, 01:00, 02:00, 03:00
04:00, 05:00 y 06:00 horas de iniciada la reaccion.
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3.3.2.6 Evaluacién de la estabilidad de la enzima

La estabilidad operacional de la enzima en reactor de tanque agitado se evalué
utilizando la razén enzima/sustrato y de sustrato determinadas para el escalado a
planta piloto, bajo las condiciones de reaccion establecidas en este estudio. Una
vez se completod el tiempo de reaccion fijado, se reemplazé la mezcla de reaccion
por una cantidad igual de sustrato fresco y se analiz6 el grado de transformacion

alcanzado. Este procedimiento se repitié seis (6) veces.

3.3.3 Métodos de andlisis

3.3.3.1 Propiedades fisicoquimicas de los sustratos y productos

Los analisis de acidos grasos, acilgliceroles, acidos grasos libres (FFA), perfiles de
fusidn y puntos de fusion de sustratos y productos de reaccion, se efectuaron

siguiendo los métodos descritos en el numeral 2.2.2 del capitulo 2.

3.3.3.2 Analisis estructural de los triacilgliceroles

El analisis de la distribucion espacial de los acidos grasos en los triacilgliceroles se
realizd siguiendo la metodologia descrita por Dourtoglou, (2001), en la cual se
utiliza una lipasa 1,3-especifica (Lipozyme® IM20) en butanol para transformar los
acidos grasos ubicados en las posiciones sn-1,3 de los triacilgliceroles en sus
correspondientes butilésteres, que se cuantifican posteriormente por GC. La

metodologia se detalla a continuacion:

e Formacioén de los ésteres butilicos (FA de las posiciones sn-1,3 de los
TAG): En un tubo de ensayo se adicionaron 200 mg del analito, 500 uL de
n-butanol y 250 mg de la enzima. La mezcla se dejé reaccionar durante 20

minutos, agitando suavemente cada 2 minutos en un mezclador vortice.
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Posteriormente, la muestra fue extraida con 5 ml de hexano vy la fase
organica lavada con 2,0 ml de solucion saturada de NaCl y luego con 2,0 ml
de agua. Finalmente, la fase organica fue secada con Na,SO, anhidro y

diluida a 5,0 ml con hexano para analisis por GC.

e Analisis estereoespecifico: La cuantificacion de los FA (%mol) ubicados
en la posicion central (sn-2) de los TAG, se obtiene por el siguiente calculo

matematico:

FA(sn-2) = 3*FA(sn-1,2,3)-2*(FA sn-1,3)

Donde, los FA (%mol) ubicados en las posiciones sn-1,3 de los TAG
corresponden a la composicion de los butilésteres hallada por cromatografia
de gases, en tanto que, los FA (%mol) de las posiciones sn-1,2,3
corresponden a la composicion hallada por el método del KOH en metanol

descrito en el numeral 2.2.2.1 del capitulo 2.

3.3.3.3 Determinacion de la actividad de interesterificacion de la enzima

La actividad estearasa o de interesterificacion de las enzimas Lipozyme RM-Im y
Lipozyme TL-IM se determind en unidades IUN (Interesterification Units Novo).
Una unidad es equivalente a la cantidad de enzima que convierte 0.01% de

triestearina por minuto bajo las siguientes condiciones de ensayo:

Sustrato: 20 gramos de una mezcla formada por 27% p/p de aceite de soya
completamente hidrogenada y 73% p/p de aceite de soya refinado, blanqueado y
desodorizado. Dosis de enzima: 10% p/p de enzima respecto al sustrato (2 g de
enzima). Temperatura de reaccién: 70 °C, agitacion constante. Tiempo de

reaccion: 1 hora, tomando muestras cada 15 minutos, para analizar la conversion
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(disminucion de la concentracion) de triestearina por cromatografia de gases de
alta temperatura (También se podria determinar por HPLC). La pendiente de la
recta que resulta de graficar el cambio en la concentracidn de triestearina (% p/p)
contra el tiempo de reaccién en minutos se utiliza para calcular la activad de la

enzima en Unidades IUN, como sigue:

IUN =[ pendiente (%/min) / 0.01%]/(peso enzima en gramos)
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3.4 RESULTADOS

34.1 SISTEMA 1.
Aceite soya - aceite de palmiste (SBO:PKO)-Lipozyme® RM-IM

Para la evaluacion y seleccion de las condiciones de reaccion, los factores
estudiados fueron: razén enzima / sustrato, temperatura de reaccion, tiempo de
reaccion y relacion de sustratos. Las variables independientes y sus niveles se
presentan en la Tabla 3.2. Como variable respuesta se eligié el incremento en
area relativa de los picos cromatograficos correspondientes a los TAG C42:2,
C44:2, C46:2, C48:2, C48:3 y C48:4, expresado como un porcentaje del area
relativa total de todos los picos cromatograficos, debido a que se espera que
estas especies se generen por intercambio entre los acidos grasos ubicados en
las posiciones sn-1 y sn-3 de los principales TAG componentes del aceite de
palmiste y del aceite de soya, como se ilustra en la Tabla 3.3. Esta variable en
adelante se llamara RTA-2 y se usara como indicador del rendimiento de la
reaccion de transesterificacion. Una segunda variable de respuesta evaluada fue

la hidrélisis alcanzada en la reaccién, medido como el incremento en la acidez.

Tabla 3.2 Variables independientes y niveles del disefio experimental

Variable Unidad Caodigo del nivel de la variable
-2.06 -1 0 1 2.06
Razén enzima/sustrato (% p/p**) (2.5) (5.0) (7.5) (10.0) (12.5)
IUN*/g aceite  9.45 189 28.35 378 47.25
Temperatura de reaccion °C 40 50 60 70 80
Tiempo de reaccion horas 2 4 6 8 10
Relacién de sustratos, SBO:PKO 30:70 40:60 50:50 60:40 70:30

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacion Novo)

** %pl/p: Porcentaje en peso respecto al peso del aceite.
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Tabla 3.3 Posibles TAG generados por transesterificacion del aceite de soya con

el aceite de palmiste, utilizando una lipasa sn-1,3-especifica.

TAG mayoritarios TAG esperados
TAG CN:DB TAG**  CN:DB TAG** CN:DB
Aceite de Soya (SBO) CyPLa C36:0 CyOL C44:3
CLaP C38:0 CyLL C444
LLL C54:6 CyLaO (C38:1 LaPO C46:1
LLO C54:5 CyLaL (C38:2 MMO  C46:1
LOO C54:4 LaLaP  C40:0 LaPL  C46:2
LLP C52:4 CLaO C40:1 MML  C46:2
POL C52:3 CLaL C40:2 COO C46:2
LaMP C42:0 COL C46:3
Aceite Palmiste (PKO) LaLaO C42:1 CLL C46:4
CyPL C42:2 MPL C48:2
LaLaLa C36:0 LaLaL  C42:2 LaOL (C48:3
LaLaM C38:0 MMP C44:0 LaLL  C48:4
LaMM  C40:0 LaMO  C44:1 MOO  C50:2
MMM C42:0 LaML C44:2 MOL  C50:3
CLaLa C34:0 CPL C44:2 MLL C50:4
CyLaLa C32:0 CyOO C44:2 POL C52:3

** Cy= Acido caprilico, C= acido caprico, La= acido laurico, M= &cido miristico,
P= acido palmitico, O= acido oleico, L= acido linoleico.
El orden de las letras en el TAG no indica la distribucion espacial de los acidos

grasos en el esqueleto del glicerol.

En la Tabla 3.4 se presentan las condiciones bajo las cuales se hicieron los 26
experimentos y sus réplicas y los resultados obtenidos para cada una de las

variables respuestas analizadas (grado de hidrolisis y RTA-2).
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Tabla 3.4 Arreglos y respuestas del disefio experimental para el sistema
SBO:PKO, utilizando Lipozyme® RM-IM como catalizador.

Enzima Temp. Tiempo  Sustrato Hidrélisis  RTA 2**
[ITUN]* %p/p °C horas SBO:PKO (%) (%)
1 18.9 5% 50 4 40:60 9.6 19,61
2 37.8 10% 50 4 40:60 15.2 22,22
3 18.9 5% 70 4 40:60 9.2 21,11
4 37.8 10% 70 4 40:60 141 20,80
5 18.9 5% 50 8 40:60 10.6 18,57
6 37.8 10% 50 8 40:60 18.6 22,90
7 18.9 5% 70 8 40:60 10.7 20,74
8 37.8 10% 70 8 40:60 15.2 21,31
9 28.4 7.5% 60 6 50:50 15.4 27,30
10 18.9 5% 50 4 60:40 9.6 26,06
11 37.8 10% 50 4 60:40 14.9 26,94
12 18.9 5% 70 4 60:40 9.0 28,80
13 37.8 10% 70 4 60:40 13.8 30,32
14 18.9 5% 50 8 60:40 12.0 29,77
15 37.8 10% 50 8 60:40 18.0 29,45
16 18.9 5% 70 8 60:40 9.2 31,50
17 37.8 10% 70 8 60:40 17.8 30,93
18 9.5 2.5% 60 6 50:50 7.6 17,26
19 473 125% 60 6 50:50 214 25,79
20 28.4 7.5% 40 6 50:50 13.5 25,83
21 28.4 7.5% 80 6 50:50 14.2 27,76
22 28.4 7.5% 60 6 50:50 12.6 28,66
23 28.4 7.5% 60 2 50:50 12.4 20,36
24 28.4 7.5% 60 10 50:50 17.8 27,20
25 28.4 7.5% 60 6 30:70 15.5 18,51
26 28.4 7.5% 60 6 70:30 15.4 33,23

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacion Novo)
** RTA-2: . Cambio en el area relativa de los TAG C42:2, C44:2, C46:2, C48:2, C48:3 y
C48:4
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3.4.1.1 Efecto de las variables de proceso sobre el rendimiento de la

reaccion de transesterificacion.

Al evaluar el efecto de cada una de las variables en forma independiente, se
establece segun el Diagrama de Pareto (véase la Figura 3.5) y el Diagrama de
efectos principales (véase la Figura 3.6), que la relacion de sustratos (D), la razon
enzima/sustrato (A) y el tiempo de reacciéon (C) tienen efectos estadisticamente
significativos sobre el rendimiento de la reaccién (RTA-2), a un nivel de confianza

del 95%, siendo el factor mas influyente la relacién de sustratos.

D:Sustrato
AA

A:Enzima
CZTIeméJO
C

3:Temperatura
CD

4 6 8 10 12

Efecto estandarizado

w
O
T

N

Figura 3.5 Diagrama de Pareto para la variable respuesta RTA- 2. Las barras que
se extienden mas alla de la linea azul corresponden a efectos significativos en un

nivel de confianza del 95%

El efecto sobre la RTA-2 en todos los casos es positivo, es decir, el grado de
transesterificacion aumenta en la medida en que estos factores se desplazan del
nivel mas bajo al nivel mas alto. Sin embargo, este incremento no es lineal para la
razon enzima/sustrato, el tiempo de reaccion y la temperatura, lo que indica que

existe un valor optimo dentro de los rangos evaluados (véase la Figura 3.6).
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Figura 3.6 Diagrama de efectos principales para la variable respuesta RTA-2.

Para establecer el efecto de las interacciones entre las variables y la variacién
aleatoria debida a errores experimentales, se realizd el Analisis de la Varianza
(ANOVA) en el cual se compara la suma del cuadrado medio de cada efecto
(SCM) con el cuadrado medio del error total (CME), para obtener los valores F y P

y establecer si los valores estimados para la varianza difieren significativamente.

De la Tabla 3.5 se deduce que la relacibn de sustratos (D), la razén
enzima/sustrato (A) y el tiempo de reaccion (C) tienen efectos significativamente
diferentes de cero (p<0.05) en un nivel de confianza del 95%, pero la interaccion

entre estas variables no es significativa (p>0.05).

El analisis de los datos del disefio experimental por medio de la metodologia de
superficie de respuesta MSR, también permitié obtener un modelo matematico que
involucra los factores que mas influyen en el rendimiento de la reaccion de

transesterificacion (RTA-2), en orden a la obtencion de los lipidos estructurados.
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El modelo matematico predicho para la variable respuesta RTA-2 corresponde a

un polinomio de la forma general de la ecuacion 3.1:

3 3 3
RTA2(%) = By + D BX, +D. B X5 +>0 Y B XX, Ec. 3.1
i=1 i=1 i<j=1
Donde By, Bi, Bij son los coeficientes de regresion predichos para el intercepto; los
términos lineales, los términos cuadraticos y los términos de interaccion, que mejor
ajustan el modelo polinémico a los valores medidos para la RTA-2. X;representa
las variables independientes (A: Razon enzima/sustrato, B: Temperatura de

reaccion, C: Tiempo de reaccion y D: Relacion de sustratos).

Tabla 3.5 Analisis de la Varianza (ANOVA) para la RTA-2

Fuente Sumade Grados Cuadrado Relacion Valor
cuadrado libertad medio F P
)

A:Enzima 28,1901 1 28,1901 9,72 0,0109
B:Temperatura 7,96609 1 7,96609 2,75 0,1284
C:Tiempo 22,3506 1 22,3506 7,71 0,0196
D:Sustrato 382,946 1 382,946 132,06 0,0000
AA 41,1026 1 41,1026 14,17 0,0037
AB 247276 1 247276 0,85 0,3775
AC 0,02975 1 0,02975 0,01 0,9213
AD 2,02351 1 2,02351 0,70 0,4230
BB 1,02892 1 1,02892 0,35 0,5646
BC 0,36300 1 0,36300 0,13 0,7308
BD 4,69806 1 4,69806 1,62 0,2319
CcC 16,8255 1 16,8255 5,80 0,0368
CD 5,94141 1 5,94141 2,05 0,1828
DD 3,84791 1 3,84791 1,33 0,2761
blocks 0,33990 1 0,33990 0,12 0,7392
Total error 28,9976 10 2,89976

Total (corr.) 538,087

N
[6)]
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En la Tabla 3.6 se presentan los coeficientes de regresién para el modelo
matematico. El valor estadistico R?>-cuadrado® indica que el modelo ajustado por
grados de libertad (GL) explica el 94,61% de la variabilidad en la RTA-2.

Tabla 3.6 Coeficientes de regresién del modelo matematico predicho

Término (Variable) Coeficientes
constante Bo 28,0029
A: Enzima By 1,07331
Lineal B: Temperatura B2 0,570559
C: Tiempo B3 0,955703
D: Sustrato B4 3,95591
AA Bs -1,47818
BB Be -0,233876
Cuadratico CcC B7 -0,945753
DD Bs -0,452279
AB Bo -0,393125
AC Bio -0,043125
Interacciones AD B -0,355625
BC Bi2 -0,150625
BD Bis 0,541875
CD B4 0,609375

R%cuadrado = 94,61 %  R®-cuadrado (ajustado por GL) = 87,75%

Una vez establecido el modelo, se construyen los graficos de superficie de
respuesta usando la ecuacion 3.1; se mantuvieron dos variables constantes y se
variaron las otras dos. Las condiciones que en combinacion producen los mejores
resultados en cuanto al rendimiento de la transesterificacion (RTA-2) se pueden
ver con facilidad en los graficos de superficie de respuesta y ubicar con mas

detalle en los mapas de contorno.

% R%-cuadrado: Valor estadistico que mide la proporcién de la variabilidad total explicada por el

modelo de regresién planteado. Este valor varia entre 0 y 100 por ciento
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En la Figura 3.7, se presentan la superficie de respuesta y el mapa de contorno
obtenidos al graficar los efectos de la razon enzima/sustrato y la relacién de
sustratos, manteniendo la temperatura y el tiempo de reaccion en un valor
constante (nivel 0). En la Figura 3.8, se aprecian la superficie de respuesta y el
mapa de contorno para los efectos combinados de la razén enzima/sustrato y
tiempo de reaccion y en la Figura 3.9, los mapas de contorno para el efecto
combinado de las siguientes variables: a. Relaciébn de sustratos y tiempo de

reaccion y b. Temperatura reaccion y razon enzima/sustrato.

(A)

Temperatura=0,0, Tiempo=0,0

Sustrato

Figura 3.7 Efecto de variar la

Enzima

relacion de sustratos y la
razon enzima/sustrato sobre
la variable RTA-2.

Temperatura=0,0, Tiempo=0,0

B)1F ‘ ‘ ‘ 7 RTA?2

— | —240
| 245 A. Superficie de respuesta.
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: 29,5
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~

B. Mapa de contorno.
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Figura 3.8 Efecto de variar la razén enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre
la respuesta RTA-2. A. Superficie de respuesta. B. mapa de contorno.
Tiempo=0,0 S(QZato 0,0 (B)
| = Y, u = , . - -
1P — ‘ " RTA2 r En2|ma 0,0,Tgmperatur§ 0,0 RTA2
— 1240 i
© 1—245
= 1 —250
= LB 2
o B0 S
1265 >
g 1220 o»
— 15
1280
‘ ‘ g 285 -1k, ‘ ‘ ‘
0 05 1 -1 0,5 0 0,5 1 —290
. . 29,5
Enzima Tiempo

Figura 3.9 Mapas de contorno que muestran: A. Efecto de variar la razon
enzima/sustrato y la temperatura de reaccion sobre la respuesta RTA-2 B.. El
efecto de variar la relacion de sustratos y el tiempo de reaccion sobre la respuesta
RTA-2.
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Del analisis de las superficies de respuesta y los mapas de contorno (Figuras 3.7,
3.8 y 3.9), se puede deducir que el rendimiento de la reaccién aumenta cuando la
relacion de sustratos tiende hacia el nivel mas alto evaluado, nivel 2 (SBO:PKO
70:30) y que la razon enzima/sustrato utilizada esta entre el nivel 0 (7,5%) y el
nivel 1 (10%). Sin embargo, también es posible alcanzar una buena eficiencia de
transesterificacion utilizando relaciones de sustratos mas bajas y elevando la

razon enzima/sustrato o el tiempo de reaccion.

En este ultimo caso, los niveles de las variables que conducirian a una mayor
produccion de lipidos estructurados (RTA-2 =37,7%) de acuerdo a la ecuacion 3.1,

son los que se resumen en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Niveles de las variables independientes que conducirian a una mayor

produccion de lipidos estructurados (RTA-2)

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Razén enzima/sustrato  -2.06 (2,5%) 2.06 (12.5%) -0.171 (7.1%)
Temperatura -2.06 (40 °C) 2.06 (80 °C) 1.0 (70 °C)
Tiempo -2.06 (2 horas) 2.06 (10 horas) 1.01 (6 horas)
Sustrato (SBO:PKO) -2.06 (30:70) 2.06 (70:30) 2.06 (70:30)
RTA-2 (%) e e 37.7%
3.4.1.2 Efecto de las variables de proceso sobre la reaccion de
hidrolisis.

En el caso de la reaccion de hidrdlisis, las Figuras 3.10 (diagrama de Pareto) y
3.11 (efectos principales) muestran claramente que las variables que mas influyen
sobre la reaccidén son la razén enzima/sustrato utilizada y el tiempo de reaccioén.

En los dos casos se observa una relacion directa con el grado de hidrdlisis.
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Figura 3.10 Diagrama de Pareto estandarizado para la variable respuesta grado

de hidrolisis.
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Figura 3.11 Diagrama de efectos principales para la variable grado de hidrdlisis.
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La variabilidad del grado de hidrdlisis se confirma al realizar el analisis de la
varianza (Tabla 3.8), de donde se deduce que unicamente las variables razon
enzima/sustrato y tiempo de reaccion tienen efectos significativamente diferentes

de cero (p<0.05) en un nivel de confianza del 95%. Las interacciones entre las

variables estudiadas no son significativas.

Tabla 3.8 Analisis de la Varianza (ANOVA) para el grado de hidrélisis

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacion Valor
cuadrados libertad (GL) medio F P
A:Enzima 236,661 1 236,661 124,27 0,0000
B:Temperatura 2,65438 1 2,65438 1,39 0,2651
C:Tiempo 31,6122 1 31,6122 16,60 0,0022
D:Sustrato 0,0326759 1 0,0326759 0,02 0,8984
AA 0,153433 1 0,153433 0,08 0,7823
AB 0,275625 1 0,275625 0,14 0,7116
AC 2,64063 1 2,64063 1,39 0,2663
AD 0,180625 1 0,180625 0,09 0,7644
BB 1,11797 1 1,11797 0,59 0,4613
BC 0,600625 1 0,600625 0,32 0,5868
BD 0,000625 1 0,000625 0,00 0,9859
CC 0,0496082 1 0,0496082 0,03 0,8750
CD 0,455625 1 0,455625 0,24 0,6353
DD 0,337734 1 0,337734 0,18 0,6826
Total error 19,0446 10 1,90446
Total (corr.) 308,327 25

El modelo matematico predicho para el grado de hidrdlisis corresponde a un
polinomio de la forma general descrita en la Ecuacion 3.1.

En la Tabla 3.9 se presentan los coeficientes de regresidon para el modelo
matematico. El valor estadistico R®>-cuadrado indica que el modelo desarrollado

explica el 93,82% de la variabilidad en el grado de hidrdlisis.
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Tabla 3.9 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho para la

variable respuesta grado de hidrdlisis.

Términos Coeficientes
constante Bo 13,9403
A: Enzima B 3,10986
Lineal B: Temperatura B> -0,32935
C: Tiempo B3 1,13659
D: Sustrato B4 0,036542
AA Bs -0,09031
Cuadratico BB Be -0,24379
CC B7 0,051354
DD Bs 0,133993
AB Bo -0,13125
AC Bio 0,40625
Interacciones AD B 0,10625
BC B2 -0,19375
BD Bis 0,00625
CD B1a 0,16875

R%cuadrado = 93,82%  R?-cuadrado (ajustado por GL) = 85,96%

Los graficos de superficie de respuesta para esta variable (Figuras 3.12 y 3.13)
muestran que el grado de hidrdlisis se incrementa con el tiempo de reacciéon y con
la razén enzima/sustrato utilizada. Aunque la razén enzima/sustrato tiene un
efecto mayor sobre la hidrolisis, el efecto del tiempo de reaccién, que a bajas
concentraciones de enzima es débil, se acentua fuertemente a concentraciones

mas altas. La relacion de sustratos no tiene un efecto significativo.
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Figura 3.12 Superficie de respuesta que muestra el efecto de variar la

razén

enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre el grado de hidrdlisis alcanzado.
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Figura 3.13 Superficie de respuesta que muestra: A. El efecto combina

:
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tiempo de reaccion y la relacion de sustratos sobre el grado de hidrolisis

alcanzado. B. Efecto de la razén enzima/sustrato y la temperatura de reacci
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En este caso los niveles de las variables independientes que conducen a un
menor grado de hidrdlisis, en la region experimental evaluada, se resumen en la
Tabla 3.10.

Tabla 3.10 Niveles de las variables independientes que conducen a un menor
grado de hidrdlisis

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Razdn enzima/sustrato 5 gg (2,5%) 2.06 (12.5%) -2.06 (2.5%)
Temperatura -2.06 (40 °C) 2.06 (80 °C) -1.80 (42 °C)
Tiempo -2.06 (2 horas) ~ 2.06 (10 hora) ~ -2:06 (2 horas)
Sustrato (SBO:PKO) -2.06 (30:70) 2.06 (70:30) 1.63 (66:34)

Hidrdlisis (%) 4,83%

Se observa entonces que en el sistema 1, aceite de soya-aceite de palmiste-
Lipozyme® RM-IM, las variables con efecto significativo sobre el rendimiento de la
reaccion de transesterificacion son la relacion de sustratos, la razén
enzima/sustrato y el tiempo de reaccién. Estas dos ultimas variables también son
las mas influyentes en la reaccion de hidrdlisis. En consecuencia, las condiciones
experimentales que conducen a un menor grado de hidrdlisis (4,83%) no se
corresponden necesariamente con una mayor produccién de lipidos estructurados
(RTA-2).

3.4.1.3 Optimizacion de la reaccion

Con base en los resultados anteriores y teniendo en cuenta que durante el
proceso de interesterificacion se dan simultaneamente, las reacciones de
hidrdlisis y de transesterificacion y que lo ideal es reducir al maximo la reaccion
de hidrélisis e incrementar la reaccion de transesterificacion, se aplicé una

herramienta estadistica adicional, la metodologia de optimizacion multivariable, la
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cual permite analizar de forma simultanea los efectos de las variables
independientes sobre las dos variables respuestas: grado de hidrolisis y RTA-2 y
combinarlas en una sola que se denomina “DESEABILIDAD”, para lo cual se le

dio mayor peso (2) a la variable RTA-2 y un menor peso (1) al grado de hidrdlisis.

Los rangos dentro de los cuales se realizo la optimizacion y los niveles predichos
para las variables, que en conjunto conducirian a los mejores resultados o
mayores valores de “Deseabilidad”, se presentan en la Tabla 3.11. Estas
condiciones se utilizaran para el escalado de la reaccion de transesterificacion a 1

kg de sustrato.

Tabla 3.11 Combinacién de factores y niveles que maximizan la funcion

“Deseabilidad”.

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel elegido
Razon enzimalsustrato 5 gg (2,5%) 2.06 (12.5%) -2.06 (2,5%)
Temperatura -2.06 (40 °C) 2.06 (80 °C) 1.00 (70 °C)
Tiempo -2.06 (2 horas) 2.06 (10 hora) 0.0 (6 horas)
Sustrato (SBO:PKO) -2.06 (30:70) 2.06 (70:30) 1.00 (60:40)
Deseabilidad  ___________ 0.83
%Hidrolisis 7.01
Rta-2 25.82

* Agua: 5,0% respecto al peso de la enzima utilizada.

En las Figuras 3.14 y 3.15 se muestran las superficies de respuesta para la
variable “deseabilidad” como una funcion de las variables independientes: razon

enzima/sustrato, relacion de sustratos, temperatura y tiempo de reaccion.
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Figura 3.15 Efecto de las variables de proceso sobre la “deseabilidad” de la

reaccion: A. Efecto de la razén enzima/sustrato

y la temperatura de reaccion, B.

Efecto del tiempo de reaccién vy la relacion de sustratos.
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3.4.1.4 Escalado a 1 kilogramo

Para este proceso se utilizd el reactor mostrado en la Figura 3.3 en las
condiciones seleccionadas en la etapa anterior (Tabla 3.11). Otros parametros
establecidos para la reaccion fueron: 5,0% de agua respecto al peso de la enzima
y velocidad de agitacion igual a 250 rpm (necesaria para mantener dispersa toda
la enzima en el reactor). Bajo estas condiciones se espera que la RTA-2 alcance

un valor de 25.8% y la hidrdlisis un valor maximo de 7.0%.

Ademas de medir la evolucidon de las reacciones de transesterificaciéon y de
hidrolisis, se evaluo la variacion en la concentracidon de los acidos grasos y de los
triacilgliceroles durante la reaccion. Durante la primera hora la reaccién de
hidrdlisis tiene una fuerte participaciéon debido al mayor contenido de agua en el
medio de reaccion, lo que conduce a una liberacion mayor de FA, especialmente,
en los primeros 15 minutos (8.0% /h). Sin embargo, a medida que transcurre la
reaccion, disminuye el agua del medio, y la velocidad de hidrdlisis se hace menor

y aproximadamente constante después de dos horas (0.05% /h).

El grado de hidrolisis después de 6 horas de reaccion alcanza el valor de 3.4%,
como se observa en la Figura 3.16. Este valor es inferior al predicho por el
modelo y puede deberse en parte al hecho de que la reaccién se realiz6 en un
reactor abierto a la atmdsfera que permite la liberaciéon del agua del medio de

reaccion.
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Figura 3.16 Evolucién del grado de hidrdlisis con el tiempo de reaccion, en el

proceso de transesterificacion del sistema SBO:PKO a escala de 1 kg

La composicion en acidos grasos de los acilgliceroles de la mezcla de reaccion,
como se observa en la Figura 3.17, permanece aproximadamente constante,
excepto en la primera hora de reaccién, durante la cual inicialmente disminuye la
concentracion de los acidos grasos saturados (laurico, miristico, palmitico y
estearico, principalmente) por hidrdlisis del esqueleto del glicerol. Posteriormente
se da liberacion de acidos grasos insaturados (oleico y linoleico), hasta alcanzar
paulatinamente una composicion en acidos grasos que se mantiene

aproximadamente constante después de la segunda hora de reaccion.
Es importante notar que los cambios mas drasticos ocurren en las dos primeras

horas de reaccion, durante las cuales se presenta la mayor actividad de hidrolisis

de la enzima con liberacion en primera instancia de los acidos grasos saturados.
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Figura 3.17 Variacion en la composicion en acidos grasos del producto

transesterificado (libre de acidez) con el tiempo de reaccion.

En cuanto a la produccion de lipidos estructurados, con el transcurso de la
reaccion de transesterificacion entre el SBO y PKO se generan una serie de TAG,
ausentes en la mezcla fisica o presentes en muy bajas concentraciones, tal y
como se discutié en el numeral 3.4.1, y parte de los cuales se agruparon en la

RTA-2 que se utiliza como parametro para medir la evolucidon de la reaccion de

—e— Hexanoico
—=— Qctanoico
—— Decanoico
——Laurico
—— Miristico
—e— Palmitico
—— Estearico
—— Oleico
— Linoleico

transesterificacion y la consecuente generacion de lipidos estructurados.

En la Figura 3.18 se presenta la evolucion de la RTA-2 con el tiempo de reaccién,

y permite observar que la velocidad de produccion de SL disminuye con el tiempo

en la medida en que la reaccién se acerca al equilibrio.
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Figura 3.18 Produccion de lipidos estructurados durante la reaccién de

transesterificacion a escala de 1 kg, medido por el incremento en la RTA-2.

Aunque después de 6 horas de reaccion la RTA-2 tiene un valor igual a 22.2%,
menor al valor predicho (25.8%) y la hidrdlisis un valor de 3.4% también menor
que el predicho (7.0%). Estos valores indican que el modelo desarrollado permite
hacer una buena aproximacion para maximizar la produccion de lipidos

estructurados y minimizar la hidrdlisis de los sustratos.

3.4.1.5 Escalado a planta piloto (35 kQ)

Los ensayos a escala de planta piloto (35 kg) se realizaron en reactores de 60
litros de capacidad, provistos de agitador de propela de tres aspas (Figura 3.4),
bajo las condiciones de reaccion seleccionadas para la escala a 1 kg. La
velocidad de agitacion se elevd de 250 a 350 rpm, para mantener dispersa la

enzima en el medio de reaccion.

121



En este caso, tal como se observo en el escalado a 1 kg, durante la primera hora
del proceso, la reaccion de hidrdlisis tiene una fuerte participacién debido al mayor
contenido de agua en el medio de reacciébn. Sin embargo, a medida que
transcurre el tiempo, disminuye el agua del medio y la velocidad de hidrdlisis se
hace menor, manteniéndose aproximadamente constante después de la primera
hora. A las 6 horas de reaccién, alcanza el valor de 3.45%, similar al obtenido a

escala de 1 kg (3.4%) y menor al valor predicho del disefio experimental.

En la Figura 3.19 se presenta la evoluciéon de la RTA-2 con el tiempo de reaccién.
Se observa que la velocidad de produccion de los lipidos estructurados disminuye
con el tiempo hasta que la reaccion se acerca al equilibrio y la RTA-2 alcanza un
valor igual a 27.0% en 6 horas de reaccion, valor cercano al predicho por la

metodologia de optimizacién multivariable.
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Figura 3.19 Produccion de lipidos estructurados durante la reaccién de

transesterificacion a escala piloto (35 kg), medido por el incremento en la RTA-2.
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En términos generales, la produccion de lipidos estructurados a escala piloto sigue
el patron determinado a escala de 1 kg y a su vez es consecuente con los
resultados predichos por el modelo matematico resultante del disefio experimental
y se acerca a las condiciones que maximizan la produccion de lipidos

estructurados y minimizan la reaccién de hidrolisis.

La Tabla 3.12 muestra otros parametros como el punto de fusién y el contenido de
grasa solida (SFC) a 15 °C usados como indicadores del avance de la reaccién de

interesterificacion en el escalado a planta piloto.

Tabla 3.12 Resultados seguimiento de la reaccion a escala piloto: 35 kg aceite
(SBO:PKO 60:40 p/p), 0.875 kg enzima, 0.044 kg agua, 70 °C

Tiempo  tywp/Vp, Hidrdlisis p.f. SFC (15°C) SFC (15 °C)

, (Dif)?
hh:mm  [minutes] (%) (°C) (%) Modelo
00:00 0,00 0,15 21,0 11,8 11,29 0,2589
00:15 0,38 2,61 19,0 8,6 9,12 0,2708
00:30 0,75 2,93 18,0 7,0 7,48 0,2352
01:00 1,50 3,10 17,0 5,6 5,32 0,0758
02:00 3,00 3,21 16,0 4,0 3,40 0,3569
03:00 4,50 3,29 15,5 3,0 2,78 0,0469
04:00 6,00 3,37 15,0 2,7 2,58 0,0135
05:00 7,50 3,38 14,5 24 2,52 0,0143
06:00 9,00 3,48 14,5 2,3 2,50 0,0320
08:00* 12,00 3,60 14,4 2,3 2,49 0,0362

* La reaccion se extendié dos horas mas para obtener datos suficientes para el desarrollo

del modelo exponencial en funcién de los valores de SFC.

De acuerdo con Novozymes (2004), al suponer que la inactivacién de la enzima
durante el lote de reaccion es despreciable, la relacion inversa, f' entre el
contenido de grasa sélida y la cantidad de aceite procesado por razon
enzima/sustrato y por unidad de tiempo, puede describirse mediante el modelo

exponencial descrito por la Ecuacion 3.2.
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sfc = 1{%;—%} = A, + AA*|1—exp| - k[tb\jwb) Ec. 3.2
b
Donde:
k (0.7552), A, (11.2912) y AA (-8.8020) son constantes del modelo que se
determinan a partir de los datos del experimento por lotes (Tabla 3.12).
tp,: Tiempo de reaccion en el reactor por lotes, en minutos;
Wwp: Razdn enzima/sustrato en el reactor por lotes, kg;
Vp: Cantidad de aceite en el reactor por lotes, kg;

Sfc: Contenido de grasa sélida en el tiempo tp,.

En la Figura 3.20 correspondiente al modelo exponencial para los datos de la
Tabla 3.12 muestra que el modelo descrito en la ecuacion 3.2 es adecuado para
describir los valores de SFC observados experimentalmente a 15 °C. Por lo tanto
es posible establecer que las lecturas de SFC a 15 °C pueden utilizarse como

indicadores del avance de la reaccion de transesterificacion.
Este aspecto es de gran relevancia en caso de no disponer de un equipo de

cromatografia gaseosa ya que los analisis por RMN para determinar las curvas de

SFC son, en general, mas econémicos y sencillos de realizar para la industria.
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Figura 3.20 Valores de SFC medidos experimentalmente a 15 °C y valores SFC
predichos por el modelo matematico desarrollado (Ec. 3.2) para la reaccion por

lotes.

3.4.1.6 Estudio cinético de la reaccidén de transesterificacion. Cambios en

los triacilgliceroles con el transcurso de la reaccion.

Con el transcurso de la reaccion de transesterificacion, disminuyen Ila
concentracion de los TAG presentes inicialmente en alta proporcion en el aceite de
palmiste (C30 a C40, saturados) y en el aceite de soya (C52 y C54, insaturados),
para dar origen a triacilgliceroles estructurados (C42, C44, C46, C48 y C50) que
combinan acidos grasos de cadena media con acidos grasos de cadena larga. En
las Figuras 3.21 y 3.22 se muestran los perfiles cromatograficos de la mezcla
SBO:PKO (60:40) antes y después de la reaccion de transesterificacion,

respectivamente.
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Figura 3.21 Perfil cromatografico de la mezcla inicial SBO:PKO 60:40 (O horas).
Condiciones: Columna MXT-65TG: 30 m, 0.25 mm ID, 0.1 ym. Gas de arrastre:
Helio a 40 cm/s. Horno: 240 °C (1 min) a 360 °C (8 °C/min) mantener 17 min.
Inyeccién: 0.5 pl de solucién de analito en n-hexano On-column. FID, a 370 °C,
Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min. La linea roja agrupa los TAG que

disminuyen durante la reaccion y la azul los que se generan.
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Figura 3.22 Cromatograma HTGC de la mezcla SBO:PKO (60:40) después de 6
horas de reaccion. Condiciones: Columna MXT-65TG: 30 m, 0.25 mm ID, 0.1 uym.
Gas de arrastre: Helio a 40 cm/s. Horno: 240 °C (1 min) a 360 °C (8 °C/min).
mantener 17 min. Inyeccion: 0.5 ul de solucién de analito en n-hexano On-column.
FID, a 370 °C, Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min. La linea roja agrupa los

TAG que disminuyen durante la reaccién y la azul los que se generan.
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Los cambios mas importantes en la composicion de TAG ocurren dentro de las
cuatro (4) primeras horas de reaccion, durante las cuales los triacilgliceroles
presentes en mayor concentracion en el aceite de palmiste (C36 y C38) y el aceite
de soya (C52 y C54), se consumen por intercambio de los acidos grasos unidos a
las posiciones sn-1 y sn-3 de las moléculas de triacilgliceroles que se combinan
(Véase las Figuras 3.23 y 3.24). A continuacion se hace un analisis detallado de

su evolucion:

TAG C38: Este grupo esta conformado por el TAG C38:0 (LaLaM) que se
consume en la reaccion, y los TAG estructurados C38:1 (CyLaO) y C38:2 (CyLal)
que se generan (Figura 3.25). La formacion de los TAG C38:1 y C38:2 es baja

debido a que la concentracién del acido caprilico (Cy) es baja en la mezcla de

reaccion.
20%
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Figura 3.23 Cambio en la concentracion de los TAG saturados con ACN 30 a 38,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos

correspondientes.
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Figura 3.24 Cambio en la concentracion de los TAG insaturados con ACN 52 y

54, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos.
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Figura 3.25 Cambio en la concentracion de los TAG C38:0, C38:1 y C38:2, con el

tiempo de reaccion. Expresado como el cambio en el area relativa de los picos.
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TAG C40: Esta conformado por el TAG C40:0 (LaMM) que se consume en la
reaccion y los TAG estructurados C40:1 (CLaO), C40:2 (CLalL) y C40:3 (CLaLn),
los cuales se producen durante la transesterificacion. El TAG C40:2, es el que se

produce en mayor proporcion, como se observa en la Figura 3.26.

TAG C42: Conformado por los TAG C42:0 (MMM), C42:1 (LaLaO), C42:2 (LaLaL,
CyPL) y C42:3 (LaLaLn). De este grupo los TAG estructurados C42:2 y C42:3,
practicamente ausentes en la mezcla inicial, empiezan a incrementar su
concentracion con el avance de la reaccion, hasta la sexta hora, donde alcanzan

una concentracion aproximadamente constante (véase la Figura 3.27).
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Figura 3.26 Cambio en la concentracion de los TAG C40:0, C40:1, C40:2 y C40:3
con el tiempo de reaccion. Expresado como el cambio en el area relativa de los

picos cromatograficos correspondientes.
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Figura 3.27 Cambio en la concentracion de los TAG C42:0, C42:1, C42:2 y
C42:3, con el tiempo de reaccién, expresado como el cambio en el area relativa de

los picos cromatograficos

TAG C44: Respecto a los TAG C44, se observa que los principales cambios los
presentan los TAG estructurados C44:2 (LaML, CPL, CyOO) y el TAG C44:3
(CyOL, LaMLn) que incrementan su concentracién a una velocidad relativamente
alta desde el inicio de la reaccion hasta la cuarta hora del proceso, tiempo a partir
del cual presentan cambios muy leves. Los TAG C44:0 y C44:1 no sufren

cambios significativos, como puede verse en la Figura 3.28.
TAG C46: Del grupo de TAG con ACN C46, el TAG estructurado C46:2 (LaPL,

MML, COO) tiene el incremento mas significativo en el transcurso de la reaccion,
seguido del TAG C46:3 (COL, MMLn, LaPLn), como se observa en la Figura 3.29.
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Figura 3.28 Cambio en la concentracion de los TAG C44:0, C44:1, C44:2 y

C44:3, con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el area relativa.
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Figura 3.29 Cambio en la concentracion de los TAG C46:0, C46:1, C46:2 y

C46:3, con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el area relativa.

132



TAG C48: De este grupo, la concentracion de los TAG estructurados C48:2 (MPL,
LaO0O), C48:3 (LaOL) y C48:4 (LaLL, LaOLn) sufren un incremento significativo
con el transcurso de la reaccion. EI TAG C48:1 (MPO) incrementa levemente

(véase la Figura 3.30).

TAG C50: De este grupo, solamente incrementan su concentracion los TAG C50:3
(MOL) y C50:4 (MLL, MOLn); los TAG C50:1 (PPO) y C50:2 (MOO, PPL)

permanecen aproximadamente constante, como se observa en la Figura 3.31.

Los resultados anteriores muestran que durante la reaccién de transesterificacion
entre los aceites de soya y de palmiste (60:40 p/p) catalizada por Lipozyme® RM-
IM, se producen cambios en la estructura y composicion de la mezcla. Se forman
los TAG C40:2, C42:2, C42:3, C44:2, C44:3, C50:3 y C50:4, principalmente, en
tanto que se consumen TAG saturados C30:0, C32:0, C34:0, C36:0, C38:0 y
C40:0. Lo anterior trae como consecuencia la disminucion del contenido de grasa

sélida y del punto de fusion de la mezcla, en la medida en que avanza la reaccién.
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Figura 3.30 Cambio en la concentracion de los TAG C48:0, C48:1, C48:2, C48:3

y C48:4, con el tiempo de reaccion. Expresado como el cambio en el area relativa.
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Figura 3.31 Cambio en la concentracion de los TAG C50:1, C50:2, C50:3 y

C50:4, con el tiempo de reaccion. expresado como el cambio en el area relativa.

3.4.2 SISTEMA 2.
Aceite soya - aceite de palmiste (SBO:PKO)-Lipozyme® TL-IM

En este caso, la evaluacién y seleccion de las condiciones de reaccion se realizd
de acuerdo a un disefio experimental de composicion central de segundo orden,
de tres factores y tres niveles y con 18 experimentos individuales. Los factores
estudiados fueron: razon enzima/sustrato, temperatura de reaccion y tiempo de
reaccion. La relacion de sustratos SBO:PKO se mantuvo constante en 60:40 p/p.
Como variables respuestas se eligieron el grado de hidrdlisis alcanzado en la
reaccion (RTA-1) y el incremento en el area relativa de los TAG C42:2, C44:2,
C46:2, C48:2, C48:3 y C48:4, (RTA-2), al igual que con el sistema catalizado por
Lipozyme® RM-IM. Las variables independientes y sus niveles se presentan en la

Tabla 3.13 y los 18 experimentos individuales en la Tabla 3.14.
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Tabla 3.13 Variables independientes y niveles del disefio experimental para el

sistema SBO:PKO utilizando Lipozyme ® TL-IM como catalizador.

Variable Simbolo Cadigo del nivel de la variable
-1.79 -1 0 1 1.79
Razon enzima/sustrato, IUN*/g aceite, Ec 1.3 6.3 12.5 18.8 23.8
(%p/p*™™) (0.5%) (2.5%) (5.0%) (7.5%) (9.5%)
Temperatura de reaccion (°C) Tr 40 50 60 70 80
Tiempo de reaccion (horas) t 3 4 5 6 7

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacion Novo)

** %p/p: Porcentaje en peso respecto al peso del aceite

Tabla 3.14 Arreglos y respuestas del disefio experimental para el sistema

SBO:PKO utilizando Lipozyme ® TL-IM como catalizador.

Exp. Enzima Temp. Tiempo Hidrdlisis Rta-2
IUN Nivel Nivel Nivel (%) (%)
1 12.5 0 0 0 3,85%  26,2%
2 6.3 -1 -1 -1 1,50%  22,5%
3 18.8 1 -1 -1 4,14%  26,4%
4 6.3 -1 1 -1 3,80%  23,1%
5 18.8 1 1 -1 4,41%  26,3%
6 6.3 -1 -1 1 1,99%  23,0%
7 18.8 1 -1 1 4,39%  24,6%
8 6.3 -1 1 1 2,35%  29,8%
9 18.8 1 1 1 4,74%  29,6%
10 12.5 0 0 0 3,79%  28,2%
11 12.5 0 0 0 3,52%  26,6%
12 1.3 -1,79 0 0 2,66%  20,2%
13 23.8 1,79 0 0 545%  28,0%
14 12.5 0 -1,79 0 279%  19,6%
15 12.5 0 1,79 0 6,58%  28,2%
16 12.5 0 0 -1,79 3,85%  26,2%
17 12.5 0 0 1,79 3,49%  28,5%
18 12.5 0 0 0 4,00%  26,2%
19 6.3 -1 0 0 265%  24,9%

** RTA-2: Incremento en area relativa de los picos cromatograficos de los
TAG C42:2, C44:2, C46:2, C48:2, C48:3 y AC48:4.
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3.4.2.1 Efecto de las variables de proceso sobre el rendimiento de la

reaccion de transesterificacion.

Al utilizar como catalizador de la reaccion la Lipozyme® TL-IM, en el sistema
SBO:PKO, todas las variables evaluadas (temperatura de reaccién, razén
enzima/sustrato y tiempo de reaccion) tienen un efecto positivo y estadisticamente
significativo sobre la RTA-2, a un nivel de confianza del 95%, es decir, el grado de
interesterificacion aumenta en la medida en que estos factores se desplazan del
nivel mas bajo al nivel mas alto, como se deduce de los diagramas de Pareto

(Figura 3.32) y de Efectos principales (Figura 3.33).

Similares resultados se obtuvieron al hacer el analisis de la varianza en donde,
ademas, se pudo establecer que los términos cuadraticos de las variables
independientes, enzima y temperatura, tienen efectos significativos sobre la
variable respuesta RTA-2 en un nivel de confianza del 95%, al igual, que la

interaccion temperatura-tiempo (Tabla 3.15).

B:Temperatura
A:Enzima

BC

C:Tiempo

BB

AA

AC

CcC

AB

Figura 3.32 Diagrama de Pareto para la variable RTA- 2.
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Figura 3.33 Diagrama de efectos principales para la variable respuesta RTA-2.

Tabla 3.15 Analisis de la Varianza (ANOVA) para la respuesta RTA-2.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacion Valor
cuadrados (SC) libertad (GL) medio (SCM) F P
A:Enzima 37.2073 1 37.2073 29.41 0.0006
B:Temperatura 53.1018 1 53.1018 41.97 0.0002
C:Tiempo 11.3846 1 11.3846 9.00 0.0171
AA 9.08578 1 9.08578 7.18 0.0279
AB 0.85805 1 0.85805 0.68 0.4341
AC 3.9762 1 3.9762 3.14 0.1142
BB 11.0775 1 11.0775 8.76 0.0182
BC 16.0745 1 16.0745 12.71 0.0074
CcC 0.89997 1 0.89997 0.71 0.4235
Total error 10.1209 8 1.26511
Total (corr.) 154.098 18

El modelo matematico predicho en este caso para

la respuesta RTA-2

corresponde a un polinomio de la forma general de la Ecuacién 3.3. En la tabla

Tabla 3.16 se presentan los coeficientes de regresion (Bo, Bi, Bij ). Xi representa

las variables independientes (A, B, C y D).
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RTA—2(%)=ﬂo+iﬂixi+iﬁﬁxi2+z iﬂ”xixj Ec. 3.3

i<j=1

El valor estadistico R*cuadrado, el cual es adecuado para medir el grado de
ajuste del modelo, fue igual a 93.43% lo que indica que el modelo logra explicar el
93.43% de la variabilidad en la RTA-2.

Tabla 3.16 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho

Términos Coeficientes
constante Bo 26.8197
A: Enzima B 1.56279
Lineal B: Temperatura 3, 1.92032
C: Tiempo B3 0.88916
AA B4 -0.77431
Cuadratico BB Bs -0.83534
CcC Be 0.23810
AB B7 -0.32750
Interacciones AC Bs -0.7050
BC By 1.41750

R%cuadrado =93.43%  R®-cuadrado (ajustado por GL) = 86.86%

Al realizar los graficos de superficie de respuesta para ver el efecto sobre la RTA-
2, de variar simultdneamente: a) la razén enzima/sustrato y la temperatura de
reaccion manteniendo el tiempo en el nivel cero (0) (Figura 3.34), b) la Razén
enzima/sustrato y el Tiempo de reaccidon manteniendo la Temperatura en un valor
constante (nivel uno) (Figura 3.35), y c) el Tiempo vy la Temperatura reaccion
manteniendo la Razdén enzima/sustrato en el nivel 0 (Figura 3.36), se puede
deducir que la RTA-2 se incrementa cuando la temperatura de reaccion tiende
hacia el nivel mas alto evaluado, nivel 1 (70 °C) y la razéon enzima/sustrato
utilizada esta entre el nivel 0 (5.0%) y el nivel 1 (7.5%). Con el aumento del

tiempo de reaccidon también se consigue elevar la RTA-2.
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Figura 3.34 Superficie de
respuesta mostrando el efecto
de variar simultaneamente la
razon enzima/sustrato y la
temperatura de reaccion sobre

la respuesta RTA-2.

Figura 3.35 Efecto sobre la
respuesta RTA-2, al variar
simultaneamente  la  razén
enzima/sustrato y el tiempo e

reaccion.

Figura 3.36 Efecto sobre la
respuesta RTA-2, al variar
simultdneamente el tiempo vy la

temperatura de reaccion.



En este sentido, los niveles de las variables que conducirian a una mayor
produccion de lipidos estructurados (RTA-2 =34,5%) de acuerdo a la Ecuacion 3.3,

son los que se presentan en la Tabla 3.17.

Tabla 3.17 Niveles de las variables que conducen a una mayor produccion de
lipidos estructurados.

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Enzima -1.79 (0,5%) 1.79 (9.5%) 0.0 (5.0%)
Temperatura -1.79 (40 °C) 1.79 (80 oC) 1.79 (80 OC)
Tiempo -1.79 (3horas)  1.79 (7 hora) 1.79 (7 horas)
RTA-2 (%) 34.47%

3.4.2.2 Efecto de las variables de proceso sobre la reaccidon de hidrélisis.

Las variables que tienen un efecto significativo e influyen sobre la reaccidon de
hidrélisis son la razén enzima/sustrato utilizada y la temperatura de reaccién
(Figuras 3.37 y 3.38). A valores altos de estas variables se produce mayor
hidrolisis de los TAG. EIl efecto del tiempo de reaccion es menos pronunciado
debido a que el menor nivel evaluado fue de tres (3) horas y la reaccion de
hidrdlisis procede mas eficientemente en las dos primeras horas de reaccion,
cuando la disponibilidad de agua en el soporte de la enzima y en el medio de

reaccion es mayor.

El efecto de cada una de las variables independientes, de las interacciones entre
ellas y la variacion aleatoria debida a errores experimentales se refleja en el
analisis de la varianza (Véase la Tabla 3.18), encontrandose que las interacciones

entre las variables no fueron significativas (p>0.05).
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Figura 3.37 Pareto estandarizado para la variable respuesta grado de hidrdlisis.
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Figura 3.38 Diagrama de Efectos principales para la variable respuesta grado de

hidrolisis.
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Tabla 3.18 Analisis de la Varianza para la respuesta grado de hidrdlisis

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacion  Valor
cuadrados (SC) libertad (GL) medio (SCM) F P

A:Enzima 12.3577 1 12.3577 35.36 0.0003
B:Temperatura 7.0277 1 7.0277 20.11 0.0020
C:Tiempo 0.0728 1 0.0728 0.21 0.6602
AA 0.0145 1 0.0145 0.04 0.8434
AB 0.5202 1 0.5202 1.49 0.2572
AC 0.2965 1 0.2965 0.85 0.3840
BB 0.4212 1 0.4212 1.21 0.3042
BC 0.4325 1 0.4325 1.24 0.2983
cC 0.3780 1 0.3780 1.08 0.3288
Total error 2.7960 8 0.3495
Total (corr.) 26.4343 18

Para la respuesta grado de hidrdlisis, el modelo matematico (Ecuacion 3.3)
desarrollado para describir la variacion de la hidrdlisis en funcién de las variables
independientes, mostré un valor para el R%-cuadrado igual a 89.42%, lo que indica
un buen ajuste del modelo. Los coeficientes de regresién predichos para el
intercepto, los términos lineales, los términos cuadraticos y los términos de

interaccion (Bq, Bi. By) del modelo se presentan en Tabla 3.19.

Tabla 3.19 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho.

Términos Coeficientes
constante Bo 3.79025
A: Enzima Bi 0.90065
Lineal B: Temperatura B, 0.69860
C: Tiempo Bs -0.07111
AA B4 -0.03098
Cuadratico BB Bs 0.16289
CcC Bs -0.15430
AB B, -0.25500
Interacciones AC Bs 0.19250
BC By -0.23250

R?=89.42% R?(ajustado por G.L.) = 78.85%
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Basados en las constantes del modelo matematico se establecieron los graficos
de superficie, manteniendo una variable constante y variando las otras dos. En las
Figuras 3.39 y 3.40 se observa que el grado de hidrdlisis se incrementa con la
razon enzima/sustrato utilizada y con el tiempo de reaccién. Aunque la razén
enzima/sustrato tiene un efecto mayor sobre la hidrdlisis, el efecto del tiempo de
reaccion, que a bajas concentraciones de enzima es débil, se acentua a

concentraciones mas altas.
significativo.
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N oW s o o
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Figura 3.39 Efecto de la
razon enzima/sustrato y
el tiempo sobre el grado

de hidrdlisis.

Figura 3.40 Efecto de la
razoén enzima/sustrato y la
temperatura sobre el grado
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En estas condiciones, los niveles de las variables independientes o factores
evaluados que conducen a un menor grado de hidrolisis (0.5%), en la region

experimental evaluada, se resumen en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20 Valores que conducen a un menor grado de hidrdlisis.

Factor Nivel Minimo Nivel Maximo Nivel Optimo
Enzima -1.79 (0,5%) 1.79 (9.5%) -1.79(0.5%)
Temperatura -1.79 (40 °C) 1.79 (80 °C) -1.79 (40 °C)
Tiempo 1.79 (3 horas)  1.79 (7 hora) -1.79 (3 horas)
Hidrolisis (%) ... . 0.05%

3.4.2.3 Optimizacién de lareaccion

Como se discutid para la reaccion con Lipozyme® RM-IM, un proceso de
transesterificacion eficiente sera el que maximice la produccion de lipidos
estructurados (RTA-2) y minimice la reaccion de hidrélisis. En la Tabla 3.21 se
relacionan los niveles O6ptimos escogidos para alcanzar estos objetivos
simultaneamente “Deseabilidad”, aplicando la metodologia de optimizacion
multivariable. Estos parametros fueron utilizados para escalar la reaccion a 1

kilogramo.

En términos generales, para el sistema aceite de soya-aceite de palmiste en
presencia de Lipozyme® TL-IM, las variables de reaccién que tienen efecto
significativo sobre el rendimiento de la reaccion de transesterificacion son la
temperatura, la razén enzima/sustrato y el tiempo de reaccion. En tanto que, para
la reaccién de hidrdlisis son determinantes las variables razén enzima/sustrato y

temperatura de reaccion.
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Tabla 3.21 Combinacion de factores y niveles que maximizan la “Deseabilidad”.

Factor Nivel Minimo Nivel Maximo Nivel Optimo
Razdn enzima/sustrato 179 (0,5%) 1.79 (9.5%) -1.00 (2.5%)
Temperatura _1.79 (40°C) 1.79 (80 °C) 0.85 (68,5 °C)
Tiempo -1.79 (3 horas)  1.79 (7 hora) 1.00 (6 horas)
Deseabilidad 0.996
%~Hidrolisis 1.59%
Rta-2 29.83%

3.4.2.4 Escalado a1 kilogramo.

Para escalar la reaccion a 1 kg se emplearon las condiciones descritas en la Tabla
21, ajustando la temperatura de reaccion a 70 °C (Nivel 1) y la velocidad de
agitacién a 300 rpm. La relacidn de sustratos SBO:PKO utilizada fue 60:40 p/p.

Los resultados después de 6 horas de reaccion muestran un valor de hidrodlisis
igual 1,12% y una RTA-2 igual a 29.2%, valores muy cercanos a los predichos por

el modelo matematico.

El punto de fusion de la mezcla, asi como los valores de SFC medidos a 15 °C
disminuyeron con el avance de la reaccion, como se observa en la Tabla 3.22 y

fueron usados como indicadores del grado de transesterificacion alcanzado.

La Figura 3.41 muestra el modelo exponencial para el reactor de tanque agitado
el cual se ajusta a los valores SFC medidos a 15 °C (datos de la Tabla 3.22). Este
modelo (Ecuacion 3.4) describe el valor SFC como una funcion del tiempo de
reaccion (tp) para un lote experimental que consta de una cantidad de aceite (V) y
de enzima Lipozyme® TL-IM (wp), si se supone que la pérdida de actividad

durante el lote es despreciable.
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Tabla 3.22 Resultados del seguimiento de la reaccion a escala de 1 kg de aceite,
con Lipozyme® TL-IM (2.5%), 70°C y 300 rpm

Tiempo Hidrdlisis, p.f., SFC,% SFC (15°C) (Dif)?)

hh:mm % (°C) (15°C) Modelo
00:00 0.16 21.0 10.8 11,97 1,3796
00:15 0.76 19.0 4.3 7,52 3,3065
00:30 0.92 18.0 3.7 5,07 1,8852
01:00 1.01 17.0 3.3 2,99 0,0932
02:00 1.10 15.5 2.2 2,18 0,0004
03:00 1.15 15.0 24 2,11 0,0860
04:00 1.17 15.0 2.1 2,10 0,0000
05:00 1.11 15.0 2.2 2,10 0,0101
06:00 1.12 14.9 2.1 2,10 0,0000
08:00* 1.14 14.9 2.3 2,10 0,0403

*La reaccion se extendio a 8 horas para obtener datos suficientes para establecer

un modelo matematico que relacione el SFC con el avance de la reaccién

sfc = fl{tbv_wb} = A +AA* 1—exp{— k[tbvwb ﬂ Ec.3.4

b b

Donde: k (1.6003), A,(11.9746)y AA (-9.8752) son constantes del modelo.
ty: Tiempo de reaccion en el reactor por lotes, en minutos
Wp: razén enzima/sustrato en el reactor por lotes, kg
Vp: Cantidad de aceite en el reactor por lotes, kg

Sfc: Contenido de grasa sélida en el tiempo ty

De los datos de la Tabla 3.22 y de la Figura 3.41 también se deduce que después
de 4 horas de proceso (240 min), la reaccion practicamente ha llegado al equilibrio
y en consecuencia no hay un descenso posterior del contenido de grasa sodlida

(SFC), ni del punto de fusién de la mezcla transesterificada.

146



RN
I

-
N

e SFC 15°C [%(p/p)]
——SFC modelo [%(p/p)]

RN
c O
|

SFC 15°C [%(p/p)]
()]
]

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo [minutos]

Figura 3.41 Valores de SFC medidos experimentalmente a 15 °C y valores SFC

de acuerdo al modelo matematico desarrollado (Ec.3.2) para la reaccion por lotes.

3.4.25 Escalado a planta piloto (35 kg)

La reaccion se realizé en reactores de 60 litros de capacidad, provistos de agitador
de propela de tres aspas, bajo las condiciones utilizadas al escalar a 1 kg. El
tiempo de reaccion se redujo a 4 horas debido a que no se observd una
disminucion del valor de SFC después de este tiempo. La velocidad de agitacion
se elevo de 300 a 400 rpm, para mantener dispersa la enzima en el medio de

reaccion.

En este sistema, durante la primera hora de reaccion, la actividad hidrolitica de la
enzima es alta debido al mayor contenido de agua en el soporte de la enzima. Sin
embargo, al transcurrir el tiempo, la velocidad de hidrolisis se hace menor y se
mantiene aproximadamente constante después de la segunda hora. A las 4 horas
de reaccién la hidrdlisis alcanza el valor de 0,9%, mas bajo que el obtenido a

escala de 1 kg (1.12%) y que el predicho por el modelo (1.59%) (Figura 3.42).
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Figura 3.42 Evolucion de la hidrdlisis con el tiempo de reaccion, en el proceso de

transesterificacion del sistema SBO:PKO a escala piloto (35 kQg)

La velocidad de produccion de los lipidos estructurados (RTA-2) es relativamente
alta al inicio de la reaccién pero disminuye con el avance de la misma hasta que la
reaccion se aproxima al equilibrio y la RTA-2 al valor de 28.1% (4 horas), como se
observa en la Figura 3.43. Estos resultados son similares a los observados a
escala de 1 kg, y a su vez, consecuentes con los predichos por la metodologia de
optimizacion multivariable, la cual buscaba maximizar la produccién de lipidos

estructurados y minimizar la reaccion de hidrdlisis.
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Figura 3.43 Produccion de lipidos estructurados durante la reacciéon de

transesterificacion a escala piloto (35 kg) medido por el incremento en la RTA-2

3.4.2.6 Estudio cinético de la reaccion de transesterificacion. Cambios en

la composicion de triacilgliceroles con el transcurso de la reaccion.

La concentracién de los TAG, presentes inicialmente en alta proporcién en el
aceite de palmiste (C30 a C40, saturados) y los TAG componentes del aceite de
soya (C52 y C54, insaturados), disminuyen con el avance de la reaccion para dar
origen a triacilgliceroles estructurados (C42, C44, C46, C48 y C50) que combinan
acidos grasos de cadena media con acidos grasos de cadena larga, gracias al
intercambio de los acidos grasos unidos a las posiciones sn-1 y sn-3 entre las

moléculas de triacilgliceroles que se combinan.

En la Figura 3.44 se presenta el cambio en la concentracion de los TAG saturados
C30 a C38 con el avance de la reaccion (expresado como cambio en el area
relativa de los picos cromatograficos de los TAG correspondientes). A

continuacion, se hace un analisis de evoluciéon de los TGA.
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TAG C38: El TAG C38:0 (LaLaM) se consume en la reaccién, en tanto que se
originan los TAG estructurados C38:1 (CyLaO) y C38:2 (CyLalL) por intercambio
de acidos grasos entre los TAG componentes del aceite de soya y los TAG del

aceite de palmiste, como se describié en el Capitulo 3, numeral 3.4.1, Figura 3.45.

TAG C40: EI TAG C40:0 (LaMM) se consume en la reaccién y los TAG
estructurados C40:1 (CLaO), C40:2 (CLaL) y C40:3 (CLaLn), se generan en ella.
El comportamiento de estos compuestos es similar al observado en la reaccion
con Lipozyme® RM-IM, donde el TAG C40:2, se produce en mayor proporcion,

como se observa en la Figura 3.46.
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Figura 3.44 Cambio en la concentracion de los TAG saturados con ACN 30 a 38,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos de los

TAG correspondientes.
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Figura 3.45 Cambio en la concentraciéon de los TAG C38:0 y C38:1, expresado

como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos de los TAG.
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Figura 3.46 Cambio en la concentracion de los TAG C40:0, C40:1 y C40:2 con el

tiempo de reaccidn, expresado como el cambio en el area relativa de los TAG.
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TAG C42: Los TAG estructurados C42:1 (LaLaO) y C42:2 (LaLalL, CyPL),
presentes en muy baja concentracion en la mezcla inicial, empiezan a incrementar
con el avance de la reaccidon hasta la segunda hora, tiempo después del cual su
concentracion permanece aproximadamente constante. Por el contrario, el TAG

C42:0 disminuye levemente, como se observa en la Figura 3.47.

TAG C44: Los TAG estructurados C44:2 (LaML, CPL, CyOO) y C44:3 (CyOL,
LaMLn) se forman a velocidad alta hasta la primera hora de reacciéon y a partir de
la tercera hora su concentracién se hace aproximadamente constante. Los TAG
C44:0 y C44:1 se incrementan levemente en la primera hora (véase la Figura
3.48).
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Figura 3.47 Cambio en la concentracion de los TAG C42:0, C42:1 y C42:2 con el
tiempo de reaccidn, expresado como el cambio en el area relativa de los picos

cromatograficos de los TAG correspondientes.
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Figura 3.48 Cambio en la concentracion de los TAG C44:0, C44:1, C44:2 y C44:3
con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el area relativa de los

picos cromatograficos de los TAG correspondientes

TAG C46: Los TAG estructurados C46:1 (MMO, LaPO) y C46:2 (LaPL, MML,
COO) tienen el incremento mas significativo en la primera hora de reaccion pero a
partir de la tercera hora su concentracion se hace aproximadamente constante. El
TAG C46:0 se incrementa levemente en la primera hora como se observa en la

Figura 3.49.

TAG C48: Los TAG estructurados C48:2 (MPL, LaOQ), C48:3 (LaOL) y C48:4
(LaLL, LaOLn) sufren un incremento significativo en la primera hora de reaccién y
contindan incrementandose después de este tiempo pero a velocidad menor. El
TAG C48:1 (MPO) incrementa levemente, en tanto que el C48:0 permanece

aproximadamente constante (Véase la Figura 3.50).
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TAG C50: De este grupo, solamente se incrementan los TAG estructurados C50:3
(MOL, PPLn) y C50:4 (MLL, MOLn), en tanto que el TAG C50:2 (MOO, PPL)

disminuye, como se observa en la Figura 3.51.
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Figura 3.49 Cambio en la concentracion de los TAG C46:0, C46:1 y C46:2 con el
tiempo de reaccidn, expresado como el cambio en el area relativa de los picos

cromatograficos de los TAG correspondientes

En resumen, al igual que con Lipozyme® RM-IM, en la reaccion de
transesterificacion entre el aceite de soya y el aceite de palmiste (60:40 p/p)
catalizado por Lipozyme® TL-IM se forman los TAG C40:2, C42:2, C42:3, C44:2,
C44:3, C50:3 y C50:4, a expensas de los TAG saturados C30:0, C32:0, C34:0,
C36:0, C38:0 y C40:0, pero a una mayor velocidad. Estos cambios conducen a
una disminucion del contenido de grasa sdlida y del punto de fusién de la mezcla,
los cuales se hacen cada vez menores en la medida en que la reaccidén se acerca

al equilibrio.
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Figura 3.50 Cambio en la concentracion de los TAG C48:0, C48:1, C48:2, C48:3

y C48:4 con el tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el area relativa.
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Figura 3.51 Cambio en la concentracién de los TAG C50:2, C50:3 y C50:4 con el

tiempo de reaccion, expresado como el cambio en el area relativa.
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De otra parte, la mezcla transesterificada queda con un SFC a 15°C de 2.1% y un
punto de fusion de 14.9 °C, que le confieren la caracteristica de liquido a

temperatura ambiente (temperaturas superiores a 15 °C).

3.4.3 Evaluacion de la estabilidad operacional de las enzimas Lipozyme®
RM-IMy Lipozyme® TL-IM.

Se evalud la estabilidad operacional de los preparados enzimaticos Lipozyme®
RM-IM y Lipozyme® TL-IM en la reaccion de transesterificacion entre el aceite de
soya y el aceite palmiste a escala de planta piloto, bajo las condiciones de
reaccion adoptadas para cada sistema, como se describe en el numeral 3.3.2.6

de este capitulo.

Como criterio para determinar la actividad de la enzima se utilizé el cambio en la
concentracion de los TAG C42:2, C44:2, C46:2, C48:2, C48:3 y C48:4, que para el
sistema Aceite de soya/Aceite de palmiste (SBO:PKO 60:40) se denominé RTA-2.

En la Figura 3.52 se comparan las estabilidades de las enzimas respecto al
numero de usos (6 horas cada uno con Lipozyme® RM-IM y 4 horas cada uno con
Lipozyme® TL-IM), medida como actividad relativa a la desplegada por la enzima

en el primer uso, la cual se asumié como el 100%.

Si se analizan los resultados teniendo en cuenta el numero de usos, se establece
que la pérdida de actividad para los dos sistemas enzimaticos es mayor en la
Lipozyme® RM-IM (20% en 6 usos) que en la Lipozyme® TL-IM (17% en 6 usos).
Sin embargo, si se compara la pérdida de actividad con el tiempo de uso se podria
decir que Lipozyme® TL-IM es menos estable ya que pierde 17% en 24 horas
(0.71%/h) de uso continuo en tanto que Lipozyme® RM-IM pierde 13% en el

mismo tiempo (24 h).
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Figura 3.52 Actividad relativa de la enzima respecto al nUmero de usos (de 6

h/lote para lipozyme RM-IM y 4 horas/lote para Lipozyme TL-IM).

No obstante, desde el punto de vista de la productividad, Lipozyme® TL-IM resulta
mas efectiva debido a que se puede procesar una cantidad mayor de aceite, 7.5
lotes con Lipozyme® TL-IM vs 5.9 lotes con Lipozyme® RM-IM, en un tiempo
menor (30 horas con Lipozyme® TL-IM vs 35.4 horas Lipozyme® RM-IM).
Ademas, con Lipozyme TL-IM la respuesta RTA-2.

Por otra parte, con el numero de usos de la enzima, la actividad hidrolitica se hace
menor, de forma que al cabo del sexto uso el grado de hidrdlisis alcanzado en la
mezcla de reaccion fue de 2,5%, usando como catalizador Lipozyme® RM-IM, y
0.5% usando Lipozyme® TL-IM, como se observa en la Figura 3.53. Estas
diferencias se deben, en parte, al hecho de que al sistema Lipozyme® RM-IM se
adiciona una cantidad fija de agua en cada lote, en tanto que para el sistema que
utiliza Lipozyme ® TL-IM no se necesita, y la cantidad de agua adsorbida en el

soporte va disminuyendo con cada uso.
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Figura 3.53 Actividad hidrolitica de la enzima respecto al numero de usos

La reutilizacion de la enzima también contribuye a disminuir la actividad hidrolitica
de los dos sistemas enzimaticos, pero al mismo tiempo conduce a una pérdida de
actividad que para el caso de Lipozyme® TL-IM resulta menor que para
Lipozyme® RM-IM, explicado en parte por el menor tiempo de reaccidén requerido
para lograr el mismo grado de transesterificacion. La reaccién de
transesterificacion para este sistema catalizado por la enzima Lipozyme® TL-IM

procede mas rapido, ayudando de esta forma a elevar su productividad.

3.4.4 Analisis estereoespecifico de los lipidos estructurados obtenidos
del sistema SBO:PKO 60:40 p/p

En la Tabla 3.23 se presenta la composicion molar (%) de los FA presentes en las

posiciones sn-1,3 y sn-2 de la mezcla SBO:PKO antes y después de la

transesterificacion catalizada con Lipozyme® RM-IM y con Lipozyme® TL-IM.
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Los resultados indican que en la mezcla SBO:PKO 60:40 p/p transesterificada con
Lipozyme® RM-IM se mantienen en mayor proporcidn los FA originalmente
presentes en la posicion central de las moléculas de TAG. Por ejemplo, C12:0
pasa de 21.5% a 23.7% y C18:2 pasa de 40.8% a 38.5%.

En la mezcla transesterificada con Lipozyme® TL-IM, en contraste, hay mayor
intercambio: por ejemplo, C12:0 pasa de 21.5% a 29% y C18:2 de 40.8% a
33.7%, como se deduce de los datos de la Tabla 3.23.

Tabla 3.23 Distribucion de los FA (%mol) en las posiciones sn-1,3 y sn-2, de la
mezcla SBO:PKO 60:40 p/p, antes y después de la transesterificacion con
Lipozyme® TL-IM y Lipozyme® RM-IM.

Mezcla Inicial Lipozyme® TL-IM Lipozyme® RM-IM

Acido (00:00 horas reaccion) 04:00h de reaccion  06:00 h de reaccién
CN:DB sn-1,2,3 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2
C6:0 0,4 0,3 0,6 0,3 0,5 0,3 0,5
C8:0 3,8 5,6 0,3 5,1 1,3 6,0 -
C10:0 2,6 3,0 1,7 2,7 23 3,1 1,5
C12:0 26,7 29,3 21,5 25,6 29,0 28,2 23,7
C14:0 7,1 8,0 53 6,9 7,4 7,5 6,3
Cc16:0 10,0 13,4 3,1 13,3 3,4 12,9 4,0
C18:0 3,0 3,9 1,0 4,0 0,9 3,8 1,2
C18:1n9¢c 15,5 12,7 21,0 14,3 17,8 13,2 20,0
C18:2n6¢c 27,0 20,1 40,8 23,7 33,7 21,3 38,5
C18:3n3 3,7 3,2 4,8 3,8 3,6 3,2 4,6
C20:0 0,3 0,5 - 0,4 0,1 0,4 0,1
Total 100,0 100,0 100,1 100,0 100,0 100,0 100,4%

Tomando en consideracion que los sustratos utilizados y la temperatura de
reaccion en ambos sistemas son iguales, y que ademas, el tiempo de reaccion
para el sistema catalizado por Lipozyme TL-IM es menor (4 horas) que el utilizado
con Lipozyme® RM-IM (6 horas), es factible suponer que las diferencias halladas
en la composicion de FA ubicados en la posicion sn-2 de las grasas

transesterificadas se deban principalmente a diferencias en la especificidad
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intrinseca del sistema enzima-soporte, mas que a migracién de grupos acilo por

efectos de la relacion de sustratos, temperatura o tiempo de reaccion.

Segun Carrin y Crapiste (2007), la migracion de grupos acilo esta influenciada por
la relacion molar de sustratos, la temperatura y el tiempo de reaccion. Sin
embargo, Du et al., (2005) encontraron que, ademas de estos factores, la silice
que se utiliza como soporte para inmovilizar la enzima TL contribuye en gran

medida a la migracion de grupos acilo en las reacciones de transesterificacion.

Lo anterior significa que la estereoespecificidad hacia las posiciones sn-1,3
exhibida por Lipozyme® RM-IM es mayor que la exhibida por Lipozyme® TL-IM,;
no obstante, ambas enzimas presentan especificidad suficiente para la sintesis de
lipidos con propiedades funcionales, en donde se desee preservar los FA
insaturados en la posicion central de la molécula, cambiando sélo los FA

presentes en las posiciones primarias (sn-1,3) de los acilgliceroles.

Teniendo en cuenta entonces los resultados anteriores y la composicion en TGA
de las mezclas de SBO:PKO interesterificadas ya sea por catalisis con
Lipozyme® RM-IM o con Lipozyme ® TL-IM, se establece que estos productos

tendrian una amplia gama de aplicaciones alimenticias.

En primer lugar, pueden ser utilizadas como un aceite de cocina saludable, debido
a que los TAG estructurados que combinan acidos grasos de cadena media y
larga en una misma molécula tienen punto de humo (temperatura a la cual el
aceite empieza a desprender humo) mayor (210 °C) que los triacilgliceroles de
cadena media (143 °C) o las mezclas fisicas de triacilgliceroles de cadena media
con triacilgliceroles de cadena larga (Matulka et al., 2006). Esto representa una
gran ventaja para la industria de grasas y aceites debido a que el uso de MCT

como aceite de cocina estaba limitado por su bajo punto de humo.
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En segundo lugar, las mezclas SBO:PKO transesterificadas son grasas saludables
que preservan los acidos grasos esenciales Omega-6 (33.7% con Lipozyme® TL-
IM y 38.5% con Lipozyme® RM-IM) y Omega-3 (3.6% con Lipozyme® TL-IM y
4.6% con Lipozyme® RM-IM) en la posicion central de los TAG, en tanto que los
acidos grasos de cadena media se ubicaron preferentemente en las posiciones
primarias, como se deduce de los datos presentados en la Tabla 3.23.
Adicionalmente, en todos los casos la relacion Omega-6/0Omega-3 en la posicion
sn-2 de los TAG (9.36 con Lipozyme TL-IM y 8.37 con Lipozyme ® RM-IM) esta
dentro de los rangos que se han considerado ideales (5:1 y 10:1) para promover
un buen estado de salud (Nielsen et al., 2006; Simopoulus, 2003; Valenzuela et
al., 2002; FAO/OMS, 1994).

La ventaja de tener acidos grasos de cadena media localizados en las posiciones
sn-1,3 y acidos grasos esenciales en la posicion sn-2, radica en que una vez
hidrolizados los acidos grasos de cadena media de las posiciones primarias y
utilizados como fuente rapida de energia, quedan los acidos grasos esenciales en
forma de sn-2 monoacilgliceroles, forma en que mejor son absorbidos por el
organismo en cantidad suficiente para evitar la aparicion del sindrome de carencia

de acidos grasos esenciales.

En este sentido la mezcla SBO:PKO 60:40 p/p transesterificada, al ser liquida a
temperaturas superiores a 15 °C, reune los requisitos para preparacion de
emulsiones lipidicas para uso terapéutico. La proporcion SBO:PKO 60:40 p/p
estd de acuerdo con las sugeridas por Schwartz et al., (1987) como mas
adecuadas para este proposito (MCT/LCT entre el 40% y 60% de ambos). Thonart
et al., (1984) y Dennison et al., (1988) sugieren razones MCT/LCT 50:50 p/p.

Finalmente, de los resultados relacionados en el presente capitulo se puede
establecer que en los dos sistemas enzimaticos evaluados para la
transesterificacion de la mezcla SBO:PKO :

- La variable que mas influyé sobre la reaccion de transesterificacion y la
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reaccion colateral de hidrolisis fue la razén enzima/sustrato.

La relacion de sustratos elegida para la produccién de lipidos estructurados fue
SBO:PKO 60:40 p/p y esta de acuerdo a las sugeridas por otros autores.

Los TAGs que se forman en mayor proporcion son el C40:2, C42:2, C42:3,
C44:2, C44:3, C50:3 y C50:4.

Los dos sistemas enzimaticos evaluados presentaron especificidad por las
posiciones sn-1,3 de los TAG que se combinan, sin embargo fue mayor la
exhibida por Lipozyme® RM-IM.

La mezcla SBO:PKO transesterificada presenta menor punto de fusion y
contenido de grasa sélida que la mezcla fisica y permanece liquida a
temperaturas superiores a 15 °C.

Esta mezcla encuentra aplicacion como aceite de cocina especializado, pero
su mejor potencial de aplicacion es la preparacion de emulsiones lipidicas para
uso terapéutico en nutricion enteral y parenteral.

Lipozyme® TL-IM pierde menos actividad con el numero de usos que
Lipozyme® RM-IM.

La reaccion catalizada con Lipozyme® TL-IM alcanza el equilibrio en menor
tiempo (4 horas), comparada con la reaccién catalizada con Lipozyme® RM-IM
(6 horas), lo que finalmente se traduce en una mayor productividad.

Lipozyme® TL-IM es menos hidrolitica que Lipozyme RM-IM y conduce a una
respuesta RTA-2 mayor que Lipozyme RM-IM. Esta caracteristica es
importante a escala industrial, porque permite mayor rendimiento de SL y se
reducen los costos que conlleva el proceso de eliminacion de los acidos grasos

libres sumado a las pérdidas de rendimiento por este aspecto.

En conclusion, la sintesis enzimatica de lipidos estructurados a partir de la mezcla

SBO:PKO, usando como catalizador lipasas Lipozyme® TL-IM o Lipozyme® RM-

IM, es una manera viable de producir lipidos especificos para fines metabdlicos

definidos. Adicionalmente, los usos de los lipidos estructurados y sus mezclas

pueden ser tan amplios como la imaginacion de los disefiadores de alimentos lo

permita. Adicional a los usos clinicos, los lipidos estructurados se pueden aplicar
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en la confeccién de margarinas, shortening, postres, salsas y aderezos, confiteria,
bebidas y barras energéticas para deportista y militares, snacks, caramelos y

productos lacteos, entre otros.
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CAPITULO 4
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4. OBTENCION DE LiPIDOS ESTRUCTURADOS
POR INTERESTERIFICACION ENZIMATICA DE ACEITE DE SOYA
Y SUPERESTEARINA DE PALMA EN UN SISTEMA EN
DISCONTINUO - REACTOR DE TANQUE-AGITADO

4.1 INTRODUCCION

En la leche humana y en las formulaciones infantiles la grasa representa cerca del
50% de la energia. Aproximadamente el 98% del total de la grasa esta en forma
de triacilgliceroles y, aunque la composicion en acidos grasos de la leche varia
con la composicién en acidos grasos de la dieta de la madre, los niveles de los
principales acidos grasos son muy constantes (Yuhas et al., 2006; Kuiper et al.,
2007).

En la leche materna el acido graso saturado mas abundante es el palmitico
(C16:0) y representa cerca del 20-25% del total de acidos grasos, entre 10-12%
de la energia total ingerida. Aproximadamente el 70% del acido palmitico se
encuentra en la posicidon sn-2 de las moléculas de triacilgliceroles (Nielsen et al.,
2006), mientras que en las grasas vegetales, mas del 80% se encuentra
esterificado en las posiciones sn-1 y sn-3 (ver Tablas 4.1 y 2.2). Esto significa
que el acido palmitico en las formulas basadas en aceites vegetales se hidroliza
del esqueleto del glicerol por accion de la lipasa pancreatica presente en el
intestino. Este acido en forma libre puede formar jabones insolubles de calcio que
se excretan con las heces, produciendo pérdidas innecesarias de energia dietética
y calcio, asi como un aumento indeseable en el estrefiimiento y dureza del

excremento (Valenzuela et al., 2002; Lien 1994).
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Por su parte, el acido graso monoinsaturado mayoritario es el acido oleico (C18:1)

y representa entre 30-40% de los acidos grasos, mientras que los acidos linoleico

y linolénico representan 8-12% y 1-2% del total

respectivamente.

de los 4&acidos grasos,

Tabla 4.1 Distribucion espacial de los acidos grasos (mol%) esterificados en los

triacilgliceroles de las grasas de la leche de varias especies*

2 5 6 o o © © ©o o 9 o +d4 o o
S 2 < © o8 9 N 3 S S < < 3 <
0 3 O O O O ) ) ) 8 ) ) = )
L o
Vaca 1 - - 1 2 5 10 34 2 10 30 2 -
- 1 1 3 6 18 32 4 10 19 4 -
3 35 13 4 6 1 6 5 1 1 23 2 -
Humana 1 - - - tr 1 3 16 4 15 46 11 tr
2 - - - tr 2 7 58 5 3 13 7 1
3 - - - 1 6 7 6 8 2 50 15 1
Rata 1 - - 3 10 10 10 20 2 5 24 14 1
2 - - 6 20 16 18 29 2 1 3 5 1
3 - - 10 26 15 9 13 2 2 12 12 1
Cerda 1 - - - - - 2 22 7 7 50 11 1
2 - - - - - 7 58 11 1 14 8 1
3 - - - - - 4 15 10 6 54 12 2

tr= trazas (<5%)
*Tomado de Christie, 1986.

Es decir, la distribucion de los FA en los TAG de la leche materna no es al azar.

La mayoria de C16:0 esta esterificado en la posicién sn-2 mientras que C18:0,

C18:1 y C18:2 estan esterificados en las posiciones sn-1,3. Estos resultados son

consistentes con los hallados por Kallio y Rua (1994), quienes analizaron los TAG

de la leche humana por espectrometria de masas tandem y encontraron que las

mayores polarizaciones se observan para los acidos grasos C18:1 (81-92% en sn-
1,3), C18:0 (80-83% en sn-1,3), C18:2 (67-84% en sn-1,3), C18:3 (77% en sn-1,3),
C16:0 (70-86% en sn-2) y C14:0 (41-81% en sn-2). Ademas en los TAG de bajo
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peso molecular (ACN 44 o menor) los acidos grasos C14:0, C12:0 y aun C10:0
ocupan la posicion central (sn-2), pero con el aumento del ACN se concentran

mas en las posiciones primarias.

Decker (1996), al estudiar el papel de la distribucion estereoespecifica de los
acidos grasos saturados sobre la nutricion lipidica, encontré que los ubicados en
las posiciones sn-1 y sn-3 pueden exhibir patrones metabdlicos diferentes debido
a su baja absorcién por formacién de sales de calcio, como se comentd
anteriormente. Esto significa que las dietas a base de grasas que contengan
acidos grasos saturados ubicados principalmente en las posiciones sn-1 y sn-3,
pueden tener consecuencias biolégicas muy diferentes de las grasas que los
contienen ubicados principalmente en la posicion central sn-2, como la grasa de la
leche (D’Agostini, 2001; Ramirez et al., 2001; Bracco U., 1994). Por esta razén,
se debe dar una importancia considerable a las diferencias en la localizacion
estereoespecifica de los acidos grasos en la planificacidon e interpretacion de los
estudios de nutricion lipidica y en la elaboracion de productos alimenticios

especiales (Mu y Porsgaard, 2005; Nelson y Innis, 1999).

El Betapol es un lipido estructurado, desarrollado por los cientificos de Unilever
(Londres, Inglaterra) por interesterificacion enzimatica de tripalmitina con acidos
grasos insaturados, para uso en formulaciones infantiles, pues tiene una
distribucion de acidos grasos semejante a la de la grasa de la leche humana.
Contiene hasta un 60% de acido palmitico en la posicion sn-2 (Haumann, 1997;
Osborn y Akoh, 2002; Sahin et al., 2005). Recientemente Maduko et al., (2007a,
2007b), sintetizaron una grasa similar a la grasa lactea humana por
interesterificacion enzimatica de tripalmitina, aceite de coco, aceite cartamo vy

aceite de soya en hexano, utilizando Lipozyme® RM-IM como catalizador.
Es posible desarrollar una grasa similar a partir de la superestearina de palma,

una fraccion del aceite de palma rica en el triacilglicerol tripalmitina (PPP C48:0), y

aceite de soya rico en acidos grasos mono- Yy poliinsaturados, mediante
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transesterificacion enzimatica haciendo uso de enzimas sn-1,3 especificas.

En la Tabla 4.2 se presentan los posibles TAG generados por interesterificacion
de la superestearina de palma y el aceite de soya, en donde el intercambio de los
acidos grasos ubicados en las posiciones sn-1,3 de los principales TAG
componentes de las dos grasas conduciria a los TAG descritos en la columna

derecha.

Tabla 4.2 Posibles TAG generados por interesterificacion del aceite de soya y la

superestearina de palma, utilizando una lipasa sn-1,3-especifica.

Sistema TAG esperados
TAG** CN:DB
Aceite de Soya (SBO) PPP 48:0
LLL C54:6 PPO 50:1
LLO C54:5 PPL 50:2
LOO C54:4 PSO 52:1
LLP C52:4 POO 52:2
POL C52:3 PSL 52:2
POL 52:3
Superestearina (SEP) PLL 52:4
SO0 54:2
PPP C48:0 000 54:3
POP C50:1 SOL 54:3
POO C52:2 OoOoL 54:4
PPS C50:0 SLL 54:4
OLL 54:5

** P= acido Palmitico, O= acido Oleico, L= acido Linoleico. El orden
de las letras en el TAG no indica la distribucién espacial de los
acidos grasos en el esqueleto del glicerol.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Materia prima, solventes y equipos.

Materia Prima: La superestearina de palma (SEP) vy el aceite de soya (SBO),
mezcla identificada como SEP:SBO, fueron suministrados por C.l. SACEITES S.A.

Catalizadores: La enzima lipasa 1,3-especifica conocida comercialmente como
Lipozyme® RM-IM de Rizomucor miehei lote LUX00115 (inmovilizada sobre resina
de intercambio anidnico) y la Lipozyme® TL-IM de Thermomyces lanuginosa lotes
LA35000606 y LA350014401 (inmovilizada sobre granulos de silice), se
compraron a Novozymes S.A. (Brasil); la lipasa 1,3-especifica Lipozyme® de
Mucor miehei Fluka 62350 lote LM70783 se compré a Sigma-Aldrich.

Solventes: Los solventes metanol, etanol, n-hexano, éter de petrdleo, n-butanal,
acetona, el NaOH, el KOH y los demas reactivos usados fueron grado analitico

marca Merck.

Equipos: Cromatografo de gases Agilent serie 6890 (Palo Alto, California, USA)
equipado con detector de ionizacion en llama (FID) e inyector split e inyector On
column, Columnas capilares para cromatografia de gases DB-WAX Ref. 122-7032
(0.25 mm ID* 30 m * 0.25 ym) y DB-17ht Ref. 123-1831 (0.32 mm ID * 30m * 0.15
pgm) compradas a J&W SCIENTIFIC, Columna capilar Mtx-65TG Cat # 17008 (0.25
mm ID * 30 m * 0.1 um) comprada a Restek Corporation. Equipo de Resonancia
Magnética Nuclear de 20 MHz Bruker Minispec mqg-20 MHz (Rheinstetten,

Germany).
Equipos menores: Bureta automatica Dosimat 665 (Metrohn, Suiza), en modo

pH-Stat. Viscosimetro para liquidos Visco Easy L, de Schott (Cambridge, UK).

Penetrometro con cono metalico de angulo de 45°. Reactor de vidrio de 2 litros de
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capacidad y reactor en acero inoxidable con capacidad para 60 litros (suministrado

por la empresa C.I. Saceites S.A.).

4.2.2 Desarrollo experimental.

El procedimiento para la reaccién de transesterificacion del sistema SEP- SBO,
fue similar al empleado para el sistema SBO-PKO descrito en el Capitulo 3. Para
la seleccion de las condiciones de la reaccion se utilizé un disefo experimental de
tres niveles con 18 experimentos individuales. Las variables independientes o
factores estudiados fueron la razén enzima/sustrato (E.), el tiempo de reaccion (t;)
y relacion de sustratos (S;). La temperatura en todos los casos se mantuvo
constante en un valor de 70 °C. Las variables independientes y sus

correspondientes niveles se presentan en el apartado de resultados (Tabla 4.3).

Como variable respuesta (RTA-2) se eligio el incremento en los TAG C50:2, C52:3
y C52:4, teniendo en cuenta que se espera se formen por intercambio entre los
acidos grasos ubicados en las posiciones sn-1 y sn-3 de los principales TAG
componentes del aceite de soya y la superestearina de palma, como se ilustra en

la Tabla 4.2. La segunda variable de respuesta evaluada fue el grado de hidrdlisis.

Los experimentos se efectuaron a escala de laboratorio, 1 kg de sustrato y a
escala de planta piloto (35 kg de sustrato), tal como se describe en los apartados
3.3.2.2,3.3.2.3y 3.3.2.4, del Capitulo 3.

Para el analisis de los datos obtenidos se utilizd la metodologia de superficie de
respuesta con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS Plus 4.0 para
Windows (1998). En todos los casos, para evaluar el efecto de las variables de
proceso sobre la produccion de lipidos estructurados (RTA-2) y el incremento del
grado de hidrdlisis de los acilgliceroles se aplicé el analisis de efectos principales,

el analisis de varianza, el desarrollo de un modelo matematico y de graficos de
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superficie de respuesta, seguido de la optimizacién multivariable.

El seguimiento de la reaccion en el tiempo se efectué en los ensayos a escala
piloto, tomando para ello muestras a las 00:00, 00:15, 00:30, 01:00, 02:00, 03:00,
04:00, 05:00 y 06:00 horas de iniciada la reaccién.

423 Métodos de analisis

El analisis de acilgliceroles, acidos grasos libres, perfiles de fusién, puntos de
fusion se efectuaron siguiendo los métodos descritos en el Numeral 2.2.2 del
Capitulo 2 y el analisis estereoespecifico siguiendo el método descrito en el
Numeral 3.3.3.2 del Capitulo 3.

4.3  ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.3.1 SISTEMA 3. Aceite soya — Superestearina de palma (SBO:SEP)-
Lipozyme® RM-IM

La evaluacion y seleccidn de las condiciones de reaccién para este sistema se
realizd de acuerdo con un disefio experimental de composicion central de segundo
orden, de tres factores y tres niveles (véase la Tabla 4.3), el cual consté de 18

experimentos individuales, que se describen en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.3 Variables y niveles del disefio experimental para el sistema SBO:SEP.

Caodigo del nivel de la variable

Variable
-1.79 -1 0 1 1.79
Razon enzima/sustrato, IUN*/g aceite 19 95 18.9 284 378
(% p/p™) (0.5) (2.5) (5.00 (7.5) (9.5)
Tiempo de reaccion (horas) 3 4 5 6 7

Relacion de sustratos (SBO:SEP)

70:30 60:40 50:50 40:60 30:70

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacién Novo)

** %p/p: Porcentaje en peso respecto al peso del aceite.

Tabla 4.4 Arreglos y respuestas del disefio experimental.

Exp. Bloque Enzima Tiempo Sustratos Hidrélisis RTA-2*
(%) (%)
1 1 0 0 0 10.6 13.9
2 1 -1 -1 -1 4.3 5.1
3 1 -1 -1 11.0 4.0
4 1 -1 1 -1 6.1 20.0
5 1 1 -1 15.3 204
6 1 -1 -1 1 4.8 8.0
7 1 1 -1 1 10.8 3.6
8 1 -1 1 1 5.2 24.5
9 1 1 1 1 14.7 7,5
10 1 0 0 0 9.6 13.7
11 2 0 0 0 11.6 18.6
12 2 -1.79 0 0 2.5 3.5
13 2 1.79 0 0 14.8 4.8
14 2 0 -1.79 0 8.4 6.7
15 2 0 1.79 0 13.1 21.5
16 2 0 0 -1.79 10.6 20.2
17 2 0 0 1.79 12.7 9.3
18 2 0 0 0 12.3 18.8
*RTA-2: Incremento en el area relativa de los picos cromatograficos

correspondientes a los TAG C50:2, C52:3 y C52:4.
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4.3.1.1 Efecto de las variables de proceso sobre el rendimiento de la

reaccion de transesterificacion

En la Tabla 4.4 se presentan los valores para RTA-2 y grado de hidrdlisis obtenido
para cada uno de los experimentos del disefio experimental planteado. De las tres
variables evaluadas solo el tiempo de reaccién y la razén enzima/sustrato tienen
efectos estadisticamente significativos sobre la RTA-2 a un nivel de confianza del
95%. Para el caso del tiempo de reaccion, el grado de transesterificacion aumenta
en la medida en que este factor se desplaza del nivel mas bajo al nivel mas alto,
en tanto que para la razén enzima/sustrato existe un valor 6ptimo entre el nivel

mas bajo y el nivel mas alto, como se deduce de la Figura 4.1

AC 186 1

C:Sustrato [ 1
16 - ]
14t ]

A:Enzima
12 .

RTA2

AB
BC
BB
cC

B:Tiempo 22 r 1
Y —— |
I i 1
I
I
I
I
I
|

0 1 2 3 4 5 -10 10 -10 10 -10 1,0
. Enzima Tiempo Sustrato
Ffecto estandarizado

Figura 4.1 A. Diagrama de Pareto para la variable RTA-2; B. Efectos principales.

La interaccidn entre las tres variables evaluadas no fue significativa (p>0.05),
segun se desprende del analisis de la varianza, sin embargo, el término cuadratico
para la razon enzima/sustrato (AA) tiene un efecto significativo (véase la Tabla
4.5).
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Tabla 4.5 Analisis de la Varianza (ANOVA) para la respuesta RTA-2

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacion  Valor
cuadrados (SC) libertad (GL) medio (SCM) F P

A:Enzima 27.8005 1 27.8005 1.62 0.2431
B:Tiempo 424.7080 1 424.7080 24.82 0.0016
C:Sustratos 44.9646 1 449646 2.63 0.1490
AA 212.663 1 212.663 1243 0.0097
AB 15.5125 1 15.5125 0.91 0.3727
AC 54.1841 1 54.1841 3.17 0.1184
BB 6.0686 1 6.0686 0.35 0.5702
BC 14.8512 1 14.8512  0.87 0.3825
CcC 2.8013 1 28013 0.16 0.6978
Total error 119.7590 7 17.1084
Total (corr.) 923.453 17

La ecuacion 4.1 muestra el modelo matematico predicho para la respuesta RTA-2.

Los coeficientes de regresion (3o, Bi, Bjj) calculados para el modelo matematico se

presentan en la Tabla 4.6. X; representa las variables independientes (A, B, y C).

En este caso, el valor R?>-cuadrado indica que el modelo matematico explica el

87.03% de la variabilidad en la RTA-2, valor que se considera aceptable.

RTA=2 () = By + 3 A%, 43 B X243

i<j=1

iﬂijxixj

Ec. 4.1

Los niveles de las variables independientes o condiciones de reaccion que en

combinacion conducen a la mayor produccién de lipidos estructurados (RTA-2) se

pueden deducir con facilidad de los graficos de superficie de respuesta.
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Tabla 4.6 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho

Términos Coeficientes
constante Bo 16.3531
A: Enzima B -1.3895
Lineal B: Tiempo B> 5.4308
C: Sustratos B3 -1.7671
AA Bs -3.7508
Cuadratico BB Bs -0.6336
CC Bs -0.4305
AB B; -1.3925
Interacciones AC Bs -2.6025
BC Bo -1.3625

R%-cuadrado =87.03%  R®-cuadrado (ajustado por GL) = 72.44%

De la Figura 4.2 se establece que al mantener la razén enzima/sustrato en el nivel
central y el tiempo de reaccion en el nivel mas alto se maximiza la RTA-2. En la
Figura 4.3 se muestra el efecto de variar la relacion de sustratos y la razén
enzima/sustrato manteniendo el tiempo en el nivel cero (0), indicando nuevamente

que la mejor respuesta se logra con la razén enzima/sustrato en el nivel central.

Sustrato=0,0 RTA2

— 9,0
— 11,0
13,0

15,0

— 17,0
— 19,0
— 21,0

1 23,0

Tiempo

Enzima

Figura 4.2 Superficie de respuesta mostrando el efecto de variar la razén

enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre la variable de respuesta RTA-2.
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Enzima

Figura 4.3 Superficie de respuesta mostrando el efecto de variar la razén

enzima/sustrato y la relacion de sustratos sobre la variable de respuesta RTA-2.

Por consiguiente, las condiciones que en combinacidn maximizan la RTA-2
(30.22%) para la reaccion de transesterificacion del sistema SBO:SEP, de acuerdo
a la ecuacién 4.1 son: Tiempo de reaccion 1.79 (7 horas), Razén enzima/sustrato
0.10 (5.1%) y relacion de sustratos SBO:SEP -1.79 (70:30 p/p).

4.3.1.2 Efecto de las variables de proceso sobre la reaccién de hidrélisis.
En la Tabla 4.4 se presentan los valores de hidrdlisis (%) generados durante los
procesos de transesterificacion para cada uno de los 18 experimentos planteados
para el sistema Aceite de soya - Superestearina de palma (SBO:SEP).

La Figura 4.4 muestra que en este sistema las variables que mas influyen sobre

la reaccion de hidrdlisis son la razén enzima/sustrato y el tiempo de reaccion, las

cuales aumentan el grado de hidrdlisis al pasar del nivel mas bajo al nivel mas
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alto. Las interacciones entre las variables razén enzima/sustrato — tiempo de

reaccion también tienen efecto significativos a un nivel de confianza del 95%.

A:Enzima — 143F ]
B:Tiempo S I ]
AA o 123 ]
AB 2 _—
BB | Il S 103 -
BC B = i
C:Sustrato | [ L g3l ]
AC|| i
cc l ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 6,3t
0 4 8 12 16 20 -1,0 10 -1,0 10 -1,0 1,0

) Enzima Tiempo Sustrato
Efecto estandarizado P

Figura 4.4 A. Analisis de Pareto para la variable de respuesta grado de hidrdlisis,
del sistema SBO:SEP. La linea azul indica un nivel de confiabilidad del 95%. B.

Diagrama de efectos principales para la variable respuesta grado de hidrdlisis.

El modelo matematico predicho para la variable respuesta grado de hidrdlisis tiene

forma general de la ecuacion 4.2:

3 3 3
Hidrolisis (%) = B, + D B X, +>. B X +>. D g%, X, Ec.4.2
i=1 i=1

i<j=1

Los coeficientes de regresion predichos para el intercepto, los términos lineales,
los términos cuadraticos y los términos de interaccion (B, B., Bj) Se presentan en
Tabla 4.7 X representa las variables independientes (A, B, y C). El valor
estadistico R?>-cuadrado indica que el modelo explica el 98.51% de la variabilidad

en la hidrdlisis.

177



Tabla 4.7 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho

Términos Coeficientes
constante Bo 11.0379
A: Enzima B 3.71309
Lineal B: Tiempo B2 1.30162
C: Sustrato B3 0.16775
AA B4 -0.97358
Cuadratico BB Bs -0.30420
CC Bs -0.02029
AB B7 0.74625
Interacciones AC Bs -0.0650
BC By -0.2273

R?- cuadrado=98.50 %;  R?- cuadrado (ajustado por G.L.) = 96,81 %

Los graficos de superficie construidos usando la ecuacion 4.2, manteniendo un
factor constante y variando los otros dos, muestran que en la reaccion de
transesterificacion para el sistema SBO:SEP el grado de hidrdlisis se incrementa
con el aumento del tiempo de reaccion, pero principalmente con el incremento de
la razén enzima/sustrato. En consecuencia, los mayores valores se obtienen a

altas cargas de enzima y tiempos prolongados de reaccién (véase la Figura 4.5).

En la Figura 4.6 el efecto de la cantidad de enzima también se hace evidente,
observandose ademas que la relacion de sustratos no reviste mayor importancia

sobre la reaccién de hidrdlisis.

De acuerdo con el estudio anterior las condiciones o niveles de las variables
independientes que conducen al menor grado de hidrélisis en la region
experimental evaluada son: Razén enzima/sustrato: -1,79 (0.5%), Temperatura de
reaccion: -1,79 (40 °C) y relacion de sustratos SBO:PKO: -0.66 (57:43).
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Figura 4.5 Efecto del tiempo y la razéon enzima/sustrato sobre el grado de

hidrdlisis alcanzado al final del proceso de transesterificacion.
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Figura 4.6 Efecto de la razén enzima/sustrato y la relacion de sustratos sobre el

grado de hidrdlisis alcanzado al final del proceso de transesterificacion.
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Estos resultados coinciden con los hallados para el sistema SBO:PKO utilizando
como catalizador la misma enzima (Lipozyme ® RM-IM), indicando que
independiente del sustrato utilizado, una mayor razén enzima/sustrato y un tiempo

prolongado de reaccién favorecen la reaccién de hidrdlisis de los sustratos.

4.3.1.3 Optimizacién de lareaccion

Como en los casos anteriores, la optimizacién de la reaccion “Deseabilidad”
requiere maximizar la produccién de lipidos estructurados (RTA-2) y minimizar la
reaccion de hidrdlisis. Aplicando la metodologia de optimizacion multivariable se
encuentra el conjunto de condiciones que permiten alcanzar este objetivo

simultaneamente, tal como se presentan en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Combinacién de factores y niveles que maximizan la deseabilidad

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Razén enzima/sustrato -1.79 (0,5%) 1.79 (9.5%) -1.13 (2.4%)
Tiempo -1.79 (3 horas) 1.79 (7 horas)  1.00 (6 horas)
Sustratos, SBO:SEP -1.79 (70:30) 1.79 (30:70) -1.32 (63:37)
Deseabilidad = - e 0.93
%Hidrélisis 0 o e 5.62
Rta-2 = e e 24.55

En la Figura 4.7 se muestra el efecto de variar simultianeamente la razén

enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre la funcidn “Deseabilidad”.
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Figura 4.7 Efecto de variar la razén enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre

la funcidon deseabilidad de la reaccion.

En las condiciones seleccionadas se procedidé a hacer el escalado en reactores de

1y de 60 kg. de capacidad

4.3.1.4 Escalado a1 kilogramo.

Para el escalado de la reaccién a 1 kg se emplearon las siguientes condiciones:
razén enzima/sustrato 2,5% (Nivel -1.0), tiempo de reaccion 6 horas (Nivel 1.0),
relacion de sustratos SBO:SEP 60:40 p/p (nivel -1.0), temperatura de reaccion 70

°C, velocidad de agitacion 300 rpm y agua: 5% respecto al peso de la enzima.

Los resultados después de 6 horas de reaccion muestran un valor de hidrdlisis de
3.0%, inferior al predicho por el modelo matematico al realizar la optimizacion
multivariable (5.6%) y una RTA-2 igual a 21.5%, valor inferior al predicho. En el
primer caso este resultado es aceptable porque se produce menor cantidad de
acidos grasos libres, en el segundo caso se obtiene un rendimiento 3% menor,

pero esto esta dentro de los limites esperados al escalar, situacion en la cual una
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variacion del 10% es aceptable.
El punto de fusién de la mezcla asi como los valores de SFC medidos a 25 °C

disminuyeron con el avance de la reaccion, como se presentan en la Tabla 4.9, y

sirven como indicadores del grado de interesterificacion alcanzado.

Tabla 4.9 Resultados de seguimiento de la reaccién a escala de 1 kg.

Tiempo Hidrdlisis, Punto fusiéon, SFC, %

(hh:mm) (%) (°C) (25 °C)
00:00 0.07 48.0 24.8
00:15 2.18 45.9 21.1
00:32 2.51 441 20.4
01:00 2.73 43.0 19.0
02:00 2.91 415 16.8
03:00 2.93 40.9 15.4
04:00 2.98 40.5 14.0
05:00 3.01 40.3 13.3
06:00 3.00 40.2 13.0

4.3.1.5 Escalado a planta piloto.

Teniendo en cuenta los resultados del escalado a un kilogramo se procedié a
escalar en planta piloto bajo las siguientes condiciones: razén enzima/sustrato
2,5%, tiempo de reaccién 6 horas, relacion de sustratos SBO:SEP 60:40 p/p,
temperatura 70 °C, agua: 5% respecto al peso de la enzima y velocidad de

agitacion de 300 a 400 rpm para mantener dispersa la enzima en el medio.

182



A escala de planta piloto la hidrélisis de los TAG ocurre principalmente en la
primera hora de reaccién, debido al mayor contenido de agua en el medio de
reaccion y en el soporte mismo, como se explicé en el capitulo 3. Al transcurrir el
tiempo la velocidad de hidrélisis disminuye drasticamente, de manera que después
de 6 horas de reaccion la hidrolisis alcanza el valor de 2.3%, como se observa en
la Figura 4.8.

Al igual que lo observado para el sistema SBO:PKO, la velocidad de produccion
de los lipidos estructurados es relativamente alta al inicio de la reaccion y
disminuye con el avance de la misma. A las 6 horas de reaccion la RTA-2 alcanza

el valor de 21% (véase la Figura 4.9), valor igual al obtenido al escalar a 1 Kg.

Podria considerarse que los resultados obtenidos son consecuentes con los
valores predichos por la metodologia de optimizacion multivariable, en donde se
busca maximizar la produccién de lipidos estructurados y minimizar la reaccion de

hidrodlisis.

En las Figuras 4.10 y 4.11 se muestran los perfiles cromatograficos de la mezcla
SBO:SEP (60:40 p/p) antes y después de la reaccién de transesterificacion,
respectivamente. En ellos se observa la disminucion del TAG tripalmitina (C48:0),
representado por el pico que eluye a un tiempo de 19.1 minutos, para dar lugar a

la formacion de los lipidos estructurados.
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Figura 4.8 Evoluciéon de la hidrolisis con el tiempo de reaccion para el sistema

SBO:SEP (60:40 p/p) a escala piloto (35 kg).
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Figura 4.9 Produccion de lipidos estructurados durante la reaccidén a escala piloto

(35 kg) del sistema SBO:SEP, medido por el incremento en la RTA-2.
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Figura 4.10 Cromatograma HTGC de la mezcla inicial SBO:SEP 60:40 p/p (O
horas de reaccion). Columna MXT-65TG: 30 m, 0.25 mm ID, 0.1 ym film. Gas de
arrastre: Helio a 40 cm/s. Horno: 240 °C (1 min) a 360 °C (8 °C/min) mantener 17
min. Inyeccion: 0.5 pl de solucion de analito en n-hexano On-column. FID, a 370
°C, Nitrégeno como gas make up a 30 mli/min. La linea roja agrupa los TAG que

disminuyen durante la reaccion y la azul los que se generan.
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Figura 4.11 Cromatograma HTGC de la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p después de
6 horas de reaccion. Columna MXT-65TG: 30 m, 0.25 mm ID, 0.1 uym film. Gas de
arrastre: Helio a 40 cm/s. Horno: 240 °C (1 min) a 360 °C (8 °C/min) mantener 17
min. Inyeccién: 0.5 pl de solucién de analito en n-hexano On-column. FID, a 370
°C, Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min. La linea roja agrupa los TAG que

disminuyen durante la reaccion y la azul los que se generan.
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4.3.1.6 Estudio cinético de la reaccion. Cambios en la composicién de TAG

con el avance de la reaccion.

Los TAG presentes inicialmente en alta proporcién en la superestearina de palma
(C48 y C50) y el aceite de soya (C52 y C54, insaturados), disminuyen con el
avance de la reaccion para dar origen a triacilgliceroles estructurados (C50:2,
C52:3, C52:4, entre otros) por intercambio de los acidos grasos unidos a las
posiciones sn-1 y sn-3 de las moléculas que se combinan, como puede verse en
las Figuras 4.12, 4.13 y 4.14.
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Figura 4.12 Cambio en la concentracion de los TAG C46:0 a C50:0, expresado

como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos correspondientes

De los TAG generados el TAG C50:2 (PPL, MOO) es el que se forma en mayor
proporcion, seguido del C52:3 (POL), el C52:4 (PLL) y, finalmente, el C52:2
(POO).
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Figura 4.13 Cambios en la concentracion de los TAG C50.1, C50:2, C50:3 y

C50:4, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos.
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Figura 4.14 Cambios en la concentracion de los TAG C52:1, C52:2, C52:3 y

C52:4, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos.
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De la informacién anterior se puede establecer que la enzima Lipozyme® RM-IM
fue habil para catalizar la reaccion de transesterificacion de la mezcla SBO:SEP,
con lo cual se disminuyen los triacilgliceroles de alto punto de fusion
(principalmente PPP C48:0) para generar triacilgliceroles estructurados que

combinan acidos grasos saturados e insaturados en una misma molécula.

El cambio en la composicién de TAG de la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p trae como
consecuencia directa la disminucién del punto de fusion y el contenido de grasa
sélida (SFC), permitiendo transformar la superestearina de palma, una grasa
saturada que no se puede emplear directamente para uso alimenticio debido a su
alto punto de fusién, en una grasa mas suave que podria encontrar aplicacion en
la industria alimenticia. El contenido de grasa solida del producto transesterificado
(~13%) a 25 °C sugiere que se puede utilizar para la fabricacion de grasas
esparcibles, margarinas y shortenings, grasas para confiteria, etc., o por inclusion

con otras grasa para obtener mezclas especializadas.

4.3.2 SISTEMA 4. Aceite soya — Superestearina de palma (SBO:SEP)-
Lipozyme® TL-IM

La seleccion de las condiciones de reaccion para el sistema SBO:SEP, utilizando
Lipozyme® TL-IM como catalizador, se realizé de acuerdo con un disefio
experimental de composicion central de segundo orden con tres factores y tres
niveles, el cual consté de 18 experimentos individuales. En la Tabla 4.10 se
presentan las variables independientes y los niveles evaluados y, en la Tabla 4.11

los 18 experimentos individuales y sus respuestas.
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Tabla 4.10 Variables independientes y niveles del disefio experimental para el
sistema SBO:SEP 60:40 p/p, utilizando Lipozyme® TL-IM como catalizador

Variable Cddigo del nivel de la variable
-1.79 -1 0 1 1.79
Razén enzima/sustrato, IUN*/g aceite 1.3 6.3 12.5 18.8 23.8
(Yop/p*™*) (0.5%) (2.5%) (5.0%) (7.5%) (9.5%)
Temperatura de reaccion, (°C) 40 50 60 70 80
Tiempo de reaccion, (horas) 3 4 5 6 7

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacion Novo)

** %p/p: Porcentaje en peso con respecto al peso del aceite

Tabla 4.11 Arreglos y respuestas del disefio experimental para el sistema
SBO:SEP 60:40 p/p utilizando Lipozyme® TL-IM como catalizador

Exp. Enzima Temp. Tiempo Hidrélisis Rta-2
IUN Nivel Nivel Nivel (%) (%)

1 12.5 0 0 0 3,47 32,4
2 6.3 -1 -1 -1 2,02 20,9
3 18.8 1 -1 -1 4,50 27,4
4 6.3 -1 1 -1 1,95 31,8
5 18.8 1 1 -1 12,15 33,2
6 6.3 -1 -1 1 2,49 22,9
7 18.8 1 -1 1 6,00 27,9
8 6.3 -1 1 1 6,13 31,6
9 18.8 1 1 1 8,91 33,9
10 12.5 0 0 0 3,50 32,5
11 12.5 0 0 0 3,50 33,0
12 1.3 -1,79 0 0 1,93 23,9
13 23.8 1,79 0 0 8,50 33,7
14 12.5 0 -1,79 0 2,10 17,9
15 12.5 0 1,79 0 6,50 29,9
16 12.5 0 0 -1,79 2,81 34,8
17 12.5 0 0 1,79 3,34 35,3
18 12.5 0 0 0 4,11 32,7
19 6.3 -1 0 0 2,12 32,0

** RTA-2: Incremento en el area relativa de los picos cromatograficos
correspondientes a los TAG C50:2, C52:3 y C52:4.
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4.3.2.1 Efecto de las variables de proceso sobre el rendimiento de la

reaccion de transesterificacion.

Los efectos de las variables de reaccidn sobre el rendimiento de la
transesterificacion se evaluaron a través del incremento en los TAG con ACN:DB
C50:2, C52:3 y C52:4, que se ha llamado RTA-2.

De las variables evaluadas en este sistema soélo la temperatura de reaccion y la
razon enzima/sustrato tienen efectos estadisticamente significativos sobre la RTA-
2 a un nivel de confianza del 95%, es decir, el grado de transesterificacion
aumenta en la medida en que estos factores se desplazan del nivel mas bajo al
nivel mas alto. Por el contrario, las interacciones enzima-enzima y enzima-
temperatura desfavorecen la reaccién, haciendo que haya un valor 6ptimo de
enzima y temperatura entre los niveles mas bajos y mas altos evaluados, como se

observa en los diagramas de Pareto y de efectos principales (ver la Figura 4.15).

A B
36F -
amperatura m : ]
BB - 34+ ]
A:Enzima ! - :
AA DE: ]

AB = !
cc 30 ]
C:Tiempo | i i 1
28+ ]
BC B 8 ]
AC . R 26+ ]
0 3 6 9 12 15 -10 10-10 10-10 1.0

Enzima Temperatura Tiempo
Efecto estandarizado

Figura 4.15 A. Diagrama de Pareto y B. Efectos principales para la variable
RTA- 2.
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El analisis de la varianza muestra que la temperatura de reaccion, la razon

enzima/sustrato y sus términos cuadraticos tienen efectos significativamente

diferentes de cero (p<0.05) para la variable respuesta RTA-2 en un nivel de

confianza del 95% (véase la Tabla 4.12).

Tabla 4.12 Andlisis de la Varianza (ANOVA) para la respuesta RTA-2

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacién  Valor
cuadrados (SC) libertad (GL) medio (SCM) F P

A:Enzima 69.2410 1 69.2410 55.45 0.0001
B:Temperatura 194.0860 1 194.0860 155.42 0.0000
C:Tiempo 1.0532 1 1.0532 0.84 0.3853
AA 27.8340 1 27.8340 22.29 0.0015
AB 7.605 1 7.605 6.09 0.0388
AC 0.0450 1 0.0450 0.04 0.8542
BB 141.302 1 141.302 113.15 0.0000
BC 0.500 1 0.500 0.40 0.5445
CcC 3.9568 1 3.9568 3.17 0.1129
Total error 9.9902 8 1.24877
Total (corr.) 456.1120 18

El modelo matematico predicho para la respuesta RTA-2, tiene la forma general de

la Ecuacion 4.3 y los coeficientes de regresion (Bo, B., B ) Se presentan en la Tabla

4.13. Como en los casos anteriores, X; representa las variables independientes

(A: Razén enzima/sustrato, B: Temperatura de reaccion y C: tiempo de reaccion)

RTA-2 (%) =B +Z3:'Bixi +23:ﬁiixi2 +Z

iﬂijxixj

i<j=1

Ec 4.3

El valor estadistico R*cuadrado indica que el modelo explica el 97.81% de la

variabilidad en la RTA-2.
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Tabla 4.13 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho.

Términos Coeficientes
constante Bo 32.9984
A: Enzima B 2.1331
Lineal B: Temperatura B, 3.6713
C: Tiempo B3 0.2705
AA Bs -1.3553
Cuadratico BB Bs -2.9849
CC Bs 0.4995
AB B; -0.9750
Interacciones AC Bs -0.0750
BC Bo -0.2500

R%cuadrado =97.81%  R®-cuadrado (ajustado por GL) = 95.62%

De las Figuras 4.16 y 4.17 se deducen las condiciones que en combinacion
conducen al mayor valor RTA-2: En ellas se presenta graficamente a) el efecto de
variar la razén enzima/sustrato y la temperatura de reaccion sobre la RTA-2 y b) el

efecto de variar la razén enzima/sustrato y el tiempo de reaccién, respectivamente.

Tiempo=0,0 RTA2
— 21,0
— 225
— 240

25,5

— 27,0
— 285
— 30,0
31,5

T 330
34,5

1 — 36,0

Temperatura

RTA2

Enzima

Figura 4.16 Superficie de respuesta mostrando el efecto de variar la razén

enzima/sustrato y la temperatura de reaccion sobre la respuesta RTA-2.
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Figura 4.17 Superficie de respuesta mostrando el efecto de variar la razoén

enzima/sustrato y el tiempo de reaccion sobre la variable de respuesta RTA-2.

De las graficas anteriores se deduce que las mayores eficiencias se logran a altas
cargas de enzima y temperaturas de reaccion comprendidas entre el nivel 0 (60

°C) y el nivel 1 (70 °C) y tiempos de reaccion mayores a tres (3) horas.

4.3.2.2 Efecto de las variables de proceso sobre la reaccion de hidrolisis.

La razén enzima/sustrato utilizada y la temperatura de reaccién tienen efectos
estadisticamente significativos sobre el grado de hidrdlisis alcanzado. A valores
altos de estas variables se produce mayor hidrélisis de los TAG, como se deduce
de la Figura 4.18. El efecto del tiempo de reaccion no fue significativo para este
grupo de experimentos debido a que la hidrdlisis de los TAG ocurre con mayor
extension en las dos primeras horas de reaccion, cuando la disponibilidad de agua
en el soporte de la enzima y en el medio es superior y en el disefio experimental

usado para éste sistema el menor tiempo evaluado fue 3 horas.
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Figura 4.18 A. Diagrama de Pareto estandarizado y B. Diagrama de efectos

principales para la variable respuesta grado de hidrdlisis.

Contrario a la reaccion de transesterificacion, en la reaccion de hidrdlisis las
interacciones entre las variables de proceso no fueron significativas como se

deduce del analisis de varianza presentado en la Tabla 4.14.

El modelo matematico predicho para describir este comportamiento cuando se
utiliza como catalizador Lipozyme® TL-IM, fue similar al obtenido con Lipozyme®
RM-IM. Los coeficientes de regresion predichos para el intercepto, los términos
lineales, los términos cuadraticos y los términos de interaccion, (Bo, B., By), se
presentan en Tabla 4.15, donde X; representa las variables independientes (A:

razon enzima/sustrato, B: Temperatura de reaccion y C: Tiempo de reaccion).

El valor estadistico R*cuadrado indica que el modelo desarrollado explica el

90.53% de la variabilidad en la hidrodlisis.
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Tabla 4.14 Analisis de la Varianza (ANOVA) para la respuesta grado de hidrélisis

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Relacion  Valor
cuadrados (SC) libertad (GL) Medio (SCM) F P

A:Enzima 67.9349 1 67.9349 39.60 0.0002
B:Temperatura 33.6141 1 33.6141 19.59 0.0022
C:Tiempo 1.0337 1 1.0337 0.60 0.4600
AA 7.5342 1 7.5342 4.39 0.0694
AB 6.1075 1 6.1075 3.56 0.0959
AC 5.1040 1 5.1040 2.97 0.1228
BB 2.5972 1 2.5972 1.51 0.2535
BC 0.1326 1 0.1326 0.08 0.7880
cC 0.0076 1 0.0076 2.61 0.9486
Total error 13.7252 8 1.7156
Total (corr.) 145.0 18

Tabla 4.15 Coeficientes de regresion del modelo matematico predicho

Términos Coeficientes
constante Bo 3.7186
A: Enzima B 2.1129
Lineal B: Temperatura B, 1.5279
C: Tiempo Bs 0.2679
AA Bs 0.7051
Cuadratico BB Bs 0.4047
CC Bs 0.0219
AB B7 0.8738
Interacciones AC Bs -0.7988
BC Bo -0.1288

R%cuadrado =90.53%  R? - cuadrado (ajustado por G.L.) = 81.07%

Los graficos de superficie construidos a partir del modelo muestran que el grado
de hidrdlisis incrementa con el aumento de la temperatura de reaccion y la razon
enzima/sustrato utilizada (véase la Figura 4.19). El efecto de variar el tiempo de
reaccion y la razdn enzima/sustrato se muestran en la Figura 4.20 y las
observaciones son las mismas: la razén enzima/sustrato eleva la hidrélisis de los

sustratos en tanto que el tiempo de reaccién no tiene un efecto significativo.
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Figura 4.19 Efecto de la razén enzima/sustrato y la temperatura de reaccion

sobre el grado de hidrdlisis.
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Figura 4.20 Efecto de la razdén enzima/sustrato y el tiempo de reaccidén sobre el

grado de hidrdlisis.
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Bajo estas consideraciones, los niveles de las variables independientes evaluadas
que conducen a un menor grado de hidrdlisis en la regién experimental evaluada,
implican la menor cantidad posible de enzima y temperatura y tiempo de reaccién

bajos, como se resumen en la Tabla 4.16.

Tabla 4.16 Combinacion de factores que minimizan la reaccion de hidrolisis

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Enzima -1.79 (0,5%) 1.79 (9.5%) -1.79 (0.5%)
Temperatura -1.79 (40°C) 1.79 (80 °C) -0.24 (57.5°C)
Tiempo  _1.79 (3 horas) 1.79 (7 horas) -1.79 (3 horas)
Hidrolisis (%) . 0.0%

4.3.2.3 Optimizacién de lareaccion

Una vez aplicada la metodologia de optimizacion multivariable se encontré que los
niveles de las variables que conducirian a una mayor produccién de lipidos
estructurados (RTA-2 =34.0%) y menor hidrdlisis (2.2%), son los presentados en la
Tabla 4.17 yla Figura 4.21.

Tabla 4.17 Combinacién de factores y niveles que maximizan la deseabilidad

Factor Nivel minimo Nivel maximo Nivel 6ptimo
Enzima -1.79 (0,5%) 1.79 (9.5%) -1.00 (2.5%)
Temperatura -1.79 (40 °C) 1.79 (80 °C) 0.50 (65 °C)
Tiempo 1.79 (3horas) ~ 1.79 (7 hora) ~ -1-79 (3 horas)
Deseabilidad ~  ________ . 0.94
RTA-2 (%) . 33.97%
Hidrolisis 2.24%
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Figura 4.21 Efecto de la razén enzima/sustrato y la temperatura de reacciéon que

conducen a la menor hidrolisis y mayor valor de RTA-2 (Deseabilidad).

4.3.2.4 Escalado de lareaccién a 1 kg

El escalado de la reaccion a 1 kg se efectud bajo las siguientes condiciones: razén
enzima/sustrato 2.5%, tiempo de reaccion 3 horas, relacion de sustratos SBO:SEP
60:40 p/p, temperatura de reaccion 70 °C, velocidad de agitacion 300 rpm. No
obstante, una vez completadas las 3 horas de reaccion, se tomaron muestras para
los respectivos analisis y se dejo proceder la reaccién hasta alcanzar las 6 horas

(nivel 1.00), para verificar la informacion predicha en la optimizacion multivariable.
Los resultados de 6 horas de reaccion se presentan en la Tabla 4.18 e indican un
valor de hidrdlisis igual 0.76%, bastante menor al predicho por el modelo

matematico para las condiciones éptimas (deseables).

El punto de fusion de la mezcla, asi como los valores de SFC medidos a 25 °C

disminuyeron con el avance de la reaccion hasta alcanzar los valores de 40.5 °C y
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13.5%, respectivamente, en la cuarta hora de reaccién, manteniéndose

aproximadamente constantes después de este tiempo.

Tabla 4.18 Resultados seguimiento de la reaccion a escala de 1 kg

Tiempo Hidrdlisis, p.f., SFC, %
(hh:mm) (%) (°C) (25 °C)
00:00 0,10 48,0 25,3
00:15 0,39 46,9 19,8
00:30 0,53 46,3 18,3
01:00 0,61 45,0 17,0
02:00 0,65 43,6 16,0
03:00 0,69 42,0 14,5
04:00 0,73 40,5 13,5
05:00 0,75 40.4 13,0
06:00 0,76 40.5 12,8

4.3.2.5 Escalado a planta piloto (35 kg)

En este caso las condiciones de reacciones fueron las sefaladas anteriormente
para el escalado a un kilogramo, con la diferencia de que se aumento la velocidad

de agitacion de 300 a 400 rpm para lograr una mejor dispersiéon de la enzima.

En este sistema la mayor actividad hidrolitica de la enzima se observa en los
primeros 15 minutos de reaccion. Con el transcurso del tiempo la velocidad de
hidrdlisis se hace menor, manteniéndose aproximadamente constante después de
la primera hora. Después de 6 horas de reaccion se alcanza un valor de hidrdlisis
de 0.55%, mas bajo que el obtenido a escala de 1 kg (0.76%) y que el valor

predicho por el modelo (véase la Figura 4.22).
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Los lipidos estructurados (RTA-2), por su parte, se producen a una velocidad
relativamente alta hasta la segunda hora de reaccion, pero disminuyen con el
avance de la misma hasta que la reaccién alcanza el equilibrio y la RTA-2 el valor
de 28.9% después de 4 horas (véase la Figura 4.23). Los resultados son
similares a los observados a escala de 1 kg y, a su vez consecuentes con los

predichos por la metodologia de optimizacion multivariable.

1,0%

0,8%

0,6% -

IS

Hidrolis

0,4% -

0,2%

0,0% \ \ \
00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00

Tiempo de reaccion (horas)

Figura 4.22 Evolucidn de la hidrélisis con el tiempo de reaccidn durante la
transesterificacion del sistema SBO:SEP 60:40 p/p a escala piloto (35 kg).
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Figura 4.23 Produccion de lipidos estructurados durante la reacciéon de

transesterificacion a escala piloto (35 kg), medido por el incremento en la RTA-2.

Con la produccién de lipidos estructurados disminuye el punto de fusion y el
contenido de grasa sélida de la mezcla transesterificada (véase la Figura 4.24),
haciéndose mas suave y con mayores posibilidades de aplicacion en productos

alimenticios.

Estos resultados estan de acuerdo con los hallados por Lai, et al., (1999), quienes
utilizando las enzimas lipasas inmovilizadas Lipozyme IM-60 y Pseudomonas sp
como catalizadores para la transesterificacion de estearina de palma con aceite de
girasol en proporcion 60:40 (p/p), lograron disminuir el punto de fusion de la
mezcla a 37- 40 °C y el contenido de grasa sélida a 3.9% a 40 °C. Farmani, et al.,
(2007) encontraron ademas, que no hay diferencias significativas entre el punto de

fusion de la mezcla transesterificada por via enzimatica y la de via quimica.
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Figura 4.24 Cambio en el punto de fusién de la mezcla transesterificada con el

avance de la reaccion.

Como sucedié en la reaccion con Lipozyme® RM-IM, en la transesterificacion
catalizada por Lipozyme® TL-IM la concentracion de los TAG presentes en mayor
proporcion en la superestearina, C48 y C50, disminuyen con el avance de la
reaccion (Figura 4.25) para dar origen a los TAG estructurados (C50:2, C52:3 y
C52:4) por intercambio de los acidos grasos ubicados en las posiciones primarias

del glicerol (véase las Figuras 4.26 y 4.27).

De los TAG formados, el que se genera en mayor proporcion es el C50:2 (PPL,
MOO), seguido del C52:3 y el C52:4.
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Figura 4.25 Cambio en la concentracion de los TAG C46:0 a C50:0, expresado

como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos correspondiente.
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Figura 4.26 Cambios en la concentracion de los TAG C50:1, C50:1, C50:2,

C50:3, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos

correspondientes
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Figura 4.27 Cambios en la concentracion de los TAG C52:1, C52:2, C52:3 y
C52:4, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos

correspondientes

Comparado con el sistema catalizado por Lipozyme® RM-IM, la mezcla de
reaccion SBO:SEP 60:40 p/p transesterificada usando Lipozyme® TL-IM alcanza

el equilibrio en menor tiempo.

4.3.3 Anadlisis estéreoespecifico de los lipidos estructurados obtenidos
del sistema SBO:SEP 60:40 p/p

En la Tabla 4.19 se presenta la composicién (%mol) de los FA presentes en las
posiciones sn-1,3 y sn-2 de la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p antes y después de la
transesterificacion con Lipozyme® RM-IM y Lipozyme® TL-IM.
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Tabla 4.19 Distribucion de los FA (%mol) en las posiciones sn-1,3 y sn-2, de la
mezcla SBO:SEP 60:40 p/p, antes y después de la transesterificacion con
Lipozyme® TL-IM y Lipozyme® RM-IM

Acido Mezcla inicial Lipozyme TL-IM Lipozyme RM-IM
(00:00 h de reaccion) (04:00 de reaccion)  (06:00h de reaccion)
CN:BD sn-1,2,3 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2
C14:0 0,7% 0,8% 0,4% 0,7% 0,5% 0,8% 0,4%
C16:0 37,1% 45,4% 20,5% 41,8% 27,5% 44,6% 21,9%
C18:0 4,4% 6,0% 1,4% 6,0% 1,3% 5,8% 1,7%
C18:1n9c 20,8% 17,6% 27,1% 18,4% 25,6% 17,9% 26,5%
C18:2n6c 32,3% 25,6% 45,5% 28,2% 40,3% 26,3% 44,2%
C18:3n3 4,4% 4,1% 4,9% 4,3% 4,6% 4,0% 5,1%
C20:0 0,4% 0,5% 0,2% 0,6% 0,0% 0,5% 0,2%
Total 100,0%  100,0% 100,0% 100,0%  100,0%  100,0% 100,0%

Al igual que con el sistema SBO:PKO 60:40 p/p, los resultados de la Tabla 4.19
indican que en la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p la enzima Lipozyme® RM-IM exhibe
mayor especificidad hacia las posiciones sn-1,3 que la exhibida por Lipozyme®
TL-IM, no obstante, la especificidad hacia las posiciones sn-1 y sn-3 de los TAG
desplegada por ambas enzimas es suficiente para sintetizar lipidos estructurados
con propiedades funcionales, en donde se desee mantener los FA insaturados en

la posicion central de las moléculas de TAG que se combinan.

Comparando la distribucion de los acidos grasos en los TAG de la mezcla
SBO:SEP transesterificada, respecto a la distribucion hallada por Nielsen, et al.,
(2006) para la grasa lactea humana y el sustituto comercial Betapol-45 (Loders
Croklaan, Wormerveer - Holland) (véase las Tablas 4.19 y 4.20), se encuentra
que, la obtenida en este trabajo presenta un mayor contenido de acido palmitico
(37.1%) que la grasa lactea humana (31.1%) y que Betapol-45 (31.7%). No
obstante, la cantidad de acido palmitico ubicado en la posicién central es menor
(21,9%) que la hallada para Betapol-45 (31.7%) y practicamente igual a la de la

mezcla sin transesterificar. Este hecho obedece a que en la reaccién de
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transesterificacion utilizando enzimas sn-1,3 especificas, la composicion en acidos
grasos permanece practicamente invariable y los acidos grasos que se
intercambian pasan a ocupar nuevamente las posiciones primarias en los TAG
donde finalmente se ubican. Sin embargo, es posible cambiar la composicién de
esta mezcla sometiendo la grasa a un fraccionamiento controlado para retirar la
tripalmitina (C48:0) que no reacciono y parte de los TAG disaturados que se hayan
formado.

En una reaccién de aciddlisis como la usada para fabricar Betapol-45, la
composicién en acidos grasos de la mezcla de reaccidon cambia sustancialmente
porque se sustituyen los acidos grasos de las posiciones primarias por nuevos
acidos grasos y los que estaban originalmente presentes en esas posiciones
primarias se retiran finalmente de la mezcla de reaccién como acidos grasos libres

en una etapa posterior de refinacion (neutralizacion fisica o quimica).

Por otra parte, en la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p transesterificada la concentraciéon
de acidos grasos esenciales (Omega-6 y Omega-3) ubicados en la posicién sn-2
es mayor que la reportada para Betapol-45. Este hecho es muy importante desde
el punto de vista nutricional por los efectos metabdlicos benéficos de estos acidos
y la relevancia de su ubicacion en la posicion central para una absorcién eficiente,

como se discutié en los capitulos 1y 2.

También cabe anotar que la relacion Omega-6/0Omega-3 del producto obtenido
estd en 8.7:1, similar a la hallada para Betapol-45 (8.2:1). Idealmente, esta
relacion debe estar entre 5:1 y 10:1 para la promocion de un buen estado de salud
(Nielsen et al., 2006; Simopoulus, 2003; Valenzuela et al., 2002; FAO/OMS, 1994).

El contenido de acido oleico fue similar para la mezcla SBO:SEP transesterificada
(25.6 a 26.5%) y Betapol-45 (28.7%).
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Tabla 4.20 Composicion en acidos grasos (%mol) de la grasa lactea humana y

Betapol 45, ubicados en las posiciones sn-2 y sn-1,3 de los TAG.

Nomenclatura Leche humana* Betapol 45*

CN:BD sn-1,2,3 sn-1,2,3 sn-1,3 sn-2
C12:0 5,4% 12,7% 12,1% 14,0%
C14:0 8,1% 4,6% 4,6% 4,7%
C16:0 31,1% 22,3% 17,6% 31,7%
C18:0 8,0% 2,9% 3,7% 1,4%

C18:1n9c 36,5% 38,3% 43,1% 28,7%

C18:2n6¢c 10,1% 13,6% 12,2% 16,4%
C18:3n3 0,7% 1,3% 1,0% 2,0%
C20:0 - - - -

* Datos reportados por Nielsen et al., (2006).

Finalmente, comparando los resultados obtenidos al transesterificar la mezcla de
aceites superestearina de palma-aceite de soya con las lipasas Lipozyme® RM-IM

y Lipozyme® RM-IM se puede establecer que:

- Las variables que tienen un efecto significativo sobre la reaccion de
esterificacion y la colateral de hidrdlisis son diferentes en los dos casos. En
presencia de Lipozyme® RM-IM las mas representativas son razon
enzima/sustrato y tiempo de reaccion, mientras que en presencia de

Lipozyme® TL-IM lo son la razdén enzima/sustrato y la temperatura reaccion.

- En los dos sistemas la variable mas influyente es la razén enzima/sustrato
adicionada al medio de reaccion.

- La relacion de sustratos mas adecuada para la produccién de lipidos
estructurados en este sistema fue SBO:SEP 60:40 p/p.

- Los TAG que se forman en mayor proporcion son el C50:2, C52:3 y C52:4.

- La Mezcla SBO:SEP transesterificada presenta un contenido alto de &acido

208



palmitico, linoleico y linolénico en la posicion central del glicerol (sn-2), lo que
permite predecir un buen desempenfo desde el punto de vista nutricional.

Los dos sistemas enzimaticos evaluados presentaron alta especificidad por las
posiciones sn-1,3 de los TAG que se combinan, permitiendo la fabricacion de
“grasas a la medida”.

La grasas transesterificadas presentan menor punto de fusién y contenido de
rasa solida que habilitan su aplicacion en la elaboracién de productos
alimenticios especializados.

Al aumentar de escala disminuye el grado de hidrdlisis de los sustratos, pero el
grado de transesterificacion alcanzado se mantiene.

La reaccion catalizada con Lipozyme® TL-IM se acerca al equilibrio en menor
tiempo comparada con la reacciéon catalizada con Lipozyme® RM-IM, lo que
finalmente se traduce en una mayor productividad.

Con Lipozyme® TL-IM el grado de hidrdlisis generado fue menor y asi mismo,
la estereoespecificidad hacia las posiciones sn-1,3 fue menor, no obstante el

valor para la respuesta RTA-2 fue mayor.
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CAPITULO 5
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5. REACCION DE TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA EN UN
SISTEMA EN CONTINUO - REACTOR DE LECHO EMPACADO

5.1 INTRODUCCION

En los procesos discontinuos (reactor de tanque agitado) que emplean enzimas
como biocatalizadores, una de las limitantes es que al disminuir la velocidad de la
reaccion por inactivacion de las enzimas con el numero de usos, el tiempo de
proceso se hace muy largo lo que disminuye la productividad, y la otra limitante es

que el proceso es mas inestable térmicamente.

La inmovilizacion de enzimas permite trabajar en reactores continuos tipo lecho
empacado (PBR), con una caida de presion minima a altas velocidades de flujo
(Novozymes, 2003) y permiten, ademas, la reutilizacion eficiente del sistema
biocatalitico, favorecen un alto grado de conversion y facilitan la operacion lo que

se traduce en menores costos del proceso (Corredor y Caicedo, 2005).

En estos reactores, el sustrato entra en contacto con una gran cantidad de
enzima, por lo que el tiempo de reaccion se hace menor comparado con el de los
reactores discontinuos, donde la elevada relacion sustrato/enzima demanda
tiempos de reaccion mayores para alcanzar el equilibrio. Este hecho reviste gran
importancia debido a que a mayor tiempo de reaccion, mayor migracion de grupos
acilo y por tanto reduccién de la pureza de los lipidos estructurados, aun cuando la
lipasa utilizada sea sn-1,3-especifica (Mu et al., 1998; Yang et al., 2005, Nielsen
et al., 2006, Carriny Crapiste, 2007).
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Investigadores como Xu et al. (1998, 1999, 2000), Fomuso y Akoh (2002),
Camacho et al. (2002), Lai et al., (2005), Kim y Akoh, (2006) y Nielsen et al. (2006)
evaluaron las reacciones de acidolisis y de transesterificacion en reactores
continuos de lecho empacado, con y sin solvente, utilizando la lipasa Lipozyme®
RM-IM como catalizador. Estos autores coinciden en que los reactores de lecho
empacado son promisorios para lograr con éxito la modificacion industrial de
lipidos catalizados por enzimas lipasas, a un precio razonable sobre una base

comercial.

La utilizacion de Lipozyme® TL-IM como catalizador en un reactor de lecho
empacado se encuentra en los trabajos de Xu et al., (2002) sobre la
transesterificacion de aceite de pescado vy triacilglicéridos de cadena media, en el
que se determina que el grado de reaccién esta influenciado en gran medida por el
tiempo de residencia y la temperatura, mientras que la formacién de productos de
hidrdlisis fue significativamente baja. En contraste, Torres et al., (2002) en la
reaccion de aciddlisis de triestearina con CLA, encontraron un alto grado de
hidrélisis (8.3%) ademas de la migracién de los grupos acilos ubicados en las

posiciones sn-2.

Regnne et al. (2005) Interesterificaron grasa lactea con aceite de colsa y
encontraron que con Lipozyme® TL-IM la reaccion alcanza el equilibrio en la mitad
del tiempo de residencia requerido con Lipozyme® RM-IM, y que el efecto de la
temperatura de reaccion sobre el grado de interesterificacion es mas significativo
para Lipozyme® RM-IM. Sin embargo, las caracteristicas del producto
interesterificado fueron similares con ambas enzimas. El avance de la reaccion en
el reactor de lecho empacado puede ser monitoreado en linea por espectroscopia
de infrarrojo cercano (FT-NIR) entre 5269-4513 cm™(Zhang et al., 2006).

Lipozyme® TL-IM también ha sido utilizada en reactor de lecho empacado para la

transesterificacion de aceite de sésamo con aceite de soya hidrogenada (Otero et

al., 2006) y otras aplicaciones como la produccion de alfa-butilglucésidos
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(Bousquet et al.,, 2000), fosfolipidos estructurados (Vikbjerg et al., 2005),
Monoacilgliceroles (Xu et al. 2005); diacilgliceroles (Lo et al., 2007) y biodiesel
(Hernandez-Martin y Otero, 2007), entre otras.

Entre las ventajas de realizar la transesterificacion en un reactor de lecho

empacado, se pueden mencionar:

e Bajos costos de inversidon: Estos procesos enzimaticos requieren
unicamente una columna como equipo especial, por lo que los costos de
inversion se hacen mucho mas bajos.

e Es un proceso simple y facil: Con sélo pasar una vez el aceite o grasa a
través de la columna de enzima se puede lograr un perfil de fusion
especifico o el grado de transesterificacion deseado.

e La higiene y seguridad industrial mejoran: La enzima permanece fija en
la columna durante la produccién, ya que sélo se manipula cuando se
requiere cambiarla después de la produccion de un gran numero de
toneladas de grasa. Las enzimas no representan un riesgo para el medio
ambiente y son muy poco peligrosas para manipular, pues son proteinas.

e Es un proceso simple de empezar y facil de escalonar.

¢ El mantenimiento es minimo.

e El estrés mecanico en la enzima es minimo.

e El control de proceso es mas facil: Existe la posibilidad de controlar
facilmente el grado de transesterificacion cambiando el tiempo de contacto

en el reactor de lecho empacado (flujo de aceite).

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Materia prima, solventes y equipos.
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Materia Prima: El aceite de palmiste (PKO) y el aceite de soya (SBO) fueron

suministrados por C.l. Saceites S.A.

Catalizadores: La enzima lipasa 1,3-especifica Lipozyme® RM-IM de Rhizomucor
miehei lote LUX00115 y la enzima Lipozyme® TL-IM de Thermomyces lanuginosa
lotes LA35000606 y LA350014401 se compraron a Novozymes S.A. (Brasil). La
lipasa 1,3-especifica Lipozyme® de Mucor miehei Fluka 62350 lote LM70783 se

compro a Sigma-Aldrich.

Reactivos y Solventes: El Metanol, etanol, n-hexano, éter de petréleo, n-butanol,

acetona, NaOH, KOH y demas reactivos grado analitico se compraron a Merck.

Equipos: Cromatografo de gases Agilent serie 6890 (Palo Alto, California, USA)
equipado con detector de ionizacion en llama (FID) e inyector split e inyector On
column, Columnas capilares para cromatografia de gases DB-WAX Ref. 122-7032
(0.25 mm ID* 30 m * 0.25 ym) y DB-17ht Ref. 123-1831 (0.32 mm ID * 30m * 0.15
pMm) compradas a J&W SCIENTIFIC, Columna capilar Mtx-65TG Cat # 17008 (0.25
mm ID * 30 m * 0.1 um) comprada a Restek Corporation. Equipo de Resonancia
Magnética Nuclear de 20 MHz Bruker Minispec mg-20 Mhz (Rheinstetten,
Germany). Bureta automatica Dosimat 665 (Metrohn, Suiza). Reactor de lecho
empacado fabricado en vidrio y con capacidad para 500 g de enzima y reactor en
acero inoxidable con capacidad para 10 kg de enzima, gentilmente prestado por la

empresa Novozymes S.A, (Brasil).

5.2.2 Desarrollo experimental

En esta etapa se emplearon dos reactores de lecho empacado. Para el sistema

aceite de palmiste-aceite de soya- Lipozyme® RM-IM* se utilizé el reactor de 500

* En el sistema continuo de lecho empacado sélo se evalué la mezcla SBO:PKO 60:40 p/p por las dificultades
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gramos de enzima, mientras que cuando se utiliz6 como catalizador Lipozyme®
TL-IM se emple6é un reactor de 10 kg. En ambos sistemas la temperatura de

reaccion fue de 70 °C y la relacién de sustratos SBO:PKO 60:40 p/p.

En los dos casos, el reactor se llen6 con la cantidad de enzima establecida y se
paso la mezcla de sustratos a través de la columna de enzima a diferentes flujos,
seleccionando el que produjo una transformacion similar a la alcanzada en reactor
de tanque agitado y el producto se analizé en cuanto a contenido de grasa soélida

para determinar el grado de trasformacién alcanzado.

5.2.3 Evaluacion de la estabilidad de la enzima — Calculo de la actividad

residual

Para determinar la pérdida de actividad de la enzima inmovilizada con el
transcurso del tiempo o cinética de inactivacion, se pasé sustrato fresco a través
de la columna de enzima, al flujo y la temperatura fijados en los experimentos
anteriores. Luego, suponiendo que la inactivacion de la enzima durante la
reaccion en tanque agitado es despreciable y que para cierta cantidad de aceite
procesado por unidad de enzima y de tiempo, el valor de SFC es igual al obtenido
en la operacién del reactor PBR, con enzima de igual actividad, se puede
entonces, determinar el grado de inactivacion de la enzima en la operacion de
reactor PBR como una funcién del tiempo de operacion (Novozymes, 2004). Esta
informacion se utiliza para determinar posteriormente la productividad de la

enzima.

técnicas que implicaba el trabajar una mezcla de grasa (SBO:SEP 60:40 p/p) de alto punto de fusién ((50.5
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5.2.4 Métodos de analisis

El analisis de acilgliceroles, acidos grasos libres, perfiles de fusion, y puntos de
fusidn de sustratos y productos de reaccién, asi como el analisis estereoespecifico
de los productos, se efectuaron siguiendo los métodos descritos en el Numeral
3.3.3 del Capitulo 3.

5.3 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.3.1 Reactor de lecho empacado con Lipozyme® RM-IM

Para este ensayo se utilizé un reactor de lecho empacado para 500 g de enzima,
construido en vidrio. El reactor consistio en un cilindro con chaqueta de
calentamiento, de 10 cm de diametro interno por 15 cm de altura, con tabique
poroso en la parte inferior para retener la enzima y permitir el flujo de aceite
(véase la Figura 5.1). El aceite se alimentd por la parte superior del cilindro

haciendo uso de una bomba de flujo variable.

Para determinar las mejores condiciones de reaccion, el reactor se llen6é con 500 g
de enzima y se pasé la mezcla de sustratos (SBO:PKO 60:40 p/p) a 70 °C a través
de la columna de enzima a diferentes flujos. Se analizé el producto (efluente) en
cuanto a composicion en acilgliceroles (RTA-2) y se determind el grado de

trasformacion obtenido (véase la Tabla 5.1).

°C), sin el debido aislamiento de las tuberias por donde circula la grasa.
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Figura 5.1. Reactor de lecho empacado para 500 g de enzima

Como se observa en la Figura 5.2 un flujo de aceite igual o menor de 15.7
kg/kg.E*h conduce a un grado de interesterificacion similar al alcanzado en la
reaccion en el sistema en discontinuo, no obstante, el mayor valor para la RTA-2 y
el menor grado de hidrdlisis se logra a 9.36 kg.O/kg.E*h. Flujos menores a este
valor no conducen a una mayor productividad puesto que la transesterificacion ya

ha alcanza el equilibrio, en tanto que la reaccion de hidrélisis podria ser mayor.

217



Tabla 5.1. Efecto del flujo de aceite sobre el grado de hidrdlisis y la RTA-2

FLUJO (kg.O/kgE-h)* Hidrolisis (%) RTA-2 (%) ***
Alimento** 0,07 0,0
0,71 1,61 25,2
2,05 0,94 25,7
4,36 0,89 26,8
9,36 0,73 27,0
15,65 0,67 25,6
32,48 0,62 18,4
62,00 0,10 2,3

* kg.O/kgE-h = kg de aceite por kg de enzima por hora
**  Alimento: mezcla fresca de SBO:PKO 60:40 p/p.
*** Cambio en los TAG C42:2+C44:2+C46:2+C48:2+C48:3+C48:4

30%

25%, /_’\‘\

20%

15% A

RTA-2

10% A

5% A

O% T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Flujo (kg.Aceite/(kg.Enzima*hora))

Figura 5.2. Efecto del flujo de aceite sobre la RTA-2.

En las Figuras 5.3 a 5.7 se muestra el cambio en la concentracion de los TAG en
funcidén del flujo de aceite que pasa a través de la columna de enzima. De ellas se
observa que al disminuir el flujo disminuye la concentracion de los TAG saturados
(C30:0 a C40:0) y se incrementan los lipidos estructurados C42:1, C42:2, C44:2,
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C44:4, C46:1, C46:2 C48:2, C48:3 y C48:4. La razdn de este comportamiento
obedece a que a menor flujo, el tiempo de contacto enzima-sustratos aumenta
permitiendo mayor oportunidad de interaccion y por tanto de intercambio de

grupos acilo entre moléculas de TAG diferentes.

A un fluo menor de 15 kg.aceite/kg.Enzima*h el incremento de los TAG
estructurados no es significativo al igual que la disminucion de los TAG saturados,
indicando que la reaccidn se acerca al equilibrio. Por lo tanto un flujo menor podria
afectar la productividad del sistema y mejorar muy poco la produccién de lipidos

estructurados, como se discutid anteriormente.

18%

16%

—-—C30:0
14% -=-C32:0
C34:0
12% - C36:0
-~ C38:0

10% - C40:0 -

Area relativa

8% —
e —

0%

0 10 20 30 40 50 60 70
Flujo (kg.Aceite/(kg.Enzima*hora))

Figura 5.3. Cambio en la concentracion (area relativa) de los TAG C30 a C40 en
funcidn del flujo de aceite a través de la columna de enzima.
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Figura 5.4. Cambio en la concentracion de los TAG C42:0, C42:1, C42:2 y C42:3,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos
correspondientes
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Figura 5.5. Cambio en la concentracion de los TAG C44:0. C44:1, C44:2 y C44:3,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos
correspondientes
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Figura 5.6. Cambio en la concentracion de los TAG C46:0. C46:1 y C46:2,
expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos

correspondientes
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Figura 5.7. Cambio en la concentracion de los TAG C48:0, C48:1, C48:2, C48:3y

C48:4, expresado como el cambio en el area relativa de los picos cromatograficos
correspondientes
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En consecuencia, la estabilidad de la enzima Lipozyme® RM-IM se evalué a una
temperatura de reaccién de 70 °C y un flujo de 9.3 kg.aceite/kg Enzima*h.

El objetivo de esta medicion experimental fue determinar la productividad que se
podria esperar de la lipasa Lipozyme® RM-IM para la produccion de lipidos

estructurados, cuando se utiliza en la operacion de un reactor de lecho empacado.

Debido a la complejidad que impone cuantificar el gran numero de TAG generados
en estos sistemas, y teniendo en cuenta que la intencion es su aplicacion
industrial, la extension de la transesterificacion, en este sistema, se cuantificd
mediante el contenido de grasa solida (SFC) de la mezcla de reaccion, la cual
varia con el avance de la misma como se describié en el numeral 3.4.1.5, del

capitulo 3 (véase la Tabla 3.12).

5.3.1.1 Calculo de la actividad residual de la enzima inmovilizada

Para el calculo de la actividad residual, se hizo pasar la mezcla SBO:PKO (60:40
p/p) a un flujo de 9.3 kg aceite/kg enzima* h a 70 °C. Se tomaron muestras del
efluente a intervalos apropiados de tiempo durante la operacion del reactor y se

registraron los datos de SFC (Tabla 5.2), para cuantificar la pérdida de actividad.

De acuerdo a Novozymes (2004), el grado de inactivacién de la enzima en la
operacion de lecho empacado puede determinarse como una funcion del tiempo
de operacion combinando los datos obtenidos en la operacion en discontinuo
(reactor de tanque agitado, con 100% de actividad enzimatica) y los datos
obtenidos de la operacion del reactor de lecho empacado. La relacion utilizada
para calcular la actividad residual de la enzima inmovilizada (o) en el reactor de

lecho empacado al tiempo t, fue:
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F
alt,)=— Ly AA Ec. 5.1
w, K AA+ A, —sfc o

Donde: k (0.7552), A,(11.2912) y AA (-8.8020) son las constantes para el
modelo de la reaccion por lotes ...numeral 3.4.2.4 del capitulo 3...
W, = cantidad de enzima en el reactor de flujo empacado (0.5 kg)
Fp = flujo masico de aceite (1.55 kg/min)
t, = tiempo desde el inicio del reactor de flujo tapdn
X= SFC al tiempo t,

El modelo de disminucion que se ajusta a los datos de actividad residual a(tp)
calculado con la ecuacién 5.1 (Tabla 5.2) corresponde a una cinética de primer

orden (ecuacion 5.2) que es funcién del tiempo de vida media observado (t1)2).

Ec. 5.2

. (-In@*t,

a(tp) =, eXp| ——
1/2

Donde: ap = actividad residual estimada en el tiempo cero

t12 = tiempo de vida medio estimado

De acuerdo con la ecuacion que describe la linea de tendencia exponencial
mostrada en la Figura 5.8, la cual se ajusta a los datos experimentales, oo =
47,65% y tip = 7,67 dias [-0.0904 = -In(2)/7,67], en consecuencia, la ecuacion
que describe la actividad residual de Lipozyme® RM-IM en el reactor de lecho

empacado en funcidn del tiempo es:

Ec. 5.3

(— In(2)*tp}
at,) =47.65%exp ————

7.67

Este modelo (ecuacién 5.3) se ajusta muy bien a la pérdida de actividad de la
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enzima del dia 4 al dia 33, pero no para los primeros dias de operacion del reactor

PBR. Los valores obtenidos aplicando este modelo se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Actividad residual calculada y predicha por el modelo exponencial para
la transesterificacion de la mezcla SBO:PKO (60:40) a 70 °C con Lipozyme® RM-
IM en reactor PBR, operado a un flujo de 9.3 kg aceite/kg Enzima*hora).

Tiempo, t (dias) SFC (15 °C) Actividad residual  Modelo

[%(p/p)] o [%]* o [%]™
1 3,11 54,76 43,53
2 3,60 42,48 39,77
4 4,30 32,45 33,19
6 5,03 25,50 27,70
8 5,30 23,47 23,12
10 6,06 18,55 19,29
12 6,81 14,63 16,10
15 7,20 12,83 12,27
17 7,86 10,14 10,24
19 8,10 9,26 8,55
22 8,68 7,22 6,52
24 9,20 5,57 5,44
25 8,90 6,51 4,97
26 9,40 4,96 4,54
29 9,60 4,38 3,46
31 10,10 2,98 2,89
32 9,70 4,09 2,64
33 9,98 3,31 2,41

** Calculado usando la ecuacién 5.1.
** Valores predichos por el modelo exponencial, ecuacion 5.3
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Los resultados indican que la enzima pierde gran parte de su actividad enzimatica
en los primeros dias de reaccioén, quizas porque se desprende parte de la enzima

qgue no esta suficientemente adherida al soporte.

60,0

50,0

40.0 \’ y= 47,659-0'0904)(

’ \ R2 = 1
30,0

) \
10,0

Actividad residual [%)]

Ll * N
0,0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo [dias]
+ Actividad residual, [%] — Modelo [%] — Exponencial (Modelo [%]) ‘

Figura 5.8. Actividad residual calculada y predicha por el modelo exponencial.

5.3.1.2 Calculo de la productividad de la enzima Lipozyme® RM-IM

Estimar la productividad de Lipozyme® RM-IM es de gran utilidad, y se debe
realizar con el producto especifico de interés. La productividad (P) definida como
“la cantidad total de aceite interesterificado hasta cuando la actividad residual de la

enzima ha alcanzado el 5% del valor inicial”, se puede calcular como sigue:

b ot
P(a =5%) = J' F, *ﬁ.dtp Ec.5.4
a

Reemplazando la ecuacidon 5.2 en la ecuacion 5.4 se tiene:
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t; _ *
P(a =5%) = j F, *exp(M}dtp
)

” Ec.5.5
Donde: P(a=5%) = Productividad total
to = 0 dias (tiempo inicio de operacién del reactor de flujo)
ti= 33 dias (tiempo en que a(t,) = 5% de la actividad inicial
Fo= 223.2 kg aceite/dia (1.55 kg/min).
tio = 7.65 dias
< ~In(2) *t, Ec. 5.6
P(a:5%):J'Fp*exp —— |dt, T
t/
0 Ya

Desarrollando la integral:

P(a = 0.05%) =

Los datos anteriores indican que la enzima Lipozyme® RM-IM operada bajo las
condiciones del reactor de lecho empacado para el sistema SBO:PKO (60:40 p/p)

alcanza una productividad maxima de 2344 kg aceite transesterificado por

| 2 % 133
F *exp(_ n( ) tPj

p
Ya

~in) = 2344 Ec.5.7

L,

-0

kilogramo de enzima inmovilizada.

5.3.2 Reactor de lecho empacado con Lipozyme® TL-IM

Se utilizé el reactor de lecho empacado piloto para 10 kg de enzima, traido de
Brasil y suministrado por la empresa Novozymes S.A. (véase la Figura 5.9), que
consistié de un cilindro de 15.25 cm de diametro interno por 100 cm de altura, el

cual tiene dentro un cartucho removible para depositar la enzima. Este cartucho
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tiene un volumen de 31.42 litros, de los cuales el 75.8% se ocupa con 10
kilogramos Lipozyme® TL-IM y el resto con un lecho de 7 kilogramos de esferitas
de vidrio, que regulan una buena distribucion del aceite alimentado sobre el lecho

de enzima.

El reactor esta provisto de chaqueta de calentamiento para ajustar la temperatura
del lecho de enzima y de una bomba de flujo variable que permite alimentar el
aceite por la parte superior del cilindro. Como sustrato de reaccién se utilizé la

mezcla SBO:PKO 60:40 p/p. La temperatura de la reaccion fue de 70 °C.

Figura 5.9. Reactor piloto de lecho empacado para 10 kg de enzima.

Para la seleccion de las condiciones de reaccion, el reactor se llend con 10 kg de
enzima, a través de la cual se paso la mezcla de sustratos (SBO:PKO 60:40 p/p) a
tres flujos diferentes, seleccionando como el mas adecuado 12 kg de aceite por kg
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de enzima por hora (kg.O/kg.E*h), el cual produjo una transformacion similar a la
obtenida en el reactor de tanque agitado después de 3 horas de reaccion (SFC a
15 °C = 2.2%), como se muestran en la Tablas 3.22 del capitulo 3 y en la Tabla
5.3.

Tabla 5.3. Efecto del flujo de aceite sobre el grado de transesterificacion
alcanzado (medido como disminucion en el valor SFC a 15 °C).
FLUJO (Kg.O/kgE-h)* Hidrdlisis (%) SFC (15 °C) ***

Alimento™* 0,05 10.7
9.02 0,55 2.2
12.10 0.52 2.2
15.05 0.44 2.5

* kg de aceite por kg de enzima por hora
**  Alimento: mezcla fresca de SBO:PKO 60:40 p/p.

*** Contenido de Grasa Soélida medida a 15 °C.

5.3.2.1 Evaluacion de la estabilidad de la enzima Lipozyme® TL-IM

Para cuantificar la actividad residual de la enzima inmovilizada en funcién del
tiempo de operacion a(t, ), Ecuacion 5.8, se hizo pasar la mezcla SBO:PKO (60:40
p/p) a un flujo de 12 kg aceite/kg enzima* hora y a 70 °C a través del lecho de
enzima. Se tomaron muestras del efluente cada 24 horas y se registraron los
valores de SFC medidos a 15 °C (véase la Tabla 5.4). Los valores para las
constantes k, Ao y AA, para la Ecuacion 5.8 corresponden a los hallados en la

reaccion de tanque agitado a escala de 1 kg ...ecuacion 3.4 del capitulo 3.

Fo 1 AA
alt ) =—"*=*In
G&)=3 7k (AA+ A, —sch =e.58

Donde: k (1.6003), Ao (11.9746) y AA (-9.8752).
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W, = cantidad de enzima en el reactor de flujo tapon (10 kg)
Fp = flujo masico de aceite (2.0 kg/min) = 12kg/kg.enzima*h
t, = tiempo desde el inicio del reactor de flujo tapdn

sfc = Contenido de Grasa Sdlida al tiempo t,

El modelo de disminucion de primer orden (Ecuacion 5.9) que se ajusta a los datos
de actividad residual, calculados con la ecuacién 5.8 como una funcién del tiempo
de proceso (t,) se muestra en la Figura 5.10, donde, de acuerdo a la ecuacién que
describe la linea de tendencia exponencial mostrada, ap =59.58% y ti2, = 11.26
dias [-0.062 = -In(2)/11.26].

Ec. 5.9

—In(2)*tp]

a(t,)) =a, *exp(
1/2

Donde: 0o = actividad residual estimada en el tiempo cero (59.58%)
t12 = tiempo de vida medio estimado (11.26 dias = -In(2)/0.062)

Al comparar la actividad residual en funcién del tiempo de proceso para las
enzimas Lipozyme® RM-IM y Lipozyme® TL-IM, se encuentra que Lipozyme® TL-
IM es mas estable puesto que su tiempo de vida medio es mayor (11.3 dias) que
el hallado para Lipozyme® RM-IM (7.7 dias). Estos resultados también indican que
al cambiar de reactor de tanque agitado a reactor de lecho empacado se aumenta

la estabilidad de Lipozyme® TL-IM por encima de la de Lipozyme® RM-IM.

229



Tabla 5.4. Actividad residual calculada y predicha por el modelo exponencial para
la transesterificacion de la mezcla SBO:PKO (60:40) a 70 °C con Lipozyme® TL-

IM en reactor PBR, operado a un flujo de 12 kg aceite/kg enzima*hora.

Tiempo, SFC (15°C) Actividad residual Modelo o

t (dias) [%(p/p)] o [%]* [%]™*
1 2,20 57,31 56,03
2 2,22 55,05 52,68
3 2,34 46,42 49,54
4 2,40 43,64 46,58
5 2,38 44,50 43,80
6 2,50 40,05 41,19
8 2,60 37,27 36,42
10 2,83 32,54 32,20
11 2,88 31,71 30,28
12 2,96 30,50 28,47
13 3,30 26,33 26,77
14 3,50 24,41 25,18
15 3,41 25,24 23,67
16 3,61 23,46 22,26
17 4,20 19,34 20,93
18 4,05 20,27 19,68
19 4,40 18,21 18,51
20 4,66 16,87 17,40
22 5,25 14,28 15,39
23 5,39 13,73 14,47

** Calculado usando la Ecuacién 5.8.
** Valores predichos por el modelo exponencial, Ec. 5.9
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Figura 5.10. Modelo exponencial para la actividad residual la enzima Lipozyme®

TL-IM en el reactor de lecho empacado, en funcion del tiempo.

5.3.2.2 Célculo de la productividad de la enzima Lipozyme® TL-IM

Al aplicar la Ecuacion 5.9 se encuentra que la enzima Lipozyme® TL-IM, en el
reactor de lecho empacado, bajo las condiciones de operacion antes descritas,
alcanza una actividad residual igual al 5% después de 40 dias de operacion; por
consiguiente, la productividad total se puede obtener aplicando la siguiente
ecuacion:

=40 *
P(or =5%) = jF *e [ In(2) t]dtp o

L,
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Al desarrollar la integral se tiene que:

- *exp£—|n(2)*tpy

p

t,
P(a =5%) = ~ = 4281 kg aceite/kg.E Ec. 5.11
—In(2)
t,
" I
Donde: P(a=5%) = Productividad total hasta que la actividad residual de la

enzima es el 5% de la actividad inicial.

to = 0 dias (tiempo inicio de operacién del reactor de flujo)
ti= 40 dias (tiempo en que a(t,) = 5% de la actividad inicial
Fo = 288 kg aceite/dia (12 kg/kg Enzima*hora).

tiz= 11.26 dias

Los datos anteriores indican que la enzima Lipozyme® TL-IM, operada bajo las
condiciones del reactor de lecho empacado para el sistema SBO:PKO (60:40 p/p),
alcanza una productividad maxima de 4281 kg aceite transesterificado por
kilogramo de enzima inmovilizada. Esta productividad es aproximadamente el
doble de la esperada para el mismo sistema graso cuand se utiliza como

catalizador Lipozyme® RM-IM (2344 kg/kg enzima).

5.3.2.3 Anadlisis estereoespecifico de los lipidos estructurados obtenidos

del sistema SBO:PKO 60:40 p/p, en reactor de lecho empacado.

En la Tabla 5.5 se presenta el analisis de los acidos grasos presentes en las
posiciones sn-1,3 y sn-2, de los TAG componentes de la mezcla SBO:PKO 60:40
p/p, antes y después de la reaccion de transesterificacion en reactor de lecho
empacado. Los resultados alli consignados indican que tanto Lipozyme® TL-IM
como Lipozyme® RM-IM, exhiben alta especificidad por las posiciones sn-1,3 de

los TAG, bajo este sistema de reaccion.
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Tabla 5.5. Distribucion de los FA (%mol) en las posiciones sn-1,3 y sn-2, de la
mezcla SBO:PKO 60:40 p/p, antes y después de la transesterificacion en reactor

de lecho empacado.

Acido Mezcla inicial Lipozyme® TL-IM | Lipozyme® RM-IM
CN:DB |sn-1,2,3 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2 sn-1,3 sn-2
C6:0 0,4 0,3 0,6 02 07 0,3 0,6
Cc8:0 3,8 56 0,3 49 18 5,1 1,3
C10:0 2,6 3,0 1,7 27 22 2,8 21
C12:0 26,7 293 21,5 30,0 20,2 28,6 22,9
C14:0 7.1 80 53 93 26 8,3 4,6
Cc16:0 10,0 13,4 3,1 13,7 24 14,2 1,5
Cc18:0 3,0 3,9 1,0 41 0,6 4,3 0,2
C18:1n9c | 15,5 12,7 21,0 125 214 11,9 22,5
C18:2n6¢c | 27,0 20,1 40,8 19,3 424 20,4 40,2
C18:3n3 3,7 32 48 3,0 51 3,1 5,0
C20:0 0,3 0,5 0.0 04 01 0,7 -0,5*

* Resultado de calculo matematico

La migracion de grupos acilo, que en el reactor de tanque agitado fue
relativamente alta para la reaccion catalizada con Lipozyme® TL-IM, se redujo
drasticamente cuando la transesterificacion se efectué en el reactor de lecho

empacado, como se deduce de los datos presentados en la Tabla 5.5.

Los anteriores resultados son importantes desde el punto de vista del costo-
beneficio para las reacciones catalizadas con Lipozyme® TL-IM en reactor de
lecho empacado, debido a que este catalizador ademas de expresar alta
productividad, también exhibe especificidad por las posiciones sn-1,3 de los TAG,
similar a la expresada por Lipozyme® RM-IM, haciendo factible la obtencion de

lipidos estructurados a menor costo.
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5.3.2.4 Caracterizacion de los lipidos estructurados obtenidos por
transesterificacién de la mezcla Aceite de soya — Aceite de palmiste

(60:40 p/p) y Aceite de soya — Superestearina de palma 60:40 p/p.

En la Tabla 5.9 se presentan los resultados de l|a caracterizacion de los lipidos
estructurados obtenidos por transesterificacion enzimatica del aceite de soya con
el aceite de palmiste (SBO:PKO) en proporcién 60:40 p/p, en reactor de tanque
agitado a escala piloto, utilizando como catalizador Lipozyme® RM-IM. En la
Tabla 5.7 se presenta la caracterizacion de los lipidos estructurados obtenidos de
la mezcla de aceite de soya con superestearina de palma (SBO:SEP) en
proporcion 60:40 p/p. Los datos alli consignados son importantes al evaluar las

aplicaciones potenciales de estas grasas novedosas.

5.3.3 Aplicaciones potenciales de las grasas especiales obtenidas

Antiguamente el concepto de la grasa era unico y universal. Hoy eso ha dejado de
ser asi. La tecnologia empleada en el desarrollo de los productos para alimentos
permite, en muchos casos la diversificacidon y las aplicaciones especializadas que

garantizan un optimo funcionamiento y valor nutricional.

Sin embargo, al elegir una materia prima, las consideraciones de tipo técnico
siguen siendo las que determinan la utilizacion de una alternativa u otra. Por tanto,
conocer las caracteristicas de los productos desarrollados es esencial para

orientarlos hacia aplicaciones particulares en la industria.
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Tabla 5.6. Caracteristicas fisicoquimicas de los lipidos estructurados obtenidos

por transesterificacion de la mezcla SBO:PKO 60:40 p/p

Perfil de fusién o contenido de grasa solida (SFC):
Temperatura SFC (%)

5°C 205+0.5
10 °C 9.8+0.3
15°C 24+0.2
20°C 0.0+0.1

Punto de fusion, °C: 14.5-15.0
Viscosidad a 25 °C: <25cp
Indice de yodo:

Composicion en acidos grasos y triacilgliceroles:

Acido graso % Triacilgliceroles (%)

C6:0 0,1 C30:0 0,3% C46:3 0,6%
C8:0 15 C32:0 0,9% C48:0 0,2%
C10:0 1,2 C34:0 1,8% C48:1 1,3%
C12:0 19,2 C36:0 2,9% C48:2 3,6%
C14:0 6,3 C38:0 2,4% C48:3 5,0%
C16:0 9,9 C38:1 0,8% C48:4 4,4%
C18:0 3,3 C38:2 0,9% C50:1 1,2%
C18:1n9c 19,6 C40:0 2,6% C50:2 1,9%
C18:2n6¢c 35,0 C40:1 0,9% C50:3 1,7%
C18:2n6t 0,4 C40:2 1,2% C50:4 1,3%
C18:3n6 0,8 C40:3 0,3% C52:0 0,0%
C18:3n3 2,6 C42:0 1,5% C52:1 0,3%
C20:0 0,1 C42:1 3,1% Ch2:2 1,9%
C22:0 0,1 C42:2 3,9% C52:3 4,4%

C42:3 0,4% C52:4 5,4%
C44:0 0,9% C54:1 1,0%
C44:1 1,9% C54:2 0,6%
C44:2 2,5% C54:3 2,9%
C44:3 0,8% C54:4 6,7%
C46:0 0,5% C54:5 9,1%
C46:1 2,5% C54:6 6,7%

C46:2 3,4% DAG 2.6%
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Tabla 5.7. Caracteristicas fisicoquimicas de los lipidos estructurados obtenidos

por transesterificacion de la mezcla SBO:SEP 60:40 p/p

Perfil de fusién o contenido de grasa sélida (SFC):

Temperatura SFC (%)
10 °C 250125
15°C 18.0+ 2.0
20 °C 156+ 0.6
25°C 125+ 0.5
30 °C 9.3+0.2
35°C 6.8+0.2
40 °C 4.1+0.2

Punto de fusion, °C:  40.0-41.0
Viscosidad a 50 °C: <25cp

Composicion en acidos grasos y triacilgliceroles:

Acido graso % Triacilgliceroles (%)
C6:0* - C38:.0 0,2% C50:0 2,3%
C8:0 - C40:0 0,1% C50:1 7,5%
C10:0 - C40:1 0,0% C50:2 7,6%
C12:0 - C40:2 0,1% C50:3 0,7%
C14:0 0,2 C42:0 0,1% C50:4 0,2%
C16:0 39,7 C42:1 0,1% C52:0 0,3%
C18:0 47 C42:2 0,1% C52:1 1,8%
C18:1n9c 16,7 C44:0 0,3% C52:2 7,0%
C18:2n6¢ 34,6 C44:2 0,2% C52:3 11,7%
C18:2n6t 0,4 C46:0 0,5% C52:4 12,5%
C18:3n6 0,8 C46:1 0,2% C54:0+C54:1 2,3%
C18:3n3 2,6 C46:2 0,3% C54:2 1,5%
C20:0 0,1 C48:0 8,8% C54:3 4,2%
C22:0 0,1 C48:1 0,3% C54:4 7,9%
C48:2 0,5% C54:5 10,4%
C48:3 0,3% C54:6 8,2%
C48:4 0,3% C54:7 0,7%
DAG 0.7%
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Para el caso de margarinas de mesa e industriales, mayonesas, aderezos, grasas
para rellenos de galletas, bombones, etc., la consistencia es una caracteristica
muy importante que depende de varios factores, la mayoria de ellos relacionados
con la fase grasa y en particular con la relacion entre la grasa que se encuentre
solida y la que se encuentra liquida a una temperatura dada. Esa relacion se
puede determinar por RMN y se expresa como el contenido de grasa solida o SFC

(sigla en inglés de Solid Fat Content).

A continuacién se describen las aplicaciones potenciales que pueden tener estos
productos, teniendo en cuanta las caracteristicas de los productos finales

obtenidos.

5.3.3.1 Produccion de emulsiones lipidicas para uso en nutricion

parenteral.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la mezcla SBO:PKO transesterificada (Tabla
5.6) permiten predecir que se puede utilizar sin inconvenientes para la produccion
de emulsiones lipidicas para nutricion enteral o parenteral, similares a Lipofundin
MCT (lipidos de segunda generacién) descrita en la Tabla 5.8, pero con la ventaja
adicional de que los triacilgliceroles que la forman estan compuestos por acidos
grasos de diferente longitud de cadena (MCFA + LCFA), que constituyen los

denominados lipidos estructurados o de tercera generacion.

A estas emulsiones se les atribuyen mejores efectos nutricionales en nutricion
parenteral de pacientes estresados porque permiten cumplir con dos objetivos
fundamentales: suministrar acidos grasos esenciales en cantidades suficientes
para prevenir el sindrome de carencia de 4cidos grasos esenciales y servir como
fuente energética de facil utilizacion, dadas las altas demandas caldricas de estos
pacientes, ademas de evitar los inconvenientes del uso exclusivo de LCT y todos

los demas beneficios resaltados en la revision de la literatura (Capitulos 1y 3).
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Bajo las consideraciones anteriores, queda claro que todas las proporciones de
SBO:PKO evaluadas en este estudio para la produccion de los triacilgliceroles
estructurados se podrian emplear para la fabricacion de emulsiones lipidicas. Sin
embargo, la mezcla SBO:PKO 60:40 presenta concentraciones adecuadas de
MCFA y LCFA para la formulacién de emulsiones para uso en nutriciéon enteral y
parenteral. Sus caracteristicas fisicoquimicas, especialmente el perfil de contenido
de grasa sdlida (SFC) indica que esta grasa es liquida a partir de 15 °C y por tanto

se podria usar para producir dichas emulsiones lipidicas.

Estos lipidos también se podrian utilizar como aceite para cocina y aderezos y en
general en la preparacion de las diferentes dietas alimenticias en los hospitales,
centros geriatricos y restaurantes especializados, pero no deben ser usados como

aceite para freido a profundidad, en donde el aceite se utiliza mas de una vez.

Tabla 5.8. Emulsiones lipidicas comerciales para uso endovenoso

Emulsion tipo Emulsion tipo Emulsion tipo Emulsidn tipo Emulsion tipo

INTRALIPID LIPOSYN I LIPOSYN I LIPOFUNDIN LIPOFUNDIN
MCT/LTC
Soya 100% Cartamo Soya 50% Soya 100% Soya 50%
100% Cartamo 50% Coco 50%

Emulsionante Emulsionante Emulsionante Emulsionante Emulsionante

Fosfolipidos Fosfolipidos Fosfolipidos Fosfolipidos Fosfolipidos de
de huevo de huevo de huevo de soya soya

Glicerol Glicerol Glicerol Glicerol Glicerol

5.3.3.2 Produccién de margarinas funcionales y formulaciones infantiles.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la mezcla SBO:SEP transesterificada (Tabla
5.7) muestran que cumple con los requisitos necesarios para la produccién de

margarinas de mesa y cocina, pues su perfil de fusion (SFC) sigue el patron
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determinado para este tipo de aplicacidon y por tanto se podria usar como

componente de la fase grasa, ya sea sola o mezclada con otros aceites.

Igualmente se podria usar para la formulacion de las leches sustitutas de la
materna retirandole la fraccion de tripalmitina (C48:0, PPP) que quedd sin
reaccionar, para disminuir su punto de fusion y suavizar el perfil de fusién. La
separacion del PPP sin reaccionar se puede hacer por fraccionamiento en seco,
una técnica sencilla muy usada en la industria de grasas y aceites, que consiste
en cristalizar los TAG de alto punto de fusién mdiante un descenso controlado de
la temperatura de la grasa fundida y posterior separacion de los cristales formados
(PPP) por filtracion. Para esta aplicacion es importante el contenido de
triacilgliceroles con acidos palmitico en la posicidén sn-2 sea alto y del tipo acido

insaturado-acido palmitico-acido insaturado (p.e., OPO. OPL, LPL).

Otras aplicaciones potenciales evaluadas incluyen las grasas de relleno para
bomboneria, panaderia, pasteleria, etc., debido a que el perfil de fusion (curva

SFC) es similar al requerido para estas aplicaciones.

En conclusion, la transesterificacion en reactor de lecho empacado permite
aumentar la productividad de la enzima Lipozyme® RM-IM de 1200 kg de aceite
procesado (reactor de tanque agitado) a 2344 kg aceite procesado/kg enzima
inmovilizada, En tanto que para la enzima Lipozyme® TL-IM la productividad
calculada se eleva de 1412 kg aceite a 4281 kg aceite procesado/kg enzima
inmovilizada, permitiendo de esta forma reducir sustancialmente el costo de
produccion de lipidos estructurados asociados al precio de la enzima, respecto a

los procesos en reactor de tanque agitado.

Los productos (lipidos estructurados) obtenidos por transesterificacion enzimatica
tienen aplicacion potencial en produccion de emulsiones lipidicas para nutricidon
enteral y parenteral, asi como para fabricacién de productos alimenticios como

margarinas, leches sustitutas de la leche materna, rellenos de galletas, entre otras.
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CAPITULO 6
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Los valores de consistencia de la superestearina de palma (SEP) y el
aceite de palmiste (PKO) indican que son grasas muy duras a 7 °C, en
tanto que el aceite de soya (SBO) continua siendo liquido. Las mezclas
binarias SBO:PKO y SBO:SEP resultan en grasas mas blandas en la
medida que se incrementa la participaciéon del aceite de soya. A 60 °C
las mezclas binarias SBO:SEP y SBO:PKO evaluadas son liquidas, con
una viscosidad promedio de 23 = 3 cp, lo cual significa que se pueden
trabajar sin problema de discriminacién de masa, por cristalizacion de
los TAG de mas alto punto de fusion de la grasa, en las reacciones de

transesterificacion.

Los principales TAG componentes del aceite de soya son el LLL (C54:6,
22.9%), LLO (C54:5, 20.5%), LLP (C52:4, 13.2%), LOO (54:4, 13.8%) y
POL (52:3, 8.1%), los cuales representan mas del 70% del total. Para la
superestearina de palma lo son: PPP (C48:0, 45.7%), POP (C50:1,
15.8%), POO (C52:2, 9.6%) y PPS (C50:0, 8.7%) que representan cerca
del 80% del total y, para el aceite de palmiste LaLalLa (C36:0, 22.6%),
LaLaM (C38:0, 16.7%), LaMM (C40:0, 9.8%) y LaCyCy (C32:0, 6.9%)
los cuales representan cerca del 56% del total. De las tres grasas

analizadas, el aceite de palmiste presenté la mayor dispersion de TAGs.

La relacion de sustratos elegida para la producciéon de lipidos
estructurados a partir de SBO:PKO y SBO:SEP fue de 60:40 p/p. En
el sistema SBO:PKO los TAG que se formaron en mayor proporcion
fueron el C40:2, C42:2, C42:3, C44:2, C44:3, C50:3 y C50:4 ,
mientras que en el sistema SBO:SEP fueron los TGA C50:2, C52:3 y
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el C52:4. Los TGA formados combinan acidos grasos de cadena larga

y cadena media, dando lugar a lipidos estructurados.

Para un mismo sustrato con diferente enzima, las variables que
presentan influencia significativa en las reacciones de transesterificacion
e hidrolisis, difieren, haciéndose necesario caracterizar cada sistema de

reaccion.

En el reactor de tanque agitado, las condiciones de reaccion
optimizadas para los dos sistemas grasos evaluados, en presencia de la
misma enzima, son similares. Al emplear SBO:PKO y SBO:SEP, en
presencia de Lipozyme RM-IM, fueron: cantidad de enzima 2.5% (p/p),
temperatura 70 °C, tiempo de reaccion 6 horas. Mientras que para el los
sistemas SBO:PKO y SBO:SEP en presencia de Lipozyme TL IM
fueron: cantidad de enzima 2.5% (p/p), temperatura 70 °C, tiempo de

reaccion 4 horas.

La cantidad de SL producidos al escalar los procesos, se
correspondieron con los establecidos por el disefio experimental. En
todos los casos, el grado de hidrélisis disminuy6 al aumentar de escala

la reaccion.

Para el sistema SBO:PKO, el grado de transesterificacion alcanzado a
en reactor piloto de tanque agitado (35 kg), fue similar con Lipozyme®
RM-IM (RTA-2= 27%) y con Lipozyme® TL-IM (RTA-2=28.0%). Sin
embargo, con Lipozyme® RM-IM hay mayor hidrdlisis (3.5%) que con
Lipozyme® TL-IM (0.9%).

Para el sistema SBO:SEP, el grado de transesterificacion alcanzado a

escala piloto con Lipozyme® TL-IM fue mas alto (RTA-2 = 28.9%) que
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10.

11.

12.

13.

14.

el obtenido utilizando Lipozyme® RM-IM (RTA-2 = 21.0%), pero con
menor hidrolisis (2.3%) que con Lipozyme® TL-IM (0.55%).

La reaccion catalizada con Lipozyme® TL-IM en un reactor de tanque
se aproxima al equilibrio en menor tiempo (4 horas), que la reaccién
catalizada con Lipozyme® RM-IM (6 horas), lo que finalmente se
traduce en una mayor productividad.

En el reactor de tanque agitado, Lipozyme® RM-IM presenté mayor
especificidad por las posiciones sn-1,3 de los TAG, que Lipozyme®
RM-IM.

La estabilidad operacional de las enzimas evaluadas, muestra un
comportamiento similar, con una pérdida de actividad entre 18-20%, al

cabo de seis usos.

La reaccion de transesterificacién en reactor de lecho empacado y en

el reactor de tanque agitado, permitieron obtener lipidos estructurados.

En el reactor de lecho empacado, la productividad de la enzima
Lipozyme® RM-IM fue de 2344 kg aceite /kg enzima, y la de
Lipozyme® TL-IM fue de aceite a 4281 kg /kg enzima.

Debido al menor precio de Lipozyme® TL-IM y a su mayor
productividad, el costo de los lipidos estructurados obtenidos con esta
enzima deben resultar inferiores a los obtenidos con Lipozyme® RM-
IM, y en este sentido seria la opcion para la produccién industrial en
los eventos en que una menor especificidad hacia las posiciones sn-

1,3 sea tolerable.
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16.

17.

18.

Las mezclas SBO:PKO y SBO:SEP transesterificadas presentan menor
punto de fusién y contenido de grasa solida que la mezcla fisica. La
mezcla SBO:PKO, tiene aplicacion potencial como aceite de cocina
especializado, aceite para aderezos y salsas, asi como para la
preparacion de emulsiones lipidicas de uso terapéutico en nutricidon
enteral y parenteral. La mezcla SBO:SEP transesterificada encuentra
aplicaciéon como base grasa para la fabricacion de margarinas, rellenos y
leches sustitutas y férmulas infantiles que incluyan grasa vegetal como

un ingrediente.

La sintesis enzimatica de lipidos estructurados a partir de las mezclas
SBO:PKO y SBO:SEP, usando como catalizador lipasas Lipozyme®
TL-IM o Lipozyme® RM-IM, permite producir lipidos especificos que
pueden ser utilizados para fines metabdlicos definidos y como

alimentos funcionales.

El uso potencial de los SL permitira darle mayor valor agregado a los
productos de la palma de aceite como son el aceite de palmiste y la
superestearina de palma, teniendo en cuenta que se han utilizado para

su elaboracion en una proporcion del 40%.

Con base en los resultados obtenidos de este estudio la empresa CL.I.
SACEITES S.A., inicid la implementacién de la interesterificacion
enzimatica a nivel industrial para la produccién de grasas especiales,
teniendo en cuenta las ventajas que implica el uso de tecnologias
limpias y en trabajo en condiciones de operacién econémicamente

factibles.
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Anexo 1.1. Preparacion de los estandares de triacilgliceroles

Se preparo una solucién estandar de TAG (mostrada en la Tabla Al) a partir de la
cual se prepararon las soluciones patron de TAG de las concentraciones
mostradas en la Tabla A2, utilizando la mezcla patréon Triglyceride Mix, 17811-
1Amp lote LA-99204 (compuesta por tricaprina, tricaprilina, trilaurina, trimiristina y
tripalmitina), y el estandar de triestearina R-421545, Lote LA97905. A todas las
soluciones de los estandares de triacilgliceroles se les adiciono colesterol Sigma

C8667 (pureza >99%) en una concentracién de 0.20 mg/ml como estandar interno.

Tabla Al. Solucion patron de TAG.

Triglyceride Mix, 17811-1Amp. LA-99204

Triacilglicerol ACN:DB Pureza (%) Peso (mgQ)
Tricaprina C24:0 [C8:C8:C8] 99.7 19.989
Tricaprilina C30:0 [C10:C10:C10] 98.2 19.977
Trilaurina C36:0 [C12:C12:C12] 99.9 19.977
Trimiristina C42:0 [C14:C14:C14] 99.9 19.972
Tripalmitina C48:0 [C16:C16:C16] 99.9 20.086

Triestearina R-421545, Lote LA97905
Triestearina C54:0 [C18:C18:C18] 99.9 20.052
Tabla A2. Concentracion de las soluciones patrén de TAG.
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Patron* C8:C8:C8  C10:C10:C10 C12:C12:C12 C14:C14:C14 C16:C16:C16 C18:C18:C18

1 0,167 0,166 0,166 0,166 0,167 0,167

2 0,119 0,119 0,119 0,119 0,120 0,119

3 0,083 0,083 0,083 0,083 0,084 0,083

4 0,059 0,059 0,059 0,059 0,060 0,060

5 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042 0,042

6 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030

7 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015

8 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007

9 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

* A todos las soluciones patrén se les adicioné colesterol en una concentracion de 0.20 mg/ml
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Anexo 1.2. Determinacion de los tiempos de retencion (tg ), las areas de los
picos (Aj), los factores de respuesta (R) y factores de respuesta relativos

(RRy), de los estandares de triacilgliceroles

Los tiempos de retencion relativos (trr) se establecieron median te la ecuacion
EcA1, las areas relativas mediante la ecuacion EcA2, los factores de respuesta
(Rf) mediante la ecuacion EcA3 y los factores de respuesta relativos (RRy)
mediante la ecuacion EcA4.

t Donde:
t. —_ RO Ec.A1
RR —
t
RUSTD) trr= tiempo de retencion relativo
] A(i) triy= tiempo de retencion del pico
Area. .. = Ec.A2. L
ISTD) de interés
Aj= area del pico de interés
A(i) Agstp)= area del pico del estandar
R, =—+ EcA3 .
C(i) interno (colesterol)
Ci= concentracion del compuesto
de interés.
RR. — C(,STD) X A(i) EoAd Cysto)=Concentracion del estandar
A C ¢ Ri= factor de respuesta
(1sTD) X (i) f P

RR¢= factor de respuesta relativo

Anexo 1.3. Reproducibilidad de los tiempos de retencion tR y de las areas

de los pico de los estandares de triacilgliceroles.

Cada una de las soluciones patron se inyecto por triplicado al cromatografo de
gases bajo las condiciones descritas en el Numeral 2.2.2.2, para calcular la
reproducibilidad de los tiempos de retencion y de las areas de los estandares de
TAG. En la Tabla A3 se presentan los valores de los tR para los estandares de

TAG, su desviacion estandar (8) y su coeficiente de variacion (CV).
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Tabla A3. Reproducibilidad de los tiempos de retencién para los estandares de triacilgliceroles con ACN de 24 a 54

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001

TAG (ACN:DB) tr, min  tg, min  tg, min tg, Min tg, min  tg, min tg, min  Promedio Desvest CV (%)

C24:0 12,641 12,641 12,638 12,636 12,636 12,636 12,637 12,638 2,62E-03 2,07E-02
Colesterol (ISTD) 13,705 13,705 13,704 13,706 13,708 13,709 13,712 13,707 2,78E-03 2,02E-02
C30:0 14,179 14,179 14,176 14,172 14,172 14171 14,173 14,175 3,45E-03 2,44E-02
C36:0 15,515 15,515 15512 15,507 15,507 15,507 15,509 15,510 3,89E-03 2,51E-02
C42:0 16,883 16,883 16,878 16,871 16,871 16,869 16,872 16,875 5,75E-03 3,41E-02
C48:0 19,059 19,059 19,050 19,035 19,037 19,034 19,039 19,045 1,13E-02 5,91E-02
C54:0 23,290 23,254 23,252 23,235 23,246 23,242 23,262 23,254 1,81E-02 7,77E-02

Tabla A4. Reproducibilidad de los tiempos de retencion relativos (trg) para los estandares de triacilgliceroles con
ACN de 24 a 54

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001

TAG (ACN:DB) trr trr trr trr trr trr trr Promedio Desvest CV (%)

C24:0 0,922 0,922 0,922 0,922 0,922 0,922 0,922 0,922 3,31E-04 3,59E-02
Colesterol (ISTD) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,00E+00  0,00E+00
C30:0 1,035 1,035 1,034 1,034 1,034 1,034 1,034 1,034 4,20E-04 4,06E-02
C36:0 1,132 1,132 1,132 1,131 1,131 1,131 1,131 1,132 4,70E-04 4,15E-02
C42:.0 1,232 1,232 1,232 1,231 1,231 1,231 1,231 1,231 6,18E-04 5,02E-02
C48:0 1,391 1,391 1,390 1,389 1,389 1,388 1,389 1,389 1,04E-03 7,46E-02
C54:0 1,699 1,697 1,697 1,695 1,696 1,695 1,697 1,697 1,42E-03 8,38E-02
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Tabla A5. Areas de los picos cromatograficos para los estandares de los TAG con ACN 24 a 54

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001
Area Area Area Area Area Area Area
C24:0 949,145 606,161 476,693 219,481 111,474 47,126 22,382
Colesterol (ISTD) 91,489 90,691 97,926 94,326 115,530 92,413 96,499
C30:0 1017,839 649,139 510,477 234,528 129,140 50,212 23,861
C36:0 1018,879 647,957 509,851 233,454 131,012 49,784 23,681
C42:0 965,380 612,270 481,688 219,159 120,318 45,934 21,410
C48:0 810,833 512,623 402,038 181,321 100,002 37,456 17,158
C54:0 295,404 143,686 63,625 34,234 12,381 5,558

Tabla A6. Areas relativas de los picos cromatograficos para los estandares de los TAG con ACN 24 a 54

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001

Triacilglicerol Arelativa Arelativa Arelativa Arelativa Avelativa Arelativa Arelativa
C24:0 10,374 6,684 4,868 2,327 0,965 0,510 0,232
Colesterol (ISTD) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
C30:0 11,125 7,158 5,213 2,486 1,118 0,543 0,247
C36:0 11,137 7,145 5,207 2,475 1,134 0,539 0,245
C42:.0 10,552 6,751 4,919 2,323 1,041 0,497 0,222
C48:0 8,863 5,652 4,106 1,922 0,866 0,405 0,178
C54:0 3,229 1,467 0,675 0,296 0,134 0,058

Arelativa = Agp/AqsTp)
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Tabla A7. Factores de respuesta (Ry)

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001
Triacilglicerol Rs Rs Rs Rs Rs R; R;
C24:0 7977,2 72779 8012,8 7378,6 74952 6337,2 30097,7
C30:0 8554,6 7794,0 8580,7 7884,5 8683,0 6752,3 32087,0
C36:0 8563,3 7779,8 8570,2 7848,4 8808,9 6694,6 31844,2
C42:0 8113,7 7351,3 8096,8 7367,8 8089,8 6176,9 28791,2
C48:0 6814,7 6154,9 6758,0 6095,7 6723,8 5036,8 230734
C54:0 2482,8 2415,2 2139,0 2301,8 1664,9 74741

Tabla A8. Factores de respuesta relativa (RRy)

Concentracion (mg/ml) 0,119 0,083 0,059 0,030 0,015 0,007 0,001

RRs RR¢ RR¢ RR¢ RRs RR¢ RRs Promedio Desvest CV (%)
C24:0 0,933 0,934 0,934 0,936 0,863 0,939 0,938 0,925 2,74E-02  2,96E+00
C30:0 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,00E+00  0,00E+00
C36:0 1,001 0,998 0,999 0,995 1,014 0,991 0,992 0,999 7,72E-03 7,73E-01
C42:0 0,948 0,943 0,944 0,934 0,932 0,915 0,897 0,930 1,84E-02  1,97E+00
C48:0 0,797 0,790 0,788 0,773 0,774 0,746 0,719 0,769 2,77E-02  3,60E+00
C54:0 0,290 0,281 0,271 0,265 0,247 0,233 0,265 2,15E-02  8,13E+00
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Anexo 1.4

Perfil cromatografico de la mezcla patron de monoailgliceroles de los acidos
laurico La (C12:0), miristico M (C14:0), palmitico P (C16:0) y estearico S (C18:0),
obtenido por HTGC. GC/FID. Columna: MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de
alta temperatura).Horno: 240°C (1 min) a 360°C a 8°C/min, mantener 17 min.
Inyeccién: 0.5 ul de solucién de analito en n-hexano On-column. FID a 370 °C,

Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min.
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Anexo 1.5

Perfil Cromatografico de la mezcla de diacilgliceroles del acido laurico LalLa
(C24:0), miristico MM (C28:0), palmitico PP (C32:0) y estearico SS (C36:0),
obtenido por HTGC. GC/FID. Columna: MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de
alta temperatura).Horno: 240°C (1 min) a 360°C a 8°C/min, mantener 17 min.
Inyeccién: 0.5 ul de solucién de analito en n-hexano On-column. FID a 370 °C,

Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min.
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Anexo 1.6

Perfil cromatografico de la mezcla de triacilgliceroles saturados trilaurila (LalLala,
C36:0), trimiristina (MMM, C42:0), tripalmitina (PPP, C48:0) y triestearina (SSS,
C54:0), obtenido por HTGC. GC/FID. Columna: MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1
um, de alta temperatura).Horno: 240°C (1 min) a 360°C a 8°C/min, mantener 17
min. Inyecciéon: 0.5 ul de solucion de analito en n-hexano On-column. FID a 370

°C, Nitrogeno como gas make up a 30 ml/min.
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Anexo 1.7

Perfil cromatografico del aceite de palmiste, obtenido por HTGC. GC/FID.
Columna: MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de alta temperatura).Horno:
240°C (1 min) a 360°C a 8°C/min, mantener 17 min. Inyeccion: 0.5 ul de solucién

de analito en n-hexano On-column. FID a 370 °C, Nitrégeno como gas make up a
30 ml/min.
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Anexo 1.8

Perfil cromatografico de la superestearina de palma, obtenido por HTGC. GC/FID.
Columna: MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de alta temperatura).Horno:
240°C (1 min) a 360°C a 8°C/min, mantener 17 min. Inyeccion: 0.5 ul de solucién

de analito en n-hexano On-column. FID a 370 °C, Nitrégeno como gas make up a
30 ml/min.
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Anexo 1.9

Perfil cromatografico del aceite de soya, obtenido por HTGC. GC/FID. Columna:
MXT-65TG (30 m x 0.25 mm x 0.1 um, de alta temperatura).Horno: 240°C (1 min)
a 360°C a 8°C/min, mantener 17 min. Inyeccion: 0.5 pl de solucién de analito en n-

hexano On-column. FID a 370 °C, Nitrégeno como gas make up a 30 ml/min.
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