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Resumen A A2

La interesterificacién enzimética se ha convertido en una alternativa para producir grasas
especiales con aplicaciones en la industria de alimentos y en la industria farmacéutica,
por su versatilidad para mejorar las propiedades fisicas y funcionales de las grasas y
los aceites. En este trabajo se estudio la interesterificacién enzimatica de la superes-
tearina de palma y el aceite de soya, utilizando la lipasa microbiana Lipozyme TL IM
de Thermomyces lanuginosus en forma inmovilizada. Se optimizaron las condiciones
de reaccién (relacién enzima/sustrato, temperatura de reaccién, tiempo de reaccion)
usando la metodologia de superficie de respuesta (MSR). Los productos obtenidos
fueron caracterizados en cuanto a concentracién de acilgliceroles, perfil de fusién y
contenido de grasa sélida, encontrdndose que por sus caracteristicas finales tienen
aplicacién en la produccién de grasas especiales para la industria de alimentos.

Summary

Enzymatic interesterification has emerged as an option for producing special fats with
applications in the food and pharmaceutical industries, due to its versatile ability to
improve the physical and functional properties of fats and oils. This study focused on
enzymatic interesterification of palm and soy super-stearin, using immobilized micro-
bial lipase Lipozyme TL IM from Thermomyces lanuginosus. The reaction conditions
(enzyme-substrate relationship, reaction temperature, reaction time) were optimized,
using the response surface methodology (RSM). The products obtained were catego-
rized in terms of their acylglycerol concentration, fusion profile, and solid fat content.
It was concluded that, due to their final properties, the products have applications in
the production of special fats for the food industry.
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Introduccion

Los aceites y las grasas en general pueden someterse
areacciones quimicas que modifican sus propiedades
fisico-quimicas para hacerlos funcionales en diferentes
areas. Entre las mas usadas se destacan la hidrogena-
cién y la interesterificacion. La hidrogenacién implica la
adicion de hidrégeno sobre los dobles enlaces de los
écidos grasos insaturados para cambiar la consistencia
de las grasas, mientras que la interesterificacién es un
término frecuentemente usado para describir reaccio-
nes en las que se intercambian &cidos grasos por otros
écidos grasos (aciddlisis o transesterificacién), como
se muestra en la Figura 1. Estas reacciones cambian
las propiedades fisicas y quimicas de los aceites y las
grasas, particularmente el perfil de fusién, la compa-
tibilidad de los diferentes triacilgliceroles (TAG) en el
estado sélido, y la plasticidad del sélido resultante
como consecuencia de un cambio en las propiedades
de cristalizacién. Asi mismo, permiten combinar las
propiedades de diferentes mezclas de grasas y aceites
(Agyare et al, 2005; Husum et al, 2005), y obtener lipi-
dos estructurados (Akoh, 2002; Beermann et al, 2003;
Simoens et al, 2004, Moreno y Perea, 2007).

El proceso de interesterificacion puede realizarse con
catalizadores quimicos o con biocatalizadores como
las lipasas, dentro de las cuales las méas usadas son
las producidas por microorganismos como Rizhomu-
cor miehei, Rhizopus japonicus, Rhizopus arrhizuz,
Rhizopus oryzae, Pseudomonas cepacia, Candida
antartica y Thermomyces lanuginosa. La lipasa Li-
pozyme® RM-IM de Rhizomucor miehei inmovilizada

sobre una resina de intercambio iénico y Lipozyme TL
IM de Thermomyces lanuginosus inmovilizada sobre
silice gel, son las mas aplicadas actualmente.

Como sustratos para las reacciones de interesterifica-
cién se ha reportado el uso de aceite de pescado con
triglicéridos de cadena media (Xu et al., 2002), grasa
lactea con aceite de colsa (Ronne et al., (2005), aceite
de palma y de palmiste (Xu et al., (2005), manteca de
cerdo y aceite de soya (Nielsen et al., (2006), y aceite
de sésamo con una grasa completamente hidrogena-
da (Otero et al., 2006). En Colombia se han evaluado
el aceite de palma, la oleina de palma, la estearina de
palmay el aceite de palmiste (Moreno y Perea, 2007;
Arango et al., 2004; Pareja et al., 2004; Moreno y Pe-
rea, 2001). En todos los casos los productos obtenidos
no presentaron acidos grasos “trans”.

Teniendo en cuenta las posibilidades de generacion de
grasas modificadas con alto potencial de utilizacién en
la industria de alimentos y en la industria farmacéuti-
ca, en este trabajo se evalud la utilizacién de la lipasa
Lipozyme TL IM en la produccion de grasas especiales
a partir de Superestearina de Palma y Aceite de Soya.
Los productos obtenidos presentaron aplicacién po-
tencial en la industria de alimentos.

Materiales y métodos

Materias primas y reactivos

El aceite de soya (SBO) y la superestearina de palma
(SEP) fueron suministrados por la empresa C.I. Sacei-
tes S.A (Bucaramanga, Colombia). Los reactivos grado
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Figura 1. (A) Diagrama de Pareto, (B) Diagrama de efectos principales para la variable grado de interesterificacion
(Gl).
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analitico se obtuvieron de Merck. La enzima Lipozyme
TLIM, una lipasa 1,3-especifica, fue suministrada por
Novozymes S.A. (Brasil).

Procedimiento general de la reaccion

En un reactor de 100 ml se adicionaron los sustratos y
la lipasa, y se incubd la mezcla de reaccién a la tempe-
ratura y tiempo establecidos en el disefno experimental,
manteniéndose en constante agitacién. Luego de
transcurrido el tiempo de reaccién, la enzima se recu-
per6 del producto por filtracién. El filtrado se recogié
en un tubo de ensayo, separando los acilgliceroles por
el procedimiento descrito por Senanayake et al., (1999)
y adaptado por Moreno (2001). El filtrado exento de
acidos grasos libres se conservo bajo refrigeracion para
determinar la composicion de acidos grasos, acilglice-
roles, punto de fusién y curva de sélidos.

En la seleccién de las condiciones de la reaccion se
utilizé un disefno experimental de tres niveles con 19 ex-
perimentos individuales. Las variables independientes
o factores estudiados fueron la razén enzima/sustrato,
el tiempo de reaccion y la temperatura (Tabla 1). Como
variable respuesta se midi6 el grado de interesterifi-
cacién (GI) medido como el incremento en los TAG
C50:2, C52:3 y C52:4, TAG que se espera se formen
por intercambio entre los acidos grasos ubicados en
los principales TAG componentes del aceite de soya
y de la superestearina de palma. El seguimiento de la
reaccion en el tiempo se efectud 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.

Determinaciones analiticas

Andlisis de acilgliceroles. El anélisis de acilgliceroles
de sustratos y productos de interesterificacion se
efectud por cromatografia de gases de alta tempe-
ratura (HTGC), segtn el procedimiento descrito por
Buchgraber et al., (2004), utilizando un cromatégra-
fo de gases Agilent Technologies 6890 Series GC

System (Palo Alto, EE.UU.) acoplado a un detector
de ionizacién de llama y una columna capilar MXT-
65TG (Cat. 17008, Restek Corporation., EE.Ud.) (30
mx 0,25 mm, D.I. x 0.1 um, d). La identificacién de
los TAG se realiz6 por comparacién directa de sus
tiempos de retencién con un patrén de triacilglicero-
les (Triglyceride Mix, 17811-1AMP de Sigma Chemi-
cal Co. EE.UU.) y los triacilgliceroles componentes
de los aceites de referencia para palmiste (Coconut
oil Supelco Cat. N° 47112-U) y soya (Soybean olil
Supelco Cat. N° 47122). La cuantificacién se realizé
por el método del estandar interno.

Perfiles de fusion. Los perfiles de fusién se midie-
ron por RMN de baja resolucién (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, luego se someten a un enfriamiento
a 0° C por 60 minutos, y se llevan 30 minutos a
la temperatura deseada inmediatamente antes de
realizar la lectura.

Puntos de fusién. Los puntos de fusion se determi-
naron segin el método Aocs Cc 3-25.

Analisis estadistico. Para el disefio experimental y
andlisis de los datos se empled el programa esta-
distico Statgraphics Plus 4.0 para Windows (1998),
aplicando las siguientes herramientas: a) Anélisis
de Efectos Principales; b) Anélisis de la varianza
(Anova); c¢) Desarrollo de un modelo matemético
que relacione las variables de proceso con la variable
de respuesta estudiada, para predecir un resultado
bajo un conjunto dado de condiciones de proceso;
d) Desarrollo de gréficos de superficies de respuesta;
e) Optimizacién multivariable.

Resultados y discusion

La seleccién de las condiciones de reaccién para
el sistema Aceite soya— Superestearina de palma

Tabla 1. Variables independientes y niveles del disefio experimental para el sistema SBO: SEP utilizando Lipozyme®
TL-IM como catalizador
i Cadigo del nivel de la variable
Variable
-1,79 -1 0 1 1,79
Razon enzimal/sustrato, IUN*/g aceite 1,3 6,3 12,5 18,8 23,8
Temperatura de reaccion, (° C) 40 50 60 70 80
Tiempo de reaccion, (h) 3 4 5 6 7

*IUN: Interesterification Unit Novo (unidad de interesterificacién Novo)
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Tabla 2.
como catalizador

Arreglos y respuestas del disefio experimental para el sistema SBO: SEP p/p utilizando Lipozyme® TL-IM

Razén
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(SBO:SEP)-Lipozyme® TL-IM que conducen al ma-
yor nivel de intercambio de acidos grasos entre los
sustratos (GI) se basé en el andlisis de los resultados
obtenidos de la aplicacién de un disefio experimental
de composicién central de segundo orden con tres
factores y tres niveles, que consté de 19 experimentos
individuales, y cuyos rangos, junto con los valores
obtenidos para la variable respuesta, se presentan en
la Tabla 2.

De acuerdo con estos resultados, al evaluar el efecto
de cada una de las variables en forma independiente,
se encontr6 que la temperatura de reaccion y la rela-
cién enzima/sustrato tienen efectos estadisticamente
significativos sobre el grado de interesterificacién a un
nivel de confianza del 95%, lo cual significa que el grado
de interesterificacién aumenta en la medida en que
estos factores se desplazan del nivel més bajo al nivel
mas alto, como se observa en los diagramas de Pareto
(Figura 1A) y de efectos principales (Figura 1B).

Para establecer el efecto de las interacciones entre
las variables y la variacién aleatoria debida a errores
experimentales se realizé el Andlisis de la Varianza
(Anova), y se encontré que la razén enzima/sustrato (A)
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y la temperatura (B) tienen efectos significativamente
diferentes de cero (p<0.05) en un nivel de confianza
del 95%, pero la interaccién entre estas variables no
es significativa (p>0.05).

Con base en estos resultados, el anélisis de los datos
del diseno experimental por medio de la metodologia
de superficie de respuesta (MSR) también permiti6 ob-
tener un modelo matemético tipo polinomio (Ecuacién
1) que involucra los factores que més influyen en el
grado de interesterificacion en orden a la obtencién de
grasas especiales. En €l, los términos 8 3. Bij corres-
ponden a los coeficientes de regresién predichos
para el intercepto, los términos lineales, los términos
cuadréticos y los términos de interaccion que mejor
ajustan el modelo matemético a los valores medidos
para la variable respuesta Gl (Tabla 3). X representa las
variables independientes (A: Razén enzima/sustrato, B:
Temperatura de reaccién y C: tiempo de reaccién). El

Ecuacion 1.

Gl (%) = B, + Z BX, +Z BX+Y Zﬂ XX,
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Tabla 3. Coeficientes de regresion del modelo matema-
tico predicho
Términos Coeficientes
Constante Bl 32,9984
A: Enzima BZ 2,1331
Lineal B: Temperatura B, 3,6713
C: Tiempo B, 0,2705
AA B, -1,3553
BB [36 -2,9849
Cuadratico CcC [37 0,4995
AB Bg -0,9750
Interacciones AC P, 10,0750
BC By -0,2500
R? =97,8%

valor estadistico R? cuadrado indica el grado de ajuste
del modelo a los datos experimentales, de forma que
para este sistema el modelo obtenido explica el 97.8%
de la variabilidad en el grado de interesterificacion.

A partir del modelo establecido se construyeron los
gréficos de superficie de respuesta, en los cuales se
representa graficamente: a) el efecto de variar la raz6n
enzima/sustrato y la temperatura (Figura 2A), y b) el
efecto de variar la razén enzima/sustrato y el tiempo
de reaccién (Figura 2B) sobre el GI. De ellos se de-
duce que los mayores grados de interesterificacion
se logran a altas cargas de enzima y temperaturas
de reaccién comprendidas entre el nivel 0 (60° C) y
el nivel 1 (70° C), y con tiempos de reaccién mayores
a tres (3) horas.

Finalmente, para ver el efecto simultaneo de las tres
variables y sus interacciones, y determinar las condicio-
nes que conducen a alcanzar los valores méaximos en el
grado de interesterificacion, se aplicé la metodologia
de optimizacién multivariable, encontrandose como
niveles 6ptimos para la reaccién los mostrados en la
Tabla 4, donde un valor de deseabilidad de 1,0 repre-
senta las condiciones mas favorables que se podrian
alcanzar en este sistema, y, en consecuencia, 0,94
significa que las condiciones seleccionadas estan muy
préximas al méximo teérico esperado.

Andlisis de triacilgliceroles (TGA). Para determinar los
cambios en la composiciéon de TAG y en las propieda-
des de las mezclas obtenidas en las condiciones selec-
cionadas como 6ptimas se realiz6 el seguimiento de
la reaccién con el tiempo. Se observé que el punto de
fusién disminuyé de 48,0° C (tiempo cero) hasta 40,5°
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Figura 2. Superficie de respuesta mostrando el efecto
de variar: (A) la razén enzima/sustrato y la
temperatura de reaccion; (B) la razén enzima/
sustrato y el tiempo de reaccion sobre la
variable de respuesta grado de interesterifica-|

cion (Gl).
Tabla 4. Combinacion de factores y niveles que con-
ducen a un valor éptimo de interesterificacion
Factor Ni\{el Niv_el 'Ni\_/el
minimo maximo optimo
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 (3 h) 1,79 (7 h) -1,.79 (3 h)
Deseabildad - e 0,94
Gl e 34%

C (después de 6 h de reaccién), mientras que el con-
tenido de grasa sélida medido a 25° C vari6 de 25,3%
a 12,8%. Estos resultados presentan una tendencia
similar a los hallados por Lai, et al., (1999), que utilizan-
do las enzimas lipasas inmovilizadas Lipozyme IM-60
y la lipasa de Pseudomonas spp. como catalizadores
para la transesterificacién de estearina de palma con
aceite de girasol en proporcion 60:40 (p/p), lograron
disminuir el punto de fusién de la mezcla a 37- 40° C,
y el contenido de grasa sélida a 3,9% a 40° C.
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Figura 3. Evolucion de los TAG con el tiempo de
reaccion en el sistema superestearina de
palma-aceite de soya—Lipozyme TL IM.

En cuanto a los TGA, se encontré que los TAG pre-
sentes en mayor proporcién en la superestearina de
palma, C48 y C50, disminuyen con el avance de la
reaccién para dar origen a los TAG estructurados
C50:2, C52:3 y C52:4 por intercambio de los acidos
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grasos ubicados en las posiciones primarias del gli-
cerol (Véase Figura 3). De los TAG formados, el que
se genera en mayor proporcion es el C50:2, seguido
del C52:3 y el C52:4. Un anélisis adicional de la mezcla
SBO: SEP intersesterificada mostr6 que ésta presenta
un contenido alto de &cido palmitico, linoleico y lino-
lénico en la posicién central del glicerol (sn-2), lo que
permite predecir un buen desempefio desde el punto
de vista nutricional.

El sistema de reaccién evaluado en este estudio no
ha sido reportado hasta el momento.

Conclusiones

Se logré la produccién de grasas especiales mediante
interesterificacién enzimética de la Superestearina de
Palma con Aceite de Soya, usando como catalizador
Lipozyme TL IM, alcanzandose grados de interesteri-
ficacion de 34% a una temperatura de 65° C, tiempo
de reaccion 3 h, con una concentracién de enzima de
2,5% respecto al peso del sustrato. Los productos ob-
tenidos por su composicién en TAG tienen aplicacién
potencial en la industria de alimentos.
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