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RESUMEN

Produccidn de lipidos estructurados por transesteri-
ficacion enzimatica del aceite de soja y aceite de palmis-
te en reactor de lecho empacado.

Se evalud la sintesis enzimatica de lipidos estructura-
dos por transesterificacion de aceite de soja con aceite de
palmiste en un reactor de lecho empacado (PBR) con ca-
pacidad para 500 gramos de enzima, utilizando como cata-
lizador Lipozyme RM-IM. La mezcla de sustratos se hizo
pasar a través del lecho de enzima a 70 °C y diferentes flu-
jos de aceite. A un flujo de 9.36 kg aceite/kg enzima/h se
alcanzé un grado transesterificacion de 19.6 % con una
productividad maxima calculada de 2344 kg aceite/kg enzi-
ma. Los triacilgliceroles que se formaron en mayor propor-
cion fueron el C40:2, C42:2, C42:3, C44:2, C44:3, C50:3 y
C50:4. El andlisis estereoespecifico de la mezcla grasa an-
tes y después de la transesterificacion indicé baja migra-
cion de grupos acilo. Los productos obtenidos pueden te-
ner aplicacion en la formulacion de emulsiones lipidicas
para nutricion enteral y parenteral y en la industria de ali-
mentos.

PALABRAS CLAVE: Lipasa — Lipidos estructurados —
Lipozyme — Reactor lecho empacado — RM-IM.

SUMMARY

Production of structured lipids by enzymatic
transesterification of soybean oil and palm kernel oil in a
packed-bed reactor.

Enzymatic synthesis of structured lipids by
transesterification of soybean oil with palm kernel oil was
evaluated in a packed-bed reactor with a capacity for 500g of
enzyme loading. Lipozyme RM-IM was used as catalyst.
Substrate blends were passed through the enzyme bed at
different flow rates. Transesterification reached a level of
19.6 %, with a maximum calculated productivity of 2344 kg
of transesterified oil’kg of immobilized enzyme, a flow rate of
9,36 kg oil’kg enzyme/h. The triacylglycerols formed in major
proportion were C40:2, C42:2, C42:3, C44:2, C44:3, C50:3
and C50:4. Stereoespecific analysis of the fat before and after
transesterification shows a slight migration of acyl groups. The
products obtained by this technology can be applied in the
formulation of lipid emulsions for enteral and parenteral
nutrition and the food industry.

KEY-WORDS: Lipase — Lipozyme — Packed-bed reactor —
RM-IM — Structured lipids.

1. INTRODUCCION

Los lipidos estructurados (SL) son triacilgliceroles
(TAG) modificados en la composicidn de sus acidos
grasos (FA) y su distribucién en las moléculas de gli-
cerol, por reacciones de interesterificacién quimica o
enzimatica. Algunos de estos lipidos se pueden cla-
sificar como alimentos funcionales o nutracéuticos
por estar directamente asociados a la prevencion o
tratamiento de diversas enfermedades (Lai y Chen,
2000; Waitzberg et al., 2006; Wanten y Calder, 2007).
La mayoria de ellos combinan FA de cadena media
con FA de cadena larga en una misma molécula de
glicerol, en tanto que otros combinan FA del mismo
tamano pero diferente grado de instauracion. Estos
lipidos presentan propiedades fisicas, quimicas o fi-
siolégicas que difieren significativamente de las gra-
sas y aceites naturales y es posible sintetizarlos em-
pleando lipasas inmovilizadas que actuan en las
posiciones sn-1y sn-3 o en la sn-2 de los TAG (Ca-
rrin y Crapiste, 2008; Chen et al., 2007; Osborn y
Akoh, 2002; Iwasaki y Yamane, 2000; Xu et al.,
2000).

Las enzimas inmovilizadas permiten trabajar en
reactores continuos tipo lecho empacado (PBR),
con una caida de presion minima a altas velocida-
des de flujo, ademas de lograr la reutilizaciéon efi-
ciente del sistema biocatalitico (Corredor y Caicedo,
2005). En los reactores PBR, al entrar el sustrato en
contacto con gran cantidad de enzima, el tiempo de
reaccion es menor comparado con el de los reacto-
res discontinuos, de forma que al utilizar lipasas in-
movilizadas sn-1,3 especificas, se limita la migra-
cion de grupos acilo que reducen la pureza
de triacilgliceroles producidos (Nielsen et al.,
2006).

Entre las lipasas sn-1,3 especificas empleadas
en la produccién de lipidos estructurados en reactor
PBR se encuentran la lipasa de Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM-IM) evaluada con éxito por Fomuso y
Akoh (2002), Kim y Akoh (2002), Camacho et al.
(2002), Lai et al. (2005), Nielsen et al. (2006) y la li-
pasa de Thermomyces lanuginosa (Lipozyme TL-
IM) evaluada por Xu et al. (2002) y Renne et al.
(2005). En estos trabajos se establecié que el gra-
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do de reaccion esta influenciado por el tipo de cata-
lizador, el tiempo de residencia del aceite, la tempe-
ratura de reaccion, la naturaleza de los sustratos y
el solvente cuando se usa.

Los autores mencionados han utilizado como
materias primas diferentes aceites vegetales y &ci-
dos grasos puros, y sus investigaciones se han
centrado en el estudio de reacciones de aciddlisis
generalmente dirigidas hacia la incorporacion de
acidos grasos de cadena media y de cadena corta.

En el presente trabajo se evalud la produccién de
lipidos estructurados en un reactor de lecho empa-
cado, mediante una reaccion de transesterificacion
enzimatica de aceite de soja y aceite de palmiste,
utilizando como catalizador la lipasa comercial Li-
pozyme RM-IM, en ausencia de solvente. Se midié
también la especificidad y productividad de la enzi-
ma y se caracterizaron los productos obtenidos para
establecer sus aplicaciones potenciales.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Materias primas y reactivos

El aceite de palmiste (PKO) y el aceite de soja
(SBO) fueron suministrados por la empresa C.l. Sa-
ceites S.A (Bucaramanga, Colombia). Los reactivos
grado analitico se obtuvieron de Merck.

Catalizadores: La enzima Lipozyme RM-IM,
una lipasa 1,3-especifica de Rhizomucor miehei, lo-
te LUX00115 fue suministrada por Novozymes S.A.
(Brasil) y la lipasa 1,3-especifica de Mucor miehei
Lipozyme Fluka 62350 lote LM70783 por Sigma-Al-
drich (EE. UU).

2.2. Procedimiento general de la reaccion

En todos los ensayos se utilizé un reactor de le-
cho empacado para 500 g de enzima construido en
vidrio, que consistioé de un cilindro de doble pared, de
10 cm de diametro interno por 15 cm de altura con
un tabique poroso en la parte inferior para retener la
enzima y permitir el flujo de aceite. La mezcla de
sustratos se alimento por la parte superior del cilin-
dro haciendo uso de una bomba de flujo variable. Pa-
ra determinar las mejores condiciones de reaccion,
el reactor se llené con 500 g de enzima y se pasoé la
mezcla de sustratos compuesta por 60% de aceite
de soja y 40% de aceite de palmiste (SBO:PKO
60:40 p/p) a 70 °C a través de la columna de enzima
a diferentes flujos. El grado de transeste-
rificaciéon (GT) obtenido, se cuantificé como la
sumatoria de la concentracién de los TGA
C42:2+C44:2+C46:2+C48:2+C48:3+C48, TGA es-
perados mayoritariamente, de acuerdo a la predic-
cion tedrica del intercambio de &cidos grasos del
aceite de soja y el aceite de palmiste. Adicionalmen-
te se midi6 el grado de hidrdlisis (GH) de la reaccion,
por la implicacion que tiene la generacion de acidos
grasos libres cuya separacion posterior repercute en
los costos de produccion (Moreno, 2008). En todos
los casos los productos obtenidos se caracterizaron
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en cuanto a composicion en acilgliceroles. Al pro-
ducto obtenido en las condiciones de proceso selec-
cionadas se le realizé la caracterizacion estructural
de los TGA, el perfil de fusion, el punto de fusidn y el
contenido de acidos grasos.

2.3. Determinacion de la productividad
de la enzima

Para determinar la productividad de la lipasa Li-
pozyme RM-IM en el reactor PBR, se hizo pasar la
mezcla de aceites SBO:PKO 60:40 p/p a través del
lecho de la enzima a una temperatura de reaccién
de 70°C y un flujo de 9.3 kg aceite/kg enzima/h. Se
tomaron muestras del efluente a intervalos apropia-
dos de tiempo durante la operacion del reactory se
midieron los contenidos de grasa solida (SFC) para
cuantificar la pérdida de actividad.

2.4. Determinaciones analiticas

Andlisis de acilgliceroles. El analisis de acilgli-
ceroles de sustratos y productos de interesterifica-
cion se efectud por cromatografia de gases de alta
temperatura HTGC segun el procedimiento descri-
to por Buchgraber et al. (2004), utilizando un cro-
matografo de gases Agilent Technologies 6890 Se-
ries GC System (Palo Alto, EE.UU.), acoplado a un
detector de ionizacién de llama y una columna ca-
pilar MXT-65TG (Cat. 17008, Restek Corporation.,
EE.UU.) (30 m x 0,25 mm, D.I. x 0.1 pm, df). La tem-
peratura del horno se programé desde 240°C (1
min) hasta 360°C a 8°C/min, la del detector se
mantuvo en 370°C. El gas de arrastre empleado
fue helio (99,995 %), a un flujo de 40 cm/s y el gas
make up nitrégeno a 30 ml/min. El inyector Split se
mantuvo en 370°C y el volumen de inyeccién fue
1.0 pl de solucién de TAG. La identificacion de los
TAG se realizd por comparacion directa de sus
tiempos de retencién con un patrén de triacilglice-
roles (Triglyceride Mix, 17811-1AMP de Sigma
Chemical Co. EE.UU.) y los triacilgliceroles compo-
nentes de los aceites de referencia para palmiste
(Coconut oil Supelco Cat. N® 47112-U) y soja (Soy-
bean oil Supelco Cat. N° 47122). La cuantificacién
se realizd por el método del estandar interno, utili-
zando colesterol.

Andlisis de dcidos grasos — formacion de
ésteres metilicos (FAME). La composicion en aci-
dos grasos se determiné por cromatografia de ga-
ses, con un equipo Agilent Technologies 6890 Se-
ries GC System (Palo Alto, EE.UU.), acoplado a un
detector de ionizacién de llama y una columna ca-
pilar DB-WAX (30 m x 0, 32mm, D.I. x 0.25um, df).
La temperatura del horno se vario desde 50 °C (2
min) hasta 250°C (10 min) a 12 °C/min. La tempe-
ratura del detector fue 300 °C. El gas de arrastre
empleado fue helio (99,995 %), a un flujo de 40
cm/s y el gas make up nitrégeno a 30 ml/min. El in-
yector Split (10:1) se mantuvo en 250 °C y el volu-
men de inyeccion fue 1.0 pl. La identificacion de los
metilésteres de &cidos grasos se realizdé por com-
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paracion directa de sus tiempos de retenciéon con
un patron de FAME (Fatty Acid Methyl Ester Mix
SUPELCO Cat. N® 18918-1). La cuantificacién se
realizo por el método del estandar interno, utilizan-
do tridecano. Con anterioridad al analisis por cro-
matografia de gases, los &cidos grasos se transfor-
maron en sus correspondientes metilésteres
usando el método del KOH en metanol (IUPAC Me-
thod 2.301, 1987).

Andlisis estructural de los triacilgliceroles.
El andlisis de la distribucién espacial de los acidos
grasos en los triacilgliceroles se realiz6 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 gra-
sos ubicados en las posiciones sn-1,3 de los triacil-
gliceroles en sus correspondientes butilésteres y
cuantificarlos posteriormente por cromatografia de
gases.

Para la preparacion de los butilésteres, en un tu-
bo de ensayo se adicionaron 200 mg del analito,
500 pl de n-butanol y 250 mg de la enzima Lipozy-
me IM20. La mezcla se dejé reaccionar durante 20
minutos, agitando suavemente cada 2 minutos.
Posteriormente, se extrajo con 5 ml de hexano y la
fase orgéanica se lavé con 2,0 ml de solucién satu-
rada de NaCl y luego con 2,0 ml de agua. Final-
mente, la fase organica se secé con Na,SO, anhi-
dro y se diluyé a 5,0 ml con hexano. De ésta
solucién se inyecté 1 pl directamente al cromatoé-
grafo de gases y la separacion de los butilésteres
se efectud bajo las condiciones utilizadas para la
elucion de los FAME.

Andlisis estereoespecifico. La cuantificacion
de los acidos grasos ubicados en la posicion sn-2
de los TAG, se obtuvo aplicando la ecuacion 1:

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

Donde, FA (sn-1,3) son los &cidos grasos ubica-
dos en las posiciones sn-1,3 de los TAG y corres-
ponden a la composicion (% mol) de los butiléste-
res hallada por cromatografia de gases, en tanto
que FA (sn-1,2,3) corresponde a los acidos grasos
de las posiciones sn-1,2,3 cuantificados como me-
tilésteres (% mol) por GC.

Contenido de grasa sdlida (SFC). El contenido
de grasa solida de la mezcla antes y después de la
transesterificacion se determind por resonancia
magnética nuclear (RMN) de baja resolucion segun
el método AOCS Cd 16b-93 (1996) utilizando el
equipo de RMN Minispec mqg-20 Mhz, Bruker.
(Rheinstetten, Germany). Para este andlisis las gra-
sas se atemperaron a 70 °C (7 min) seguido de un
enfriamiento a 0°C (60 min) y 30 minutos a la tem-
peratura a la cual se hace la medicion.

Grado de hidrdlisis (GH). Se determiné a par-
tir del indice de acidez (método AOCS Ca 5a-40)
de la mezcla grasa antes y después de la reaccion
de transesterificacion y del indice de saponificacion
(método AOCS Cd 3-25) de la mezcla grasa apli-
cando la siguiente ecuacion:
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GH (%) = ((IAgnai | Ainicial)/(1S-1Airicia)) 100 Ec. 2.

Donde: 1A, = indice de acidez de la mezcla
grasa sin transesterificar

|Ajna = Indice de acidez de la mezcla
grasa transesterificada

IS = indice de saponificacién de la
mezcla grasa

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla 1 se presenta la composicion en tria-
cilgliceroles del aceite de palmiste, aceite de soja y
la mezcla inicial de reaccion constituida por 60 % de
aceite de soja y 40 % de aceite de palmiste. El acei-
te de palmiste esta conformado por los TAG con nu-
mero de carbono (CN) y dobles enlaces (DB) que
varian entre C26:0 y C50:2 y el aceite de soja por
TGA que varian entre C50:1 y C54:7. Los principa-
les TAG componentes del aceite de palmiste son
C32:0, C34:0, C36:0, C38:0 y C40:0 que en conjun-
to suman el 26 % de la mezcla de reaccion, en tan-
to que los principales componentes del aceite de
soja son C54:6, C54:5, C54:4 y C52:4 que repre-
sentan el 47 % de la mezcla SBO:PKO.

Al hacer pasar la mezcla de sustratos (SBO:PKO
60:40 p/p) a través del reactor PBR, ocurrié un inter-
cambio entre los acidos grasos de los TAG compo-
nentes del aceite de palmiste y del aceite de soja
que condujeron a la formacion de los lipidos estruc-
turados. Este intercambio (tabla 2), el grado de inte-
resterificacion y el grado de hidrdlisis alcanzados (fi-
gura 1) variaron con el flujo del aceite. EI mayor
valor de GT (22,14 %) se logré con un flujo de 4.36
kg aceite/kg enzima/h. A flujos menores la reaccion
de transesterificacion se acerca al equilibrio en tan-
to que la reaccidon de hidrdlisis continua, disminu-
yendo el rendimiento de TAG, ademas, el tiempo de
proceso se hace mayor conduciendo a mayores
costos. A un flujo de 9,36 kg aceite/kg enzima/h el
grado de transesterificacion fue 2.4 % mas bajo, pe-
ro el tiempo de proceso se redujo a la mitad, permi-
tiendo duplicar la productividad de la enzima. En el
rango de flujos evaluados el grado de hidrdlisis fue
bajo y sus valores oscilaron entre 0.57-0.89 %.

En cuanto al cambio en la composicion de TGA
con el flujo del aceite (Tabla 2) en todos los casos
se observo una tendencia similar basada en la dis-
minucion de la concentracion de los TAG saturados
C32:0 a C40:0 componentes del aceite de palmiste
y los TAG poliinsaturados C52:2 a C54:7 compo-
nentes del aceite de soja, y el aumento principal-
mente en la concentracion de los TAG C42:1,
C42:2, C44:2, C44:2, C46:1, C46:2 C48:2, C48:3 y
C48:4, C50:3 y C50:4, ausentes o presentes en ba-
ja concentracién en la mezcla inicial de reaccion. A
este nuevo grupo de TAG se les conoce como lipi-
dos estructurados.

Analisis estereoespecifico de los lipidos es-
tructurados obtenidos.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la
evaluacion de la especificidad de Lipozyme RM IM
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Tabla 1
Triacilgliceroles componentes de las materias primas y la mezcla
de reaccion SBO:PKO 60:40 p/p.

Flujo* Aceite de soja Aceite de palmiste Mezcla Inicial
TAG ACN:DB %(p/p) %(p/p) %(p/p)
C26:0 nd 0,5 0,2
C28:0 nd 0,2 0,1
C30:0 nd 1,4 0,5
C32:0 nd 7,2 2,8
C34:0 nd 9,2 3,7
C36:0 nd 22,6 9,1
C38:0 nd 16,7 6,7
C40:0 nd 9,8 3,9
C40:1 nd 1,6 0,4
C40:2 nd 0,4 0,1
C42:0 nd 4,0 1,6
C42:1 nd 4,2 1,7
C42:2 nd 0,4 0,2
C42:3 nd nd nd
C44:0 nd 1,5 0,6
C44:1 nd 3,4 1,4
C44:2 nd 0,8 0,3
C44:3 nd 0,1 nd
C46:0 nd 0,5 0,2
C46:1 nd 3,4 1,4
C46:2 nd 0,6 0,2
C48:0 nd 0,3 0,1
C48:1 nd 1,6 0,7
C48:2 nd 2,5 1,0
C48:3 nd 0,5 0,2
C50:0 nd nd nd
C50:1 0,9 1,3 1.1
C50:2 1,8 11 15
C50:3 nd 0,2 0,1
C50:4 nd nd nd
C52:1 0,5 0,4 0,5
Ch2:2 4,0 2,0 3,2
C52:3 8,1 0,7 5,2
Cb52:4 13,2 nd 7,9
C54:1 2,6 nd 1,6
C54:2 1,6 0,6 1,2
C54:3 6,7 nd 47
C54:4 13,8 0.7 8,6
C54:5 20,5 nd 12,3
C54:6 22,9 nd 13,8
C54:7 3,3 nd 2,0

nd: no detectable
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Tabla 2
Variacion de la concentracion de los TAG componentes de la mezcla SBO:
PKO 60:40 p/p, en reactor PBR a diferentes flujos de aceite.

i Mezcla
Flujo* L 2,05 4,36 9,36 15,65 32,48
inicial
TAG ACN:DB %(p/p) %(p/p) %(p/p) %(p/p) %(p/p) %(p/p)
C26:0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2
C28:0 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2
C30:0 0,5 1,0 0,9 0,5 0,5 0,8
C32:0 2,8 0,8 0,8 0,7 0,7 1,2
C34:0 3,7 0,9 0,3 0,4 0,5 0,8
C36:0 9,1 1,8 1,7 1,9 2,3 3,9
C38:0 6,7 1,2 1,3 1,5 1,7 2,6
C40:0 3,9 2,3 2,3 2,2 2,3 2,6
C40:1 04 1,1 0,8 0,8 0,7 0,7
C40:2 0,1 0,8 0,9 0,8 0,7 0,6
C42:0 1,6 2,0 1,6 1,6 1,5 1,6
C42:1 1,7 3,3 3,2 2,8 2,6 2,4
C42:2 0,2 4.3 4,0 3,5 3,2 2,2
C42:3 nd 0,6 0,4 0,4 0,4 0,2
C44:0 0,6 1,6 1,3 1,2 1,2 1,0
C44:1 1,4 1,7 1,6 1,6 1,7 1,4
C44:2 0,3 2,9 2,5 2,3 2,2 1,6
C44:3 nd 1,0 0,9 0,8 0,9 0,5
C46:0 0,2 1,6 1,7 1,5 1,5 0,9
C46:1 1,4 2,9 3,2 2,9 2,8 2,2
C46:2 0,2 4.1 4,2 3,9 3,6 2,4
C46:3 nd 0,6 1,1 0,9 1,0 0,3
C48:0 0,1 0,3 0,5 0,4 0,6 0,3
C48:1 0,7 1,1 1,6 1,5 1,5 1,1
C48:2 1,0 3,6 4.1 3,8 3,5 2,6
C48:3 0,2 5,0 5,3 4,6 4.1 3,0
C48:4 nd 3,8 4,0 3,6 3,2 2,4
C50:1 1,1 1,5 1,5 1,7 1,6 1,4
C50:2 1,5 1,6 1,7 1,8 1,7 1,6
C50:3 0,1 1,3 1,3 1,3 1,2 0,8
C50:4 nd 1,0 1,0 1,1 0,9 0,7
Ch2:1 0,5 0,6 0,6 0,7 0,8 0,8
Ch2:2 3,2 1,8 1,9 2,4 2,6 3,0
Ch52:3 5,2 3,7 3,7 4.3 4.3 4.4
Cbh2:4 7.9 3,3 3,3 4.1 4,3 5,1
C54:1 1,6 0,0 0,0 0,8 0,9 1,1
Ch54:2 1,2 0,6 0,7 1,3 0,9 1,1
C54:3 4,7 2,4 2,5 3,3 3,3 3,8
Cb54:4 8,6 4,9 5,0 6,1 6,5 7,2
C54:5 12,3 6,2 6,2 7,5 8,4 9,6
C54:6 13,8 3,5 3,4 5,0 6,2 8,3
C54:7 2,0 0,9 1,2 1,3 1,3 1,6

* kg aceite/kg enzima/h
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Figura 1
Efecto del flujo de aceite sobre el grado de transesterificacion
(-M-) y el grado de hidrdlisis (-A-) de la mezcla SBO:PKO
60:40 p/p tratada con Lipozyme RM-IM, en un reactor PBR.

Tabla 3
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

Acido Mezcla inicial Mezc!a_
Graso transesterificada
CN:DB* sn-1,2,3 sn-1,3 sn-2** sn-1,3 sn-2**
C6:0 0,4 0,3 0,6 0,3 0,6
C8:0 3,8 5,6 0,3 5,1 1,3
C10:0 2,6 3,0 1,7 2,8 2.1
C12:0 26,7 29,3 215 28,6 22,9
C14:0 7,1 8,0 5,3 8,3 4,6
C16:0 10,0 13,4 3,1 14,2 1,5
C18:0 3,0 3,9 1,0 4,3 0,2

C18:1n9¢c 15,5 12,7 21,0 11,9 22,5
C18:2n6c 27,0 20,1 40,8 204 40,2
C18:3n3 3,7 3,2 4,8 3,1 5,0

C20:0 0,3 0,5 0.0 0,7 0,1

*CN:DB: Numero de carbono : nimero de dobles enlaces
** Resultado matematico (Ver ecuacion 1).

en un reactor PBR, para lo cual se analizaron 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 reac-
cion de transesterificacion. Los resultados alli con-
signados indican que Lipozyme RM-IM exhibio alta
especificidad por las posiciones sn-1,3 de los TAG,
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al tiempo que la composicion de los acidos grasos
ubicados en la posicidn sn-2 se mantuvo aproxima-
damente igual, lo que significa que la migracion de
grupos acilo en este sistema de reaccién fue menor
a la observada al utilizar un sistema en discontinuo
reactor de tanque agitado (datos no mostrados)
(Moreno, 2008). Autores como (Nielsen et al., 2006)
han encontrado que en el reactor PBR la migracion
de los grupos acilo disminuye.

La alta especificidad exhibida por Lipozyme RM-
IM en el reactor PBR es importante para la sintesis
de lipidos con propiedades funcionales definidas,
en donde se desee preservar los FA insaturados
presentes en la posicion central de la molécula,
cambiando sélo los FA presentes en las posiciones
primarias (sn-1,3) de los acilgliceridos.

Productividad de la enzima. Para calcular la pro-
ductividad de la enzima en un reactor PBR es nece-
sario conocer previamente la pérdida de actividad re-
sidual de la misma. De acuerdo a Novozymes (2004),
la pérdida de actividad de la enzima en este tipo de
reactores puede determinarse como una funcién del
tiempo de operacion, combinando los datos obteni-
dos en la operacion en discontinuo en un reactor de
tanque agitado y los obtenidos de la operacion del re-
actor de lecho empacado.

En este caso, la relacién utilizada para calcular
la actividad residual de la enzima inmovilizada Li-
pozyme RM IM (o) en el reactor PBR al tiempo t,
fue la mostrada en la ecuacion 3:

6w, k |\ AA+ A,—sfc ©

Donde: k=0.7552, A,= 11.2912 y AA = -8.8020
son las constantes obtenidas de la reaccion de
transesterificacién en reactor de tanque agitado
(Moreno, 2007).

W, = cantidad de enzima en el reactor PBR (0.5
kg)

F, = flujo masico de aceite (0.775 kg.min™)

t, =tiempo desde el inicio del reactor PBR

sfc = SFC al tiempo t,

A partir de los datos experimentales se calculd la
actividad residual de Lipozyme RM-IM y se relacion6
con el tiempo de reaccién (durante 32 dias) como se
muestra en la figura 2, observandose que el modelo
que se ajusta a los datos obtenidos, corresponde a
una cinética de primer orden (ecuacioén 4) que es fun-
cién del tiempo de vida media observado (t;,,).

—In(2)*t

P

ot,) = 0, "exp| — —* Ec. 4

Donde: o, = actividad residual estimada en el
tiempo cero
t,, =tiempo de vida medio estimado

Del ajuste de los datos experimentales se obtie-
nen los valores de o, Y t;, donde o, = 47,65% y
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y = 47 65600904

+ Actividad residual, [%]

— Exponencial (Modelo [%])

Actividad Residual [%]
s
o

10,0 -
0,0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo [dias]
Figura 2

Actividad residual (-u-) calculada y predicha por el modelo ex-
ponencial para la transesterificacion de la mezcla SBO:PKO
60:40 p/p en reactor PBR con Lipozyme RM-IM

t,» = 7,67 dias. Estos valores se emplean para cal-
cular la productividad (P) de la Lipasa RM IM defi-
nida como “la cantidad total de aceite transesterifi-
cado hasta cuando la actividad residual de la
enzima en el reactor PBR ha alcanzado el 5% del
valor inicial”, usando la ecuacion 6:

4
P((x:5%):J.Fp*%tp)~dtp Ec.6
t 0

Reemplazando la ecuacion 4 en la ecuacion 6

se tiene: t
: —In(2)*t
P(a=5%)=jFp*exp(—i) 2
to

12

] -dt, Ec.7

Donde: P(o. = 5%) = Productividad total
t, = 0 dias (tiempo inicio de operacion
del reactor de flujo)
t; = 33 dias (tiempo en que o (t,) = 5%
de la actividad inicial
F, = 223.2 kg aceite/dia (1.55 kg/min).
t,, = 7.67 dias.

Asi desarrollando la integral se encuentra un va-
lor para P(o. = 5 %) de 2344 kg aceite transesterifi-
cado/kg enzima. Este dato indica que con el siste-
ma SBO:PKO (60:40 p/p) y Lipozyme RM-IM en
reactor PBR se logré una productividad superior a
la alcanzada para el mismo sistema en un reactor
de tanque agitado, en el cual el valor de P(o. = 5 %)
fue de 1200 kg aceite transesterificado/kg enzima
(Moreno, 2007).

Caracterizacion de productos de reaccion.

Los productos de reaccion fueron caracteriza-
dos respecto a contenido de TGA, &cidos grasos,
contenido de grasa sélida y punto de fusién (Tabla
4). Se encontré que la mezcla SBO:PKO 60:40 p/p
transesterificada por ser liquida a temperatura am-
biente y por su composicion en TGA se podria utili-
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Tabla 4
Contenido de grasa sélida y punto de fusion
de la mezcla de reaccion SBO:PKO 60:40 p/p,
antes y después de la transesterificacion
(Reactor PBR, flujo 9.3 kg aceite/kg enzima/h)

.. Mezcla
Mezcla inicial transesterificada
SFC* (%) / SFC (%) /
temperatura (°C) temperatura (°C)
28.8 (5) 20.5 (5)
20.3 (10) 9.8 (10)
12.1 (15) 2.4 (15)
4.0 (20) 0.0 (20)
Punto de fusién: 21.5 °C 14.5-15.0 °C

*SFC: contenido de grasa solida / temperatura de analisis

zar en la produccion de emulsiones lipidicas para
nutricion por via enteral o parenteral. De acuerdo a
D’Agostini et al. (2001), los lipidos estructurados
que contienen en su estructura &cidos grasos de
cadena media y acidos grasos esenciales como son
los obtenidos en este estudio, pueden utilizarse pa-
ra el tratamiento de deficiencias de absorcion de
grasas y dificultades metabdlicas relacionadas con
fibrosis cistica, cirrosis y anorexia asi como en la
preparacion de formulaciones parenterales para pa-
cientes que van a ser sometidos a cirugias o que
padecen desnutricion severa. Estas emulsiones
ademas, no presentan los problemas de toxicidad
de las emulsiones fabricadas solo con triacilglicero-
les de cadena media (lllis et al., 1998).

Las mezclas de SBO:PKO transesterificadas
preservaron asimismo los &cidos grasos esenciales
Omega-6 y Omega-3 en la posicidon central de los
TAG, en tanto que los acidos grasos de cadena me-
dia se ubicaron preferentemente en las posiciones
primarias, (Tabla 3). Esto permite que una vez hi-
drolizados de las posiciones primarias los acidos
grasos de cadena media, queden los acidos grasos
esenciales en forma de sn-2 monoacilgliceroles,
forma en que mejor son absorbidos por el organis-
mo para evitar la aparicién del sindrome de caren-
cia de acidos grasos esenciales. De otra parte, la
relacion Omega-6/0Omega-3 en la posicion sn-2 de
los TAG formados esta dentro de los rangos que se
han considerado ideales (5:1y 10:1) para promover
un buen estado de salud (Nielsen et al., 2006; Si-
mopoulus 2003).

En la industria de alimentos los productos obte-
nidos pueden ser utilizados como un aceite de co-
cina saludable, debido a que los TAG estructurados
que combinan acidos grasos de cadena media y
larga en una misma molécula tienen punto de hu-
mo mayor (210 °C) que los triacilgliceroles de cade-
na media (143 °C) o las mezclas fisicas de triacilgli-
ceroles de cadena media con triacilgliceroles de
cadena larga Matulka et al. (2006).
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El sistema de reaccion evaluado en este trabajo
no ha sido previamente reportado.

4. CONCLUSIONES

La transesterificacion de aceite de soja con
aceite de palmiste (60:40 p/p) en un reactor PBR
utilizando Lipozyme RM-IM como catalizador per-
mite la obtencidn de lipidos estructurados con TAG
mayoritariamente constituidos por C40:2, C42:2,
C42:3, C44:2, C44:3, C50:3 y C50:4, con aplicacion
potencial en la preparacion de emulsiones lipidicas
para uso terapéutico y como aceite de cocina salu-
dable.

El biocatalizador utilizado Lipozyme RM-IM per-
mite alcanzar una productividad de 2344 kg aceite
transesterificado/kg enzima cuando se opera el re-
actor PBR a un flujo de 9.3 kg aceite/kg enzima/h,
con baja migracién de grupos acilo.
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