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RESUMEN

En el presente trabajo de grado se desarrollé una investigacion experimental con
el fin de evaluar el proceso de obtencion de un Equivalente a la Manteca de Cacao
(CBE) en la empresa SIGRA S.A utilizando principalmente dos materias primas:
Acido estearico y Oleina de palma las cuales fueron empleadas para desarrollar
este proyecto, para ello se realizO una comparacion entre la mezcla grasa
obtenida y una manteca de cacao de referencia, asi como, el andlisis del
comportamiento de las variables de reaccién con respecto a los triglicéridos de
interés (POP, POS y SOS).

Para el logro de los objetivos se empezd con una investigacion completa basada
en articulos, tesis y patentes encontradas en diferentes paginas cientificas como
Spacenet, Springer, ELSEVIER y EBSCO enfocadas especificamente en el
proceso de obtencion de CBE ademas que involucraran oleina de palma y acido
estearico. Con la informaciébn encontrada se desarrollaron tres ensayos
preliminares dénde se involucraron variables como (temperatura, relacion,
agitacion, tiempo de reaccion y porcentaje de enzima) con el fin de determinar
cudles eras las mejores condiciones a trabajar durante la ejecucion de los
siguientes experimentos.

Posteriormente se realizaron dos disefios experimentales 32 uno con &cido
estearico de “Pureza Media” y otro para “Pureza Alta” con el fin de analizar el
efecto de las variables (temperatura y Relacion) en cada uno de los triglicéridos de
interés (POP, POS y SOS), especificamente los obtenidos en la cuarta hora de
reaccion, asi como la optimizacién de cada disefio experimental con el fin de
obtener composiciones con mayor similitud a las de una manteca de cacao.

Para el primer disefio experimental se determinaron las mejores condiciones de
operacion para llegar a obtener un CBE las cuales son: Temperatura (65,70-66) °C
y Relacion (1:2,38-1:2,67), logrando obtener los rangos de composicion de los
triglicéridos de interés POP (21,47-24,5) %; POS (22,59-32,26) %, SOS (15,14-
18,08) %. Con respecto al segundo disefio experimental se determinaron los
rangos oOptimos de las condiciones de operacidén los cuales son: Temperatura
(60,67— 61,49) °C y Relacion (1:0,95-1:1,04). Dando a conocer las composiciones
de los TAG de interés POP (8,5 -10,8) %; POS (29,95 — 31,53) %, SOS (28,48 —
33,69) %.

Se realizaron diferentes analisis fisico-quimicos a las muestras obtenidas en cada
experimentacion tales como: indice de yodo el cual mostro que los resultados
obtenidos son similares a los de la manteca de cacao, el indice de acidez
demostré que es necesario un proceso de separacion, el analisis de curva de
sélidos mostro la mejor trayectoria de la mezcla grasa obtenida y gracias a las
cromatografias de gases se obtuvo el perfil de triglicéridos. De igual forma se
reflejaron los costos de las materias primas, asi como los costos de los analisis
fisico-quimicos realizados en toda la experimentacion para el desarrollo del
proyecto a nivel de laboratorio.
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INTRODUCCION

A lo largo de los afios la planta de cacao ha sido utilizada en gran variedad de
procesos alimenticios; entre estos procesos esta la fabricacion cobertura de
chocolate, rellenos de confiteria, industria de cosméticos, helados, galletas,
pretzels, estabilizador en postres e incluso como reemplazo de aceite para
cocinar.

Debido a que la manteca de cacao (CB) es costosa en comparacion con otras
grasas vegetales y aceites comerciales; se han buscado alternativas a la manteca
de cacao los cuales estan clasificados en tres grupos: sustituto de manteca de
cacao (CBS), derivado de grasas lauricas, indicando que no es compatible con la
manteca de cacao; Reemplazante de manteca de cacao (CBR), proveniente de
grasas no lauricas y es parcialmente compatible con la manteca de cacao, por
altimo, Equivalente de manteca de cacao (CBE), siendo el mas compatible con la
manteca de cacao, teniendo un perfil de acidos grasos y propiedades
fisicoquimicas mas afin con el CB.

La elaboracién del Equivalente a la manteca de cacao (CBE) en la Industria de
Alimentos, especialmente grasas y aceites ha sido ampliamente estudiada. El
primer estudio se realiz6 en el afio 1987, dbnde ESPACENET hizo una publicacién
llamada “Un proceso de tratamiento y evaluacién de manteca de cacao”, en la
investigacion se hizo una combinacion de acido estedrico con una mezcla grasa
para tener un producto similar a la manteca de cacao. Desde esa fecha se han
realizado cantidad de investigaciones hasta el dia de hoy con diferentes materias
primas y diferentes variables involucradas durante los procesos para la obtencién
de un CBE.

La empresa SIGRA S.A es una empresa Nacional ubicada en Bogot4, esta
dedicada al desarrollo, produccién y comercializacion de productos grasos para la
industria panificadora y de alimentos; con el objetivo de ser lideres en el mercado
se busca por medio del area de investigacién y desarrollo el uso de productos
obtenidos en los procesos realizados por la empresa, asi como el empleo de
nuevas tecnologias y procesos para la evaluacion de la productividad elaborada.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de un Equivalente a la
Manteca de Cacao estudiando el efecto que tienen las variables de Temperatura,
Relacion y mezcla de materias primas sobre el producto obtenido mediante la
investigacién; también, encontrar la mejor interaccion entre las variables
involucradas durante la experimentacion para reconocer cual es el mejor dato a
trabajar para conseguir un producto similar a la manteca de cacao.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el proceso de obtencidon del equivalente de manteca de cacao mediante
interesterificacion enzimética de una mezcla grasa en SIGRA S.A.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las variables del proceso de produccion del CBE mediante ensayos
preliminares.

Determinar las condiciones de operacion para la obtencion del equivalente de
manteca de cacao (CBE).

Evaluar las propiedades fisicas y quimicas entre el producto obtenido (CBE), y
la manteca de cacao.

Evaluar los costos de produccién del CBE.
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1. GENERALIDADES

Dado que la finalidad del proyecto consiste en la obtencion del equivalente de
manteca de cacao, es necesario plantear algunos conceptos que sirvan de apoyo
hacia la interpretacion del proyecto. En este capitulo se plantean los fundamentos
necesarios para el desarrollo del proyecto de investigacion, donde se da a conocer
la informacién del producto a obtener, la elaboracion de este producto a partir de
otras materias primas previamente y la ocupacion que tiene cada una de las
materias primas en el paso a paso del proceso de obtencién de un equivalente a la
manteca de cacao.

1.1 MANTECA DE CACAO

La manteca de cacao (CB) es una grasa natural obtenida de las semillas de cacao
(Theobroma cacao), comunmente utilizado como ingrediente importante para la
produccion de chocolate. Su composicibn consiste principalmente en
triacilgliceridos (TAG’s): glicerol-1,3-dipalmiato-2-oleato (POP, P palmitico, O,
oleico), glicerol-1-pal-mitato-2-oleato-3-estearato, (POSt; St stearic) y glicerol-1,3-
diestearato-2-oleato (StOSt).! “Hay tres areas principales en el mundo en donde
crece el arbol de cacao; Africa Occidental, Asia y América Central y del Sur,
dependiendo del origen de la manteca de cacao, existen diferencias en la
composicion de ftriglicéridos™, de acuerdo a la tabla 1; que representa la
composicién de triglicéridos de diferentes origenes, el acido estearico varia en un
3% mientras que el 4cido oleico con un porcentaje mayor a 1%; como se observa,
la diferencia no es mayor, aunque es dominante su uso para proyectos de
investigacion.

Tabla 1. Composicién de triglicéridos de manteca de cacao de diferentes origenes

Sur Ameérica Norte y Centro Ameérica Africa Asia
+6) (%&) % %,

POP 19.0 18.6 18.4 18.6
POSt 38.0 3B.9 39.1 A40.0
S1oSst 26.0 26.9 8.2 308
ADST 0.5 0.6 0.6 0.8
PO 3.4 2.7 2.2 1.2
St00 57T 53 4.T 29
PLIiP 1.1 1.0 1.0 0.8
PLISt 3.5 3.3 3.2 2.9
SiList 2.8 2.7 2.5 2.2

Fuente: “Cocoa Butter and Related Compounds”. [Archivo PDF]. 21 de agosto del
2017. Esta es una representacion de los triglicéridos de arboles de cacao en diferentes
partes del mundo. La imagen no esta descrita en su totalidad, solo los triglicéridos que
son de interés en la manteca de cacao.

1 N. Biswas Y. L. Cheow, C. P. Tan, L. F. Siow. Blending of palm Mid-fraction, refined bleached
deodorized palm kernel oil or palm stearin for Cocoa Butter Alternative. En Springer Science, 2016,
p. 1415-1427.

2 Nissim Garti, Neil R. Widlak. Cocoa Butter Related Compounds, Aocs Press. Junio, 2012, p. 14 —
15.
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“‘La manteca de cacao es la responsable de caracteristicas importantes en el
chocolate como la dureza, la fusién rapida y completa por debajo de la
temperatura corporal, el brillo y la vida util”3, siendo también esta grasa polimorfa
la responsable del costo en el chocolate, lo que la vuelve significativa y valiosa en
el mercado. Su obtencién esta representada en el diagrama 1.

Diagrama 1.0btencién de la manteca de cacao
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1.1.1 Polimorfismo y fase de la manteca de cacao. El Polimorfismo y fase en la
manteca de cacao se ha examinado por medio de calorimetria de barrido (DSC) y
difraccién de rayos X (XRD). Se encontraron alrededor de tres especies basicas,
las cuales se asocian a la cristalizacion de triacilgliceroles monoinsaturados y
estan clasificadas como alfa, beta y beta prima (a, B y B’) . La forma tipo a

3 Melina Codini, Florencia Diaz Velez, Ines Villavicencio, Mariana Ghirardi. Extraction and

Applications of Cocoa Butter. En Revista de investigacion académica Dialnet. 2004, p. 143 — 148.
4 C. Loisela, b, G. Kellera, G. Lecgb, C. Bourgauxc, and M. Ollivona. Phase Transitions and
Polymorphism of Cocoa Butter. En JAOCS Vol. 75 no. 4, 1998 p. 425-439.
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propone una mezcla grasa liquida la cual tiene un punto de fusion alrededor de
23°C. La forma B se observa cuando la fraccion se funde y se solubiliza en la fase
liquida a 37.5°C, para la fase B° , se hace un aislamiento de los cristales,
obteniendo un punto de fusién de 50°C. °

“La caracteristica distintiva que tiene la manteca de cacao en su composicién hace
que tenga un comportamiento térmico y estructural similar a la de un componente
puro. Este comportamiento no es simple ya que la mayoria de los triglicéridos que
la componen muestran un polimorfismo complejo”; lo que significa que cualquier
especie puede solidificar en varias formas cristalinas, cada una teniendo
propiedades fisicas independientes como punto de fusién y morfologia. En la
imagen 1 se encuentra una representacion polimérfica de la estructura cristalina
de la manteca de cacao.

Imagen 1.Estructura cristalina de la manteca de cacao.

‘ ; /»’—— « f—
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Alfa (a) Beta (B) Beta prima (B’)

Fuente: “Polymorphic Crystal Structures Found in Cocoa Butter”. Inkline.gr. 21 de
agosto del
2017.http://www.bdigital.unal.edu.co/1058/1/[honjavermontoyabuitrago.2003.pdf

1.1.2 Cristalizacion de la manteca de cacao. Durante el proceso de
cristalizacion de la grasa, la manteca de cacao evoluciona progresivamente desde
una sustancia completamente liquida hasta una grasa mayormente solidificada.
“Por medio del potencial de una técnica de reflexién por cizallamiento ultrasénico
se puede determinar el proceso de cristalizacion de la manteca de cacao pura,
con mediciones a diferentes temperaturas (18°C y 20 °C), la técnica es capaz de
detectar diferencias en el comportamiento de cristalizacion, las mediciones a 18 °
C muestran oscilaciones mas rapidas comparadas con las mediciones a 20 ° C".’
Se indica el rango de temperatura con el que inicia la cristalizacion para realizar
un modelo tedrico que se ajuste a la temperatura 6ptima de cristalizacion de la
manteca de cacao.

5 |bid.,p.426.

6 Jhon Javier Montoya Buitrago, Estudio de la formacién de BLOOM en el chocolate mediante
técnica de difraccién de rayos X, Manizales, Universidad Nacional de Colombia, 2003.

7 Annelien Rigolle, Imogen Foubert, Jan Hettler, Erik Verboven, Ruth Demuynck, Koen Van Den
Abeele. Development of an ultrasonic shear reflection technique to monitor the crystallization of
cocoa butter. En Food Research International, Vol.75, 2015, p. 155-122.
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Segun la estructura que posee la grasa, se vuelve mas densa cuando tiene un
contenido alto de energia, pero cuando el contenido es bajo, se torna menos
estable y se vuelve dificil de fundir, esto debido a que las diferentes moléculas de
grasa pueden encajar entre si de diferente manera.

Debido a la composicion relativamente homogénea de los triglicéridos, “la manteca
cristaliza en una estructura altamente ordenada. Esta caracteristica es la
responsable de su dureza y comportamiento durante la fusion.”® No obstante las
diferencias no son muy notables en la simetria de las cadenas, generan un
polimorfismo complejo que va desde las formas mas inestables hasta las que
pueden mantenerse inalteradas durante largos periodos de tiempo dependiendo
de la zona de cristalizacion en la que se encuentre. En la imagen 2, se establece
una relaciéon de las temperaturas con las formas de cristalizacion mas estable,
donde se observa que “las formas de cristalizacion mas estables son las mas
densas y que entre mas altas sean las temperaturas el chocolate cambiara su
forma de cristales™, aunque la manteca de cacao quede liquida a temperatura
ambiente.

Imagen 2.Temperatura de cristalizacion de la manteca de cacao.

Compacta Vi Forma
. Estable
v
3M-36°C
v 32-34"%
1 . 26-28°C
1 . 24-26°%
- @
22-24°C
F
orma
. 16-18°C L
Fuente: Escuela superior Politécnica del Litoral “Temperatura de cristalizacion de la
manteca de cacao’. Inkline.gr. 21 de agosto del 2017.

https://www.dspace.espol.edu.ec/bitstream/123456789/4401/1/6921.pdf

1.1.3 Contenido de sdélidos grasos en la manteca de cacao. La relacion que se
presenta entre el grado de cristalizacion y el contenido de solidos grasos resulta
de vital importancia al analizar la manteca de cacao. “El contenido de sodlidos
grasos presentes a la temperatura de 20 — 25°C indica dureza, entre los 25 — 30°C

8 Melina Codini, Florencia Diaz Velez, Ines Villavicencio, Mariana Ghirardi. Extraction and
Applications of Cocoa Butter. En Revista de investigacién académica Dialnet. 2004, p 143 — 148.

9 Gisella Alexandra Perez Lara. Mejora en el proceso de temperado del chocolate, Guayaquil,
Ecuador. Escuela superior politécnica del Litora.2006. p. 27.
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alude a la resistencia al calor, entre los 30 — 35°C conduce a la rapidez de fusion
del CB, finalmente, cuando se trabaja con temperaturas mayores a los 35°C, se
relacionan con grasas para confiteria, en cuanto a la sensacion de grasa que no
funde en la boca”.1?

Las grasas con un mismo punto de fusion pueden tener apariencias
completamente diferentes a temperatura ambiente, el estado fisico de una grasa
se refleja mejor por el perfil del contenido de grasa solida a diferente temperatura,
por esta razon, la correlacion entre Contenido de Grasa Soélida-propiedades
sensoriales es muy importante. Para que no exista informacion a base de
apariencias, se realiza sobre la muestra, el experimento de curva de soélidos para
asi corroborar datos de contenido de sdlidos grasos en diferentes temperaturas,
de la manteca de cacao.

1.1.4 Fusion de la manteca de cacao. Debido a que las diferentes formas
polimoérficas tienen diferentes rangos de fusion;! se encuentra entre dichos
rangos; la zona alfa que tiene una simetria hexagonal y se forma a baja
temperatura con altas velocidades de enfriamiento, tienen una corta duracion, de
10 s a 2 h, por otro lado, la forma beta, es estable; tiene un punto de fusibn mas
alto que la zona alfa y una simetria triciclica como se puede observar en la
imagen 3; donde todas las cadenas de &cidos grasos estan en el mismo plano;
especial de la manteca de cacao.'?

Imagen 3.Proyeccidn de cadenas para polimorfos a, 'y B.
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del metil % E 2 s jq__ < {55 g‘x ;;
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Fuente: Cocoa Butter Related Compounds, “Projection showing arrangement of alkyl
chains for aq, B'y B polymorphs”. [Archivo PDF]. 21 de agosto del 2017.

10 CUAMBA GAONA, Raquel. Caracterizacion de grasas alternativas de la manteca de cacao.
México D.F. Tesis (Maestro en Ciencias con especialidad en alimentos). Instituto Politécnico
Nacional. Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. Departamento de graduados e investigacion en
alimentos, p. 16

11 £ Debaste, Y. Kkegelaers, S. Liégeois, H. Ben Amor, V. Halloin. Contribution to the modelling of
chocolate tempering process. En Journal of food engineering. Vol. 88, no 4, 2008. p. 568-575.

12 CUAMBA GAONA.Op.cit., p. 28-30.
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1.2 CARACTERISTICAS FISICAS DE LA MANTECA DE CACAO

Las caracteristicas fisicas del chocolate como el brillo, resistencia al calor, sabor y
textura se ven afectadas por la estructura de la manteca de cacao,
especificamente el tamafio y los tipos de cristales presentes; El tamafio de
particula esta inversamente relacionado con la textura y color, proporcionando
mayores efectos en la dureza, pegajosidad y ligereza en todos los regimenes de
templado. El comportamiento de un sustituto de la manteca de cacao debe ser
muy similar a la manteca de cacao, con el fin de lograr la misma sensacion vy, si la
manteca de cacao soélo se sustituye en parte, la adicion de la grasa no debe alterar
seriamente la cristalizacion y el comportamiento de fusion.*?

Por otro lado la temperatura es de vital importancia en la obtencion de la manteca
de cacao, como ya se habia mencionado anteriormente, sus relaciones de
tracilgliceroles dependen del origen que tenga el cacao, por lo tanto, “a
temperaturas mas altas se aumenta el nivel de acido palmitico, acido estearico y
TAG monoinsaturado y disminuye el nivel de TAG diinsaturados”.'* Para el afio
1989, dos investigadores llamados Chaiseri y Dimick “propusieron mantecas de
cacao "duras" originarias de regiones con clima uniforme y calido durante todo el
afo (temperatura variando de 20 a 30 ° C y humedad constante) como en Asia y
Oceania. Por el contrario, las mantecas de cacao de América Central y del Sur a
menudo son mas suave, ya que las temperaturas pueden caer a unos 10 ° C
durante las frias noches de invierno”.'® Dicha informacién se especifica claramente

en la imagen 4.

Imagen 4. Relacion entre la pureza y la variacion de temperatura con el pais de origen.
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Fuente: Cocoa Butter Related Compounds, “Schematic representation of the relationship
between cocoa butter hardness, mono- and polyunsaturated TAG, country of origin ans
temperatura variation during pod maturation”. [Archivo PDF]. 21 de agosto del 2017.

13 Aleksandra Torbica, Biljana Pajin, Radovan Omorjan. Influence of Soft Cocoa Butter Equivalents
on Color and Other Physical Attributes of Chocolate. En Springer Science, 2011

14 Nissim Garti, Neil R. Widlak. Cocoa Butter Related Compounds, Aocs Press. Junio, 2012, p. 249
— 250

15 |bid., p. 250 — 255.
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1.3 ALTERNATIVAS DE LA MANTECA DE CACAO

Las alternativas de manteca de cacao (CBA) son grasas vegetales y pueden
consistir en aceite de palma, manteca de karité, grasa de sal, grasa de kokum y
grasa de grano de mango.® Estas alternativas estan divididas en diferentes
categorias segun su funcionalidad y similitud con CB. El primer grupo recoge los
equivalentes de manteca de cacao (CBE); los cuales tienen caracteristicas
fisicoguimicas similares a las CB y son, por tanto, compatibles con CB. 7 De este
sustituto segun la reglamentacion europea, se puede usar un 5% de la masa total
sin que el producto pierda su designacion como chocolate.

El segundo grupo denominado CBS, se derivan de las grasas lauricas. Las
principales materias primas en este grupo son los aceites de palmiste y de coco,
siendo el primero la preferencia; “aunque no tienen compatibilidad con la manteca
de cacao, tienen un perfil de fusion semejante. La combinacién de un contenido
muy alto de grasa soélida a 20 °C, un punto de fusion bajo y una buena estabilidad
oxidativa hace de la estearina hidrogenada de palmiste una grasa excelente para
confiteria”.*® Los sustitutos del chocolate no son producidos en masa sino en
polvo, debido a esto, no tienen el sabor intenso y fuerte del chocolate verdadero.

El tercer grupo denominado CBR, se formulan a partir de grasas no lauricas como
los aceites de soya, colza, palma, semilla de algodon y girasol. “La produccion de
este tipo de grasa implica hidrogenacion parcial y fraccionamiento. Puesto que los
CBR toleran hasta 25-30 % de manteca de cacao, se puede utilizar masa de
cacao en la formulacion afin de dar un buen sabor total de chocolate a los
productos™?®. La principal razén para utilizar CBR es por su precio mas bajo que el
de la manteca de cacao. “Los elevados precios del cacao se estan convirtiendo en
una de las principales razones por las que los chocolateros o quienes usan esta
materia prima estan optando por alternativas mas baratas”.?° Sin embargo,
contienen un alto porcentaje de acidos grasos trans y la gente podria evitarlos
debido a un posible impacto nocivo para la salud. En la tabla 2 se encuentra mas
especifica la informacion descrita anteriormente, incluyendo cristalizacion,
compatibilidad con la manteca de cacao, composicion de TAG, el origen, el
proceso que se le hace a cada uno para la obtencién y las aplicaciones que tienen
cada una de las alternativas a la manteca de cacao.

16 Ganesh S. Vidhate, Rekha S. Singhal. Extraction of cocoa butter alternative from Kokum
(Garcinia indica) Kernel by three phase paotitioning. En Journal of food engineering, Vol. 117,
2013, p. 464 — 466.

17 Nathalie De Clercq, Sheida Kadaviar, Sara De Pelsmaeker, Xavier Ghellynck, Koen Dewettinck.
Funtionality of cocoa butter equivalents on chocolate products. En Springer, Vol. 243 2017, p. 309-
321

18 Marc Hendrix, Véronique Gibon, Gijs Calliauw. Adding Value to Palm and Palm Kernel Oils with
Fat Modifications. En revista Palma. Vol 37. N° Especial. 2016.p. 173 — 183.

19 pid., p. 173 — 183.

20 Kawter Albader. Healthier chocolate profile, consumer demand challenge cocoa butter
alternative suppliers. En Editorial Intern. 01 July. 2012.

29



Tabla 2.Clasificacion de las Alternativas a la Manteca de Cacao (CBA)

CBE

CBR

CBS

Origen

Aceite de Palma
Grasa salada
Manteca de karité
Manteca de coco

Aceite de Palma
Aceite de soya
Aceite de canola
Aceite de algoddn

Aceite de almendra
Aceite de coco

Transformacion

Hidrogenacion
Fraccionamiento
Interesterificacion

Hidrogenacion
Fraccionamiento

Hidrogenacion
Fraccionamiento

Composiciéon TAG Similar al CB Diferente del CB Diferente del CB
Acido laurico No laurico No laurico Laurico
(45-55% de &cido
laurico)
Compatibilidad con Compatible Compatible en Incompatible
CB pequefias
proporciones
Cristalizacion Templado para Cristalizar Cristalizar
obtener una forma directamente la directamente la
polimoérfica estable masa fundida en la masa fundida en la
forma polimérfica forma polimérfica
estable estable
Aplicacion *5% de sustitucion
del producto total Compuesto Compuesto

* Compuesto
Fuente: Cocoa Butter Related Compounds, “Classification of Cocoa Butter Alternatives
(Norberg, 2006; Stewart and Timms, 2002; Talbot, 2009; Timms, 2003”. [Archivo PDF]. 21
de agosto del 2017.

1.3.1 Equivalente de la manteca de cacao. El CBE es un tipo de grasa con
caracteristicas quimicas y fisicas similares a la manteca de cacao, constituida por
triglicéridos mono insaturados simétricos del tipo POP: triacilglicérido 1,3-
dipalmitoil-2-oleoil-gliceril, POS: 1-palmitoil-2-oleoil-3-estearoil-glicerol y SOS: 1,3-
diestearoil-2-oleoil-glicerol (en donde P, O y S son representados por acido
palmitico, acido oleico y acido estearico, respectivamente). “Se puede mezclar con
la manteca de cacao sin alterar significativamente las propiedades de fusion,
presenta mejor resistencia al calor y mejor comportamiento de fusién que la propia
manteca de cacao.”!

“La unica diferencia entre un equivalente de manteca de cacao tipico y la manteca
de cacao es la relacién de TAG simétrico. Los CBE’s contienen niveles mas altos
de SOS y POP que CB debido a que las fuentes disponibles de grasas SOS son
fraccionadas enzimaticamente”?2.

21 XUEBING Xu. Production of specific-structured triacylglycerols by lipase-catalyzed reactions: a
review. Department of Biotechnology, Technical University of -Denmark, Lyngby, Denmark. En:
European Journal of Lipid Science and Technology (2010); p. 287-303.

22 Casimir C. Akoh, Oi-Ming Lai; Healthful Lipids, Aocs PRESS, illinions; September 14, 2004.p.
643-650
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La obtencién de CBE por medio de interesterificacion enzimatica, tiene grandes
ventajas; entre ellas, “las materias primas estan facilmente disponibles, por lo
tanto el suministro y el precio es estable; la calidad del CBE producido por el
método de interesterificacion enzimatica es bastante estable debido a la calidad de
los aceites de la materia prima y a la reaccion de interesterificacion enzimatica
ajustable.”® Estas ventajas evitan un coste de procesamiento excesivo.

“La interesterificacion enzimatica es catalizada por una lipasa inmovilizada con
niveles muy bajos de humedad, generalmente, la lipasa funciona como el
catalizador de la hidrdlisis y divide el TAG en FA y MAG.”>* La interesterificacion
enzimatica y el proceso de produccion de CBE se resumen en la imagen 5.

Imagen 5. Esquema del CBE mediante interesterificacion enzimatica.
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Fuente: Casimir C. Akoh, Oi-Ming Lai; Healthful Lipids. “The process scheme of CBE by
enzymatic interesterification.”. [Archivo PDF]. 21 de agosto del 2017.

“‘Aunque el CBE es menos costoso, también sustituye algunas falencias que tiene
el CB como lo es una mejor resistencia a la floracion del chocolate y un
mejoramiento en la resistencia al calor en el chocolate”?®Cuando se le agrega el

23 Casimir C. Akoh, Oi-Ming Lai; Healthful Lipids, Aocs PRESS, urbana illinions; September 14,
2004. Pg. 644-664.
24 |bid., p. 644-664.

25 Casimir C.Op.cit., p.644-664.
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5% permitido por la reglamentacion Europea a la manteca de cacao la aparicion
de floracion se ve retrasada.

1.4 REACCION DE INTERESTERIFICACION ENZIMATICA

La reaccion de interesterificacidbn enzimatica consiste en el intercambio de &cidos
grasos de diferentes moléculas de TAG's, gracias al uso de la lipasa especifica
inmovilizada sn-1,3 como catalizador de la reaccidon, como se muestra en la
imagen 18 permitiendo el reordenamiento especificamente en las posiciones 1y 3
de las cadenas de los triglicéridos por lo que puede inducir a la formacion de
nuevos productos, por ejemplo, la produccion de equivalentes de manteca de
cacao (CBE).

Imagen 6.Reaccién de interesterificacién enzimética.
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Fuente: JACOME REYES, Luis Fernando. Evaluacion de la enzima Lipozyme TL IM en
reacciones de transesterificacion enzimatica para obtencion de grasas especiales. Trabajo
de grado. Quimico. Bucaramanga. Universidad Industrial de Santander.2004. p.47
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2. DETERMINACION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO DE PRODUCCION
DEL CBE

El proposito de este capitulo es la determinacion de las variables que influyen en
el proceso de obtencidon del CBE realizando ensayos preliminares, para ello se
hizo una basqueda bibliografica en la cual se obtuvieron articulos, tesis y patentes
con la ayuda de bases de datos como Espacenet y Springer Science en las cuales
se especifican las variables utilizadas en la reaccion enzimatica para la produccion
del CBE.

Una vez obtenida la informacion se efectian los ensayos preliminares con el fin de
conocer la influencia que tienen las variables involucradas en el sistema y
comprobar si el sistema en el que se realiza esta investigacion es similar respecto
a los porcentajes de triglicéridos encontrados en las experimentaciones anteriores
principalmente POP,POS y SOS, estableciendo asi las variables a usar tales como
relacion p/p de las materias primas, Temperatura, tiempo de reaccion, agitacion y
cantidad de enzima.

El proceso de obtencion del CBE (diagrama 2) se evalla mediante una reaccion
de interesterificacion enzimatica a nivel laboratorio, este proceso hace que se
produzca un reordenamiento en la cadena de los triglicéridos debido a que la
enzima utilizada tiene una especificidad por los acidos grasos ubicados en las
posiciones sn-1y sn-3 del TAG, esto con el fin de obtener una grasa especial que
tenga caracteristicas semejantes a la manteca de cacao (%POP, %POS y %SO0S).

Diagrama 2.Proceso para la obtencion del CBE
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2.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

Se realiza una busqueda bibliografica con la descripcion de cada una de las
fuentes consultadas para la determinacion de las variables a trabajar en el
desarrollo del proyecto, (relacion p/p; Temperatura; % enzima; Agitacion y tiempo
de reaccion). Las fuentes a trabajar en articulos incluyen bases de datos como
Springer Science, ElSevier y JAOCS, en patentes se usaron bases de datos como
Espacenet y en Tesis, bases de datos como DIALNET y colecciones digitales.
2.1.1 Articulos informativos para la obtencion del Equivalente de manteca de
cacao

2.1.1.1 Lipase-Catalyzed Acidolysis of palm Mid fraction Oil with palmitic and
stearic fatty Acid Mixture for production of Cocoa Butter Equivalent, del
autor Ibrahim O. Mohamed. La investigacion consistié en el empleo de un reactor
discontinuo para la realizacién de una interesterificacién enzimética con el uso de
dos materias primas principales; una fraccion media de palma y una mezcla de
acido palmitico y acido estearico (40% palmitico, 57% esteérico). Estas materias
primas se mezclaron en relacién 1:2, (1 de fraccion media de palm a; 2 de mezcla
palmitico y estearico), se us6 una cantidad de enzima (Lipozyme IM, Rhizomocur
Miehei) del 10% de la masa total, la enzima se prepar6 en una solucién saturada
de NaCl durante 24 horas previamente a la reacciébn enzimatica, con el fin de
lograr una mayor activacion de esta; durante el proceso, se emple6 una
temperatura de 60°C y agitacion de 160 RPM (Revoluciones por minuto), toda la
reaccion se llevo a cabo en un tiempo de 3 horas.

La tabla 3, hace referencia al porcentaje de masa normalizado de 5 TAG's
importantes en la manteca de cacao, donde se concluye que la columna utilizada
para la lectura de los datos produjo una excelente representacion del valor del
certificado del material de referencia estandar.

Tabla 3.Certificado de referencia de los mayores TAG (%) del material utilizado (fraccién
media de palma) (g/100g)

Fraccion media

TAG certificado Este estudio

de Palma
POP 18.14 18.69"10.02° 55.58"10.17°
POS 44.68 44 .8510.06 10.4010.07
POO 2.26 2.3910.06 29.7810.08
SOS 31.63 30.7410.03 1.3310.01
SO0 3.29 3.3110.01 2.9210.01

Fuente: Lipase-Catalyzed Acidolysis of palm Mid fraction Oil with palmitic and stearic fatty
Acid Mixture for production of Cocoa Butter Equivalent.

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron cercanos a la composicion de
la manteca de cacao para una relacion 1:2, donde se obtuvieron TAG para el
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POP: 30,7%, POS: 40,1%, POO: 9,0%, SOS: 14,5%, SOO: 5,7%. La reaccion
alcanz6 una conversion de POP y POO 44,7 y 69,7% respectivamente y el
rendimiento fue mayor que el 100% para TAG como POS y SOS. “Segun los datos
conseguidos, el producto podria ser usado como CBE, una vez se recupere este,
ya sea con una separacion o con una cristalizacion”?®.

2.1.1.2 Lipase-Catalyzed synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Palm
Olein and saturated fatty acid Distillate from palm Oil Physical Refinery, del
autor Ibrahim O. Mohamed. La investigacion en el articulo consistio en el empleo
de un reactor Batch para la realizacion de una interesterificacion enzimatica con el
uso de dos materias primas principales; una fraccibn media de palma y una
mezcla de acido palmitico y acido estearico (40% palmitico, 57% estearico). Estas
materias primas se mezclaron en relacion 1:3, (1 de fraccion media de palma con
3 de mezcla palmitico y esteérico), se us6 una cantidad de enzima (Lipozyme IM,
Rhizomocur Miehei) del 10% de la masa total, la enzima se prepar6 en una
solucion saturada de NaCl durante 24 horas previamente a la reaccion enzimatica,
con el fin de lograr una mayor activacion de esta; durante el proceso, se empled
una temperatura de 60°C y agitacion de 160 RPM (Revoluciones por minuto),
toda la reaccion se llevo a cabo en un tiempo de 3 horas.

La técnica DSC (Differential scanning Calorimetry) es comunmente usada para
estudiar el comportamiento de fusion de una mezcla grasa. En esta investigacion,
se obtuvo un termograma para la relacion 1:3 entre una fraccion media de palmay
una mezcla de &cido palmitico y acido esteéarico (40% palmitico, 57% estearico),
como se observa en laimagen 7.

Imagen 7.DSC Termograma para la estructura de la manteca durante el ciclo de
calentamiento y enfriamiento. (PO: PFAM 1:3)
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Fuente: Lipase-Catalyzed synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Pam Olein and

saturated fatty acid Distillate from palm Oil Physical Refinery, del autor lbrahim O.
Mohamed.

26 lbrahim O. Mohamed, Lipase-Catalyzed Acidolysis of Palm Mid Fraction Oil with palmitic and
Stearic Fatty acid Mixture for production of Cocoa Butter Equivalent. En Springer Science, 2013, p.
655-666.
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En la imagen hay tres picos endotérmicos, el primero tiene una temperatura de
fusion inicial de -7,47°C y temperatura de fusion méxima de 3,82°C representa un
mono o diglicerido de bajo punto de fusién; el segundo esta con un rango de
34,76°C a 39,61°C, el cual es el rango tipico para la manteca de cacao, el tercer
pico, con un rango de 47,52°C a 52,26°C, favorece a los &cidos grasos sin
reaccionar?’.

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron cercanos a la composicion de
la manteca de cacao para una relacion 1:3, donde se obtuvieron TAG para el
POP: 26,6%, POS: 42,1%, POO: 7,5%, SOS: 18.0%, SOO: 5,8%. La reaccion
alcanz6 una conversion de POP y POO 35,3 y 83,7% respectivamente y el
rendimiento fue mayor que el 100% para TAG como POS y SOS. “Segun los datos
conseguidos, el producto podria ser usado como CBE, una vez se recupere este,
ya sea con una separacion o con una cristalizacion”?®.

2.1.1.3 Enzymatic Transesterification of Palm Olein for the Production of
Special Fats in a Batch Type Reactor. De los autores Luz M. Arango, Nelson
Moreno, Carlos Pareja, Fernando Martinez y Aidé Perea. La investigacion en
este articulo consistié en el empleo de un reactor de tipo Batch para la realizacion
de una interesterificacion enzimatica con el uso de dos materias primas
principales; Oleina de palma y &cido estearico (98,3 % estearico). Estas materias
primas se mezclaron en relaciéon 1:0,7, (1 de fraccibn media de palma con 0,7 de
acido estearico), se usé una cantidad de enzima (Lipozyme IM, Rhizomocur
Miehei) del 30% de la masa total, la enzima no tuvo una previa preparacion;
dando a entender en el experimento que entre mayor sea la cantidad de enzima,
mayor los porcentajes de algunos TAGs en el resultado final de la reaccion;
durante el proceso, se emple6 una temperatura de 70°C, toda la reaccion se llevo
a cabo en un tiempo de 12 horas, tomando muestras cada media hora en las
primeras dos horas y cada hora durante las siguientes 10 horas.

Posteriormente a la reaccion se llevo a cabo un fraccionamiento en seco, del cual
se obtuvieron dos fases; F1 y F2, la primera fase fue semiliquida aumentando el
porcentaje de POP, POS y POO. Triglicéridos como POS y SOS se mantuvieron
constante con respecto a la obtenida en el producto interesterificado; la segunda
fase contiene cantidades apreciables de otros TAG saturados como PPP, PPS y
SSS que le imparten al producto una consistencia sélida a temperatura ambiente;
dichos valores son apreciables en la tabla 4.

27 Ibrahim O. Mohamed Lipase-Catalyzed synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Palm Olein
and saturated fatty acid Distillate from palm Oil Physical Refinery. En Springer Science, 2013 Pg
1405 — 1415.

28 bid., p.1405 — 1415.
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Tabla 4.Composicion (%) en triglicéridos del producto interesterificado sin
fraccionar y el de sus fracciones.

- Composiaion (%)’
OP+HTP sin reacaonar PP Fl f
DAG* 0.8 7.3 6.5 45
PPP 3.6 4.8 4.0 8,7
PPS 8.5 9.0 30 158
POP 225 17.9 264 151
POS 40 12,1 12,9 7.7
POO 21,6 13,2 17,8 9.5
SSS 5.9 2,7 0,7 6.1
SOS 0.4 3.0 2.8 23

Fuente: Enzymatic Transesterification of Palm Olein for the Production of Special Fats in a
Batch Type Reactor. De los autores Luz M. Arango, Nelson Moreno, Carlos Pareja,
Fernando Martinez y Aidé Perea.

“La reaccion que se realizé de transesterificacion enzimatica permite modificar la
composicion en triacilglicéridos de la mezcla, obteniéndose un producto con
caracteristicas fisicas y quimicas diferentes a las de la mezcla inicial. Sin
embargo, la formacién de SOS es baja y limita su aplicacion como equivalente de
la manteca de cacao”?.

2.1.1.4 Fractionation produces for obtaining cocoa butter- like fat from
enzymatically interesterified Palm Olein. De los autores C.N. Chong, Y.M.
Hoh, C.W. Wang. La investigacioén en este articulo consistié en el empleo de un
reactor discontinuo de vidrio con capacidad de 5L, para la realizacion de una
interesterificacion enzimatica con el uso de dos materias primas principales;
Oleina de palma y acido estearico (98,3 % estearico). Estas materias primas se
mezclaron en relacién 1:0,5 relacion p/p. (1 de oleina de palma con 0.5 de &cido
estedrico), se us6 una cantidad de enzima (Lipozyme IM, Rhizomocur Miehei) del
10% de la masa total, la enzima estaba inmovilizada; durante el proceso, se
empled una temperatura entre los 60°C - 70°C, toda la reaccion se llevé a cabo
en un tiempo de 20 horas, se utilizé una agitacion mecanica de 200 rpm.

Posteriormente a la reaccion se realizé tres diferentes tipos de fraccionamiento, a
los cuales nombro; procedimiento A, B y C. El procedimiento A, se hizo con una
relacion 1:10 (p/v) donde se agregé la mezcla con hexano por 24 horas a una
temperatura de 4°C, se hizo una filtracion de la cual salieron dos fases, la fase 1
(liguida) se le agrega acetona en la misma relacién por el mismo tiempo y a la
misma temperatura, se realiza el proceso de filtracion nuevamente y se obtiene
una fase de interés sodlida llamada F3(A). El fraccionamiento del procedimiento B
se realiza el mismo procedimiento del A, con la diferencia de que la relacion

29 Luz M. Arango, Nelson Moreno, Carlos Pareja, Fernando Martinez, Aidé Perea. Enzymatic
Transesterification of Palm Olein for the Production of Special Fats in a Batch Type Reactor, en
Revista Palmas, 2004. Vol 25, No especial. Tomo I. p. 370 — 375.
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disminuye a 1.5 (p/v). El fraccionamiento del procedimiento C, se realiza con
relacion 1:10 (p/v), donde la solucién en la primera parte es dejada a 25°C por 24
horas para obtener una primera fraccion, denominada fraccion 1. F1(C), esta
fraccion, se lleva a un proceso de filtracion de la cual salen dos fases, una liquida
y una sélida; se pone la muestra liquida a 4°C por 24 horas en acetona, para su
posterior filtracién y asi obtener F3(C). Los resultados de la anterior informacion se
pueden observar en la tabla 5.

Tabla 5.Composicién de diversas fracciones (F1, F2, F3) de oleina de palma interesterificada
obtenida mediante diferentes procedimientos de fraccionamiento con disolventes. (A B C)

Trigliceridcis (%) I
Fraccion 00l POL PPL 000 POO POP PPP S00 POS PPS BSOS 8PS 888

Oleina de pa.rn'ila: -

interesterificada 10.2 1.8 4.7 1.9 21 12.2 a9 (] ah 18.6 658 108 T4 a.h
I"ll.ﬁ'l\l-'r 16.4 0.3 0.3 0.4 - 1.3 3.5 5B 1.0 -8 | 201 6.8 24.2 108
F2iAd 0.9 0.4 1.4 (18] - 23 163 1.0 28 441 - e 0.5 LG
FalA)b 14.3 08 Ba a4 4.8 5.9 2.7 — 17.7 BT - 19 - -

FLiB) 131 - 0.3 0.4 — 0.7 9 LR 0.6 1.7 03 68 288 130
F2iB) 3.3 0.7 1.1 2.5 0.8 60 160 6.1 387 - 3.1 - 0.7
Fainj 166 4.1 10.4 a4 5.2 8.8 1.8 - 19.0 6.2 - 1.5 - -

FLiC) 2.7 0.4 Lo (1] 0.5 29 4.8 5.0 4 ag 211 Bl 204 134
FaiCy 2.9 0.7 LB 0.4 - 1.7 13.7 L9 36 385 26 248 - 07
FaiC) 13.4 a6 0.3 3.2 dd 48 1056 — 17.6 10.9 - 2.7 - -

Manteca de cacao 1.0 0.2 24 - = 22 189 = 24 41.3 - 0.7 o 1.9

Fuente: Fractionation produces for obtaining cocoa butter- like fat from"ehzymatically
interesterified Palm Olein. De los autores C.N. Chong, Y.M. Hoh, C.W. Wang.

“En conclusién, la oleina de palma interesterificada enzimaticamente es una buena
fuente de triglicéridos semejantes a la manteca de cacao, que podrian
fraccionarse selectivamente en hexano y acetona para dar un rendimiento de
aproximadamente el 25% del peso de la oleina de palma original”*°. Aunque
ninguno de los fraccionamientos representados es especifico para la obtencion de
la manteca de cacao, son de gran importancia para referenciar unos triglicéridos
semejantes en la obtencion de un equivalente a la manteca de cacao.

2.1.1.5 Cocoa butter equivalent through enzymic interesterification of palm
oil midfraction. Por los autores Daniel Undurraga, Andrés Markovits, Sonia
Erazo. La investigacion en este articulo consistié en el empleo de un reactor Tipo
Batch con capacidad de 5L, para la realizacibn de una interesterificacion
enzimatica con el uso de dos materias primas principales; Oleina de palma y &cido
esteérico (99 % de pureza el acido estearico). Estas materias primas se mezclaron
en relaciéon 1:6 relacion p/p. (1 de oleina de palma con 6 de acido estearico), se
us6é una cantidad de enzima (Lipozyme IM, Rhizomocur Miehei) del 30% de la
masa total, la enzima estaba inmovilizada; durante el proceso, se empled una
temperatura de 65°C; toda la reaccion se llevé a cabo en un tiempo de 12 horas
con la ayuda de una agitacion mecanica.

30 C.N. Chong, Y.M Hoh, C.W Wang. Fractionation procedures for obtaining Cocoa Butter-Like fat
form enzimatically interesterified palm olein. En JAOCS. 1992, Vol 6. N° 2.
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Para el proyecto de investigacion, usaron un disefio factorial de 23 dénde las
variables fueron la relacion (1:2, 1:4, 1:6) y la relacion enzima sustrato. En las
doce horas que estuvo la reaccién, se midié constantemente la humedad para
descartar la influencia de porcentaje de agua en el experimento, los otros factores
incluidos en el disefio de experimentos se mantuvieron en constante monitoreo
para que los valores fuesen los determinados en el disefio de experimentos.

Segun la imagen 8 , “se observa que la composicion deseada (con un valor Sl de
0,52) se alcanza a 1,2 h aproximadamente y se alcanza el equilibrio a un valor Sl
de 0,56. El tiempo de reaccion, el rendimiento y los resultados de productividad se
ajustaron a un modelo lineal con interacciones”!.

Imagen 8.Transcurso del tiempo de la interesterificacion en el experimento 7 del disefio
experimental I, Mostrando cambios en la composicién de los triglicéridos. POP, POS, SOS.
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Fuente: Cocoa butter equivalent through enzymic interesterification of palm oil midfraction.
De los autores Daniel Undurraga, Andrés Markovits, Sonia Erazo.

2.1.1.6 Enzymatic Production of Cocoa Butter Equivalents High in 1-
Palmitoyl-2-oleoyl-3-stearin in Continuous Packed Bed Reactors. De los
autores Sohee Kim - In — Hwan Kim, Casimir C. Akoh, Byung Hee Kim. La
investigacién en este articulo consistio en el empleo de un reactor Tipo Batch,
para la realizacion de una interesterificacion enzimatica con el uso de dos materias
primas principales; mezcla grasa con alto porcentaje en acido oleico (alrededor de
83%) y una mezcla de palmitato de etilo con estearato de etilo. Estas materias
primas se mezclaron en relacidon 2:3 relacion mol/mol. (1 de mezcla de grasa con
83% de oleina de palma con 3 de mezcla de palmitato y estearato de etilo), se uso
una cantidad de enzima (Lipozyme IM, Rhizomocur Miehei) del 10% de la masa
total, la enzima estaba inmovilizada; durante el proceso, se emple6 una

31 Cocoa Butter Equivalent through enzymic interesterification of palm oil midfraction. Por los
autores Daniel Undurraga, Andrés Markovits, Sonia Erazo. En ELSEVIER, 2001. Vol. 36 Issue 10.
p. 933 - 939.
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temperatura de 60°C; la reaccion tuvo un tiempo de residencia de 29 minutos,
la cual conto con la ayuda de una agitacion mecanica.

El disefio de superficie de respuesta es una aplicacion de multiples modelos de
regresion lineal que es util para investigar y optimizar procesos complejos, tales
como reacciones enzimaticas. En este estudio, se aplicO para modelar la
transesterificacion catalizada por IM de Lipozyme RM de aceite de girasol alto en
acido oleico con palmitato de etilo y estearato de etilo, cuatro aspectos se
analizaron en forma detallada, temperatura, tiempo de residencia, radio molar del
sustrato y contenido de agua. (Te, RT, SR y WC). No hay variacién de los datos
en un mayor porcentaje, es decir que el R? es mayor a 95% de confiabilidad, y los
resultados en las graficas del articulo demuestran la o tendencia a error.

“Se logré una ampliacion exitosa de la reaccion bajo las condiciones 6ptimas. Una
cantidad considerable de palmitato de etilo y estearato de etilo permanece sin
reaccionar en los productos de reaccion y también se formé oleato de etilo como
los co-productos principales de la reaccion. Por lo tanto, se requeririan mas
investigaciones sobre la purificacion (por ejemplo, proceso de destilacion) y
caracterizacion (por ejemplo, propiedades fisicas y texturales) del CBE para su
posible uso en productos de chocolate”?

2.1.1.7 Enzymatic interesterification of palm oil midfraction blends for the
production of cocoa butter equivalents. De los autores S. Soekopitojo*, P.
Hariyadi, T. R. Muchtadi and N. Andarwulan. El procedimiento en este articulo
consistid6 en el empleo de un reactor discontinuo, para la realizacion de una
interesterificacion enzimatica con el uso de dos materias primas principales;
Oleina de palma y aceite de soja totalmente hidrogenado. Estas materias primas
se mezclaron en diferentes relaciones; 2:1 (A); 1,5:1 (B); 1:1 (C) 1:1,5 (D) 1:2
(E) relaciéon p/p. (donde el primer dato es de aceite de soja y el segundo de oleina
de palma para cada relacion), se usé una cantidad de enzima (Lipozyme M,
Rhizomocur Miehei) del 6% de la masa total, la enzima estaba inmovilizada;
durante el proceso, se emple6 una temperatura de 68 - 70°C; toda la reaccion se
llevo a cabo en un tiempo de 4 horas con la ayuda de una agitacion mecanica en
200 rpm.

Una vez terminada la reaccion, se hizo un proceso de fraccionamiento con la
mezcla grasa obtenida, primero se trabajé con hexano por alrededor de 4 horas a
una temperatura de 0 a 4°C, terminadas el tiempo de reaccion se filtro la solucion,
guedando dos fases de la mezcla, una soélida y una liquida; a la liquida se hizo el

32 3ohee Kim — In — Hwan Kim, Casimir C. Akoh, Byung Hee Kim. Enzymatic Production of Cocoa
Butter Equivalents High in 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-stearin in Continuous Packed Bed Reactors. J Am
Oil Chem Soc. 2014.
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mismo proceso de fraccionamiento con acetona, por el mismo tiempo y la misma
temperatura, estos fraccionamientos se hicieron con una relacién de 5L: 1 Kg.”3?

Los resultados descritos en el articulo para cada una de las relaciones se
muestran en la tabla 6.

Tabla 6.compaosicién de triacylglicerol (area%) de los productos grasos (CBE) a varias
relaciones en peso de sustratos (PMF / FHSO)

I Relaciones de peso sustrato (PMF/FHS0) Manteca
A(2:1) B (1.5:1) C(1:1) D (1:1.5) o -3 d'e cacao
OLo 13 1.1 0.6 04 0z 0%
PLO 34 30 20 1.5 1.2 1.7
PFLP 34 19 23 19 16 0s
Q00 2.0 1.6 0.9 0.6 0.4 22
POOD 7.8 6.7 43 29 22 23
POP 19.5 145 118 110 8.5 14.8
PPF 13 1.2 1.5 12 1.4 o9
500 5.5 5.7 45 4.1 35 29
POs 30.1 3.6 351 ey 7T 36.8
PPS 12 1.3 20 18 10 a7
05 T 13.3 18.5 12.9 6.0 153
PSS 0.4 05 11 (L 1.0 a7
S04 0.3 0.5 07 0.7 0% 1.5
DAG 5.2 44 49 37 14 24
Others 87 g7 85 59 o0 5.6
513 19 30 4.6 X 4.4 2.3
ST 632 638 69,7 740 743 89
Silr2 16.3 154 11.1 24 5.9 158

us 33 9 1.5 0.4 0.z 30

Fuente: Enzymatic interesterification of palm oil midfraction blends for the production of
cocoa butter equivalents. De los autores S. Soekopitojo*, P. Hariyadi, T. R. Muchtadi and
N. Andarwulan.

Siendo la relacién 1:2 similar a la manteca de cacao con las condiciones de
operacion expuestas anteriormente. Cabe resaltar que la imagen 6,
posteriormente serd usada para la comparacion de la manteca de cacao con el
Equivalente de Manteca de Cacao obtenido de la experimentacion.

2.1.2 Patentes informativas para la obtencién del Equivalente de manteca de
cacao, (CBE)

2.1.2.1 Method for enzymatic transesterfication preparation of cocoa butter
equivalent by using 33-DEG C palm oil. De los inventores; DENG LI; LIU
MOYAN; NIE KAILI; WANG FANG; HU HUIRONG. La patente describe un
meétodo para la preparacion de un equivalente a la manteca de cacao por medio
de transesterificacion enzimatica usando aceite de palma 33-DEG. El aceite de
palma de 33-DEG es usado como materia prima ya que tiene alta seguridad
alimenticia, de igual manera, el acido esteérico fue parte de la materia prima, en

3 g, Soekopitojo*, P. Hariyadi, T. R. Muchtadi and N. Andarwulan. Enzymatic interesterification of
palm oil midfraction blends for the Production of cocoa butter equivalents. J Am Oil Chem Soc.
2010.
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relacion desde 1:1,9 hasta 1:2,2; respectivamente. La lipasa usada tiene las
ventajas de una buena selectividad del sitio Sn-1,3; usando la lipasa (Lipozyme
IM, Rhizomocur Miehei) en la invencion, entre valores que oscilan entre 8 a 20%
de la masa total, la reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 50°C y tuvo un
tiempo de reaccion de 150 minutos. Una vez terminada la reaccion, se hizo un
proceso de fraccionamiento doble con hexano por alrededor de 6 horas,
seguidamente con acetona por la misma cantidad de horas, cada uno a una
temperatura de 4°C.

Los resultados entre la patente y la manteca de cacao son semejantes a nivel
fisicoquimico como a nivel de composicion de triglicéridos. En la tabla 7, se
exhiben los resultados obtenidos en la patente de los triglicéridos por
cromatografia.

Tabla 7.Composicidn de triglicéridos de la manteca de cacao y de la investigacion realizada.

L Manteca de Cacao Investigacion
‘ SOS 33294 12.225

Fuente: Method for enzymatic transesterfication preparation of cocoa butter equivalent by
using 33-DEG C palm oil. De los inventores; DENG LI; LIU MOYAN; NIE KAILI; WANG
FANG; HU HUIRONG.

“El indice de acidez es bajo en comparacion con la manteca de cacao, el tipo de
cambio de éster es alto, la velocidad de transferencia de acilo es baja, la vida util
es larga y el costo es bajo, ademas, se puede reducir significativamente el valor
acido de la manteca de cacao equivalente para de esa manera prolongar la vida
uatil del producto™4.

2.1.2.2 Preparation method of Cocoa Butter Equivalent. De los inventores JIN
QINGZHE; JIN JUN; WANG XINGGUO. La patente describe un método para la
preparacion de un equivalente a la manteca de cacao por medio de
transesterificacion enzimatica usando aceite de Nuez de mango con el aceite de
palma en una relacion 7:3; la solucidn fue mezclada con solvente, methylpentano
en relacion 1:6 respectivamente. La reaccion se llevé a cabo a una temperatura
de 45°C y tuvo una duracion de 4 horas. Una vez terminada la reaccion, se hizo
un proceso de fraccionamiento doble con hexano primero por alrededor de 24
horas, seguidamente con acetona por la misma cantidad de horas, la primera
parte del fraccionamiento a una temperatura de 2,8°C y 8°C para la segunda parte
del fraccionamiento.

34 JIN QINGZHE; JIN JUN; WANG XINGGUO, Preparation method of Cocoa Butter Equivalent,
2016- 08-10.
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La imagen 9, hace referencia a la mezcla descrita anteriormente en la patente,
donde se observa el cambio de la composicion de los triglicéridos mas relevantes
en la manteca de cacao (POP, SOS, POS) a traves de la velocidad.

Imagen 9.Esquema de una etapa de la primera velocidad de mezcla de la presente invencion.

Composicion de TAG (%)

bl . | 1% [ }:]
velocidad de la mezcla (r/min)

Fuente: Preparation method of Cocoa Butter Equivalent. De los inventores JIN QINGZHE;
JIN JUN; WANG XINGGUO.

2.1.2.3 Method for continuously preparing cocoa butter equivalent. De los
autores WENG XINCHU; WANG SHENGJIE; Z HUO ZHIYANG. La patente
describe un método para la preparacién continua de un equivalente de manteca de
cacao. El método comprende las siguientes etapas: la primera consiste en pesar
entre 15-100 g de lipasa especial de 1,3- (Lipozyme IM, Rhizomocur Miehei). La
segunda etapa consiste en pesar el extracto intermedio (POMF) de aceite de
palma a la temperatura de 28°C, se mezclo el extracto intermedio (POMF) del
aceite de palma a la temperatura de 28°C con estearato de metilo o methyl esther.
(MS) en relacién de 1: 1-1,2: 1, después de mezclar, se fundié la mezcla en un
horno de secado a una temperatura de 55°C, manteniéndose durante 30-40
minutos y fundiéndose en un liquido fundido; la tercera etapa se tomé 50-500 ml
del liquido fundido obtenido de la segunda etapa y 15-100 g de la lipasa especial
de la primera etapa, se agito, y después de agitar uniformemente, se llevé a una
columna cromatografica; “se colocd la columna cromatografica en el horno de
secado a la temperatura de 53-58 ° C y se llevé a cabo la transesterificacion; la
cuarta y ultima etapa consisti6 en fluir el liquido fundido como un sustrato a
través de la columna cromatogréfica a una velocidad de 2,6-16 g / min, recoger el
liquido de reaccion goteando después de que el liquido fundido se derramé a
través de la columna cromatografica, se siguié afiadiendo continuamente el licor
fundido como sustrato al cromatégrafo y de esa forma llevar a cabo la
transesterificacion para realizar la preparacion continua del equivalente de
manteca de cacao (CBE)".

35 WENG XINCHU; WANG SHENGJIE; Z HUO ZHIYANG, Method for continuously preparing
cocoa butter equivalent. 2016-10-26.
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Con esta patente, se puede preparar continuamente un equivalente de manteca
de cacao sin adicion de disolvente; el tiempo consumido para la preparacion es
corto y el rendimiento de la reaccion aumenta con un costo de inversion bajo.

En la imagen 10, se observa el resultado cromatografico de un resultado de la
patente descrita anteriormente, donde se exponen los triglicéridos de interés,
(POS, SOSy POP).

Imagen 10.CBE preparado de acuerdo con la presente patente, se analiz6 mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento
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Fuente: Method for continuously preparing cocoa butter equivalent. De los autores WENG
XINCHU; WANG SHENGJIE; Z HUO ZHIYANG.

2.1.2.4 Method for preparing cocoa butter equivalent by utilizing palm oil
intermediate fractionation product enzymatic transesterfication. WENG
XINCHU; LI CHENG; SONG NING. La patente describe un método para la
preparacibn de un equivalente a la manteca de cacao por medio de
transesterificacion enzimatica usando un extracto de fracciéon media de palma con
acido esteérico. El extracto de fraccion media de palma con el acido esteérico se
usé en relacién desde 1:0,75 hasta 1:1,5; respectivamente. La lipasa usada
tiene las ventajas de una buena selectividad del sitio Sn-1,3; usando la lipasa
(Lipozyme IM, Rhizomocur Miehei) en la patente entre valores que oscilan entre 8
a 12% de la masa total. “La reaccion se llevé a cabo a una temperatura en un
rango de 50°C a 65°C, evitando la inhibicién de la enzima; tuvo un tiempo de
reaccion de 150 a 180 minutos. Una vez terminada la reaccion, se hizo un
proceso de fraccionamiento con la mezcla grasa obtenida, primero se trabajé con
hexano por alrededor de 6 horas a una temperatura de 0 a 4°C, terminadas el
tiempo de reaccion se filtr6 la solucion, quedando dos fases de la mezcla, una
sélida y una liquida; a la liquida se hizo el mismo proceso de fraccionamiento con
acetona, por el mismo tiempo y la misma temperatura, estos fraccionamientos se
hicieron con una relacién de 10L: 1 Kg.”36

36 WENG XINCHU; LI CHENG; SONG NING. Method for preparing cocoa butter equivalent by
utilizing palm oil intermediate fractionation product enzymatic transesterfication. 2015-04-22.
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Los resultados de la patente se analizaron mediante cromatografia de gases y la
curva de solidos. Los resultados de la curva de sélidos quedan expuestos en la
imagen 12 y la curva de sdlidos de una manteca de cacao queda expuesta en la
imagen 11, como se observa a continuacion; haciendo énfasis en que la relacion
entre la patente y la manteca de cacao es muy similar.

Imagen 11.DSC de la manteca de cacao natural.
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Fuente: Method for preparing cocoa butter equivalent by utilizing palm oil intermediate
fractionation product enzymatic transesterfication. WENG XINCHU; LI CHENG; SONG

NING

Imagen 12.DSC de la cristalinidad de la manteca de cacao preparada por el procedimiento de

la presente invencion.
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Fuente: Method for preparing cocoa butter equivalent by utilizing palm oil intermediate
fractionation product enzymatic transesterfication. WENG XINCHU; LI CHENG; SONG

NING

2.1.2.5 Method for preparing cocoa butter equivalent by aid of 28-degree

palm oil médium fractionation

substances (POMF). WENG XINCHU, WANG

SHEINGJIE, ZHUO ZHIYANG. La patente describe un método para la preparacion

de un equivalente a la manteca

de cacao mediante la ayuda de sustancias de
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fraccionamiento, como primera sustancia; aceite de palma de 28 grados (POMF)
con una segunda sustancia; denominado acetona, estas materias primas se
usaron en relacion desde 1:4 hasta 1:6 masa-volumen respectivamente. “La
mezcla se llevd a cabo a una temperatura del POMF de 28 grados con la acetona
para obtener una solucién mixta, una vez obtenida la solucion, se llevé a una
temperatura de 40°C disolviendo las materias primas involucradas con el fin de
obtener una mezcla transparente, una vez estuvo la mezcla, se llevd a una
temperatura de 9°C con el fin de cristalizar la mezcla. Se realizé la filtracion a
vacio sobre la solucién cristalizada y se recogio la grasa solida con una pequefia
cantidad de acetona. Para liberar la grasa de la acetona, se hizo una destilacion a
presion reducida, de esta manera, se obtuvo la grasa sélida en una sola fase y la
acetona para recuperacion de la misma, logrando asi el Equivalente de manteca
de cacao. Se analizaron los resultados con cromatografia y con curva de sdlidos y
punto de fusion; de la cual, se puede observar los resultados de curva de solidos
en la imagen 13.

“El equivalente de manteca de cacao (CBE) preparado con la ayuda del método
de la patente tiene caracteristicas de fusiébn compatibles con las caracteristicas de
fusién de la manteca de cacao, por lo que puede afiadirse una gran cantidad de
equivalente de manteca de cacao a la manteca de cacao natural y el equivalente
de manteca de cacao ser utilizados directamente para producir productos de
chocolate diversificados (CBE).”%’

Imagen 13.Contenido de solidos del equivalente de manteca de cacao (CBE), manteca de
cacao (CB) y 28 gramos de extracto de aceite de palma intermedio (POMF)
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Fuente: Method for preparing cocoa butter equivalent by aid of 28-degree palm oil médium

fractionation substances (POMF). WENG XINCHU, WANG SHEINGJIE, ZHUO ZHIYANG.

37 WENG XINCHU, WANG SHEINGJIE, ZHUO ZHIYANG. Method for preparing cocoa butter
equivalent by aid of 28-degree palm oil médium fractionation substances (POMF). 2016 — 10- 26.
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2.1.3 Tesis informativas para la obtencion del equivalente de manteca de
cacao, (CBE)

2.1.3.1 Evaluacion de le enzima lipozyme tlI im en reacciones de
transesterificacion enzimatica para obtencion de grasas especiales. del autor
Luis Fernando Jacome Reyes. En la investigacion presente se proyecto obtener
un equivalente de la manteca de cacao (CBE) mediante dos materias primas
principales, las cuales eran OP/HTS (oleina de palma completamente
hidrogenada) que presenta una concentracién de triacilgliceridos POP y POO
adecuada, ya que poseen acido oleico en la mitad como la manteca de cacao, y
acido esteérico para que se incorpore en la posicion 1 y 3 de los triacilgliceridos.
Se us6 una enzima 1,3 especifica inmovilizada en gel de silice (Lipozyme TL IM)
para la reaccion, la cual tuvo condiciones de temperatura de 70°C, agitacion
mecanica de 400 rpm, cantidad de enzima de 10,5% de la masa total, relacién 1:1
y tiempo de 5 horas. “Una vez terminada la reaccion, se llevd a cabo un
fraccionamiento con solventes, de la cual se obtuvo una fraccién 2, con un 25% de
rendimiento y concentraciones de POS y SOS cercanas a la manteca de cacao,
pero POP baja; lo cual hizo que en la grasa obtenida se detectara un menor
contenido de solidos.”3®

En la investigacion determinaron mediante el monitoreo de los principales
triacilgliceridos que 2 horas de reaccion es suficiente para producir las
concentraciones maximas de los triacilgliceridos como POS y SOS.

2.1.3.2 Evaluacién de la obtencién del equivalente de manteca de cacao
(cocoa butter equivalent) mediante la reaccion enzimética entre oleina de
palma y acido estearico. de los autores Cortes Suta, Carol Andrea; Rojas
Corredor, Monica Viviana. En la investigacion presente se proyectd obtener un
equivalente de la manteca de cacao (CBE) mediante dos materias primas
principales, las cuales eran OP (oleina de palma) que presenta una concentracion
de triacilgliceridos POP y POO adecuada, ya que poseen acido oleico en la mitad
como la manteca de cacao, y acido estearico para que se incorpore en la posiciéon
1y 3 de los triacilgliceridos. Se us6 una enzima 1,3 especifica inmovilizada en gel
de silice (Lipozyme TL IM) para la reaccién; la enzima se prepara en una solucién
saturada de NaCl durante 24 horas previamente a la reaccién enzimatica, con el
fin de lograr una mayor activacion de esta. La reaccion tuvo condiciones de
temperatura de 60°C, agitacion mecanica de 160 rpm, cantidad de enzima de
10% de la masa total, relacion 1:2 (OP: AEPM) el &cido esteérico de pureza
media presento un perfil de acidos grasos de 45,99% palmitico -52,85% estearico
y tiempo de 3 horas. Condiciones que fueron obtenidas de un articulo guia que

38 JACOME REYES, Luis Fernando. Evaluacién de la enzima Lipozyme TL IM en reacciones de
transesterificacion enzimatica para obtencién de grasas especiales. Bucaramanga, 2004. Trabajo
de grado (Quimico). Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de
Quimica. p. 30-32.
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usaron durante todo el proyecto investigativo del Autor Ibrahim Mohamed.
«Lipase-Catalyzed Synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Palm Olein and
Saturated Fatty Acid Distillate from Palm Oil Physical Refinery».

“La fraccion obtenida presentd una curva de contenido de grasa solida con un
comportamiento cercano a la MC, pero con una composicion de acidos grasos
caracteristicos diferente respecto a esta.”*®

2.1.3.3 Obtencion de lipidos estructurados a escala semi-industrial mediante
transesterificacion con lipasa estereoespecificas inmovilizadas. Del autor
Safra Moreno, Nelson. En esta investigacion se sintetizaron lipidos estructurados,
gue son triacilgliceridos modificados por la alteracion de su composicion de acidos
grasos y su distribucion en moléculas de glicerol, por medio de transesterificacion
enzimatica de mezclas binarias de aceite de palmiste y aceite de soya en un
primer caso, en el otro caso; aceite de soya y superestearina de palma, utilizando
como catalizadores lipasas (Lipozyme RM IM; Lipozyme TL IM) en relacién 1:2 de
materias primas. “En el primer caso se produjo una mezcla de TAG cuya
caracteristica principal era contener acidos grasos de cadena media en las
posiciones primarias del glicerol, en el segundo caso una grasa con tracilglicerol
gue contienen acido palmitico en la posicion central del glicerol y acidos grasos
en las posiciones primarias.”*°

“Las mejores reacciones de determinaron haciendo uso de un disefio experimental
y dos reactores; uno de tanque agitado y otro de lecho empacado; La
productividad alcanzada por la primera lipasa fue de 2344 Kg de aceite por Kg de
enzima, mientras que con la segunda lipasa (Lipozyme TL-IM) fue de 4281 Kg de
aceite por kilogramo de enzima.”! Siendo esta Ultima lipasa la mas efectiva en
uso de mezcla de grasas.

La tabla 8 muestra el resumen de las variables del proceso para la obtencién del
CBE (Relacion p/p, Temperatura, Cantidad de enzima, Agitacion y tiempo de
reaccion) encontradas en la literatura descrita anteriormente.

39 Cortes Carol y Rojas Monica, Evaluacion de la obtencion del equivalente de manteca de cacao
(Cocoa Butter Equivalent) mediante la reaccién enzimatica entre oleina de palma y acido estearico.
Bogota: Universidad de América. 2016.

40 safra Moreno, Nelson. OBTENCION DE LIPIDOS ESTRUCTURADOS A ESCALA
SEMIINDUSTRIAL MEDIANTE TRANSESTERIFICACION CON LIPASA ESTEREOESPECIFICAS
INMOVILIZADAS. Bucaramanga, 2008. Trabajo de grado (Doctor Quimico). Universidad Industrial
de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica

4lsafra  Moreno, Nelson. OBTENCION DE LIPIDOS ESTRUCTURADOS A ESCALA
SEMIINDUSTRIAL MEDIANTE TRANSESTERIFICACION CON LIPASA ESTEREOESPECIFICAS
INMOVILIZADAS. Bucaramanga, 2008. Trabajo de grado (Doctor Quimico). Universidad Industrial
de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica (1)
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Tabla 8.Resumen de las variables del proceso para la obtencién de CBE encontradas en la
revision bibliografica realizada.

Materias primas. Relacion Agitacion Temperatura. Enzima Tiempo
Numeral
2.1.1.1 Oleina de palma 1:2p/p 160 RPM 60°C Lipozyme 3 horas.
vy acido estedrico M,
(57%) Rhizomoc
ur Miehei
2.1.1.2 Oleina de palma 1:3p/p 160 RPM 60°C Lipozyme 3 horas.
y acido estedrico %A
(57%) Rhizomoc
ur Miehei
2.1.1.3 Oleina de palma 1:0,7p/p --- 70°C Lipozyme 12 horas
vy acido estedrico M,
(98%) Rhizomoc
ur Miehei
2.1.1.4 Oleina de palma 1:0,5p/p 200 RPM 60°C Lipozyme 20 horas
y acido estedarico %A
(98,3%) Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.1.5 Oleina de palma 1:6 p/p - 65°C Lipozyme 12 horas
vy acido estedrico I,
(99%) Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.1.6 Oleina de palma 2:3 --- 60°C Lipozyme 30
y mezcla de mol/mol M, minutos.
estearato con Rhizomoc
palmitato de etilo ur Miehei.
2.1.1.7 Oleina de palma 2:1;1,5:1; 200 RPM 68°C Lipozyme 4 horas
y aceite de soja. 1:1;1:2; I,
1:1,5. p/p Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.2.1 aceite de palma 1:1,9a --- 50°C Lipozyme 150
33-DEG y Acido 1:2,2 M, minutos
estearico Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.2.2 aceite de Nuez 7:3 p/p - 45°C Solvente 4 horas
de mango, aceite metilpent
de palma ano
2.1.2.3 Oleina de palma 1:1a --- 55°C Lipozyme 40
con estearato de 1,2:1. M, minutos
metilo Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.2.4 Oleina de palma 1:0,75a --- 50°C—-65°C Lipozyme 150-180
y acido estedrico 1:1,5 I, minutos.
(99%). Rhizomoc
ur Miehei
2.1.2.5 aceite de palma 1:4 al1l:6 --- 40°C - -
de 28 grados con m/v
acetona,
2.1.3.1 Oleina de palma 1:1 400RPM 70°C Lipozyme 5 horas
y acido estearico M,
(99%) Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.3.2 Oleina de palma 1:3 160RPM 60°C Lipozyme 3 horas
y acido estearico I,
(99%) . Rhizomoc
ur Miehei.
2.1.3.3 aceite de soya y 1:2 - -— Lipozyme -
superestearina M,
de palma Rhizomoc
ur Miehei.
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La busqueda bibliografica descrita anteriormente indica las variables adecuadas
para trabajar un proceso de reaccion enzimatica, los datos expuestos en la tabla 8
estan directamente relacionados con las variables seleccionadas para la
realizacion de los ensayos preliminares. Al hacer un andlisis minucioso de los
resultados logrados en investigaciones anteriores basados en proyectos de CBE,
se obtienen ciertos rangos de las variables con mejores resultados para el
desarrollo del producto. De todas las investigaciones consultadas se tomaron
cinco variables para el desarrollo de este proyecto: la relaciébn de materias primas,
especificamente Acido Esteérico y Oleina de palma entre valores de 1:1 a 1:3, el
rango de temperatura oscila entre 60°C a 70°C, el tiempo de reaccion entre 3y 5
horas, la cantidad de enzima de 8% a 10% de la masa total de sustratos y una
agitacion de 400 RPM.

Teniendo en cuenta los rangos estipulados anteriormente se realizan tres ensayos
preliminares con el fin de conocer el comportamiento de las variables durante la
reaccion enzimatica.

2.2 ENSAYOS PRELIMINARES

Basados en la revision bibliogréafica (Tesis de grado, articulos y patentes) descrita
en el numeral 2.1 y gracias a los rangos obtenidos de cada una de las variables
(Relacion, Temperatura, Tiempo de reaccidn, agitacion y cantidad de enzima) se
decide realizar 3 ensayos preliminares con el fin de determinar si las variables
encontradas en la literatura para el proceso de obtencion de CBE influyen de
forma positiva en el sistema con el cual se va a trabajar en la empresa SIGRA S.A,
a fin de que los resultados obtenidos sean semejantes a los descritos en la
revision bibliografica.

El primer ensayo preliminar se efectia con una relacion 1:3, temperatura de 60°C
y tiempo de 4 horas; el segundo ensayo se realiza con una relacion 1:2,
temperatura de 60°C, tiempo de 4 horas y el tercer ensayo preliminar con una
relacion 1:2, temperatura de 60°C y un tiempo de 6 horas. Con el desarrollo de
dichos ensayos preliminares se quiere conocer el comportamiento de las variables
designadas durante la reaccién enzimatica.

2.2.1 SELECCION DE MATERIAS PRIMAS

Para llevar a cabo la reaccion de interesterificacion, se deben conocer
previamente algunas caracteristicas fisicas y quimicas de cada materia prima, con
el fin de que estas puedan afectar la reacciéon en forma directa impidiendo la
formacion de los TAG's de interés, por lo tanto, se tienen en cuenta sus fichas
técnicas (Ver ANEXO A).

2.2.1.1 Oleina de palma. La oleina de palma es otorgada por la empresa SIGRA
S.A, esta presenta un color amarillo claro el cual es translicido a temperatura
ambiente, es inodora y viscosa ademas es muy resistente a la oxidacion, la oleina
debe cumplir con los procedimientos descritos en las normas del Instituto
colombiano de normas técnicas y certificacion (ICONTEC): NTC 213 (2013)”
Grasas y aceites vegetales y animales. Determinacion de punto de fusion (punto
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de deslizamiento)™2; NTC 283 (2012) “Grasas y aceites vegetales y animales.
Determinacién de indice de yodo“*® y NTC 218(2012) “Grasas y aceites vegetales
y animales. Determinaciéon del indice de acidez y acidez™#*, esto con el fin de
obtener las caracteristicas especificas de una oleina de palma las cuales la
diferencian de otros aceites y grasas.

Imagen 14. Oleina de palma

\b/

2.2.1.2 Palma totalmente hidrogenada. La palma totalmente hidrogenada es
otorgada por la empresa SIGRA S.A, la cual al pasar por el proceso de
hidrogenacion no presenta enlaces insaturados en su estructura, tiene una textura
semi-solida a temperatura ambiente, asi como un color amarillo claro, algunas de
sus propiedades son: Punto de fusion de 56-58°C el cual se determina con el
procedimiento descrito en la norma NTC 213 (2013), indice de yodo (Maximo de 1)
basado en el procedimiento que proporciona la norma NTC 283 (2012), asi como
un contenido de grasa sélida (%FFA) de 0,06% y una humedad (Maximo de 0,05).

Imagen 15. Oleina de palma totalmente hidrogenada

42 |CONTEC. Grasas y aceites vegetales y animales. Determinacion de punto de fusion (punto de
deslizamiento). [Electronic  (1)]. [Consultado el Agosto 292017]. Disponible en:
https://tienda.icontec.org/wp-content/uploads/pdfs/NTC213.pdf

43 ICONTEC. Grasas y aceites vegetales y animales. Determinacién del indice de yodo. [Electronic
(2)]. [consultado el Agosto 292017]. Disponible en: https://documents.tips/documents/ntc-283.html
44 ICONTEC. Grasas y aceites vegetales y animales. Determinacion del indice de acidez y acidez.
[Electronic (D)1- [consultado el Agosto 292017]. disponible en:
https://www.yumpu.com/es/document/view/37847405/norma-tecnica-ntc-colombiana-218
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2.2.1.3 Acido estearico. Este compuesto se adquiere del distribuidor
Legaquimicos-Materias primas y se clasifica segun su pureza “PUREZA BAJA’
(presentacion esférica y de color blanco) y la razén por la cual se selecciona este
acido estearico es porque en la tesis “Evaluacion de la obtencién del equivalente
de manteca de cacao (cocoa butter equivalent) mediante la reaccién enzimatica
entre oleina de palma y acido estearico” descrita en el numeral 2.1.3.2 se
obtienen buenos resultados con respecto al contenido de grasa sélida de una
manteca de cacao de referencia, sin embargo al realizar el andlisis de
cromatografia de gases basado en la norma NTC 4967 (Segun norma interna de
Sigra S.A) (Ver ANEXO B) se obtiene que el perfil de acidos grasos de este 4cido
es (67% palmitico-33% esteérico).
Imagen 16.Acido estearico “Pureza Baja”

—
~—

(ecaquiMicos

Acido Estearico Lb

ACIOT

2.2.1.4 Enzima “Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei”. se escogi6 esta enzima ya
que es la mas empleada y estudiada para el proceso de obtencién del CBE; es
utilizada como catalizador en la reaccion de interesterificacion ya que al ser una
lipasa 1-3 especifica va a romper la cadena de los triglicéridos presentes en la
mezcla grasa en las posiciones 1 y 3 con el fin de obtener los TAG de interés,
ademas de esto no debe sobrepasar una temperatura de 70°C ya que se
presentaria su inactivacion en el medio de reaccién. Esta lipasa al ser inmovilizada
presenta algunas ventajas como son: la recuperacion de la enzima del medio de
reaccion y la obtencién de un producto que no se contamina con la presencia de la
enzima y el incremento en la estabilidad de la lipasa*. Su presentacién viene en
forma granular, es de color marrén claro, debe almacenarse a una temperatura de
(2-8°C) y mantenerse seco y alejado de la luz solar. La enzima se emplea tal y
como viene en el empaque sin hacerle ningln proceso para su activacion.

45 GONZALEZ, Jorge; RODRIGUEZ HERNANDEZ, Jairo y DEL MONTE MARTINEZ, Alberto Las
lipasas enzimas con potencial para el desarrollo de biocatalizadores inmovilizados por adsorcion
interfacial. [Electronic  (1)]. [Consultado el  Agosto  292017]. Disponible  en:
https://revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/view/15574/38075
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Imagen 17. Enzima Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei.

2.2.2 EQUIPOS E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Cuadro 1.Equipos e Instrumentos

Nombre

Descripcién

Bafio con recirculacién

SOXTEC SYSTEM HT 1046

Viene con una capacidad por lote: 2
muestras, su medio de calentamiento
es por placas en la unidad de
extraccién , con una precision T: +-2
°C y un rango de temperaturas: de 20
a 200 °C.

Reactor vidriado NOC LTDA

Es un reactor enchaquetado el cual
tiene una capacidad maxima de 500
mL, su material es soplado de vidrio
y consta de : un filtro de vidrio
poroso, una abrazadera y la tapa del
reactor las cual tiene tres orificios
para agregar los compuestos a
reaccionar.
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Cuadro 1. (Continuacién)

Nombre Descripcion
Motor para agitacion

FISHER SCIENTIFIC
steadfast Overhead
Consta con una velocidad maxima de
1200 rpm, una potencia de 1/8 HP,
su volumen maximo es 30 L, M&xima
Viscosidad: 15000 cpc, tiene un peso
de 9 Libras y un voltaje de 120 V, 60
HZ.
Ademas, contiene un indicador que
va del 0 al numero 10. Para poder
saber a cuantas rpm estd operando
el quipo

Bomba de vacio ROCKER 600

Es empleada para filtracion al vacio.
Tiene una presion méaxima de vacio
de 86,66 KPa, con una potencia de
190W, consta de un mandmetro tipo
bourdon sin glicerina, Voltaje:110V,
peso neto de 7,6 Kg, dimensiones:
(LxAxA) 34,1cm x 17,6 cm x 19,4 cm
y nivel de ruido 62dB4¢

EWB 620-2M
Consta con una capacidad maxima:
620 g, una capacidad minima: 0.5 g,
Lectura: 0.01 g y Precisiéon: £ 0.01 g.
Dimensiones de la carcasa: (AXPxA)
182 mm x 235 mm x 75 mm?*’

46 ROCKER SCIENTIFIC CO, Ltd. Rocker 600. [Electronic (1)]. [Consultado el Agosto 292017].
Disponible en: http://www.rocker.com.tw/product-3.asp?ser=111

47 SERVIBALANZAS. Balanza de precision marca KERN de Alemania modelo EWB-620-2M.
[Electronic )1 [Consultado el Agosto 292017]. Disponible en:
http://www.servibalanzas.com/index.php/productos/balanzas/balanza-de-precision-marca-kern-de-
alemania-modelo-ewb-620-2m-detail

54



Cuadro 1. (continuacién)

Nombre Descripcion

Analizador “Minispec” Equipo RMN MQ- ONE SFC

. LS Este equipo sirve para determinar el
) | contenido de grasa solida (SFC),

. incluye varios métodos como directos,

en serie, paralelos indirectos.
Las muestras de mezclas grasas u
otras materias primas que se usan en
este equipo deben caracterizarse y
controlarse de acuerdo a sus perfiles
de fusién*® (segln norma interna de
SIGRA S.A)

Este equipo proporciona el perfil de
triglicéridos de una mezcla grasa. la
columna maneja una temperatura de
175°C; el inyector trabaja con una
temperatura de 350°C y Horno FID
(detector) trabaja a una temperatura
de 390°C, La presion del cromatografo
es de 5psi, ademas los flujos de aire e
hidrogeno deben estar en 300mL/min y
20 -30 mL/min respectivamente,
ademas el tamafio de la columna es:
28 cm (w) x 19 cm (d) x 28 cm (h) 4°

Embudo Tipo Buchner

Es un embudo especial fabricado en
porcelana el cual es utilizado para la
filtracion al vacio, consta de una placa
circular que posee perforacion y esta
ubicada en la zona superior cilindrica.
Cuando se conecta tiene alrededor de
15 libras por inch2 empujando hacia
abajo de él1.%°

48 JENCK S.A. Resonancia Magnética Nuclear de Dominio Temporal. Bruker. Minispec mq-one-
SFC. [Electronic D1 [ consultado el Agosto 292017]. Disponible en:
https://lwww.jenck.com/productos/producto/minispec-mg-one-sfc

49 Varian INC. CP-3800 GC Getting Started Manual. [Electronic (1)]. [Consultado el Agosto

292017]. Disponible en: http://www.ecs.umass.edu/eve/facilities/equipment/Varian2200/914647.pdf
50 TP-LABORATORIO QUIMICO. Embudo Biichner. [Electronic (1)]. [Consultado el Agosto
292017]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-buchner.html
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Cuadro 1. (Continuacién)

Nombre Descripcion

Erlenmeyer de vacio Oliva de vidrio lateral-Duran
Fabricado en vidrio borosilicato; debido
al gran espesor de su pared este
frasco es resistente al vacio. Consta
de una altura de 155mm, con diametro
base de 85mm, diametro de la boca de
34 mm y con un diametro de la oliva
de 11mm. Capacidad: 250mL>!

Papel filtro. Munktell grade 388

Se utilizan para la filtracion Blchner

pues la superficie dura y lisa del filtro

hacen que sea facil la recuperacion del

- precipitado. Consta de un Peso base:
\
)

84 g/m2, una Velocidad filtracién: 10
s/10mL y una Retencion tipica: 12-15
micrémetros.>?

2.2.3 Montaje del reactor para realizar la reaccion de interesterificacion. Para
llevar a cabo la reacciéon de interesterificacibn se requieren varios equipos
(Reactor, motor Fisher Scientific con agitador, la unidad de sistema de
calentamiento por medio de aceite y una bomba para hacer vacio), los cuales
deben ser ensamblados de la siguiente manera como se aprecia en la imagen 18:
El reactor en su interior tiene un filtro de vidrio poroso, ademas de esto cuenta con
una tapa, una abrazadera, una valvula de apertura y cierre con selladores en
silicona con el fin de impedir o dejar salir la mezcla que se introduzca en el reactor.
Inicialmente se debe ensamblar la tapa del reactor al agitador el cual debe
acoplarse al motor Fisher Scientific con el fin de saber la velocidad de agitacion;
una vez se tenga esta parte se procede a ensamblar el reactor a la tapa del mismo
con la ayuda de la abrazadera y verificando siempre que este acoplamiento quede
alineado. Como el reactor es enchaquetado de vidrio sellado tiene una entrada
(extremo inferior) y una salida (extremo superior) a las cuales se acoplan las dos
conexiones que tiene la unidad de sistema de calentamiento de recirculacion de

51| ABBRANDS. Erlenmeyer para vacio (Kitasoto) oliva vidrio-Duran. [Electronic (1)]. [Consultado el
Agosto 292017]. Disponible en: http://www.labbrands.com/erlenmeyer-vacio-vidrio/64-erlenmeyer-
para-vacio-kitasato-oliva-vidrio-en-vidrio-duran.html#data_sheet

52 MUNKTELL AHLSTROM. Laboratory Filtration Catalog. (Pag. 4). [Electronic (1)]. [Consultado el
Agosto 292017]. Disponible en: http://www.centerquimica.com.ar/productos/ahlstrom-european-
lab-catalog-august-2015.pdf
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aceite permitiendo que el liquido fluya esta zona del reactor con el fin de mantener
la temperatura que se desee en la experimentacion de una forma estable.

Imagen 18. Montaje para realizar la reaccion de interesterificacion

Eatas

Tapa del reactor

Conexion a la salida

del reactor Reactor enchaquetado

de vidrio sellado

Conexion ala
entrada del reactor

Vélvula de
apertura y cierre Sistema de

calentamiento

Erlenmeyer

Una vez que termina la reaccion de interesterificacion enzimatica, se abre la
valvula que tiene el reactor y cuando la mezcla grasa es retirada del mismo; se
debe ensamblar un erlenmeyer con oliva lateral a la parte inferior del reactor, la
conexion auxiliar que tiene la bomba de vacio debe ir ensamblada a la oliva lateral
del erlenmeyer, esto, con el fin de generar vacio y extraer la grasa que pueda
guedar entrampada en la enzima.

La reaccion de interesterificacion enzimatica se lleva a cabo a nivel laboratorio en
un reactor enchaquetado de vidrio con una capacidad maxima de (500mL) de la
cual se utiliza el 84 % de su capacidad, esto con el fin de no sobresaturar el
reactor ademas de la recomendacién del ingeniero a cargo. se deben pesar las
materias primas en determinadas relaciones p/p y utilizar como catalizador
Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei en cierto porcentaje ( basado en el peso de los
sustratos)®.

Como se muestra en el diagrama 3 el procedimiento a seguir es el siguiente:
Inicialmente se deben pesar las materias primas con el fin de adicionarlas al

53 IBRAHIM O. MOHAMED. Lipase-Catalyzed Synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Palm
Olein and Saturated Fatty Acid Distillate from Palm Oil Physical Refinery. En: Applied Biochemistry
Biotechnology, (2012); Vol. 168 p. 1405-1415
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reactor una a la vez; preferiblemente la que se encuentre en estado liquido debe
ir primero y posterior a esto el compuesto en estado sdlido, la mezcla se calienta
por medio de la unidad de servicio de recirculacion de aceite a la temperatura
deseada para cada uno de los experimentos y con la ayuda del agitador presente
en el motor Fisher Scientific se logra la homogeneizacién de la mezcla grasa, a
continuacion se adiciona la cantidad de enzima requerida (porcentaje con respecto
al peso de los sustratos), esta no requiere ningun proceso previo para Su
activacion. Una vez estipulado el tiempo de reaccion se extraerd una muestra
cada hora hasta culminar la experimentacion con el fin de llevar las muestras a
sus respectivos analisis (Perfil de Triglicéridos). Cuando finaliza el tiempo de
reaccion se debe extraer del reactor la mezcla grasa obtenida en cada
experimentacion.

Diagrama 3.Procedimiento para llevar a cabo la reaccion enzimatica

inicio
Pesar las materias primas
( oleina de palma- Acido
estearico)

Ajustar la temperatura de
reaccion

+

Adicionar al reactor:
1. Oleina de palma
2. Acido estedrico

Agitacicon

-

Adicionar la enzima al
reactor

Extraer una muestra por
cada hora de reaccidn

+

Fin del tiempo de reaccidon

+

Extraer del reactor la
mezcla grasa

-

Fin

Al finalizar la reaccion de interesterificacion, se debe limpiar la enzima con 150-
170 mL de solvente (acetona) los cuales se adicionan al reactor y con la ayuda del
motor se obtiene una agitacion constante, este proceso debe durar entre 25-30
min (Segun norma interna de Sigra S.A), posterior a este proceso se debe hacer la
filtracion del solvente y el secado de la enzima con la ayuda de la bomba de vacio
por un tiempo de 10-15 min (segun norma interna de Sigra S.A) con el fin de
obtener una enzima sin residuos grasos y de aspecto granular similar a su
presentacion original. El proceso se describe en el diagrama 4.
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Diagrama 4.Procedimiento para la limpieza de la enzima.

Inicio
+

Limpieza de la enzima

Adicionar al reactor
150-170 ml de
solvente (acetona)

Agitacidn constante

+

Esperar 25 -20 min

+

Filtrar el solvente

+

Secar la enzima con
ayuda de la bomba de
wvacio

Esperar 1L0O-15 min

Extraer la enzima del
reactor

Fin

2.2.4 Descripcion de procedimiento Ensayos preliminares. En los tres ensayos
preliminares efectuados se seleccionaron las materias primas a utilizar en cada
experimento (se utiliza el acido estearico de “PUREZA BAJA”) y las condiciones
de operacion para la reaccion (Relacidén p/p, temperatura, agitacion, cantidad de
enzima y tiempo de reaccion). En la tabla 9 se hace una descripcion de las
variables seleccionadas y explicadas anteriormente.

Esta experimentacion se realiza con el fin de obtener informacién pertinente sobre
el perfil de triglicéridos de la mezcla grasa que reacciona y asi analizar el
comportamiento de las variables que influyen en el proceso de produccion del
CBE con el fin de establecer un disefio de experimentos en el siguiente capitulo.

Tabla 9. Descripcién de las variables utilizadas en la elaboracién de ensayos preliminares
para obtenciéon de CBE’s.

Ensayo Materia Relacion Temperatura Tiempo %Enzima Agitacién

Prima (p/p) (°C) Reaccion (RPM)
(h)
1 PO+—POss 1:3 60 4 10% 400
2 POs-Acido 1:2 60 4 10% 400
estearico
(AEPB)
3 PO: ‘Acido 1:2 60 6 8% 400
estearico
(AEPB)

AEPB: Acido estearico “PUREZA BAJA”.
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2.2.4.1 Primer ensayo Preliminar. En este ensayo se utilizan como materias
primas la oleina de palma (POs) y la palma totalmente hidrogenada (POss) esta
tltima se escoge debido a que su perfil de acidos grasos libres es similar en
cuanto a la composicién de un &cido esteérico comercial (58% palmitico- 42%
estearico) por lo cual se optd por asociar estas dos grasas con el propésito de
realizar la reaccion de interesterificacion enzimatica a fin de obtener resultados
gue puedan ser cercanos al producto deseado (CBE). Por ello se deben ajustar las
condiciones de operacion a nivel laboratorio (tiempo de reaccion, cantidad de
enzima, relacion p/p entre las materias primas y Temperatura), para saber que
modificaciones se deben realizar en los otros ensayos.

Primero se deben hacer los calculos para determinar la cantidad de materia prima;
Las materias primas utilizadas en esta experimentacion constan de una relacion
1:3 p/p. Para poder calcular la cantidad de cada una de las materias primas se
deben tener en cuenta la densidad de la oleina de palma (0,7g/ml) y un volumen
del reactor utilizado (84% de su capacidad) lo cual son 420 mL con el fin de
obtener la cantidad de masa total requerida en el reactor.

mr
,0=7_) mT=p*V

Donde:
p =densidad oleina de palma (0,7g/mL)
V = Volumen del reactor 420 mL (84% capacidad)

m= 0,7i * 420mL
mL

my = 294 gramos ( Masa Total)

Teniendo en cuanta que la relacion p/p entre las materias primas utilizadas es 1:3
entonces:

masaseq = oleina de palma (POy) + oleina totalmente higrogenada (POsg)
294 gramos = (1)X + (3)X
294 gramos = (4)X
_ 294 gramos

4
Para la Palma totalmente hidrogenada sera:

POss = 3X — 3(73,5gramos)

— X = 73,5 gramos (oleina de palma)

POsg = 220,5 gramos (oleina totalmente hidrogenada)
Cantidad de enzima:

Sabiendo que la cantidad de enzima a usar tiene una proporcion de 10% del peso
de los sustratos (masa total), entonces:
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Cantidad de enzima = 10% * Masa Total
Cantidad de enzima = 0,1 * 294 gramos — 29,4 gramos de enzima

Estos calculos son los valores teoricos, pero al hacer la experimentacion estos
datos varian un poco al ser pesados en la balanza analitica. En la tabla 10 se
presentan las especificaciones de las condiciones de operacion utilizadas en esta
experimentacion.

Tabla 10. Condiciones de operacion del primer ensayo preliminar

Relacion 1:3

Peso POs 220,59
Peso POss 73,59
Peso Lipozyme IM. 29,39
Tiempo 4 h
Temperatura 60°C
Agitacion 400 RPM

Posterior al pesaje de las materias primas (oleina de palma - Palma totalmente
hidrogenada) a utilizar y la cantidad de enzima, se debe efectuar el montaje para
poder realizar la reaccion, el cual esta descrito en el numeral 2.2.3, con el fin de
adicionar al reactor las materias primas; esta mezcla grasa se debe calentar a una
temperatura de 66°C y con una agitacion constante ( 400- 500 RPM) con el
propdsito de fundir los cristales que se encuentren presentes en la mezcla grasa y
cuando esta se vea totalmente homogénea se debe ajustar la temperatura a 60°C
la cual es la seleccionada para esta reaccion; a continuacion se adiciona la
cantidad de enzima descrita en la tabla 10 y asi comienza la reaccién de
interesterificacion enzimatica la cual tiene una duracioén de 4 horas, en las que se
va a tomar una muestra de la mezcla grasa cada hora y a cada una de las
materias primas con el fin de llevarlas al analisis de cromatografia de gases y asi
obtener el perfil de TAG’s presentes en la mezcla grasa.

En la tabla 11 se hace una descripcion de las muestras que se tomaron durante la
experimentacion y a las cuales se les realiza el andlisis de cromatografia para
obtener su perfil de triglicéridos (Ver ANEXO D), con el fin de llevar a cabo el
respectivo andlisis de estos resultados.
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Tabla 11.Muestras obtenidas en el primer ensayo preliminar.

Muestras Descripcion

M1 Muestra de POr (sola)

M2 Muestra de POss (solo)

M3 Mezcla POr Y POssg en el tiempo cero
M4 Mezcla POrY POss. Tiempo 1 hora
M5 Mezcla POr Y POss. Tiempo 2 horas
M6 Mezcla POr Y POss. Tiempo 3 horas
M7 Mezcla POrY POss. Tiempo 4 horas
M8 FRACCIONAMIENTO

Muestra fase solida 1 (después de
adicionar el solvente(Hexano) con
una temperatura de 25°C

M9 Muestra fase liquida (después de
adicionar la relacion 1:5 con el
solvente (Hexano) con una
temperatura de 4°C

M10 Muestra fase sélida 2 (después de
adicionar la relacion 1:5 con el
solvente (Hexano)

2.2.4.1.1 Analisis de resultados del ensayo preliminar 1. Con los porcentajes
de triglicéridos obtenidos en el analisis de cromatografia se realizan dos graficas,
en la primera de ellas se encuentran los tres TAG's de interés (POP, POS y SOS)
y se muestra el comportamiento de estos con respecto al tiempo de reaccién y en
la segunda grafica se destacan algunos triglicéridos presentes en la mezcla grasa
y que tienen composiciones altas a medida que transcurre la reaccién de
interesterificacion enziméatica.

Grafica 1.Triglicéridos de interés Vs Tiempo de reaccidn. Primer ensayo preliminar
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En la gréfica 1 se puede evidenciar que los triglicéridos de interés (POP, POS y
SOS) no aumentan su composicion significativamente a medida que transcurre el
tiempo de reaccion pues el POP aumenta un 0,88% el POS un 6,72% y el SOS
aumenta un 4,64% , esto se debe a que la composicion inicial de la mezcla grasa
no tiene gran cantidad de acido oleico en la posicion sn-2 de las cadenas de los
triglicéridos que estan presentes en la mezcla porque la oleina de palma
totalmente hidrogenada no cuenta en su composicion con este acido y como el
Unico aporte de &cido oleico lo genera la oleina de palma (gracias al triglicérido
POOQO) este no es suficiente pues la relacion peso /peso de la palma totalmente
hidrogenada es tres veces mayor a la de la oleina de palma ,lo cual impide que el
reordenamiento que genera la reaccion de interesterificacion enzimatica en las
posiciones 1y 3 de los triglicéridos favorezca a los TAG's de interés.

Grafica 2. Triglicéridos en la mezcla grasa Vs Tiempo de reaccion. Primer ensayo preliminar
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Ademas de esto en la gréafica 2 sobresalen diferentes triglicéridos obtenidos en la
mezcla grasa debido a su comportamiento en la reaccién, como lo es el TAG PPP
el cual aumenta un 5,31% su composicion a medida que transcurre el tiempo de
reaccion, esto implica que la composicién de los TAG'S de interés no aumente
porque este triglicérido esta siendo favorecido con los acidos palmiticos que
pueden salir de las posiciones 1 y 3 del TAG PPS+PSP pues se ve claramente
que en las cuatro horas de reaccién la composicion del TAG anteriormente
mencionado disminuye un 8,64% lo cual confirma que el acido palmitico tiene
mas afinidad con otros triglicéridos diferentes a los de interés.

En conclusién, la mezcla de oleina de palma(POf) y la palma totalmente
hidrogenada(POss) no es la indicada para obtener un equivalente a la manteca de
cacao (CBE) porque como se muestra en la gréfica 1 la composicion de los
triglicéridos de interés no es semejante a los de una manteca de cacao en todo el
tiempo de reaccién, con lo cual se debe cambiar la oleina totalmente hidrogenada
preferiblemente por un acido graso libre como el 4cido estearico y/o palmitico.
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2.2.4.2 Segundo ensayo Preliminar. En este ensayo se utilizan como materias
primas la oleina de palma (POx) y acido estearico comercial (‘“PUREZA BAJA”), se
ajustan las condiciones de operacion a nivel laboratorio (tiempo de reaccion: 4
horas, cantidad de enzima: 10% de la masa total, relacion: 1:2 p/p entre las
materias primas y Temperatura: 60°C) como se muestra en la tabla 12 .La
informacion con la que se sacaron los datos anteriormente expuestos se basaron
en la literatura, especificamente en el articulo “Lipase-catalyzed Synthesis of
cocoa butter equivalent from palm olein and saturated fatty acid distillate from palm
oil physical refinery”>*

Primero se efectdan los célculos para conocer la cantidad de cada materia prima,
el procedimiento de calculos es el mismo que esta descrito en el numeral 2.3.2.1,
variando la relacién ya que en esta experimentacion es R 1:2 p/p. en la tabla 12 se
encuentran descritas las condiciones de operacién para realizar la reaccion de
interesterificacion en este experimento.

Tabla 12.Condiciones de operacion del segundo ensayo preliminar

Relacion 1:2
Peso POs 98¢
Peso Acido estearico 1964
Peso Lipozyme IM. 29,39
Tiempo 4 h
Temperatura 60°C
Agitacion 400 RPM

Una vez se realiza el pesaje de las materias primas (oleina de palma — &cido
estearico) y la cantidad de enzima, se lleva a cabo el montaje del reactor el cual
estd descrito en el numeral 2.4.1, con el fin de empezar la reaccion de
interesterificacion enzimatica la cual tiene una duracién de 4 horas, en las que se
va a tomar una muestra de la mezcla grasa cada hora con el fin de obtener el perfil
de triglicéridos presente en cada muestra gracias al andlisis de cromatografia de
gases.

En la tabla 13 se hace una descripcion de las muestras que se tomaron durante la
experimentacion y a las cuales se les realiza el andlisis de cromatografia para
obtener su perfil de triglicéridos (Ver ANEXO D), con el fin de llevar a cabo el
respectivo andlisis de estos resultados.

54 IBRAHIM O. MOHAMED. “Lipase-Catalyzed Synthesis of Cocoa Butter Equivalent from Palm
Olein and Saturated Fatty Acid Distillate from Palm Oil Physical Refinery” En Applied Biochemistry
Biotechnology, (2012); Vol. 168 p. 1405-1415.
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Tabla 13.Muestras obtenidas en el segundo ensayo preliminar.

Muestras Descripcion

M1 Mezcla POs - Acido estearico (tiempo
cero)

M2 Mezcla POy -Acido estearico (1 hora)

M3 Mezcla POs —Acido esteérico (2 horas)

M4 Mezcla POr—Acido estearico(3 horas)

M5 Mezcla POs—Acido esteéarico(4 horas)

M6 FRACCIONAMIENTO 1: Muestra
fase solido 1

M7 Muestra fase liquida

M8 Muestra fase solido 2

M9 FRACCIONAMIENTO 2: Muestra
fase sélido 1

M10 Muestra fase liquida

M11 Muestra fase solido 2

2.2.4.2.1 Andlisis de resultados del segundo ensayo preliminar. El
procedimiento a realizar es el mismo descrito en el numeral 2.2.4.1.1.

Grafica 3.Comportamiento de los TAG's de interés con respecto al tiempo de reaccion.
Segundo ensayo preliminar
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Se observa que el TAG POP inici6 la reaccion con una composicion de 25,47%
pero a medida que transcurre el tiempo de reaccidén esta composicion disminuye
hasta 14,34% lo cual se debe a que la reaccidn de interesterificacion reordena las
posiciones 1 y 3 de este triglicérido con lo cual el acido palmitico se desplaza
hacia otros TAG's como el PPP y el PPS+PSP. El comportamiento del TAG POS
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es aleatorio pues hasta la segunda hora de reaccion su composicibn aumenta
hasta 21,68% y las horas siguientes esta composicion disminuye un 2,7% lo cual
indica que otros triglicéridos como el PSS y el PPP estan compitiendo con el TAG
de interés (POS) por los acidos palmitico y estearico. El TAG SOS genera una
composicion aleatoria a medida que la reaccion transcurre, esto se debe a que el
acido estearico lo recibe de triglicéridos como el SOO y POS, pero
simultdneamente compite con el TAG PSS lo cual impide que la composicion del
triglicérido de interés aumente significativamente.

Gréfica 4.Triglicéridos en la mezcla grasa Vs tiempo de reacciéon. Segundo ensayo
preliminar
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En la grafica 4 se observa el comportamiento de diferentes triglicéridos los cuales
influyen en la composicion de los triglicéridos de interés, como lo es el POO el cual
tiene un comportamiento decreciente (39,57%) en cuanto a su composicion, esto
significa que esté favoreciendo la formacion de los TAG's POP y POS. En cuanto
al TAG PSS su composicién aumenta un 7,36% en todo el tiempo de reaccion lo
cual da a conocer que el &cido estearico se dirige méas hacia este triglicérido que al
de interés (SOS). EI PPP muestra un comportamiento creciente a lo largo del
tiempo de reaccion quedando con una composicion final de 14,71%, ya que las
materias primas utilizadas tienen una buena cantidad de acido palmitico pues el
acido estearico utilizado tiene un porcentaje mayor de acido palmitico que de
esteérico, por lo tanto, los triglicéridos de interés (POP y POS) se ven afectados
por el TAG PPP y PPS+PSP porque tienen que competir por el acido palmitico
presente en la mezcla grasa.

Las composiciones de los trigliceridos de interés (POP, POS y SOS) son mas
similares a las de una manteca de cacao por lo cual las condiciones empleadas en
este ensayo preliminar se tienen en cuenta para realizar el disefio experimental en
el capitulo 3.

2.2.4.3 Tercer ensayo Preliminar. En este ensayo se utilizan como materias
primas la oleina de palma (POx) y &cido estearico comercial de (“PUREZA BAJA”),
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se ajustan las condiciones de operacion a nivel laboratorio (tiempo de reaccion: 6
horas, cantidad de enzima: 8% de la masa total, relacion: 1:2 p/p entre las
materias primas y Temperatura: 60°C).La informacién anterior se basa en la
literatura encontrada, especificamente descrita en el numeral 2.1.3.2, variando la
cantidad de enzima y el tiempo de reaccion para conocer qué influencia tiene en el
proceso de interesterificacion enziméatica.

Se deben efectuar los calculos para conocer la cantidad de cada materia prima, el
procedimiento de calculos esta descrito en el numeral 2.3.2.1; variando la relacion
ya que en esta experimentacion es R 1:2 p/p. en la tabla 14 se encuentran
descritas las condiciones de operacion para realizar la reaccion de
interesterificacion en este experimento.

Tabla 14.Condiciones de operacion del tercer ensayo preliminar.

Relacion 1:2
Peso POs 98,59 ¢
Peso Acido estearico 1969
Peso Lipozyme IM. 23,52¢g
Tiempo 6 h
Temperatura 60°C
Agitacion 400 RPM

Una vez pesadas las materias primas y la cantidad de enzima, se debe realizar el
montaje del reactor el cual esta descrito en el numeral 2.4.1.

La tabla 15 presenta una descripcion de las muestras que se tomaron durante la
experimentacion y a las cuales se les realiza el analisis de cromatografia para
obtener su perfil de triglicéridos (Ver ANEXO D), con el fin de llevar a cabo el
respectivo analisis de estos resultados.

Tabla 15.Muestras obtenidas en el tercer ensayo preliminar.

Muestras Descripcion

M1 Mezcla POs— Acido estearico (tiempo cero)
M2 Mezcla POs -Acido estearico (1 hora)

M3 Mezcla POs -Acido estearico (2 horas)

M4 Mezcla POs—Acido esteéarico(3 horas)

M5 Mezcla POs—Acido esteéarico(4 horas)

M6 Mezcla POs—Acido esteéarico(5 horas)

M7 Mezcla POs—Acido esteérico(6 horas)

M8 FRACCIONAMIENTO: Muestra fase sélido 1
M9 Muestra fase liquida

M10 Muestra fase solido 2
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2.2.4.3.1 Analisis de resultados del tercer ensayo preliminar. El procedimiento
a realizar es el mismo descrito en el numeral 2.2.4.1.1.

Grafica 5.Comportamiento de los TAG’s de interés con respecto al tiempo de reaccion.
Tercer ensayo preliminar
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En la grafica 5 se evidencia que los TAG's de interés POP y POS disminuyen
significativamente su composicion a lo largo de la reaccién (14,79% y 21,31 %
respectivamente) y el triglicerido SOS no aumenta su composicion
considerablemente respecto a los otros dos TAG's de interés, pues inicia con un
valor de 1,98% y termina la reaccién con una composicion de 1,34 % lo cual deja
en evidencia que el reordenamiento de los acidos grasos (Palmitico- esteérico)
generado por la reaccion enzimatica los desplaza a otro tipo de TAG’s tales como
PSS, PPP, SSS y PPS+PSP, indicando que los &cidos grasos tienen mas afinidad
hacia los triglicéridos mencionados anteriormente y no a las TAG’s de interés.

Este comportamiento también se debe a la cantidad de enzima utilizada ya que al
usar un 8% de la masa de los sustratos se ve como afecta la reaccion porque a
mayor cantidad de enzima mejor serd la interaccion de ésta con la mezcla grasa
reaccionante y asi se logra un mayor reordenamiento en las cadenas de los
triglicéridos.
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Gréfica 6.Triglicéridos en la mezcla grasa Vs tiempo de reaccidn. Tercer ensayo
preliminar
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En la grafica 6 se puede apreciar el comportamiento de algunos triglicéridos
presentes en la mezcla grasa los cuales influyen en la composicion de los
triglicéridos de interés. Los dos primeros son el TAG PPP y el PPS+PSP los
cuales aumentan su porcentaje de triglicéridos en todo el tiempo de reaccién
guedando con una composicién de 17,19 % y 16,73% respectivamente, esto se
debe a que el acido palmitico se desplaza hacia estos triglicéridos afectando asi la
composiciéon de los TAG's de interés (POP y POS) como se muestra en la grafica
8. Con respecto a los TAG's PSS y SSS se observa que su comportamiento es
creciente en las seis horas de reaccion pues sus composiciones aumentan un
10,92% y 3,62% respectivamente, lo cual genera que la composicion de los
triglicéridos POS y SOS se vea afectada debido a que estos triglicéridos estan
compitiendo por el acido estearico presente en la mezcla grasa. Por estas razones
la mezcla grasa obtenida en la experimentacién no se asemeja a un equivalente
de la manteca de cacao.

Una vez efectuados los ensayos preliminares y obtenidos sus respectivos
resultados, se determinaron las variables para un posterior estudio mediante el
desarrollo de un disefio experimental. Las variables escogidas fueron: Relacion
p/p en un rango de 1:1,5 a 1:3 y Temperatura en un rango de 60°C a 66°C, de
igual manera, se va a trabajar con variables constantes que son: tiempo de 5
horas, porcentaje de enzima en la mezcla, de 10% y una agitacién de 450 RPM.

Como materias primas se va a emplear oleina de palma y acido estearico (con una
pureza mayor a 33%) ya que en segundo ensayo preliminar las composiciones de
los triglicéridos de interés son mas similares a las de una manteca de cacao.

2.2.5 Fraccionamientos de referencia. Los fraccionamientos solo se realizan en
los ensayos preliminares pues son de referencia con el fin de saber si el
procedimiento realizado es similar a los encontrados en la literatura descrita en el
numeral 2.1, ademas de conocer en qué fase se obtiene la mezcla grasa con mas
similitud a la manteca de cacao con respecto a los triglicéridos de interés (POP,
POS y SOS).
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2.2.5.1 Descripcion fraccionamiento del primer ensayo preliminar. Una vez
termina el tiempo de reaccion, se toman 20 g de la mezcla grasa a la cual se le
agregan 100 mL de hexano en un frasco el cual debe estar sellado y a
temperatura ambiente (25°C) por un dia para su posterior filtracion y con la fase
liquida obtenida y después eliminar el solvente presente, se realiza un segundo
fraccionamiento en una relacion 1:5 con solvente (Hexano) y se obtienen las fases
liquida y solida 2, el procedimiento se encuentra descrito en el diagrama 5.

Diagrama 5.Descripcion del fraccionamiento ensayo preliminar 1

Pesar 20 g de la
mezcla grasa

l

Adicionar 100 mL de Hexano
( T= 25°C, tiempo= 24 horas)

'

Filtrar la mezcla

/ \

Fase sdlido 1 Fase liquida

v

Pesar la fase liquida y Fase Sdlido 2
realizar una relacion 1:5 <

con Acetona ( T=4°C,
tiempo= 24 horas) Fase liquida

2.2.5.1.1 Resultados del fraccionamiento del primer ensayo preliminar. La
manteca de cacao de referencia fue tomada del articulo “Enzymatic
interesterification of palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter
equivalents”®,

Gréfica 7.Comparacién de triglicéridos del CB de referenciay el fraccionamiento del
experimento preliminar 1
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s, Soekopitojo*, P. Hariyadi, T. R. Muchtadi and N. Andarwulan; Enzymatic interesterification of
palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter equivalents. En As. J. Food Ag-Ind.
2009. Pag. 813.
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La grafica 7 muestra una comparacion de triglicéridos entre la manteca de cacao
de referencia y las fases obtenidas durante el fraccionamiento de la mezcla grasa,
esto, con el fin de visualizar cual de las fases se asemeja mas a los TAG's de
interés (POP, POS y SOS). Para esta experimentacion la fase liguida es la de
interés sin embargo las composiciones de los triglicéridos POP, POS y SOS estan
por debajo de los de la manteca de cacao en un 0,9%;12,71% y 12,88%
respectivamente, lo que significa que en las siguientes experimentaciones se debe
buscar el aumento de los triglicéridos POS y SOS para poder asemejarse a las
composiciones que presenta la manteca de cacao y asi poder caracterizarse como
un CBE.

2.2.5.2 Descripcion del fraccionamiento para el segundo ensayo preliminar.
Se efectdan 2 fraccionamientos de la siguiente manera: en el primero se toman 30
g de la mezcla grasa y a esta cantidad se agregan 150 mL de hexano en un frasco
el cual se debe sellar y a una temperatura de 25°C por 24 horas para su posterior
filtracion, con la fase liquida obtenida y después eliminar el solvente presente se
realiza un segundo fraccionamiento en una relacion 1:5 con solvente (Hexano) se
lleva a una temperatura de 4°C por 16 horas y se obtienen las fases liquida y
solida 2, el procedimiento se encuentra descrito en el diagrama 6.

Diagrama 6. Descripcion del fraccionamiento 1 realizado en el segundo ensayo
preliminar
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tiempo= 16 horas) Fase liquida

Para el segundo fraccionamiento el cual esta descrito en el diagrama 7, se deben
pesar 30 g de la grasa obtenida al final de la reaccion, se le agregan 150 mL de
hexano un frasco el cual debe ser sellado y llevado a 4°C por 24 horas.
Posteriormente se hace la filtracion de la mezcla y con la fase liquida se vuelve a
hacer la relacion 1:5 con el solvente (Acetona) este recipiente es llevado a 4°C
durante 24 horas para poder hacer la debida filtracion y obtener la fase liquida y
sélida 2. Este procedimiento esta basado en el procedimiento B del articulo
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“Fractionation procedures for obtaining Cocoa Butter-Like Fat from Enzymatically
interesterifield Palm Olein”.56
Diagrama 7.Descripcién del fraccionamiento 2 realizado en el segundo ensayo preliminar
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2.2.5.2.1 Resultados de los fraccionamientos del segundo ensayo preliminar.
Para los dos fraccionamientos realizados en este ensayo preliminar se usa la
misma manteca de cacao de referencia basada en el articulo “Enzymatic
interesterification of palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter
equivalents™’ con el fin de visualizar cual de las fases del fraccionamiento se
asemeja mas a la manteca de cacao.

Gréfica 8.Comparacién de TAG's del CB de referenciay el fraccionamiento 1 del
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56 C.N. Chong, Y.M. Hoh, C.W. Wang, Fractionation procedures for obtaining Cocoa Butter-Like Fat
from Enzymatically interesterifield Palm Olein. En Springer Science 1992, vol 69. Pg 138.

57s, Soekopitojo*, P. Hariyadi, T. R. Muchtadi and N. Andarwulan; Enzymatic interesterification of
palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter equivalents. En As. J. Food Ag-Ind.
2009. Pag. 806- 816.
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En esta grafica se obtiene que la fase de interés del primer fraccionamiento
realizado (descrito en el diagrama 6) es la fase liquida, donde se puede observar
qgue los TAG de interés como lo son el POP y el POS tienen mayores porcentajes
comparados con la fase solida 2, sin embargo al compararla con la manteca de
cacao de referencia se puede evidenciar que el TAG POP esta un 15,74% por
encima de la composicion de la manteca de cacao y con respecto al TAG SOS la
composicién que se obtiene en el fraccionamiento esta un 18,6% por debajo de la
composicién de dicha manteca de cacao, por lo tanto esta mezcla grasa obtenida
no puede describirse como un CBE. En este fraccionamiento no se logra obtener
la fase solida 1 por lo cual no se especifica en la gréfica.

Gréfica 9.Comparacién de TAG's del CB de referenciay el fraccionamiento 2 del
experimento preliminar 2.
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En el segundo fraccionamiento realizado en esta experimentacion se muestran las
fases obtenidas y la comparacién con respecto a la manteca de cacao de
referencia y segun la gréfica 9, la fase que mas se parece a los triglicéridos de
interés es la So6lido 2; dénde se observa que el POP presenta una composicion
por encima de la manteca de cacao, especificamente un 10,79%, por lo tanto, se
debe buscar disminuir la composicion de este TAG en los siguientes
experimentos; los triglicéridos POS y el SOS por el contrario presentan una
composicién menor a la requerida para llegar ser una manteca de cacao (2,21 % y
11,7% respectivamente) con lo cual se puede concluir que la mezcla grasa
obtenida en esta experimentacién no puede caracterizarse como un CBE.

2.2.5.3 Descripcién del fraccionamiento para el tercer ensayo preliminar. Se
toman 30 g de la mezcla grasa para hacer el fraccionamiento (descrito en el
diagrama 8) a esta cantidad se agregan 150 mL de hexano en un frasco el cual
debe estar sellado y a una temperatura de 4°C por 24 horas para su posterior
filtracion; con la fase liquida obtenida se realiza una relacién 1:5 con solvente
(Acetona) con una temperatura de 4°C por 24 horas y después se obtienen las
fases liquida y sélida 2. Este procedimiento esta basado en el procedimiento B del
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articulo “Fractionation procedures for obtaining Cocoa Butter-Like Fat from
Enzymatically interesterifield Palm Olein”.%8

Diagrama 8.Descripcion del fraccionamiento realizado en el tercer ensayo
preliminar

Pesar 30 g de la
mezcla grasa

|

Adicionar 150 mL de Hexano
(T=4°C, tiempo= 24 horas)

v

Filtrar la mezcla

/ \.

Fase sdélido 1 Fase liquida

b

Pesar la fase liquida y < Fase Sélido 2

realizar una relacién 1:5
con Acetona ( T=4°C,
tiempo= 24 horas)

Fase liquida
2.2.5.3.1 Resultado del fraccionamiento del tercer ensayo preliminar. La
manteca de cacao de referencia fue tomada del articulo “Enzymatic

interesterification of palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter
equivalents™®,

Gréfica 10.Comparacién de triglicéridos del CB de referenciay el fraccionamiento del tercer
ensayo preliminar.
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58 C.N. Chong, Y.M. Hoh, C.W. Wang, Fractionation procedures for obtaining Cocoa Butter-Like Fat
from Enzymatically interesterifield Palm Olein. En Springer Science 1992, vol 69. Pg 138.
9, Soekopitojo*, P. Hariyadi, T. R. Muchtadi and N. Andarwulan; Enzymatic interesterification of

palm oil midfraction blends for the production of cocoa butter equivalents. En As. J. Food Ag-Ind.
2009. Pag. 806- 816.
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Gracias a la comparacion realizada en la grafica 10 se puede observar que la fase
de interés para esta experimentaciéon es la fase soélida 1, sin embargo, los
triglicéridos de interés (POP, POS y SOS) estan por debajo de la composicion de
la manteca de cacao de referencia en un 2,18%, 34,12% vy 24,48%
respectivamente. Los resultados del fraccionamiento no son buenos porque la
mezcla grasa al final de la reacciobn no tiene una buena composicion de los
triglicéridos de interés (POP 16,86%; POS 3,74% y SOS 1,34%) como se muestra
en la gréfica 8, lo cual no favorece significativamente ninguna de las fases
obtenidas al momento de fraccionar la mezcla y compararla con la manteca de
cacao de referencia indicando que no se obtuvo un CBE en el experimento
realizado.

Una vez terminados los tres ensayos preliminares, se observa que el mejor
ensayo en cuanto al porcentaje de triglicéridos de interés (POP, POS y SOS) fue
el segundo ensayo; con una relacion de 1:2 (oleina de palma-acido estearico),
porcentaje de enzima del 10%, agitacion de 400 RPM, tiempo de reaccién de 4
horas y temperatura de 60°C. En los tres ensayos se puede evidenciar que hay un
aumento consecutivo del triglicérido POS, por encima del POP y el SOS debido al
reordenamiento en las posiciones 1y 3 de las cadenas de los TAG's realizado por
la enzima, haciendo que los acidos estearico y palmitico se desplacen hacia otros
TAG’s disminuyendo principalmente la composicion del SOS.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos preliminares, se va a
realizar un disefio de experimentos que involucre las variables escogidas
(Relacion, Temperatura, tiempo de reaccion, cantidad de enzima y agitacion), asi
como la pureza de las materias primas a usar por cada set de experimentos, de tal
manera gue se identifiquen los datos con las mejores condiciones para obtener un
CBE.
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3. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE OPERACION PARA LA
OBTENCION DE CBE.

Para la determinacion de las condiciones de operacidon, se programa un disefio
experimental en el que se puedan evaluar las variables establecidas en el capitulo
anterior y encontrar cuales son las mejores condiciones para obtener un producto
similar a un CBE. El disefio establecido se va a dividir en dos secciones debido a
dos materias primas diferentes utilizadas, de cada experimento se va a tomar una
muestra por hora por un tiempo total de 5 horas, se varia en el transcurso de los
experimentos las condiciones de Relacion y Temperatura y se mantiene
constantes cantidad de enzima, agitacion y tiempo de reaccién. Una vez realizado
el disefio experimental y obtenidas las muestras, se hace un andlisis
cromatografico solo de las 8 primeras muestras por un problema con el
cromatografo en la planta; para los siguientes experimentos de la primera parte, se
hace un andlisis cromatografico de una hora especifica en la reaccion; asi como
para todo el desarrollo de la segunda parte del desarrollo experimental.

En este capitulo se define las materias primas comprometidas en el disefio de
experimentos, la cantidad de experimentos a realizar los equipos utilizados y
procedimientos desarrollados, asi mismo, se especifica un analisis de resultados
con la ayuda del Software estadistico llamado MiniTab 18.

3.1 MATERIAS PRIMAS

3.1.1 Oleina de palma. Otorgada por la empresa SIGRA S.A. Descrita en el
numeral 2.2.1.1

3.1.2 Enzima “Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei”. Otorgada por la empresa
SIGRA S.A. Descrita en el numeral 2.2.1.4

3.1.3 Acido estearico. (Pureza media). Este compuesto se adquiere del
distribuidor “Quimicos el alquimista” y se clasifica segin su pureza como
‘“PUREZA MEDIA”; (Presentacion sélida en escamas y de color blanco). Este
acido estearico se selecciona con el fin de aumentar el porcentaje de pureza ya
gue en la tesis descrita en el numeral 2.1.3.2 se obtienen buenos resultados con
respecto al contenido de grasa soélida de una manteca de cacao de referencia. Se
realiza un analisis de cromatografia de gases basado en la norma NTC 4967
(Segun norma interna de la empresa SIGRA S.A) (Ver ANEXO B), con el fin de
obtener el perfil de acidos grasos de este acido el cual tiene una composicion de
(32,9% palmitico-61,5% estearico) (Ver ANEXO C) logrando asi un aumento en el
porcentaje de acido estearico para poder asemejarse al acido empleado en la tesis
mencionada anteriormente.
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Imagen 19.Acido estearico “pureza media”

3.1.4 Acido estearico. (Pureza alta). Este compuesto se adquiere del distribuidor
“AppliChem Panreac” y se clasifica segun su pureza como “PUREZA ALTA”, el
cual tiene un 98% de pureza (Ver ANEXO A). Se selecciona este acido estearico
porque en las fuentes de informacién descritas en los numerales 2.1.1.3y 2.1.1.4
se obtienen buenos resultados de productos semejantes a un CBE, ademas en
dichas fuentes se utiliza como materia prima un acido de estearico con una pureza
del 98,3%, generando asi al momento del fraccionamiento composiciones de los
TAG's de interés (POP, POS y SOS) similares a la manteca de cacao que
emplearon como referencia.

Imagen 20.Acido estearico” AppliChem Panreac”

3.2 EQUIPOS E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Los equipos e instrumentos usados para la realizacion del disefio experimental
fueron los mismos que se emplearon en los ensayos preliminares, los cuales estan
descritos en el numeral 2.2.2, especificamente en el cuadro 1.

El montaje experimental para el desarrollo de la reaccion de interesterificacion
enzima es el mismo descrito en el numeral 2.2.3.

3.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se hicieron dos disefios de experimentos diferentes; el primer disefio esta basado
en el acido estearico de “PUREZA MEDIA”, especificado en el numeral 3.1.1. Para
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el segundo disefio de experimentos se hizo un cambio en la procedencia de la
materia prima (Acido estearico), se trabajo con la materia de “PUREZA ALTA”.

Primero se realiza la descripcion del disefio de experimentos con el acido
estearico de pureza media. Se establecen las variables independientes
(temperatura, relacion) y las variables dependientes (tiempo, Agitacion, cantidad
de enzima) en el transcurso del disefio de experimentos, de igual manera, se
especifican los niveles y factores usados para este disefo.

En la segunda parte, se realiza una descripcion del segundo disefio de
experimentos, en el cual se trabaja con el acido estearico de pureza alta, en se
especifica la cantidad de experimentos obtenidos como las condiciones
independientes usadas en cada uno de los experimentos.

3.3.1 Realizacién del disefio de experimentos para el &cido estearico de
pureza media. Se realizd un disefio factorial completo, el cual es un disefio en el
que se miden las respuestas para todas las combinaciones de niveles de los
factores, se realizaron tres niveles con dos factores (32). Primero, se obtiene el
namero de experimentos a realizar, que para el disefio factorial completo descrito
anteriormente, corresponde a un total de 9 experimentos. El primer factor hace
referencia a las temperaturas con las que se van a trabajar cada uno de los
experimentos obtenidos en el disefio en un rango de 60°C a 66°C, las
temperaturas dichas provienen de la busqueda de informacion bibliogréfica
(Articulos, Patentes y Tesis) descritas en el numeral 2.1. El segundo factor hace
alusién a las relaciones para cada una de las materias primas involucradas en el
disefio de experimentos; (Oleina de palma y Acido estearico de pureza media)
estas relaciones estdn en un rango de 1:1,5 a 1:3, igual que el primer factor, la
eleccion de las relaciones provienen de la busqueda de informacion bibliogréafica
(Articulos, Patentes y Tesis) descritas en el numeral 2.1.

Los 3 niveles en el disefio de experimentos fueron obtenidos al igual que los
factores descritos anteriormente a partir de una recopilacion de informacion de las
bldsquedas bibliogréficas descritas en el numeral 2.1 y resumidos en la Tabla 8.

En el disefio de experimentos, los niveles estan categorizados en posiciones de
menor a mayor numero, siendo temperatura de 60°C y relacion de 1:1,5 el nivel
bajo y temperatura de 66°C con relacién de 1:3 el nivel alto. Como se indica en la
tabla 16.

Tabla 16. Distribucion de los niveles de los factores del disefio de experimentos.

Factor Bajo Medio Alto.
Temperatura 60 63 66
Relacion (oleina de 1:15 1:2,25 1:3

palma: Acido esteérico)
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Una vez escogidos los niveles por cada factor, se hace una combinacién manual
de los datos para adquirir el disefio el disefio de experimentos factorial completo
para un total de 9 experimentos. El disefio de experimentos se detalla con mayor
facilidad en la tabla 17.

Tabla 17.Distribucion de los factores dependientes del disefio de experimentos, con acido
estearico de pureza media.

Experimento Temperatura Relacion (Oleina de
palma: Acido estearico
“Pureza Media”)

1 60°C 1:1,5
2 60°C 1:2,25
3 60°C 1:3
4 63°C 1:1,5
5 63°C 1:2,25
6 63°C 1:3
7 66°C 1:1,5
8 66°C 1:2,25
9 66°C 1:3

Una vez obtenido el disefio de experimentos se anexan réplicas centrales, las
cuales estan conformadas por los puntos medios de los dos factores.

Temperatura Relacion (Oleina de Palma: Acido
estearico “Pureza Media”)
Replica central 1 63°C 1:2,25
Replica central 2 63°C 1:2,25

El uso de repeticiones centrales es una de las formas para saber la variabilidad y
estimar el error experimental para de esa manera afianzar los datos con los que se
esté trabajando.

3.3.2 Realizacion del disefio de experimentos para el &cido estearico de
pureza alta. Se realiz6 un disefio factorial completo de tres niveles con dos
factores (32). Primero, se obtiene el niUmero de experimentos a realizar, que para
el disefio factorial completo descrito anteriormente, corresponde a un total de 9
experimentos. El primer factor hace referencia a las temperaturas con las que se
van a trabajar cada uno de los experimentos obtenidos en el disefio en un rango
de 60°C a 66°C, las temperaturas dichas provienen de la busqueda de informacion
bibliografica (Articulos, Patentes y Tesis) descritas en el numeral 2.1. El segundo
factor hace alusion a las relaciones para cada una de las materias primas
involucradas en el disefio de experimentos; (Oleina de palma y acido estearico de
alta pureza) estas relaciones estan en un rango de 1:0,91 a 1:1,37, igual que el
primer factor, la eleccion de las relaciones provienen de la busqueda de
bibliograficas descritas en el numeral 2.1 y resumidos en la Tabla 8.
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Cuando ya se han escogido los niveles por cada factor, se hace una combinacién
manual de los datos para adquirir el disefio el disefio de experimentos factorial
completo. El disefio de experimentos se detalla con mayor facilidad en la tabla 18.

Tabla 18.Distribucion de las variables independientes del disefio de experimentos, con
acido estearico de alta pureza.

Experimento Temperatura Relacion (oleina de
palma: Acido esteérico
“pureza alta”)

1 60°C 1:0,91
2 60°C 1:1,37
3 60°C 1:1,83
4 63°C 1:1,37
5 63°C 1:0,91
6 63°C 1:1,83
7 66°C 1:0,91
8 66°C 1:1,37
9 66°C 1:1,83

Seguidamente del disefio de experimentos, se anexan réplicas centrales, las
cuales estan conformadas por los puntos medios de los dos factores.

Temperatura Relacion (oleina de palma:
Acido estearico “Pureza Alta”)
Replica central 1 63°C 1:1,37
Replica central 2 63°C 1:1,37

Una vez especificadas las variables independientes tanto para la primera parte
como para la segunda parte del disefio de experimentos, se procede a detallar las
variables dependientes involucradas en los dos disefios. La reaccién enzimética
se va a efectuar libre de solventes durante todo el tiempo de reaccion, el tiempo
establecido para la reaccion es de 5 horas, en las que se va a tomar una muestra
de la mezcla grasa cada hora. Durante dicho tiempo, se emplea agitacion
mecanica de 450 revoluciones por minuto, la enzima utilizada es Lipozyme IM,
Rhizomocur Miehei, y su peso en la reaccion de 10% p/p de la masa total.
Posteriormente la reaccion finalice, el producto es conservado para su posterior
fraccionamiento y andlisis y la enzima es rapidamente limpiada con acetona y
filtrada con una bomba de vacio para su préximo uso.

3.4 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA PRIMERA PARTE DEL DISENO DE
EXPERIMENTOS (Acido estearico “Pureza Media”)

Debido a complicaciones con el equipo de cromatografia de gases solo se
pudieron obtener los resultados del perfil de triglicéridos de los primeros 8
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experimentos en todo el tiempo de reaccion (5 horas) (Ver ANEXO E). En los
ensayos 9, 10 y 11 solo se obtuvo el perfil de triglicéridos de la hora 4 por esta
razon las graficas hasta el experimento 8 se analizan en funcién del tiempo de
reaccion.

Con los porcentajes de triglicéridos obtenidos en el analisis de cromatografia para
los primeros 8 experimentos (Ver ANEXO E) se realizan dos gréficas, en la
primera de ellas se encuentran los tres TAG's de interés (POP, POS y SOS) y se
muestra el comportamiento de estos con respecto al tiempo de reaccién y en la
segunda gréfica se destacan algunos triglicéridos presentes en la mezcla grasa y
que tienen composiciones altas a medida que transcurre la reaccion de
interesterificacion enzimatica.

Posteriormente se realiza el analisis de varianza con ayuda del software Minitab
18 tomando en cuenta solo los perfiles de triglicéridos obtenidos en la cuarta hora
de reaccién para los tres principales TAG’s (POP, POS y SOS), asi mismo se
realiza el andlisis de las graficas de superficie respuesta y de contorno con el fin
de determinar qué efecto tienen las variables escogidas en el disefio experimental.

3.4.1.1 analisis de resultados Experimento 1 (T:63°C; R:1:2,25) (Replica
central).

Grafica 11.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccion. Experimento 1
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En la gréfica 11 se observa que el triglicérido POP inicié en la reaccion con una
composicién de 26,86% la cual en todo el tiempo de reaccidén disminuye hasta un
valor de 10,33% este comportamiento se debe a que el acido palmitico presente
en la mezcla grasa se desplaz6 hacia otros triglicéridos diferentes a los de interés
como lo son el PPS+PSP y el TAG PPP. Con respecto al TAG POS se evidencia
gue su composicién tiene el mayor incremento en la primera hora de reaccién
pasando de un valor de 7,68% a uno de 26,37%; al finalizar la reaccion esta
composicién disminuye un 3,23% lo cual se debe a que el acido oleico se
desplaza a triglicéridos como el POO, ademas que las composiciones de los

81



triglicéridos PPP y PSS incrementan notoriamente en el transcurso de la primera
hora de reaccion generando que la composicion del TAG POS se vea afectada. El
SOS empezd la reaccidon con una composicion de 1,55% sin embargo en el
transcurso del tiempo su composicibn aumenta hasta un 8,96% al final de la
reaccion, esto se debe a que el acido estearico se desplaza hacia los triglicéridos
PSS, SSS.

Gréfica 12.Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccién. Experimento 1.
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En la grafica 12 sobresalen diferentes TAG debido a su comportamiento en la
reaccion, como lo es el PSS; inicialmente empieza con una composicion de 3,8% y
como se aprecia en la gréfica tiene una disminucion significativa en la primera
hora de reaccion quedando con una composicion de 1,7%, finalmente esta
composicién aumenta un 7,31% debido a que la cantidad de acido palmitico y
acido estearico presente en la mezcla grasa tienen mas afinidad hacia este
triglicérido. Con respecto al TAG PPS+PSP se observa un aumento en su
composicién a lo largo del tiempo de reaccién obteniendo asi un valor de 12,64%,
este incremento se debe a que en el reordenamiento de las cadenas de los
triglicéridos el PPS+PSP se ve favorecido con el acido palmitico presente en la
mezcla grasa impidiendo la formacién de los TAG's de interés (POS). El
comportamiento del TAG POO decrece significativamente hasta la tercera hora de
reaccion pasando de una composicion de 42,28% a una de 7,24%, en la cuarta
hora de reaccién su composiciébn aumenta un 2,41%; esto se debe a la afinidad
del acido palmitico y oleico por este triglicérido en esta hora de reaccion. Por
altimo, el comportamiento del SSS muestra un aumento leve en su composicion
en las 5 horas de reaccién pasando de un valor inicial de 0,45% a un valor final de
1,46% este comportamiento beneficia la formacion del triglicérido de interés SOS
como se observa en la grafica 1 porque el acido esteérico presente en la mezcla
grasa muestra mas afinidad hacia este TAG.
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3.4.1.2 Andlisis de resultados experimento 2 (T:60°C; R: 1:1,5).

Gréfica 13.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccion. Experimento 2
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Como se observa en la grafica 13 el comportamiento del TAG POP durante el
transcurso de la reaccion es decreciente empezando con una composicion de
27,19% y terminado con un valor de 11,56% este comportamiento es ocasionado
por el reordenamiento que genera la reaccion de interesterificacion enzimatica
pues el acido palmitico presente en la mezcla grasa se desplazé hacia los TAG's
PPS+PSP; PPP y el TAG PSS. El triglicérido POS inicia la reaccidon con una
composicién de 6,16% la cual aumenta a medida que transcurre el tiempo de
reaccion quedando con una composicion final de 25,37% esto se debe a que los
acidos estearico y palmitico se desplazan a triglicéridos como el PSS, SOO y
también hacia el TAG SOS el cual es de interés. Por ultimo, el SOS muestra un
aumento en su composicién a medida que avanza el tiempo de reaccion pues
inicia con un valor de 2,12% y termina con un incremento del 10,46% gracias a
que el &cido estearico presenta mayor afinidad hacia este TAG, asi como al POS
los cuales son de interés para la obtencion de un equivalente de la manteca de
cacao.

Grafica 14. Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccion. Experimento 2.
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En la grafica 14 se observan otros TAG's presentes en la mezcla grasa los cuales
sobresalen debido a su comportamiento en la reaccion de interesterificacion como
lo es el POO el cual presenta la mayor composicion en el tiempo cero con un valor
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de 46,52% y como se evidencia en la grafica su composicion tiene un descenso
significativo en todo el tiempo de reaccion quedando con un valor de 10,92% este
comportamiento favorece la formacién de triglicéridos de interés como lo son el
POS y el SOS como se puede observar en la gréfica 3 . El TAG PPS+PSP
muestra un incremento del 8,42% en su composicion al final de la reaccién, este
incremento de se debe a que el acido palmitico procedente de las materias primas
(oleina de palma- acido estearico) se desplaza hacia este triglicérido, asi como al
TAG PPP el cual aumenta su composicion en un 5,59% hace mas dificil la
formacion de los TAG de interés para esta experimentacion. El ultimo triglicérido
que se destaca en la gréfica es el SOO el cual presenta un aumento en su
composicion pues pasa de un valor de 2,54% a uno de 4,89% al terminar el tiempo
de reaccion indicando que el acido estearico y oleico tienen mas afinidad con otros
TAG presentes en la mezcla grasa que reacciona.

3.4.1.3 Andlisis de resultados experimento 3 (T:60°C; R: 1:2,25)

Gréafica 15.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccion. Experimento 3.
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Se puede ver que el TAG POP inicio la reaccion con una composicion de 22,1% la
cual disminuye hasta un valor de 14,25% al finalizar el tiempo de reaccién este
comportamiento se debe a que el acido palmitico que esta presente en este
triglicérido y en las materias primas utilizadas se desplaza hacia los TAG’s
PPS+PSP; PPP y el TAG PLP. El triglicérido POS presenta un aumento
significativo en su composicion pues pasa de un valor de 7,73% a un valor de
19,03%; porque los acidos estearico y palmitico que se encuentran en la mezcla
grasa se desplazan a triglicéridos como el POO lo cual beneficia la formacion del
triglicérido de interés (POS) ya que en la grafica 6 se observa como este TAG va
disminuyendo a medida que la reaccion se lleva a cabo. El TAG SOS empieza la
reaccion con una composicién de 4,52% la cual tiene un aumento hasta la cuarta
hora de reaccion tomando un valor maximo de 11,01% en su composicion, pero en
la dltima hora esta disminuye en un 6,16% indicando asi que en esta
experimentacion la composicion del TAG SOS se ve influenciado con el tiempo de
reaccion.
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Gréfica 16.Comportamiento TAG Vs tiempo de reacciéon. Experimento 3.
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La grafica 16 destaca diferentes TAG’s como lo es el POO; el cual presenta una
caida con respecto a su composicion pues inicia con un valor de 47,53% y termina
la reaccion con un valor de 18,90%, este comportamiento se debe al
reordenamiento en las cadenas de los triglicéridos generado por Ila
interesterificacion enzimatica con lo cual se ve favorecida la formacion de
triglicéridos de interés como lo son el POS y el SOS. El TAG SOO presenta un
aumento en su composicién en el tiempo de reaccién pasando de un valor de
4,1% a uno de 7,93% este incremento se debe a que el acido esteérico y oleico
procedente de las materias primas utilizadas se desplaza mas hacia este TAG y
no al SOS el cual es uno de los triglicéridos de interés. EI TAG PPP muestra un
aumento en su composicion en las cinco horas de reaccion pues pasa de una
composicién de 1,28% a una de 6,08% al terminar el experimento, lo cual no es
bueno para la formacién de los TAG de interés (POP, POS y SOS) pues el 4cido
palmitico presente en las materias primas se esta desplazando a este triglicérido y
a otros como el PLP y el PPS+PSP.

3.4.1.4 Andlisis de resultados experimento 4 (T: 60°C; R: 1:3).

Gréfica 17.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reacciéon. Experimento 4
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En la grafica 17 se observa que el triglicérido POP inicié la reaccién con una
composicién de 23,4% la cual disminuye a medida que transcurre el tiempo de
reaccion terminando con una composicion de 17,54% este comportamiento se
debe a que el acido palmitico que esta presente en la reaccion se desplaza hacia
los TAG’'s PLS; PPP y el TAG PLP. EI triglicérido POS presenta un aumento
constante en su composicion en todo el tiempo de reaccion pasando de un valor
de 4,07% a un valor de 16,81% al terminar la reaccién enzimatica, esto se genera
gracias a que el 4cido esteérico y palmitico que estan presentes en las materias
primas se desplazan a triglicéridos como el PPP y el PSS impidiendo que el
triglicérido de interés pueda tener mayor composicion. El triglicérido SOS empieza
la reaccion con una composicion de 1,91% la cual aumenta hasta un valor final de
7,38% lo que implica que el reordenamiento generado en la reaccion de
interesterificacidon enzimatica favorece en parte a la formacion de los TAG de
interés (POP, POS y SOS) ya que triglicéridos como el POO se reordenan de tal
forma que genera el aumento en la composicion de otros triglicéridos como el
POS.

Gréfica 18.Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccion. Experimento 4
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La grafica 18 muestras diferentes TAG presentes en la mezcla grasa los cuales
sobresalen debido a su comportamiento en la reaccion, como lo es el POO; el cual
empieza con un valor de 41,08%, este presenta altas y bajas en los porcentajes
de su composicién terminando asi con un valor de 14,04%; su comportamiento se
puede deber a que con la reaccién de interesterificacion el reordenamiento de los
triglicéridos cambie beneficiando la formacién de triglicéridos de interés como lo
son el POS y el SOS en varias horas asi como en otras horas de reaccion el
reordenamiento de estos triglicéridos beneficie al POO el cual en principio
decrecia con respecto a su composicién. EIl TAG PPP muestra un aumento en su
composicion a lo largo del tiempo de reaccion pues al iniciar tenia un valor de
1,52% y al final de la reaccion su composicion fue de 6,29%, el incremento de este
triglicérido se debe a que el acido palmitico procedente de las materias primas se
desplaza a este triglicérido. El triglicérido SOO presenta un aumento y disminucién
de su composicion en el tiempo de reaccion como se observa en la grafica pues
empieza con un valor de 4,06 % y termina la reaccién con un valor de 2,07%
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indicando que el acido esteéarico y oleico tienen mas afinidad con otros TAG
presentes en la mezcla grasa que reacciona.

3.4.1.5 Andlisis de resultados experimento 5 (T:63°C; R: 1:2,25).

Grafica 19.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccion. Experimento 5.
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Se puede observar que el POP inicié la reaccion con una composicion de 24,11%
la cual disminuye quedando con un valor de 20,25%, la disminucion en cuanto a la
composicién de este triglicérido se debe a que el &cido palmitico se desplaz6
hacia los TAG’'s PLP, PLS y el TAG PPP. EI POS presenta un aumento en su
composicién a medida que transcurre la reaccién pasando de un valor de 2,94%
hasta un valor de 11,57% este comportamiento se debe a que el acido palmitico y
oleico se desplaza a triglicéridos como el POO o el PPP lo que genera que la
composicién del triglicérido de interés no aumente significativamente en el
transcurso de la reaccion. El triglicérido SOS empieza la reaccion con una
composicién de 3,49% la cual aumenta hasta un valor de 7,90% en la ultima hora
de reaccién, su comportamiento se debe a que el acido esteéarico presente en la
mezcla grasa se desplaza hacia los triglicéridos PSS, SSS y el acido oleico se
dirige al TAG POO lo cual en ciertas horas de la reaccion puede beneficiar a
triglicéridos como el POS y el SOS.

Gréfica 20.Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccién. Experimento 5.
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Se puede apreciar el comportamiento de diferentes triglicéridos también presentes
en la mezcla grasa de los cuales sobresalen el TAG POO en el que al inicio de la
reaccion tiene un valor de 36,92, su composicion disminuye y aumenta a lo largo
de la reaccion terminando con un valor de 41,77%, el comportamiento de este
triglicérido afecta la composicion de los triglicéridos de interés para la
experimentacién pues impide un crecimiento significativo en la composicion del
POS y el SOS (gréfica 19). El TAG PPP muestra un comportamiento diferente en
cada hora de reaccidbn pues sus composiciones aumentan y disminuyen
comenzando la reaccién con un valor de 2,21% y terminando con un valor de
2,21%, la formacion de este triglicérido para el experimento es bueno pues la
cantidad que se forma a medida que transcurre la reaccion no es significativa y asi
no afecta la formacion de los triglicéridos de interés (POP ,POS) pues los dos
tienen acido palmitico en sus posiciones 1y 3 de la cadena del TAG. Por ultimo, el
triglicérido SOO comienza la reaccién con una composicion de 8,11% y como se
aprecia en la grafica esta composicion disminuye hasta un valor de 3,15%, este
triglicérido afecta la formacién del TAG de interés SOS pues sus composiciones
son similares en el transcurso de la reaccién generando que el reordenamiento de
los triglicéridos no favorezca el aumento de la composicion del triglicérido de
interés.

3.4.1.6 Anélisis de resultados experimento 6 (T:63°C; R: 1:1,5).

Grafica 21.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccién. Experimento 6
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El comportamiento del triglicérido POP muestra una disminuciéon en cuanto a su
composicion en todo el tiempo de reaccion pues pasa de un valor inicial de
31,46% hasta un valor de 19,83%, esto se debe a que el acido palmitico se
desplazé hacia los TAG'’s, PPP, PPS+PSP y PLP. EI POS inicia la reaccion con
una composicion de 7,96 este triglicérido muestra un comportamiento creciente en
todo el transcurso de la reaccion pues termina con una composicion de 19,47%,
esto se debe a que el acido palmitico y estearico se desplaza hacia este
triglicérido de interés, asi como el POO disminuye su composicion con el fin de
aportar una mayor composicion al POS. El triglicérido SOS empez6 la reaccién
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con una composicion de 4,6% la cual aumenta hasta un valor de 6,53% pero esta
composicién no es semejante a la composicion de una manteca de cacao y el
comportamiento de este triglicérido se debe a que el acido estearico se desplaza
hacia los triglicéridos SSS, SOO vy el &cido oleico se dirige al TAG POO lo cual en
ciertas horas de la reaccion puede beneficiar a triglicéridos como el POS y el SOS.

Gréfica 22.Comportamiento TAG Vs tiempo de reacciéon. Experimento 6.
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En esta grafica se puede apreciar el comportamiento de diferentes triglicéridos de
los cuales sobresalen el TAG POO en el que al inicio de la reaccion tiene un valor
de 25,87%, su comportamiento es decreciente en todo el tiempo de reaccion
obteniendo asi un valor de 12,36% al finalizar la experimentacion; el
comportamiento este triglicérido beneficia la composicion de los triglicéridos de
interés para la experimentacion pues ayuda al aumento en la composicion del
triglicérido POS el cual es de interés. EI TAG PPP muestra un aumento en su
composicién pasando de un valor de 2,74% a uno de 4,07% al finalizar la
reaccion. La formacién de este triglicérido significa una disminuciéon en la
composiciéon de los triglicéridos de interés pues impide que el acido palmitico se
reordene en la cadena de los TAG de interés. EIl TAG SSS muestra un aumento
en su composicion iniciando con un valor de 1,9% hasta un valor de 5,7% lo cual
implica que la formacion de este triglicérido es similar a la composicién del TAG
SOS por lo cual este triglicérido de interés no tiene buenos resultado para esta
experimentacion. EI TAG SOO inicia la reaccién con una composicion de 1,87% la
cual incrementa hasta un valor de 2,19% lo cual indica que este triglicérido
compite por los acidos estearico y oleico presentes en la mezcla grasa.
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3.4.1.7 Andlisis de resultados experimento 7 (T:63°C; R: 1:3).

Gréfica 23.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccion. Experimento 7
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En la grafica 23 se observa el comportamiento de los tres triglicéridos de interés,
el POP tiene un comportamiento decreciente en todo el tiempo de reaccion
pasando de una composicion de 27,53% a una de 21,15%, esto se debe a que el
acido palmitico presente en la mezcla grasa también se esta desplazando hacia
los TAG’s, PPP, PPS+PSP y PSS. EI POS inicia la reaccion con una composicion
de 8,03% este triglicérido muestra un comportamiento ascendente en todo el
transcurso de la reaccion pues culmina con un valor de 22,43% lo cual indica que
el acido palmitico y esteéarico se desplaza hacia este triglicérido de interés, este
triglicérido también se ve beneficiado por el comportamiento del TAG POO el cual
presenta una disminucién del 9,06% en su composicion con el fin de aportar una
mayor composicion al POS. El triglicérido SOS empezé la reaccion con una
composicion de 1,97% la cual aumenta hasta un valor de 2,98% este
comportamiento se debe a que el acido esteérico es desplazado hacia los
triglicéridos SSS, SOO y el acido oleico se dirige al TAG POO lo cual en ciertas
horas de la reaccion puede beneficiar a triglicéridos como el POS y el SOS. En
esta experimentacion la reaccion de interesterificacion enzimatica no beneficia el
triglicérido SOS pues el acido estearico parece tener mas afinidad con las cadenas
de otros triglicéridos.

Grafica 24.Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccion. Experimento 7
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Esta grafica destaca a TAG's como el POO el cual presenta una disminucion en
su composicion en todo el transcurso de la reaccion pues inicia con un valor de
21,67% y termina con una composicion de 12,61% el comportamiento de este
triglicérido afecta la composicion de los triglicéridos de interés para la
experimentacion pues impide un crecimiento significativo en la composicion del
POS y el SOS como se aprecia en la grafica 13. El TAG PPP tiene un aumento en
su composicion comenzando con un valor de 1,36% y culminando con una
composicién de 4,89%; esto significa que los triglicéridos de interés POP y POS
estdn compitiendo por el acido palmitico presente en la mezcla grasa pues
requieren de el en las posiciones 1 y 3 de sus respectivas cadenas lo cual impide
que el PPP aumente su composicion. EI TAG SOO inicia la reaccién con una
composicion de 2,51% la cual desciende hasta un valor final de 1,94% lo que
significa este triglicérido afecta la formacion del TAG de interés SOS pues sus
composiciones son similares en el transcurso de la reaccién generando que el
reordenamiento de los acidos grasos en las posiciones 1 y 3 del triglicérido no
favorezca el aumento de la composicién del triglicérido de interés pues estan
compitiendo por el acido estearico presente en la mezcla grasa.

3.4.1.8 Anélisis de resultados experimento 8 (T:66°C; R: 1:1,5).

Grafica 25.Comportamiento TAG de interés Vs tiempo de reaccién. Experimento 8
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En la gréafica 25 el triglicérido POP presenta un comportamiento decreciente en
todo el transcurso de la reaccion pues inicialmente su composicién fue de 29,63%
la cual culmina con un valor de 24,53% indicando asi que el acido palmitico que
esta presente en la reaccidén se desplaza hacia otros TAG’s como el PPS+PSP;
PPP y el TAG PLS. El triglicérido POS presenta un aumento constante en su
composiciéon hasta la tercera hora de reaccién pasando de un valor de 8,41% en el
momento que inicia la reaccion hasta un valor de 12,23% para finalmente terminar
con un valor de 13,05%; esto se debe a que el acido esteéarico y palmitico que
estan presentes en las materias primas se desplazan a triglicéridos como el PPP y
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el PSS lo que impide que el triglicérido de interés pueda tener mayor composicion
en el tiempo de reaccidén. El triglicérido SOS empez6 la reaccion con una
composicion de 2,41% el comportamiento de este triglicérido va aumentando
ligeramente en el tiempo de reaccion pues termina con un valor de 4,39%, lo que
implica que el reordenamiento que lleva a cabo la reaccién de interesterificacion
enzimatica favorece en parte a la formacion de los TAG como el SOO el cual tiene
un comportamiento similar al triglicérido de interés SOS.

Gréfica 26.Comportamiento TAG Vs tiempo de reaccidon. Experimento 8.
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En la gréfica 26 se destacan otros triglicéridos presentes en la mezcla grasa como
lo son el PLS el cual aumenta su composiciéon en todo el tiempo de reaccion
pasando de una composicion inicial de 4,73% y culminando con un valor de 11,2%
lo cual significa que este triglicérido se ve favorecido por el acido estearico y
palmitico presente en la mezcla grasa por lo cual las composiciones de los TAG's
de interés (POS y SOS) no aumentan como se evidencia en la gréfica 15. El POO
tiene un descenso en su composicidon pues inicia con un valor de 29,38% vy
termina con un valor de 14,4 % por lo cual este comportamiento beneficia la
composicién de los triglicéridos de interés para la experimentacion pues ayuda a
que la composicion del POS aumente en el transcurso de la reaccion. El TAG PPP
aumenta su composicion en todo el transcurso de la reaccién pasando de un valor
de 0,9% a uno de 4,44% al finalizar la experimentacibn esto genera una
disminucién en la composicion de los triglicéridos de interés (POP y POS) pues
compiten por el acido palmitico presente en la mezcla grasa. El TAG SSS inicia la
reaccion con una composicién de 2,39% la cual disminuye hasta un valor de
1,32% lo cual afecta la formacion del triglicérido de interés SOS pues el acido
estedrico presente en la mezcla grasa tiene una afinidad hacia estos dos TAG's,
asi como al triglicerido SOO impidiendo que el TAG SOS tenga una mejor
composicion.
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Tabla 19.Porcentaje de los TAG's de interés en la cuarta hora de reaccion para los
experimentos realizados con acido estearico “Pureza Media”.

Analisis POP POS SOS

El 9,01 24,23 14,96
E2 10,82 25,49 13,09
E3 13,39 20,08 11,01
E4 18,2 15,5 6,5
ES 10,74 20,12 14,10
E6 20,24 18,34 5,36
E7 19,79 16,93 3,82
E8 25,83 9,4 3,87
E9 15,09 26,29 21,85
E10 27,34 34,76 0,46
E11 12,47 16,01 13,23

3.4.2 Andlisis de varianza del triglicérido POP en el disefio de experimentos
con acido estearico de “pureza media”. La descripcion de las variables y el
disefio experimental fue descrita en el numeral 3.3.1., los resultados del disefio de
experimentos factorial se muestran en la Tabla 19, la cual especifica los
porcentajes obtenidos de los triglicéridos de interés (POP, POS y SOS) en la
cuarta hora de reaccion con el fin de realizar el analisis estadistico.

Tabla 20.andlisis de varianza TAG POP. Disefio con acido estearico de “pureza

media”.
Fuente SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p
Modelo 384,275 76,855 9,62 0,005
Lineal 123,188 61,594 7,71 0,017
Temperatura 111,328 111,328 13,94 0,007
Relacién 11,860 11,860 1,48 0,262
Cuadrado 252,485 126,242 15,81 0,003
Temperatura*Temperatura 11,811 11,811 1,48 0,263
Relacion*Relacién 169,902 169,902 21,27 0,002
Interaccion de 2 factores 8,602 8,602 1,08 0,334
Temperatura*Relacién 8,602 8,602 1,08 0,334
Error 55,910 7,987
Falta de ajuste 49,918 16,639 11,11 0,021
Error puro 5,992 1,498
Total 440,186

Fuente. Minitab 18 Statistical software
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El andlisis estadistico ANOVA para la superficie de respuesta del triglicérido POP,
mostro que: La variable de temperatura (lineal) y la variable de Relacion
(cuadratico) son significativas porque, el valor p<a, siendo a = 0,05, lo cual indica
gue son variables que influyen en TAG POP.

La ecuacion Cuadratica con el mejor ajuste encontrado para el Triglicérido POP
es:

Ecuacién 1.Triglicerido POP Acido esteérico "Pureza Media"

POP = 807 -26,0 Temperatura - 19,8 Relacién + 0,230 Temperatura*Temperatura
+ 13,94 Relacion*Relacion - 0,652 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.873, el valor de “R? Adj” (Regresidon cuadrada ajustable) es
de 0.7823, el valor p del modelo es menor a 0,05 indicando que este modelo se
ajusta.

3.4.2.1 Andlisis de la gréfica de superficie de POP

Grafica 27.Superficie de POP vs relaciéon y temperatura. Acido “pureza Media”
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Fuente. Minitab 18 Statistical software.

Las gréficas de superficie y contorno muestran que a mayor temperatura y mayor
relacion (T: 66°C y R: 1:3) la composicion del TAG POP aumenta a un valor de
27,34% (pico mas significativo en la grafica). Por el contrario, si se toman la
temperatura y relacion mas bajas (T:60°C y R:1:1,5) el valor de POP disminuye
por lo tanto no hace que cumpla con las caracteristicas de composicion para llegar
a ser un CBE. Para lograr un porcentaje similar a la manteca de cacao (15%-20%)
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en este disefio experimental y con respecto al TAG POP se necesita
temperatura mas baja (60°C) y una relacién media (1:2,25).

Grafica 28.Contorno de POP vs relacion y temperatura. Acido “pureza Media”
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Fuente. Minitab 18 Statistical software

3.4.2.2 Analisis de varianza para el triglicérido POS.

Tabla 21.andlisis de varianza TAG POS. Disefio con acido estearico de “pureza

media”.
Fuente SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 398,62 79,725 8,32 0,007
Lineal 46,65 23,327 2,43 0,158
Temperatura 15,78 15,784 1,65 0,240
Relacion 30,87 30,870 3,22 0,116
Cuadrado 33,34 16,670 1,74 0,244
Temperatura*Temperatura 30,22 30,215 3,15 0,119
Relacién*Relacion 13,90 13,901 1,45 0,268
Interaccion de 2 factores 318,63 318,629 33,26 0,001
Temperatura*Relacién 318,63 318,629 33,26 0,001
Error 67,06 9,581
Falta de ajuste 33,30 11,100 1,31 0,386
Error puro 33,77 8,441
Total 465,69

Fuente. Minitab 18 Statistical software

95



Gracias al andlisis estadistica ANOVA para la superficie de respuesta del
triglicérido POS se puede evidenciar que la interaccion entre las dos variables
(temperatura- Relacidén) muestra un efecto significativo con respecto a la variable
respuesta (TAG POS) porque el valor p es menor de 0,05.

La ecuacion cuadratica con el mejor ajuste encontrado para el triglicérido POS es:

Ecuacién 2. Triglicérido POS Acido estearico "Pureza Media"

POS = 1980 - 54,7 Temperatura - 228,9 Relacién + 0,368 Temperatura*Temperatura
- 3,99 Relacién*Relacion + 3,967 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.856, el valor de “R? Adj” (Regresion cuadrada ajustable) es
de 0.7531, el valor p del modelo es menor a 0,05 indicando que este modelo se
ajusta para el triglicérido POS.

Grafica 29.Superficie de POS vs relaciéon y temperatura. Acido “pureza Media”

Grafica de superficie de POS vs. Relacion; Temperatura

30

POS
20
3,0

10 2,5
2.0 Relacion
60

62
64 1.5

Temperatura &

Fuente. Minitab 18 Statistical software

Las gréaficas 29 y 30 muestra el efecto que tienen las variables (Temperatura —
Relacion) con respecto a la variable respuesta (POS). Por ejemplo, con un valor
de temperatura y relacion altas (T:66°C y R: 1:3) la concentracion del triglicérido
de interés POS llega a su valor maximo (34,76%) como se evidencia en la grafica
29 al ser el pico mas significativo. Por otro lado, si la relacion utilizada es la mas
baja (R: 1:1,5) y la temperatura es la mas alta (T:66°C) la composicién del
triglicérido POS se ve afectada de manera drastica llegando a un valor de 9,4%
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por lo cual se debe evitar esta interaccion para que el triglicérido de interés cumpla
con las caracteristicas para ser un CBE. Con el fin de lograr un porcentaje similar
a la manteca de cacao (30% - 35%) respecto al triglicérido POS se necesitan la
temperatura y relacion mas altas escogidas para la realizacion de este disefio de
experimentos (T: 66°C y R: 1:3).

Gréafica 30.Contorno de POS vs relacion y temperatura. Acido “pureza Media”
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Fuente. Minitab 18 Statistical software

3.4.2.3 Andlisis de varianza para el triglicérido SOS. El analisis estadistico
ANOVA (Tabla 22) para la superficie de respuesta del triglicérido SOS, mostro
que: La variable de temperatura no tiene ningun efecto en el modelo analizado
con la ayuda del software MniTab 18 porque el valor p fue mayor a 0,05. Por otro
lado, la variable de Relacion (cuadrético) es significativa porque, el valor p fue
menor de 0,05 indicando que este término tiene un efecto en cuanto al TAG SOS.
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Tabla 22.Analisis de varianza TAG SOS. Diseiio con acido estearico “Pureza

Media”.
Fuente SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 313,966 62,793 3,67 0,060
Lineal 25,451 12,726 0,74 0,510
Temperatura 3,256 3,256 0,19 0,676
Relacion 22,195 22,195 1,30 0,292
Cuadrado 285,986 142,993 8,35 0,014
Temperatura*Temperatura 9,738 9,738 0,57 0475
Relacién*Relacion 274,109 274,109 16,01 0,005
Interaccién de 2 factores 2,528 2,528 0,15 0,712
Temperatura*Relacién 2,528 2,528 0,15 0,712
Error 119,814 17,116
Falta de ajuste 118,317 39,439 105,42 0,000
Error puro 1,496 0,374
Total 433,779

Fuente. Minitab 18 Statistical software

La ecuacion cuadrética con el mejor ajuste encontrada para el triglicérido SOS es:

Ecuacién 3. Triglicérido SOS Acido estearico "Pureza Media"

SOS = 824-27,3 Temperatura + 54,9 Relacién + 0,209 Temperatura*Temperatura
- 17,71 Relacién*Relacion + 0,353 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.7238, el valor de “R? Adj” (Regresion cuadrada ajustable)
es de 0.5265, ademas el valor p del modelo es mayor a 0,05 indicando que el
modelo no se ajusta para la variable respuesta (SOS).
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Grafica 31.Superficie de SOS vs relaciéon y temperatura. Acido “pureza Media”.
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Fuente. Minitab 18 Statistical software

Gracias a las graficas 31 y 32 se puede observar el efecto que tienen las variables
(Temperatura — Relacién) con respecto a la variable respuesta (SOS). Por
ejemplo, si la temperatura y relacion escogidas son el nivel alto (T:66°C y R:1:3) la
composicién del triglicérido SOS se ve afectada drasticamente llegando a un valor
de 0,46%, asi mismo pasa con las otras composiciones que tienen la relacion (R:
1:3) en comun lo que indica que no es la adecuada para favorecer la composicion
del TAG SOS. Por el contrario, al utilizar el nivel medio de la relacion (R:1:2,25) y
la temperatura es la mas alta (T: 66°C) la composicién del triglicérido SOS
aumenta a un valor de 21,85% el cual es el pico mas significativo de la grafica 31.

Para lograr una composicién similar a la manteca de cacao (25% - 30%) respecto
al triglicérido de interés SOS la mejor opcion de temperatura y relacion son:
T:66°Cy R: 1:2,25.
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Grafica 32.Contorno de SOS vs relacion y temperatura. Acido “pureza Media”
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3.4.3 Andlisis de prediccion y 6ptima respuesta para el disefio experimental
con acido esteérico de “Pureza Media”. Con la ayuda del software Minitab 18 se
obtuvieron los datos de prediccidn y optimizacién para este disefio experimental,
con el fin de mostrar los errores estandar de ajuste pronosticado de cada modelo y
dejar en evidencia cudal de ellos no se ajusta al disefio; asi como, los resultados de
la optimizacién bajo la premisa que dos de las tres ecuaciones se ajustan al
modelo del disefio con acido estearico de “Pureza media”, con el fin de determinar
las mejores condiciones de operacion (Relacibn —Temperatura) para obtener los
porcentajes de los triglicéridos de interés con mayor similitud a los de una manteca
de cacao los cuales estan entre los siguientes rangos: POP (15% - 20%); POS

(30% - 35%); SOS (25% - 30%).
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Tabla 23.Datos de prediccién para los triglicéridos de interés. Disefio de experimentos con
acido de “Pureza Media”.

POP POP Error POS POS Error SOS SOS Error
prediccién e_sténdar de prediccién e_sténdar de prediccién e_sténdar de
ajuste ajuste ajuste
pronosticado pronosticado pronosticado
(POP) (POS) (SOS)
10,8 13,9 2,5 255 26,1 2,8 13,1 9,6 3,7
25,8 254 2,5 9,4 11,5 2,8 3,9 6,5 3,7
18,2 19,6 2,5 15,2 12,8 2,8 6,5 4,2 3,7
27,3 253 2,5 34,8 33,9 2,8 0,5 4,3 3,7
13,4 8,9 2,0 20,1 21,7 2,2 11,0 16,8 2,9
151 175 2,0 26,3 25,0 2,2 21,9 15,4 2,9
20,2 17,6 2,0 18,3 155 2,2 5,4 6,2 29
19,8 20,4 2,0 16,9 20,1 2,2 3,8 2,3 29
9,0 11,1 1,2 24,2 20,1 1,3 15,0 14,2 1,7
125 111 1,2 16,0 20,1 1,3 13,2 14,2 1,7
10,7 111 1,2 20,1 20,1 1,3 14,1 14,2 1,7
10,7 111 1,2 20,1 20,1 1,3 14,1 14,2 1,7
10,7 111 1,2 20,1 20,1 1,3 14,1 14,2 1,7

En esta tabla se muestran los errores estandar de ajuste pronosticado de cada
uno de los modelos analizados en este disefio experimental, con lo cual se indica
que el modelo para el triglicérido SOS no se ajusta al disefio ya que los errores de
prediccién son altos en comparacion a los otros dos modelos, ademas en el
analisis de varianza el valor p para este modelo es mayor a 0,05 indicando que no
se puede ajustar a este disefio experimental realizado con acido esteéarico de
“Pureza Media”.

La tabla 24 se realizé utilizando los valores minimo y maximo de composicion de
cada uno de los triglicéridos de interés de una manteca de cacao. POP valor
minimo (15%) y valor maximo (20%); POS valor minimo (30%) y valor maximo
(35%); SOS valor minimo (25%) y valor maximo (30%) con el fin de determinar el
rango de las condiciones de operacion (Relacién — Temperatura).
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Tabla 24.Optimizacion de respuesta Para las condiciones de operacién (Relacion-
Temperatura) con respecto a los porcentajes de los triglicéridos de interés (POP, POS y
SOS) “Pureza Media”.

Variable Valor de optimizacién Variable Valor de optimizacién
Temperatura 65,70 Temperatura 66
Relacion 2,38 Relacién 2,67

: EE de . EE de
Respuesta Ajuste ajuste IC de 95% Respuesta Ajuste ajuste IC de 95%
505 1458 253 (859, 20,57) 505 1155 295 (4,56 18,54)
POS 25,88 1,90 (21,40; 30,36) POS 30,59 221 (25,36: 35,82)
POP 16,94 1,73 (12,85; 21,03) POP 19,99 2,02 (15,22; 24,77)

En la tabla 24 se especifican valores ajustados para el modelo analizado, Cuando
hay un conjunto de datos con valores dispersos, como los que se obtiene en este
modelo estadistico, por ejemplo valores de SOS minimos de 0,46 y maximos 22 el
modelo no se ajusta a los valores objetivos proporcionados al programa para el
triglicérido SOS, el cual tiene valores minimo (25%) y valor maximo (30%) debido
a este suceso, los valores que se indica en la tabla son valores minimos de 14,58
y maximos de 11,55; indicando que no se ajustan en un 100% a los valores
objetivos.

Gracias a la optimizacion realizada a este primer disefio experimental (“pureza
media”) se determiné que las mejores condiciones de operacion para llegar a
obtener un CBE son: Temperatura (65,70°C - 66°C) y Relacién (1:2,38 — 1:2,67),
con una probabilidad significativa de obtener composiciones similares a las de la
manteca de cacao en dos de los triglicéridos de interés (POP y POS); con
respecto al TAG SOS la obtencion de una composicién similar a la manteca de
cacao no es segura ya que el modelo no se ajusta para este triglicérido.

Los rangos de composicibn de cada triglicérido se realizaron utilizando las
ecuaciones 1,2 y 3 remplazando la temperatura y relacién optimas halladas con
los valores minimos y maximos de cada TAG (Tabla 25), estos rangos son: POP
(21,47- 24,5) %; POS (22,59 — 32,26) %, SOS (15,14 — 18,08) %.

3.5 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA SEGUNDA PARTE DEL DISENO DE
EXPERIMENTOS (Acido estearico “Pureza Alta”)

Gracias a las gréficas obtenidas en los primeros 8 experimentos de la primera
parte del disefio experimental descritas a partir del numeral 3.4.1 se logra
determinar que el mejor tiempo de reaccion es la cuarta hora ya que los

102



porcentajes de los triglicéridos de interés (POP, POS y SOS) muestran un
comportamiento similar a los de la manteca de cacao esto con respecto a las
demas horas de reaccién, con lo cual en esta segunda parte del disefio
experimental se decide analizar el perfil de triglicéridos de cada experimento
Gnicamente en la cuarta hora de reaccion (Ver ANEXO E).

Con los porcentajes de triglicéridos obtenidos en la cuarta hora de reaccion se
decide realizar el analisis de varianza con ayuda del software Minitab 18 para los
tres principales TAG's (POP, POS y SOS), también se realiza el andlisis de las
graficas de superficie respuesta y de contorno con el fin de determinar el efecto
que tienen las variables del disefio experimental en cada uno de estos triglicéridos.

Tabla 25.Porcentaje de los TAG's de interés en la cuarta hora de reaccién para
los experimentos realizados con acido estearico “Pureza Alta”

Andlisis  POP POS S0S

E1 11,99 38,02 15,95
E2 14,86 26,76 30,54
E3 13,82 19,64 26,34
E4 5,07 25,96 52,72
ES 10,34 38,88 15,22
E6 7,54 32,38 38,82
E7 7,61 15,98 53,98
E8 6,51 13,27 28,6
E9 13,2 27,99 20,33
E10 3,56 31,29 31,34
E11 10,7 39,73 14,48

3.5.1 Analisis de varianza para el triglicérido POP. El analisis estadistico
ANOVA para la superficie de respuesta del triglicerido POP, mostro que: La
variable de temperatura no tiene ningun efecto en el modelo analizado porque el
valor p fue mayor a 0,05. Por otro lado, la variable de Relacion tanto (lineal como
cuadratico) son significativas porque, el valor p fue menor de 0,05 indicando que
este término tiene un efecto en cuanto al TAG POP.
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Tabla 26.Analisis de varianza TAG POP. Diseno con acido estearico “Pureza Alta”

Fuente SC Ajust.  MC Ajust. Valor F  Valorp
Modelo 123,653 24,7306 712 0,011
Lineal 45169 22,5847 6,50 0,025
Temperatura 18,352 18,3524 5,28 0,055
Relacion 26,817 26,8170 7,72 0,027
Cuadrado 66,809 33,4044 962 0,010
Temperatura*Temperatura 3,248 3,2479 0,93 0,366
Relacion*Relacion 64,930 64,9297 18,69 0,003
Interaccidn de 2 factores 11,674 11,6744 336 0,109
Temperatura*Relacion 11,674 11,6744 3,36 0,109
Error 24,319 34741
Falta de ajuste 23,482 78274 3743 0,002
Error puro 0,836 0,2091
Total 147,971

Fuente. Minitab 18 Statistical software

La ecuacion cuadrética con el mejor ajuste encontrado para el triglicérido POP es:

Ecuacion 4. Triglicérido POP Acido esteérico "Pureza Alta"

POP = 597 -17,5 Temperatura - 19,8 Relacién + 0,120 Temperatura*Temperatura
- 22,91 Relacién*Relacion + 1,238 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.8357, el valor de “R? Adj” (Regresién cuadrada ajustable)
es de 0.7183, ademas el valor p del modelo es menor de 0,05 lo cual indica que el
modelo se ajusta.
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Grafica 33.Superficie de POP vs relaciéon y temperatura. Acido “pureza Alta”
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Las graficas de superficie y contorno muestran el efecto que tienen las variables
(Temperatura — Relacién) con respecto a la variable respuesta (POP). Por
ejemplo, si la temperatura y relacibn escogidas son el nivel alto (T:66°C y
R:1:1,83) la composicion del triglicérido POP se ve afectada llegando a un valor de
3,56% (declinacion méas notoria en la gréfica) por lo cual se debe evitar esta
interaccién con el fin de obtener mejores resultados. Por otro lado, al utilizar el
nivel alto escogido para la temperatura (T:66°C) y el nivel medio de la relacion (R:
1:1,37) la composicion del triglicérido de interés POP aumenta hasta un valor de
13,2% (segundo pico mas significativo de la grafica). Se debe evitar escoger una
relacion de nivel alto (R: 1:1,83) ya que no es la adecuada para la composicion del
triglicérido de interés POP.

Con el fin de lograr una composicion similar a la manteca de cacao (15% - 20%)
respecto al triglicérido de interés POP la mejor opcién de temperatura y relaciéon
son: T:60°C y R: 1: 0,91 (pico mas significativo de la grafica).
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Grafica 34.Contorno de POP vs relacion y temperatura. Acido “pureza Alta”
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3.5.2 Analisis de varianza para el Triglicérido POS

Tabla 27.Analisis de varianza TAG POS. Diseiio con acido estearico “Pureza Alta”

Fuente SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo 362,649 72,530 142 0,325
Lineal 92,838 46,419 0,91 0,447
Temperatura 49,244 49,244 0,96 0,359
Relacion 43,594 43,594 0,85 0,387
Cuadrado 268978 134,489 263 0141
Temperatura*Temperatura 88,850 88,850 1,73 0,229
Relacién*Relacion 77,762 77,762 1,52 0,258
Interaccion de 2 factores 0,832 0,832 0,02 0,902
Temperatura*Relacion 0,832 0,832 0,02 0,902
Error 358,489 51,213
Falta de ajuste 357,036 119,012 327,75 0,000
Error puro 1,452 0,363
Total 721,138

Fuente. Minitab 18 Statistical software
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El andlisis estadistico ANOVA para la superficie de respuesta del triglicérido POS,
mostro que: Las variables de temperatura y relacion no tienen ningun efecto en
el modelo analizado porque el valor p fue mayor a 0,05 indicando que el modelo
no se ajusta con respecto a la variable respuesta (POS).

La ecuacion cuadratica con el mejor ajuste encontrada para el triglicérido POS es:

Ecuacién 5. Triglicérido POS Acido estearico "Pureza Alta"

POS = -2536+ 79,9 Temperatura + 42 Relacién - 0,630 Temperatura*Temperatura
- 25,1 Relacién*Relacion + 0,33 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.5029, el valor de “R? Adj” (Regresion cuadrada ajustable)
es de 0.1478, ademas el valor p del modelo es mayor a 0,05 indicando que el
modelo no se ajusta para el triglicérido POS.

Grafica 35.Superficie de POS vs relaciéon y temperatura. Acido “Pureza Alta”
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Gracias a las graficas 35 y 36 se puede observar el efecto que tienen las variables
(Temperatura — Relacion) con respecto a la variable respuesta (POS). Por
ejemplo, si la temperatura escogida es (T: 63°C) y relacion escogida es el nivel
alto (R:1:1,83) la composicién del Triglicérido POS es la mas baja con un valor de
13,27% (declinacion mas notoria en la grafica) lo cual hace que no cumpla con las
caracteristicas de un CBE. Por el contrario, al utilizar el nivel medio de la relacion y
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la temperatura (R :1:1,37 y T: 63°C) la composicion del triglicérido POS aumenta a
un valor de 39,73% el cual es el pico més significativo de la grafica.

Para lograr una composicion similar a la manteca de cacao (30% - 35%) respecto
al triglicérido de interés POS la mejor opcion de temperatura y relacion son:
T:63°C y R: 1:0,91 logrando una composicion de 32,38% (segundo pico mas
significativo de la grafica)

Grafica 36.Contorno de POS vs relacion y temperatura. Acido “pureza Alta”

Grafica de contorno de POS vs. Relacion; Temperatura

i6

Relac n

60 61 62 63 64 65 66
Temperatura

Fuente. Minitab 18 Statistical software

3.5.3 Analisis de varianza del Triglicérido SOS. El analisis estadistico ANOVA
para la superficie de respuesta del triglicérido SOS, mostro que: La variable de
temperatura no tiene ningun efecto en el modelo analizado porque el valor p fue
mayor a 0,05. Por otro lado, la variable de Relacién tanto (lineal como cuadratico)
son significativas porque, el valor p fue menor de 0,05 indicando que este término
tiene un efecto en cuanto al TAG SOS.
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Tabla 28.Andlisis de varianza TAG SOS. Disefio con acido estearico “Pureza Alta”.

Fuente SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Modelo 204290 408,58 11,18 0,003
Lineal 411,06 205,53 5,62 0,035
Temperatura 143,33 143,33 3,92 0,088
Relacion 267,73 267,73 7,33 0,030
Cuadrado 153729 768,64 21,03 0,001
Temperatura*Temperatura 2,33 2,33 0,06 0,808
Relacion*Relacion 1354,68 1354,68 37,07 0,000
Interaccién de 2 factores 94,55 94,55 2,59 0,152
Temperatura*Relacion 94,55 94,55 2,59 0,152
Error 255,79 36,54

Falta de ajuste 254,70 84,90 311,81 0,000
Error puro 1,09 0,27

Total 2298,70

Fuente. Minitab 18 Statistical software

La ecuacion cuadrética con el mejor ajuste encontrada para el triglicérido SOS es:

Ecuacion 6. Triglicérido SOS Acido estearico "Pureza Alta"

SOS = -412 +16,1 Temperatura - 50 Relacién - 0,102 Temperatura*Temperatura
+104,7 Relacion*Relacién - 3,52 Temperatura*Relacion

El valor de R? fue de 0.8887, el valor de “R? Adj” (Regresion cuadrada ajustable)
es de 0.8087, ademas el valor p del modelo es menor a 0,05 indicando que el
modelo se ajusta para la variable respuesta SOS.
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Grafica 37.Superficie de SOS vs relacion y temperatura. Acido “pureza Alta”
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Las graficas de superficie y contorno muestran el efecto que tienen las variables
(Temperatura — Relacién) con respecto a la variable respuesta (SOS). Por
ejemplo, si la temperatura escogida es (T: 63°C) y relacién escogida es el nivel
alto (R:1:1,83) la composicion del Triglicérido SOS aumenta a un valor maximo de
53,98% (pico mas significativo en la gréfica) lo cual hace que no cumpla con las
caracteristicas de un CBE porque el valor de este triglicérido es mayor que la
composicién requerida por una manteca de cacao (25% - 30%). Por el contrario, al
utilizar el nivel medio de la relacion y la temperatura (R :1:1,37 y T: 63°C) la
composicién del triglicérido SOS disminuye a un valor de 14,48% el cual es la
declinacion mas notoria de la grafica.

Para lograr una composicion similar a la manteca de cacao (25% - 30%) respecto
al triglicérido de interés SOS la mejor opcion de temperatura y relacion son:
T:60°C (nivel bajo) y R: 1:1,37(nivel medio) logrando una composicion de 26,34%.
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Grafica 38.Contorno de SOS vs relacion y temperatura. Acido “pureza Alta”
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3.5.4 Andlisis de prediccion y optima respuesta para el disefio experimental
con acido estearico de “Pureza Alta”. Con la ayuda del software Minitab 18 se
obtuvieron los datos de prediccion y optimizacion para este disefio experimental,
con el fin de mostrar los errores de prediccion de cada modelo y dejar en
evidencia cudl de ellos no se ajusta al disefio; asi como, los resultados de la
optimizacién bajo la premisa que dos de las tres ecuaciones se ajustan al modelo
del disefio con acido estearico de “Pureza Alta”, con el fin de determinar las
mejores condiciones de operacion (Relacion — Temperatura)para obtener los
porcentajes de los triglicéridos de interés con mayor similitud a los de una manteca
de cacao los cuales estan entre los siguientes rangos: POP ( 15% -20%); POS
(30%-35%) ; SOS (25% - 30%).

Tabla 29.Datos de prediccién para los triglicéridos de interés. Disefio de experimentos con
acido de “Pureza Alta”

POP POP Error POS POS Error SOS SOSs Error
Prediccion estandar de Prediccion estandar de Prediccion estandar de

ajuste ajuste ajuste
pronosticado pronosticado pronosticado
(POP)

149 135 1,7 26,8 25,5 6,4 305 324 5,4

6,5 6,5 1,7 30,3 30,3 6,4 28,6 32,3 54

51 5,8 1,7 26,0 19,2 6,4 52,7 55,5 54

3,6 5,7 1,7 31,3 25,8 6,4 31,3 36,0 5,4

13,8 14,5 1,3 19,6 27,7 5,0 26,3 21,8 4,2

13,2 11,0 1,3 28,0 33,4 5,0 20,3 12,0 4,2

7,5 8,9 1,3 32,4 33,6 5,0 38,8 33,3 4,2

7,6 4,7 1,3 16,0 28,2 5,0 54,0 46,6 4,2

12,0 11,7 0,8 38,0 36,2 3,0 16,0 17,8 2,5

10,7 11,7 0,8 39,7 36,2 3,0 145 17,8 2,5

11,3 11,7 0,8 38,9 36,2 3,0 152 17,8 2,5

11,3 11,7 0,8 38,9 36,2 3,0 152 17,8 2,5

11,3 11,7 0,8 38,9 36,2 3,0 152 17,8 2,5
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En la tabla 29 se muestran los errores estandar de ajuste pronosticado de cada
uno de los modelos analizados en este disefio experimental, con lo cual se indica
qgue el modelo para el triglicérido POS no se ajusta al disefio ya que los errores
estandar de ajuste pronosticado son altos en comparacion a los otros dos
modelos, ademas en el analisis de varianza el valor p para este modelo es mayor
a 0,05 indicando que no se puede ajustar a este disefio experimental realizado con
acido estearico de “Pureza Alta”.

La tabla 30 se realiz6 utilizando los valores minimo y méaximo de composicion de
cada uno de los triglicéridos de interés de una manteca de cacao. POP valor
minimo (15%) y valor maximo (20%); POS valor minimo (30%) y valor maximo
(35%); SOS valor minimo (25%) y valor maximo (30%) con el fin de determinar el
rango de las condiciones de operacion (Relacién — Temperatura).

Tabla 30.Optimizacion de respuesta Para las condiciones de operaciéon (Relacion-

Temperatura) con respecto a los porcentajes de los triglicéridos de interés (POP, POS y
SOS) “Pureza Alta”

Valor de Valor de
Variable optimizacién Variable optimizacién
Temperatura 60,67 Temperatura 61,49
Relacion 1.04 Relacion 0,95
FE de EE de

. . o
Respuesta Ajuste ajuste IC de 95% Respuesta Ajuste ajuste IC de 95%

SOS 25,00 3,57 (16,57; 33,43)

SOS 30,00 3,79 (21,04; 38,96)
POS 30,00 422 (2002:39.98) POS 31,61 4,49 (21,00; 42,21)
POP 13,62 1,10 (11,02; 16,22)

POP 11,50 117 (8,74, 14,27)

En la tabla 30 se especifican valores ajustados para el modelo analizado, Cuando
hay un conjunto de datos con valores dispersos, como los que se obtiene en este
modelo estadistico, por ejemplo valores de POP minimos de 5 y maximos 15, el
modelo no se ajusta a los valores objetivos proporcionados al programa para el
triglicérido POP, el cual tiene valores minimo (15%) y maximo (20%); debido a
este suceso, los valores que se indica en la tabla para POP son valores minimos
de 13,62 y maximos de 11,50, indicando que no se ajustan en un 100% a los
valores objetivos.

Gracias a la optimizacion realizada a este segundo disefio experimental (“Pureza
Alta”) se determiné que las mejores condiciones de operacion para llegar a
obtener un CBE son: Temperatura (60,67 °C — 61,49 °C) y Relacion (1:0,95 — 1:
1,04) , con una probabilidad significativa de obtener composiciones similares a las
de la manteca de cacao en dos de los triglicéridos de interés (POP y SOS); con

112



respecto al TAG POS la obtencion de una composicion similar a la manteca de
cacao no es segura ya que el modelo no se ajusta para este triglicérido.

Los rangos de composicion de cada triglicérido se determinaron utilizando las
ecuaciones 4,5 y 6 remplazando la temperatura y relacion optimas halladas con
los valores minimos y maximos de cada TAG (Tabla 30), estos rangos son: POP
(8,5 -10,8) %; POS (29,95 — 31,53) %, SOS (28,48 — 33,69) %.

Los disefios de experimentos efectuados permitieron la evaluacién de las
condiciones de operacion propuestas en el capitulo anterior; el analisis realizado
para los primeros ocho experimentos en todo el tiempo de reaccion para el disefio
con acido estearico de “pureza media” proporciond un indicio sobre la mejor hora
en la que se observa una semejanza en los triglicéridos de interés (POS, POP,
SOS) a la manteca de cacao, la mejor hora fue la hora cuarta, con la cual se
justifica el andlisis cromatografico efectuado en el disefio de experimentos.

Al desarrollar el disefio de experimentos con el acido estearico de pureza alta, el
triglicérido SOS tiene valores més altos en su composicion que el triglicérido en el
disefio de experimentos realizado con &cido estedarico de pureza media;
confirmando que un &cido estedrico mas puro, genera una mezcla con aumento en
el triglicérido mencionado (SOS), del cual el porcentaje es nulo al inicio de la
reaccion y se busca que al finalizar el tiempo de reaccion tenga resultados
puntuales altos, semejantes a la manteca de cacao, al igual que el acido esteérico,
hay diferentes materias primas que pueden ser usadas en reemplazo; (estearato
de metilo) especificada en la patente 2.1.2.3, (el aceite de soya) mencionada en el
articulo con numeral 2.1.1.7 y el aceite de Nuez de mango nombrado en la patente
con numeral 2.1.2.1, materias primas que obtienen resultados favorables para el
crecimiento de los triglicéridos de interés (POS, POP, SOS) pero que a diferencia
del acido estearico, tienen una gran dificultad para consecucién en Colombia y
tiempos prolongados para importacion, por lo cual se descarto el uso de estas en
el proyecto de investigacion.

La temperatura para los dos disefios de experimentos no fue significativa en los
rangos evaluados (60 a 66°C), lo cual hace que al escoger un acido estearico de
pureza alta o uno de pureza media, no se convierta en la variable determinante
para obtener una composicion en los triglicéridos (POS, POP y SOS) semejante a
la manteca de cacao. En la patente “Method for continuosly preparing cocoa butter
equivalent” especificada en el numeral 2.1.2.3; se realiza un tratamiento a las
materias primas antes de colocarla en contacto con la enzima, en donde se les
aumenta la temperatura hasta los 28°C y después se procede a tomar una
medicién cada 10 minutos durante el tiempo de reaccion, con este pre tratamiento
de las materias primas, la temperatura de reaccion disminuye hasta 55°C
haciendo que la variable de Temperatura sea mas significativa para la
investigacion realizada en la patente y se tengan datos similares a la manteca de
cacao en los porcentajes de los triglicéridos de interés.
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Se logré por medio de los analisis estadisticos, obtener las condiciones de
operacion durante los dos disefios experimentales para cada uno de los
triglicéridos de interés (POP, POS, SOS), permitiendo una aproximacion en cada
valor de las variables (Temperatura - Relacién) para la obtencién del Equivalente a
la Manteca de Cacao en la empresa SIGRA S.A. Las condiciones y el
comportamiento para cada uno de los triglicéridos se describen porcentualmente:

En el caso del triglicérido POP, tanto para el primer disefio de experimentos como
para el segundo disefio fue el que tuvo un ajuste de modelo significativo; 0,005 y
0,011 respectivamente debido a que el valor p<a, siendo a = 0,05. La relacion
entre los dos disefios estuvo en la variable de relacién (Cuadratica), indicando
que, al manipular las variables de temperatura y relacion en el modelo, es mas
significativo la variable de relacién y se predice mejor la obtencion del triglicérido
POP.

Para el triglicérido POS, hay un ajuste del modelo en el valor p de 0,007 para el
primer disefio de experimentos realizado con acido estearico de pureza media,
para el de pureza alta, no se ajusta el modelo, teniendo un valor p de 0,325. La
sinergia para el primer disefio ocurre en la interaccion de las variables
(Temperatura-relacion); indicando que al operar las dos variables se puede
predecir mejor la obtencién del triglicérido POS. Para el segundo disefio no hay
una relacion significativa ni lineal, ni cuadratica ni en la interaccion de ninguna de
las variables.

Para el triglicérido SOS, hay un ajuste del modelo en el valor p de 0,003 para el
primer disefio de experimentos realizado con acido estearico de pureza media,
para el de pureza alta, no se ajusta el modelo, teniendo un valor p de 0,06; aunque
es relativamente cerca al valor p del ajuste del modelo. La variable mas
significativa en los dos disefios experimentales fue la relacion (Cuadrética),
indicando que al cambiar los rangos de la variable de relacién se puede predecir
mejor la obtencion del triglicérido SOS.

Otra de las variables que pueden tener un efecto significativo durante el proyecto
de investigacion es la cantidad enzima utilizada. La Tesis especificada en el
numeral 2.1.3.3 “Obtencién de lipidos estructurados a escala semi-industrial
mediante transesterificacion con lipasa estereoespecificas inmovilizadas” evaluo la
sintesis de una mezcla grasa mediante dos enzimas inmovilizadas diferentes, la
lipasa de “Thermomyces lanuginosa” y “Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei”,
Determinando que un porcentaje mayor del 10% de la masa total de sustratos
produce mayor rendimiento y productividad para una interesterificacion enzimatica
de CBE con la enzima “Lipozyme IM, Rhizomucor Miehei”.
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4. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LA
MEZCLA GRASA DE REACCION Y LA MANTECA DE CACAO

Para la evaluacion de las propiedades fisicas y quimicas de la mezcla grasa de
reaccion y la manteca de cacao, se realizan los analisis a nivel laboratorio de las
muestras obtenidas desde la hora 0O hasta la hora 5 de reaccion por cada
experimento.

Se especifica la descripcion de cada procedimiento, los reactivos empleados y el
propoésito que tiene cada uno de los andlisis a realizar (indice de yodo, acidez y
contenido de grasa solida) asi como los valores obtenidos tanto de la manteca de
cacao de referencia y de las muestras de la mezcla grasa en cada experimento.

4.1 METODOS DE ANALISIS REALIZADOS A NIVEL LABORATORIO

Las muestras obtenidas en el disefio de experimentos durante todo el tiempo de
reaccion (hora cero hasta hora 5) se deben someter a ciertos analisis como lo son,
determinacion de indice de yodo, determinacion de indice de acidez y contenido
de grasa sdlida la cual solo se realiza a la primera y ultima muestra tomada
durante el tiempo de reaccion (hora cero y hora 5). A continuacién, se presenta la
descripcion de los procedimientos que se llevan a cabo a escala laboratorio.

4.1.1 Determinacion del indice de yodo. Las muestras son calentadas entre
70°C y 80°C con el fin de eliminar los cristales que puedan estar presentes en la
mezcla grasa, posterior a este procedimiento en un Erlenmeyer se pesa 0,1 g de
la muestra grasa para poder disolverla en 10 mL de cloroformo, a continuacién se
agregan 10 mL de reactivo de Wijs y se deja reaccionar a la sombra por 30
minutos (Erlenmeyer tapado), pasado este tiempo se pesan 2 g de yoduro de
potasio el cual se disuelve en 20 mL de agua destilada y se agregan a la solucion
problema, posterior a esto se debe agregar 150 mL de agua destilada y se debe
insertar el agitador magnético al Erlenmeyer con el fin de obtener una agitacion
vigorosa y constante la cual es requerida en los siguientes pasos, se procede a
titular con una solucion acuosa de tiosulfato de sodio hasta que la solucion
problema tome un tono amarillo crema con el fin de agregar 2 mL de solucion
acuosa de almidén al 1% v/v( la solucién toma un tono oscuro) con lo que se sigue
titulando con la solucién acuosa de tiosulfato de sodio hasta que la solucion
problema tome un color blanco. (se anotan lo mL gastados en la titulacion). El
diagrama 9 describe el procedimiento realizado. Este método es una escala que
se utiliza para medir el grado de insaturaciones que tiene un compuesto (enlaces
dobles y triples) y se expresa como los gramos de yodo absorbidos por 100 g de
muestra.
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Diagrama 9.Procedimiento para determinar el indice de yodo
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4.1.2 Determinacion del indice de acidez. La acidez indica la presencia de
acidos grasos libres (FFA); el procedimiento se describe en el diagrama 10 con lo
cual se debe fundir la mezcla grasa a 70°C con el propésito de eliminar los
cristales que puedan estar presentes en la grasa y asi poder pesar 0,1 g de la
mezcla grasa en un balén de fondo plano, a continuacion se adicionan 25 mL de
etanol neutralizado y se lleva a calentar hasta ebullicion finalmente se adicionan 2
o 3 gotas del indicador fenolftaleina y se titula con hidroxido de sodio (NaOH)
hasta que la solucién tome un color ligeramente rosa que se mantenga estable.

\
J
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Diagrama 10.Procedimiento para determinar el indice de acidez.
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4.1.3 Determinacién del contenido de grasa sélida (curva de sélidos). En este
procedimiento se describe en el diagrama 11. Inicialmente se calienta la grasa a
una temperatura entre 70°C y 80°C se debe agitar vigorosamente con el fin de que
se disuelvan los cristales que puedan estar presentes a continuacion se toman
tubos de vidrio (tubos de MiniSpec) en los cuales se adiciona la grasa a una altura
aproximada de 4 cm; en un vaso precipitado se adiciona agua la cual debe
llevarse a ebullicion con el fin de poner los tubos de vidrio y llevarlos a 100°C
aproximadamente por 15 min, posterior a esto se llevan a 60 °C por 5 minutos
para después y con ayuda de un bafio graduado a 0°C dejar los tubos por 90 min,
una vez termina este tiempo se deben secar los tubos y llevarlos a un bafio seco
graduado a una temperatura de 26°C por 40 horas, pasado este tiempo los tubos
se llevan a 0°C por 90 min, por ultimo se dejan a la temperatura a la cual se desea
realizar la medicién (20°C, 25°C, 30°C, 35°C y 40°C) por 60 minutos para
finalmente hacer la medicion utilizando del equipo MiniSpec el cual determina el
contenido de sélidos ( en porcentaje).

117



Diagrama 11.Procedimiento para determinar el contenido de grasa sélida.
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4.2 CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA MANTECA DE CACAO

La manteca de cacao de referencia es proporcionada por la empresa SIGRA S.A a
la cual se le realizan los analisis de laboratorio descritos en el numeral 4.1 con el
fin de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas como el contenido de
sélidos obtenidos a diferentes temperaturas (20°C, 25°C, 30°C, 35°C y 40°C), su
indice de acidez y el indice de yodo.

En la tabla 31 se encuentran los valores obtenidos para los analisis de indice de
yodo e indice de acidez realizados a nivel laboratorio. Posteriormente la tabla 32
muestra los porcentajes de soélidos obtenidos a las temperaturas mencionadas en
el parrafo anterior.

Tabla 31.valores obtenidos a nivel laboratorio para indice de yodo e indice de
acidez de la manteca de cacao.

Caracteristica Valor
indice de yodo 29,83 g/100g
indice de acidez 1,031 %
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Tabla 32.Contenido de grasa s6lida de la manteca de cacao.

Contenido de grasa sélida

Temperatura (°C) Valor (%)
N 20 71,191
N 25 66,453
N 30 31,146
N 35 0,842
N 40 0,128

4.3 CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA MEZCLA GRASA
OBTENIDA DURANTE EL TIEMPO DE REACCION

Sabiendo que se toman seis muestras durante el tiempo de reaccién (desde la
hora 0 hasta la hora 5) por cada experimento, se realizan los analisis de
laboratorio especificamente indice de acidez e indice de yodo a cada una de ellas.

El andlisis de contenido de grasa sélida se realiza en dos de las seis muestras por
experimento, (hora 0 y hora 5) esto con el fin de observar el comportamiento de la
mezcla grasa al comienzo y al final de la reaccion.

Con los resultados obtenidos de los analisis de indice de acidez, indice de yodo y
contenido de grasa solida se realiza una comparacion de los mejores datos de las
muestras obtenidas durante toda la experimentacién con respecto a los valores de
la manteca de cacao de referencia.

4.3.1 indice de acidez. Se analizaron 132 muestras con un total de 22
experimentos desarrollados en el disefio experimental, estos estan categorizados
por el numero del experimento seguido de la muestra correspondiente;
(1.1,1.21.3; 2.1,2.2,2.3... etc) de las cuales se destacan algunos de los mejores
resultados con respecto a los de la manteca de cacao (1,031) % los cuales se
especifican en la tabla 33. Los analisis de indice de acidez de las 132 muestras se
ven en el ANEXO F.
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Tabla 33.Mejores muestras obtenidas con respecto al indice de
acidez a nivel laboratorio.

Muestra %Acidez
15 60,00
2,1 59,24
2,3 62,08
2,5 62,30
2,6 57,44
6,1 60,13
6,3 57,26
8,4 58,05
13,1 47,44
13,2 48,93
13,3 49,67
13,4 48,98
13,5 43,89
13,6 47,50
17,2 50,00
19,3 47,95
19,4 48,78
19,6 47,16

Se puede evidenciar que ninguna de las muestras obtenidas tiene una acidez
similar a la de la manteca de cacao ( 1,031)% ya que la mezcla grasa obtenida
contiene una relacion mayor de acido estearico que de oleina de palma ,el cual
genera que en el medio de reaccion hayan mas acidos grasos libres; en los
resultados, el grado de acidez tan alto se ve reflejado en la disminucion de calidad
alimenticia obtenida en la mezcla grasa, por esto, se debe realizar un proceso de
desodorizacion, el cual retira un 85% de acidez en la mezcla; seguido de un
fraccionamiento y un proceso de neutralizacién con el fin de que la acidez
descienda y pueda caracterizarse como un CBE.
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4.3.2 Indice de yodo. Se analizaron 132 muestras con un total de 22
experimentos desarrollados en el disefio experimental, estos estdn categorizados
por el numero del experimento seguido de la muestra correspondiente;
(1.1,1.21.3; 2.1,2.2,2.3... etc) de las cuales se destacan los mejores resultados
con respecto a los de la manteca de cacao (29,83) cuales se especifican en la
tabla 34. Los andlisis de indice de acidez de las 132 muestras se ven en el
ANEXO F.

Tabla 34.Mejores muestras obtenidas con respecto al indice de yodo a
nivel laboratorio.

indice de yodo

Muestra (9/1009)
6,2 23,73
6,4 24,37
8,3 23,78
8,5 23,47
8,6 23,49
12,1 25,94
12,3 28,07
13,1 29,57
16,5 25,34
19,1 25,22
19,6 29,03
22,3 26,75
22,4 26,68
225 27,20

El indice de yodo en la mayoria de las muestras es similar al de la manteca de
cacao principalmente en la muestra 13,1 pues este valor difiere un 0,26 con
respecto al de la manteca de cacao (29,83 g/100g) indicando que la mezcla grasa
obtenida durante cada una de las experimentaciones es un potencial CBE ya que
sin realizar ningun proceso de fraccionamiento se evidencia que el grado de
instauraciones (enlaces dobles y triples) son cercanos a los de la manteca de
cacao de referencia.
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4.3.3 Contenido de grasa sélida. Se analizaron 44 muestras (Ver ANEXO F) con
un total de 22 experimentos desarrollados en el disefio experimental; las muestras
analizadas corresponden a la hora 0 y a la hora 5 de cada experimento de las
cuales se grafican los mejores resultados obtenidos con respecto a los de la
manteca de cacao de referencia descritos en la tabla 32.

Se realizan dos gréficas, la primera de ellas muestra los mejores resultados del
primer disefio experimental en el cual se empled el acido estearico de “Pureza
Media”. En la segunda grafica se encuentran los mejores resultados obtenidos del
segundo disefio de experimentos realizado con el acido estearico de “Pureza alta”.

Gréfica 39.Contenido de grasa sé6lida Primer disefio experimental.
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Como lo expuesto en las graficas 39 y 40 anteriormente descritas, el contenido de
grasa solida es diferente en las 5 temperaturas evaluadas a la de la manteca de
cacao; la primera grafica del primer disefio de experimentos se asemeja en el
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punto de inicio de la manteca de cacao; la muestra 4.6 es el mejor dato de
contenido de grasa solida para el primer set; la temperatura (N20) muestra una
similitud con respecto a la manteca de cacao en un 99,37%. Los siguientes 4
puntos de temperatura (N25, N30, N35 y N40) son diferentes y no presentan una
trayectoria igual o0 semejante a la manteca de cacao.

Para el segundo disefio experimental el contenido de grasa solida desciende en
las temperaturas (N25, N30, N35) reflejando un mejor comportamiento con
respecto al primer disefio de experimentos, ademas al usar un &acido estearico de
‘pureza alta” el contenido de grasa sdlida de la muestra 15,6 en la temperatura
N20 es menor en un 8,68% con respecto a la manteca de cacao. La trayectoria de
cada uno de los experimentos descritos en la grafica 40 se asemejan a la manteca
de cacao sin embargo los contenidos de grasa solida en todos los puntos de
temperatura son totalmente diferentes. Se concluye que la mezcla grasa final es
un potencial equivalente a la manteca de cacao (CBE); el indice de yodo en la
mayoria de las muestras esta conforme a lo establecido en la manteca de cacao;
estimados en rangos de (23,73 a 29,57) g/100g como lo indica la tabla 34, siendo
la mejor muestra el nimero 13,1 con un valor de 29,579/100g.

Para el primer disefio experimental hay un acercamiento solo con el primer punto
de temperatura (N20), con lo cual se esperaria después de un fraccionamiento,
datos cercanos en todos los puntos de temperatura. El contenido de grasa sélida
es semejante para el segundo disefio experimental ya que sigue una trayectoria
similar a la manteca de cacao con diferentes resultados en los puntos de
temperatura (N20, N25, N30, N35, N40), confirmando que un &cido estearico mas
puro, genera una mezcla con aumento en los triglicéridos (POS y SOS) de los
cuales los porcentajes son bajos al inicio de la reaccion y se busca que al finalizar
el tiempo de reaccion sean mas semejantes a la manteca de cacao. En la revisiéon
bibliografica “Evaluacion de le enzima lipozyme TL IM en reacciones de
transesterificacion enzimatica para obtencion de grasas especiales. Del autor Luis
Fernando Jacome Reyes” descrita en el numeral 2.1.3.2, se evidencia una curva
de sdlidos comparando la mezcla grasa obtenida involucrada en un proceso de
fraccionamiento, con una manteca de cacao de referencia, la trayectoria es similar,
aunqgue los puntos de temperatura no son iguales a la manteca de cacao; lo cual
indica que el resultado para el segundo set experimental de esta investigacion es
un potencial de CBE, puesto que la mezcla grasa obtenida aun no esta
fraccionada y su trayectoria de soélidos es similar a la de la manteca de cacao.

Se obtuvieron valores de 60% de acidez como se observa en la tabla 33, debido a
que la relacion es tres veces mayor de acido estearico con respecto a la oleina de
palma; un grado de acidez tan alto se ve reflejado en la disminucién de calidad
alimenticia obtenida en la mezcla grasa, por esto, se debe realizar un proceso de
desodorizacion, el cual retira un 85% de acidez en la mezcla; seguido de un
fraccionamiento y un proceso de neutralizacion con el fin de que la acidez
descienda y pueda caracterizarse como un CBE.
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5. COSTOS DE PRODUCCION DEL CBE

En este capitulo se desarrollan los costos para la produccion de un Equivalente a
la Manteca de Cacao (CBE), por lo cual se establecera un formato con todas las
materias primas usadas en cada uno de los experimentos del proyecto (ensayos
preliminares y disefios de experimentos), asi como el costo de los solventes
empleados en cada fraccionamiento a nivel laboratorio en la empresa SIGRA S.A

Los costos de las materias primas empleadas para la produccion de la mezcla
grasa tienen importancia principalmente en el planteamiento del valor invertido a lo
largo del desarrollo de proyecto, con el fin de tener una informacién real para
investigaciones futuras y de esta manera tener una base para escalamiento
industrial.

5.1 VALOR DE LA INVERSION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION A NIVEL
DE LABORATORIO

La ejecucion del proyecto de investigacién para la obtencion de CBE, se realiza
teniendo en cuenta las materias primas que se encuentran en la empresa
directamente, las materias primas que se compraron en la ciudad y las que se
importaron debido a que no se encontraban en el pais. La informacion evidenciada
en la tabla 35, es proporcionada una parte por la empresa SIGRA S.A y obtenida
por revision de facturas de compra.

Los costos del proyecto se dividen en tres secciones: la primera seccion especifica
los costos de produccion de los ensayos preliminares los cuales se encuentran
descritos en numeral 2.2.4; la segunda seccién se refiere a la primera parte del
disefio experimental descrito en el numeral 3.3.1 y por ultimo la tercera seccién se
refiere a los costos de produccion de la segunda parte del disefio de experimentos
descrito en el numeral 3.3.2.

Tabla 35.Precios de materias primas y solventes cotizados en junio del afio

2017.

Materia prima Cantidad Precio comercial

(COP)
Oleina de palma 1 kg 2.600
Oleina de palma 1 kg 3.200
totalmente
hidrogenada.
Acido estearico
“PUREZA BAJA”. 1 kg 8.200
Acido esteérico
“PUREZA MEDIA” 1 kg 7.200
Acido estearico
“PUREZA ALTA” 1kg 456.000
Enzima  “Lipozyme
IM, Rhizomucor 1 kg 368.200
Miehei”
N — Hexano 1L 51.300
Acetona 1L 52.000
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5.1.1 Costos de produccion de los ensayos preliminares. Como se describe en
el numeral 2.2.1 las materias primas utilizadas son oleina de palma totalmente
hidrogenada, oleina de palma y acido estearico de “PUREZA BAJA”; los costos
totales de cada materia prima utilizada en los experimentos preliminares se
especifican en la tabla 36.

Tabla 36.Costos de produccidén de los ensayos preliminares.

Materia prima Cantidad Costo total (COP)
empleada

Oleina de palma 0,2695 kg 700

Oleina de Palma 0,2205 kg 700

totalmente

hidrogenada

Acido estearico 0,392 kg 3.200

“‘PUREZA BAJA".

Enzima “Lipozyme 0,0294 kg 10.900

M, Rhizomucor

Miehei”

TOTAL 15.500

5.1.2 Costos de produccién para la primera parte del disefio experimental.
Como se describe en el numeral 3.1, las materias primas utilizadas son oleina de
palma y acido estearico de “PUREZA MEDIA”. Las relaciones utilizadas en el
disefio experimental son 1:1.5 ;1:2.25 y 1:3 lo que implica el cambio en la
proporcion de acido estearico utilizado, asi como su precio por experimento. En la
tabla 37 se especifican los costos totales de cada materia prima empleada en esta
parte de la experimentacion.

Tabla 37.costos de produccién: primera parte del disefio experimental.

Materia prima Cantidad Costo total (COP)
empleada

Oleina de palma 1.026 kg 2.700

Acido estearico

‘PUREZA MEDIA” 2.2087 kg 16.000

Enzima “Lipozyme 0,0294 kg 10.900

M, Rhizomucor

Miehei”

TOTAL 29.600

5.1.3. Costos de produccion de la segunda parte del disefio experimental.
Como se describe en el numeral 3.2, las materias primas utilizadas son oleina de
palma y acido estearico de “PUREZA MEDIA” y Acido estearico de “PUREZA
ALTA”. Las relaciones utilizadas en el disefio experimental son 1:0.91 ;1.37 ;1. y
1:1.83 lo que implica el cambio en la proporcion de acido estearico utilizado,
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ademas los dos acidos estearicos se mezclan en una relacion 1:0,3 en cada
experimento realizado. En la tabla 38 se especifican los costos totales de cada
materia prima empleada en esta parte de la experimentacion.

Tabla 38.Costos de produccidn de produccion para la segunda parte del
disefio experimental.

Materia prima Cantidad Costo total (COP)
Oleina de palma 0.94926 kg 2.500

Acido estedrico

“PUREZA MEDIA” 0,289 kg 2.100

Acido esteérico

“PUREZA ALTA” 1kg 456.000
Enzima “Lipozyme

IM, Rhizomucor 0,020 kg 7.364
Miehei”

TOTAL 468.000

5.1.4. Costos de produccién de los analisis de resultados efectuados en el
proyecto. Como se describe en el numeral 4.1, donde se exponen los
procedimientos efectuados a cada una de las muestras obtenidas en el proyecto,
se va a elaborar un costo aproximado del valor incurrido durante el desarrollo de la
investigacioén de acuerdo al valor por muestra que se obtiene en la empresa de los
tres tipos de analisis elaborados. En la tabla 39 se especifican los costos totales
de cada analisis de laboratorio efectuados durante el desarrollo del proyecto.

Tabla 39.Costos de los analisis de laboratorio.

Tipo de andlisis. Cantidad Costo por unidad Costo total (COP)

(COP)
Contenido de 132 3.500 462.000
sélidos (SFC)
Acidez (%FFA) 132 2.500 330.000
Perfil TAG. 80 5.000 400.000
indice de Yodo. 132 4.000 528.000
TOTAL 1°720.000

El costo total del proyecto de investigacion y desarrollo para la evaluacion del
proceso para la obtencion del CBE fue: $2°233.100 COP.
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Una vez obtenidos los costos de las materias primas por cada fase del proyecto;
(realizacién de ensayos preliminares, realizacion de primer y segundo set de
disefio experimental), se concluye que el proyecto es factible y viable para futuras
investigaciones en cuanto a produccion de un Equivalente a la Manteca de Cacao
(CBE), en la misma medida que se presente la oportunidad de operar dos
laboratorios; el primero para realizacion de reacciones enziméticas por medio de
un reactor discontinuo y el segundo laboratorio para realizacion de analisis
fisicoquimico de las muestras obtenidas, otorgados por la empresa interesada en
la ejecucion del proyecto.
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6. CONCLUSIONES

Gracias a los ensayos preliminares se determinaron las variables del proceso
de produccion del CBE las cuales son: Temperatura (60-66°C), Relacion
(1:1,5- 1:3) Agitacion (400 RPM), porcentaje de enzima (10%peso de los
sustratos) y tiempo de reaccion (4-5 horas); Asi como las mejores materias
primas a utilizar (oleina de palma y acido esteérico) ya que las composiciones
de los TAG de interés son mas similares a los de una manteca de cacao.

Se logré por medio de los analisis estadisticos, optimizar las condiciones de
operacion para los dos disefios experimentales con respecto a la composicién
de los triglicéridos de interés (POP, POS y SOS) dando como resultado para el
disefio con acido estearico de “pureza media” un rango 6ptimo de Temperatura
(65,70°C - 66°C) y Relacion (1:2,38 — 1:2,67) y para el disefio con acido
estearico de “Pureza Alta” unos rangos de Temperatura (60,67 °C — 61,49 °C)
y Relacioén (1:0,95 — 1: 1,04) para la obtencion del Equivalente a la Manteca de
Cacao en la empresa SIGRA S.A.

Se determin6 mediante la evaluacién de las propiedades fisicas y quimicas de
la muestra grasa obtenida que el indice de yodo es similar a la manteca de
cacao, estimada en rangos de (23,73 a 29,57). El contenido de grasa sélida es
semejante para el segundo disefio experimental puesto que sigue una
trayectoria similar a la manteca de cacao con diferentes resultados en los
puntos de temperatura. La acidez encontrada es alta; debido a que la relacion
es tres veces mayor de acido estearico con respecto a la oleina de palma, se
debe hacer la separacion de acidos y el proceso de fraccionamiento para
purificacion de la mezcla, con el fin de obtener una acidez similar a la de la
manteca de cacao.

El proyecto es factible y viable para futuras investigaciones en cuanto a
produccion de un Equivalente a la Manteca de Cacao (CBE), en la misma
medida que se presente la oportunidad de realizar reacciones y analisis
fisicoquimicos en laboratorios otorgados por la empresa directora del proyecto.
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7. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que el desarrollo del analisis estadistico se hizo con el
proceso de reaccion enzimatica; se esperaria que los valores obtenidos sean
mas altos y mas similares en porcentajes de triglicéridos durante el desarrollo
del proceso de separacion que se realiza posteriormente. Se deberia hacer el
andlisis estadistico de los datos una vez efectuada la separacién para la
comparacion veraz con la manteca de cacao; no solo en analisis
cromatdgrafico sino en los andalisis fisicoquimicos a nivel laboratorio (indice de
yodo, acidez, porcentaje de acidos grasos), de esa manera, comparar el
resultado de la mezcla grasa obtenida con la manteca de cacao y concluir que
tan factible es usar el producto obtenido como un CBE.

Se recomienda realizar la caracterizacion fisicoquimica (indice de yodo, indice
de acidez y curva de solidos) para la mezcla grasa obtenida una vez se realice
el proceso de fraccionamiento con el fin de hacer el analisis comparativo con
respecto a la manteca de cacao y comprobar si se puede caracterizar como un
equivalente a la manteca de cacao (CBE).

Para futuras investigaciones que requieran el mismo estudio se sugiere
trabajar con los rangos de temperatura y relacibn determinados en la
optimizaciéon del disefio experimental realizado con acido estearico de “pureza
alta”. Temperatura (60,67 °C — 61,49 °C) y Relacion (1:0,95 — 1: 1,04) ya que
las composiciones de los tres triglicéridos de interés se asemejan mas a la
manteca de cacao.

De acuerdo a la investigacion analizada en el capitulo 2 se sugiere el uso de
otras materias primas; por resultados similares en la composicion de
triglicéridos con respecto a la manteca de cacao, asi como analisis estadisticos
(superficie respuesta) con porcentajes mayores al 95 % de confiabilidad, se
recomienda el estearato de etilo.

Si se desea seguir adelante con el estudio de produccién de un equivalente a
la manteca de cacao (CBE) Se recomienda ver el efecto que tiene la acidez del
medio de reaccion con respecto a la enzima lipozyme IM, Rhizomucor Miehei
con el fin de saber si afecta la actividad, asi como el reordenamiento de los
triglicéridos.

Para futuras investigaciones se recomienda el estudio de otras variables
diferentes a la temperatura ya que gracias al analisis estadistico realizado en
los dos disefios experimentales y especificamente el realizado con “Acido
estearico de Pureza Alta” esta no muestra ningun efecto con respecto a cada
uno de los triglicéridos de interés (POP, POS y SOS).
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ANEXO A
FICHAS TECNICAS

YRR I 253t O 5 (D A RA ]

RIMIT | oprHEAST PHARM. TRADING COMPANY (HK) LTD

a1 the Youth swet, Shonbe Disks, Shenvasg, PR Chimn Post Ooss 1004 FAY (R TA80M9E  TEL: 024-25R07982

N .
CERTIFICATE OF ANALYSIS
FRODUCT MAME: STEARIC ACID ‘!’_rlp-ll.- Pressad 1842 INGHOWUSE STANDARD r:_;-}r,_:
BATCH NUMBER: 2016.08.08.1 QUANTITY: 12000 KGS . __‘,:.'!.:' ':5 h{:};}_ﬂb
PACKING: 25 KE/BAG ORIGIN: INDOMES|A : '*-'.”'_--'j_,'-__.-r.ll;
MFG. DATE:  2018-DB-08 EXFIRY DATE: 2017-08-08 -
ITEM SPECIFICATION E TESTING RESULT
Exlamiar flakes of Beads Baads
Colour (Hazen) =80 T a5 o
Acid Value (mghOH / gb - 207241 - 210.40
Saponificaion  Walse ( mgKOHMD) 208-212 211.50
loing -'u'alum;g Iz # 1001G) =5 - 0.18
- Malsiure {H) mz _D.H- |
Meiting point. T 53-57 56.5
Faity acid composition, o o
- -!.'.12H:14|;5»'.:| =1.5 a7 —
GG e -u.a.-.-s
Ci8i%) An44 N 42,35
L = 51 29
Conclusion pass E—
ABOVE DATA IS5 BASED ON THE CERTIFIGATE OF ANALYSIS PROVIDED E'Y THE SUPPLIER |
MANUFACTURER OF THIS RAW MATERIAL,

CONGLUSION: COMPLY WITH REQUIRED STANDARDS

L
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ANEXO B
DESCRIPCION DEL PROCESO PARA CROMATOGRAFIA DE GASES

Inicio
v
Pesar entre 0,3 a 0,5 g de
la mezcla en un vial de
2mL

v
Agregar 50 pL de MISTFA

(derivatizante)

Completar el volumen del
vial (2mL) con solvente
(Hexano)

Esperar 30 minutos

|

tomar una muestra de 1 uL

|

Inyectar la muestra de
forma manual al
cromatoégrafo de gases

.

Esperar entre 35- 40
minutos

v

Leer resultados

|

fin
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ANEXO C
PERFIL CROMATOGRAFICO ACIDO ESTEARICO (PUREZA MEDIA)

29/06/201 Cromatograma C:\Clarity WMVWTAW VARIOS Acido estearico Desarrolio nlm uno,PRMigina 1 of 2

C I SIGRA S.A
GESTION DE CALIDAD
PERFIL DE ACIDOS GRASOS
Informacion def cromatograma:
Nombre archivo ¢ C\Clarity Ute\DataFiles\VARIOS\DATA\447 VARIOS Acdo Archivo creado + 28/06/2017 2:00:52 p. m,
estearico Desarrollo muestra uno.PRM
~ Origen  Adquirida, la adquisiciin ha comenzado 20/06/2017 1:20:52 p. m. Fechade adquisicidn  © 26/06/2017 2:00:52 p. m.
Proyecto + C\Clarity Lite\DataFiles\Projects|\VARIOS,PR) Por : RICARDO

Tabla de resultados (Sin cal, - #47 VARIOS Acido estearico Desarmolo muestra uno  Detectr 1)

Reten. Tme | Avea Nra ) Nombre compuesto
(mn] | [mvs] [ [mV] (%]

1 14,682 50,500 3093 04

2 15686; 130,963 6,343 i1

3 16,505 12,508 0,261 01

4 16932 50431 1,38 04

: vl 9| om 02

6 18612; 40301%) 1M 23! Pl mikico

I T L 1

8| DE nsAB| g6 L) Eeherico

9 %998 %,755 0,636 03

10 w0l 05

il 186 057 0,212 00

Total 1244269 226838 1000

Método + AC GRASOS Por ; Admnisratr
Descripdidn ¢ PERFIL ACIDOS GRASOS
Creado” L1016 2468 m. Modficads ;90617 200p.m
Colurmna Deteccién
Fase mévil Temperatura
Flujo Presion
Nota
Parada autorndtica ¢ 40,00 min Inido extermo  : SShoinic, Bajada
Detector 1 + Detector 1 Intervalo | ¢ Bipdar, 1250 m¥, 50 Muestras por seg.
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ANEXO D
PERFIL DE TRIGLICERIDOS ENSAYOS PRELIMINARES
Perfil Triglicéridos Primer Ensayo Preliminar

Tiempo de
Reaccidn (Horas) 0 1 2 3 4 Fraccionamiento
ANALISIS Resultados sélido 1 | Liquido Sélido 2
TAG VOLATILES 5,14 8,14 | 11,36 8,38 9,74 7,32 13,11 10,54
PPP 12,03 9,07 | 15,37 17,06 17,34 15,22 8,89 24,64
MOP 0,61 1,42 1,32 1,46 1,98 1,18 4,14 0,84
PPS + PSP 36,78 | 31,32 | 26,32 28,38 28,14 30,79 4,65 28,65
POP 3,59 3,97 4,21 4,45 4,47 2,79 13,90 3,56
PLP 1,40 1,33 0,91 0,83 1,59 1,25 2,45 0,70
TAG intermedio 1. 0,16 0,95 1,84 0,36 0,48 0,81 0,93 0,30
PSS 26,70 | 21,67 | 17,22 18,52 17,90 21,11 1,15 12,88
POS 0,92 8,33| 8,13 8,64 7,64 6,00 24,09 7,73
POO 6,90 1,85 1,21 1,38 1,10 1,45 5,00 1,38
PLS 0,00 1,07 1,35 0,59 0,52 0,88 1,89 0,74
PLO 1,29 0,07 0,33 0,00 0,00 0,70 1,31 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SSS 5,32 4,78 | 3,65 4,26 4,45 5,74 0,00 2,28
SOS 0,00 4,15 5,39 4,52 4,64 3,76 12,42 5,03
SO0 0,00 1,79 1,42 0,86 0,00 0,66 4,43 0,00
SLS+000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,00
SLO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Perfil Triglicéridos Segundo Ensayo Preliminar
Tiempo de Fraccionamiento
Reaccion (Horas) 0 1 2 3 4 1. Fraccionamiento 2
Sélido
ANALISIS Resultados Liquido | Sélido2 |1 Liquido | Sélido 2
TAG VOLATILES 2,18 | 5,48| 3,19| 3,00| 2,44 2,41 4,74 3,10 2,13 3,20
PPP 0,63 | 9,23|12,49|13,00| 14,71 1,51 23,47 24,71 0,44 5,39
MOP 3,08| 2,72| 1,34 1,18| 1,77 1,80 0,41 0,42 1,69 1,11
PPS + PSP 0,82|10,17 | 14,11 | 13,60 | 18,31 0,72 32,33 34,75 0,00 3,19
POP 25,47117,38 (17,16 | 16,68 | 14,94 | 30,55 5,75 4,66 22,80 24,79
PLP 3,45| 5,19| 3,45| 4,85| 2,87 6,39 1,32 0,90 5,83 3,28
TAG intermedio 1. | 0,27 | 0,67 | 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,68 1,19 1,05
PSS 0,00 3,82| 5,16 6,16| 7,36 0,00 13,90 15,90 0,00 0,00
POS 7,62119,45|21,68|20,62|18,99| 30,04 8,53 7,51 13,81 34,59
POO 47,09 (12,27 | 9,26 | 9,08 | 7,52 10,85 2,68 1,60 30,71 4,03
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PLS 0,27 1,55| 2,11| 1,48| 1,30 1,93 0,44 0,34 1,30 1,57
PLO 2,29| 1,79| 0,33| 0,00| 0,00 1,38 0,00 0,00 1,99 0,44
Indefinido 0,16| 0,00 0,22| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SSS 0,00| 0,34| 0,53| 0,50| 1,00 0,00 1,80 1,77 0,00 0,00
SOS 0,00| 6,36| 597| 6,86| 5,52 6,70 3,06 2,99 2,96 13,60
SO0 492 | 3,61 2,91| 2,94| 2,70 491 1,27 0,43 14,23 2,79
SLS+000 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,26
SLO 0,94| 0,20| 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,30
Indefinido 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Perfil Triglicéridos Tercer Ensayo Preliminar
Tiempo de
Reaccion (Horas) 0 1 2 3 4 5 6 Fraccionamiento
ANALISIS Resultados Solido 1 Liquido |Sdélido 2
TAG VOLATILES 6,37| 5,75| 6,74| 5,14| 4,05| 5,43| 4,43 3,61 6,37 2,56
PPP 2,15| 12,43 | 13,45 | 16,16 | 15,80| 17,44 | 17,19 23,07 4,71 5,67
MOP 597| 2,86| 2,08 195| 194| 1,558| 1,59 1,53 4,07 1,71
PPS + PSP 2,03|10,25| 11,42 | 14,42 | 15,28 16,17 | 16,73 25,16 4,42 44,55
POP 31,52 | 24,13 | 22,22 | 20,38 | 19,42 | 18,14 | 16,86 12,62 23,05 2,24
PLP 850| 543| 541| 3,78| 4,82| 4,87| 5,73 3,75 15,30 0,32
TAG intermedio1.| 0,00 2,19| 2,62| 4,03| 4,36 4,83| 5,55 8,86 18,71 0,18
PSS 8,13 | 20,52 21,30| 21,71 | 21,06 | 20,12 | 19,05 13,75 13,14 28,68
POS 25,05 7,70| 5,58| 3,92| 4,08| 3,26| 3,74 2,69 1,02 2,22
POO 0,00| 2,05| 1,03| 2,10| 2,26| 2,29| 3,13 0,93 0,00 3,27
PLS 6,00| 1,87 1,30| 1,26| 1,41| 0,97| 0,60 0,05 3,42 0,64
PLO 0,00, 0,00| 0O00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12
Indefinido 0,00, o0,00| 0O067| 059| 033| 0,00 0,44 1,30 2,50 0,00
SSS 0,00| 2,50| 2,97| 3,00| 3,54| 3,15| 3,62 1,76 3,30 5,70
SOS 198 2,32| 2,50| 1,57 | 1,65| 1,77| 1,34 0,91 0,00 1,43
SO0 0,00 0,00| 0O00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49
SLS+000 2,29| 0,00| 0,72 0,00 0O,00| O,00| 0,00 0,00 0,00 0,21
SLO 0,00, 0,00| 000 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00, 0,00| 0O00| 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00| 0,00| 0O00| 0,00| 0,00( 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00, 0,00| 0O00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00
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ANEXO E
Disefio de experimentos con acido estearico de “Pureza Media”
Perfil Triglicéridos Experimento 1

Tiempo de Reaccion

(Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 3,33 0,94 6,36 9,88 3,91 4,93
PPP 1,02 1,63 4,94 5,63 4,30 6,44
MOP 1,90 2,60 1,81 1,88 1,14 1,65
PPS + PSP 0,60 3,23 7,14 8,70 8,14 12,64
POP 26,86 16,20 11,94 9,62 9,01 10,34
PLP 4,60 1,48 5,12 5,50 3,17 5,17
TAG intermedio 1. 0,91 1,22 3,71 3,80 2,94 4,16
PSS 3,81 1,70 3,67 5,77 7,49 9,01
POS 7,68 26,37 22,27 20,40 24,23 23,14
POO 42,28 23,73 10,02 7,24 9,65 4,28
PLS 1,47 2,63 2,23 2,06 2,53 1,37
PLO 0,00 0,69 1,25 0,68 0,39 1,29
Indefinido 0,15 0,54 0,66 1,02 0,31 0,79
SSS 0,45 0,30 0,86 1,20 1,57 1,46
SOS 1,55 8,85 12,55 11,49 14,96 10,51
SO0 3,40 7,88 4,18 3,52 5,80 2,80
SLS+000 0,00 0,00 0,51 0,76 0,47 0,00
SLO 0,00 0,00 0,16 0,87 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perfil Triglicéridos Experimento 2

Tiempo de Reaccion

(Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 2,77 2,16 2,91 0,64 2,71 3,47
PPP 0,59 3,14 2,11 4,05 4,44 6,18
MOP 1,88 1,66 5,78 1,6 1,54 1,91
PPS + PSP 0,84 5,8 6,31 5,57 6,7 9,26
POP 27,19 17,06 15,66 13,65 10,82 11,56
PLP 5,18 4,03 4,09 2,6 3,77 1,85
TAG intermedio 1. 1,23 1,38 2,91 0,16 2,7 1,8
PSS 0,23 1,92 2,91 3,09 5,08 5,94
POS 6,16 19,81 23,54 26,62 25,49 25,37
POO 46,52 24,83 14,21 13,99 12,38 10,92
PLS 1,44 1,7 1,12 1,64 2,23 1,71
PLO 0,33 1,17 1,36 0,53 0,91 0,64
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Indefinido 0,16 0,34 0,62 0,76 0,7 0,71
SSS 0,24 0,09 0,51 0,67 0,99 0,77
SOS 2,12 7,39 10,23 14,7 13,09 12,58
S00 2,54 6,83 5,73 9,5 6,11 4,89
SLS+000 0,1 0,36 0 0 0 0
SLO 0,27 0,14 0 0 0,33 0,44
Indefinido 0,19 0,22 0 0,25 0 0
Indefinido 0 0 0 0 0 0
SOA 0 0 0 0 0 0
AOO 0 0 0 0 0 0
Perfil Triglicéridos Experimento 3

Tiempo de

Reaccidn (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 2,91 5,37 5,28 4,81 4,76 8,22
PPP 1,28 2,77 2,89 2,91 3,02 6,09
MOP 1,67 2,50 2,09 2,06 2,03 1,99
PPS + PSP 1,25 1,54 2,18 1,95 1,97 3,69
POP 22,10 18,30 17,34 14,74 13,39 14,25
PLP 2,73 3,39 2,78 3,07 2,77 2,31
TAG intermedio 1. 1,33 1,70 1,33 0,46 1,83 2,47
PSS 0,47 1,05 1,15 0,92 0,83 1,73
POS 7,73 15,44 17,29 19,93 20,08 19,03
POO 47,53 25,09 24,49 18,73 18,54 18,90
PLS 1,21 4,21 3,40 4,08 3,82 2,53
PLO 0,59 0,53 1,63 0,73 0,91 0,24
Indefinido 0,06 0,93 0,20 0,81 0,94 0,81
5SS 0,51 2,47 0,29 0,31 0,04 0,54
SOs 4,52 8,09 9,17 9,17 11,01 4,85
SO0 4,10 6,64 8,28 13,41 9,97 7,93
SLS+000 0,00 0,00 0,22 1,61 3,66 3,08
SLO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 0,00 0,00 0,30 0,45 1,33
AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perfil Triglicéridos Experimento 4

Tiempo de

Reaccién (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 5,27 7,55 7,94 6,77 3,57 7,6
PPP 1,52 2,13 3,73 3,92 2,66 6,29
MOP 3,37 3,23 3,87 1,98 1,78 2,71
PPS + PSP 0,98 4,95 1,66 1,22 0,9 1,79
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POP 23,4 17,83 19,61 17,94 18,2 17,54
PLP 4,37 3,39 4,76 2,87 0,88 3,44
TAG intermedio 1. 1,03 1,96 2,82 0,53 1,36 4,04
PSS 0,33 0,59 1,06 0,77 0,58 1,76
POS 4,07 7,03 9,58 11,46 15,15 16,81
POO 41,08 36,62 25,88 32,06 37,74 14,04
PLS 5,02 5,35 3,4 5,77 2,65 7,12
PLO 1,35 3,26 2,14 0,69 0 1,27
Indefinido 0,13 0,42 0,22 1,06 0,5 1,75
SSS 0,35 0,1 0,24 0,13 0,12 0,58
SOS 1,91 2,31 3,76 5,71 6,5 7,38
SO0 4,06 2,46 6,58 4,41 6,99 2,7
SLS+000 1,1 0,43 2,43 2,08 0,29 2,98
SLO 0 0 0 0 0 0
Indefinido 0,2 0 0 0 0 0
Indefinido 0,1 0 0 0 0 0
SOA 0,38 0,4 0,3 0,62 0,12 0,19
AOO 0 0 0 0 0 0
Perfil Triglicéridos Experimento 5

Tiempo de

Reaccidn (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 7,4 8,3 2,8 2,4 1,9 2,1
PPP 2,2 3,1 2,4 2,1 1,5 2,2
MOP 2,1 2,7 1,3 0,9 0,8 1,0
PPS + PSP 0,6 0,7 1,6 2,3 1,8 1,1
POP 24,1 22,8 21,4 19,6 18,6 20,3
PLP 3,6 3,9 3,7 2,4 1,6 2,0
TAG intermedio 1. 0,3 2,0 2,3 1,5 1,2 1,2
PSS 0,2 0,5 0,6 0,5 0,4 1,2
POS 2,9 5,8 11,3 11,5 8,7 11,6
POO 36,9 34,4 25,9 30,9 40,3 41,8
PLS 5,2 6,8 7,2 3,6 1,6 2,7
PLO 1,6 1,8 1,7 1,1 0,6 0,5
Indefinido 0,5 0,6 0,4 0,0 0,1 0,3
SSS 0,4 0,2 1,4 0,5 0,4 1,0
SOS 3,5 2,1 7,0 9,7 9,6 7,9
SO0 8,1 2,3 5,9 9,1 9,2 3,2
SLS+000 0,9 1,6 1,6 1,1 0,9 0,1
SLO 0,0 0,0 1,0 0,7 0,2 0,0
Indefinido 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Indefinido 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
SOA 0,3 0,4 0,6 0,3 0,5 0,0
AOO 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Perfil Triglicéridos Experimento 6

Tiempo de

Reaccidn (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 2,17 3 4,66 3,12 4,51 2,84
PPP 0,54 2,74 3,25 4,69 5,17 4,07
MOP 5,16 3,25 2,27 2,88 2,53 2,3
PPS + PSP 0,87 2,36 3,56 5,06 5,56 5,17
POP 31,46 26,53 21,26 22,09 20,24 19,83
PLP 9,36 9,43 8,5 7,69 7,15 4,76
TAG intermedio 1. 0,96 1,16 1,25 1,31 1,02 1,87
PSS 0 0,8 1,36 1,74 1,66 1,79
POS 7,96 12,28 13,24 16,76 18,34 19,47
POO 25,87 24,47 19,85 19,16 13,99 12,36
PLS 0 0 0 0 1,48 4,65
PLO 3,64 4 3,27 2,85 2,5 2,8
Indefinido 0 0 0,46 0,26 1,33 1,75
SSS 1,9 2,48 2,92 3,69 4,79 5,7
SOS 4,6 3,68 5,86 4,54 5,36 6,53
SO0 1,87 2,49 1,48 0,67 2,91 2,19
SLS+0O00 0 0,3 0 1,75 0 0,28
SLO 0 0 0 0,28 0 0,18
Indefinido 3,07 0,68 5,54 0,67 0,41 0,95
Indefinido 0,57 0,35 0,86 0,61 0,65 0,5
SOA 0 0 0,42 0,17 0,4 0
AOO 0 0 0 0 0 0

Perfil Triglicéridos Experimento 7

Tiempo de

Reaccidn (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 5,56 3,78 4,99 11,15 6,91 4,31
PPP 1,36 2,22 2,43 3,23 4,91 4,89
MOP 4,26 3,35 3,26 3,11 2,48 2,17
PPS + PSP 1,25 1,92 3,41 4,15 5,72 6,36
POP 27,53 25,69 22,43 20,56 19,79 21,15
PLP 10,22 7,21 7,12 6,41 5,15 3,23
TAG intermedio 1. 4,22 2,24 3,75 1,90 1,64 2,10
PSS 0,64 1,68 2,14 2,86 3,99 3,80
POS 8,03 11,72 12,98 15,17 16,93 22,43
POO 21,67 21,65 18,60 13,32 13,88 12,61
PLS 0,00 0,00 0,00 4,07 2,21 2,39
PLO 4,42 2,59 2,61 2,41 2,08 2,75
Indefinido 0,00 1,61 2,25 1,80 0,98 0,92
SSS 3,87 3,06 3,66 3,83 4,18 5,97
SOS 1,97 3,80 3,46 3,32 3,82 2,98
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SO0 2,51 3,34 0,81 1,53 1,74 1,94
SLS+000 2,49 3,00 3,45 0,42 0,51 0,00
SLO 0,00 0,00 0,00 0,12 2,30 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,64 0,77 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 1,15 2,65 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perfil Triglicéridos Experimento 8

Tiempo de

Reaccion (Horas) 0 1 2 3 4 5
ANALISIS Resultados

TAG VOLATILES 0,95 2,09 4,61 3,62 4,56 4,34
PPP 0,9 1,87 2,82 3,6 3,93 4,44
MOP 4,04 3,18 3,41 3,13 2,87 2,81
PPS + PSP 0,38 1,14 2,38 2,58 2,8 3,41
POP 29,63 26,56 26,27 26,65 25,83 24,53
PLP 10,82 8,23 6,77 5,72 6,02 5,12
TAG intermedio 1. 1,05 1,45 2,42 0,52 0,74 0,62
PSS 0 0,66 0,97 1,62 1,57 2,16
POS 8,41 9,68 11,37 12,23 9,4 13,05
POO 29,38 26,46 18,12 17,83 19,07 14,4
PLS 4,73 3,85 6,52 7,4 9,85 11,2
PLO 1,67 2,13 2,9 3,91 4,42 2,76
Indefinido 0,56 1,17 0,91 1,13 0,21 0,62
SSS 2,39 1,91 2,19 1,71 1,41 1,32
SOS 2,41 3,77 3,18 3,95 3,87 4,39
SO0 2,27 4,07 2,04 4,09 3,05 3,08
SLS+000 0 0,26 0 0 0 0
SLO 0,41 0,13 0,37 0,32 0,41 0,55
Indefinido 0 0,58 2,17 0 0 0,43
Indefinido 0 0,71 0,59 0 0 0,48
SOA 0 0,11 0 0 0 0,28
AOO 0 0 0 0 0 0

Perfil triglicéridos experimentos 9, 10 y 11 para la cuarta hora de reaccion

.t“'.\' ‘ RESULTADOS PERFIL DE TRIGILICERIDOS (TAG)

FECHA DE
REALIZACION 6 DE DICIEMBRE DE 2017 - 15 DICIEMBRE 2017
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TIPO DE

MEZCLAS OLEINA DE PALMA - AC. ESTEARICO PUREZA MEDIA

MUESTRA (CUARTA HORA DE REACCION)
NUMERO DE
MUESTRAS 3 MUESTRAS

OBSERVACIONES

Resultados expresados como porcentaje del total de TAG.
Resultados normalizados y llevados a un total de 100%.

MUESTRAS
ANALISIS Experimento 9 Experimento 10 Experimento 11
TAG VOLATILES 1,04 2,40 6,82
PPP 1,33 3,59 1,95
MOP 1,79 5,28 2,25
PPS + PSP 7,71 0,43 14,27
PLP 0,11 2,27 0,36
TAG intermedio 1. 0,00 0,00 0,00
PSS 0,00 0,00 0,00

PLS 0,00 0,00 0,00
PLO 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,11 0,44 0,35
SSS 4,02 3,87 7,91
| sos | oues | os | 1333

SO0 0,00 0,00 0,13
SLS+000 0,16 0,42 0,19
SLO 0,14 0,00 0,22
Indefinido 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00 0,00
TOTAL 100,0 100,0 100,0
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DISENO DE EXPERIMENTOS CON ACIDO ESTEARICO DE PUREZA ALTA
Perfil de Triglicéridos para los 11 experimentos en la cuarta hora de reaccion




RESULTADOS PERFIL DE TRIGILICERIDOS (TAG)

FECHA DE

REALIZACION

6 DE DICIEMBRE DE 2017 - 15 DICIEMBRE 2017

TIPO DE MEZCLAS OLEINA DE PALMA - AC. ESTEARICO PUREZA ALTA (CUARTA HORA DE
MUESTRA REACCION)

NUMERO DE

MUESTRAS 11 MUESTRAS

OBSERVACIONES

Resultados expresados como porcentaje del total de TAG. Resultados normalizados

y llevados a un total de 100%.

MUESTRAS
Experime | Experime | experime | Experime | Experime | Experime | Experime | Experime | Experime | Experimen | Experimen

ANALISIS nto 1 nto 2 nto 3 nto 4 nto 5 nto 6 nto 7 nto 8 nto 9 to 10 to 1l

TAG
VOLATILES 0,71 1,09 0,85 0,04 0,22 0,22 0,19 1,01 0,57 1,02 0,61

PPP 0,71 0,84 1,20 0,14 0,81 0,63 0,23 1,47 1,91 0,42 1,96

MOP 1,24 1,28 1,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
PPS + PSP 7,82 2,70 7,07 0,14 2,86 0,59 0,01 3,74 0,13 0,52 3,16

PLP 0,14 0,59 0,14 0,07 0,39 0,35 0,11 0,79 1,05 0,00 0,33
TAG
intermedio 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00
1.
PSS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

PLS 0,74 0,39 0,26 0,20 0,30 0,17 0,09 0,44 0,10 0,52 0,87
PLO 0,17 0,88 0,20 0,00 0,79 0,53 0,22 1,22 1,78 1,35 0,50
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,44 0,00
SSS 6,66 1,40 3,35 2,19 9,60 4,93 1,04 7,40 9,53 5,58 4,37

SO0 0,04 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,26 0,39
SLS+000 0,03 0,02 0,08 0,10 0,58 0,17 0,10 0,34 0,13 0,59 0,00
SLO 0,01 0,15 0,00 0,07 0,12 0,38 0,01 0,04 0,10 0,46 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Indefinido 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SOA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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ANEXO F

CARACTERISTICAS FISICAS Y QpiMICAS DE LA MEZCLA GRASA DE
REACCION (VER CD)

Contenido de Grasa so6lida
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AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL
LUMIERES

Nosotros Yina Paola Diaz Corredor ¢ Idania Lizeth Quintero Herrefio en calidad de titulares de la obra Evaluacién del
proceso para la obtencidn de CBE, Mediante interesterificacion enzimatica de una mezcla grasa a nivel laboratorio
en SIGRA S.A, elaborada en el afio 2017 , autorizamos al Sistema de Bibliotecas de la Fundacién Universidad
América para que incluya una copia, indexe y divulgue en el Repositorio Digital Institucional — Lumieres, la obra
mencionada con el fin de facilitar los procesos de visibilidad e impacto de la misma, conforme a los derechos patrimoniales
que nos corresponden y que incluyen: la reproduccion, comunicacion publica, distribucion al plblico, transformacion, en
conformidad con la normatividad vigente sobre derechos de autor y derechos conexos (Ley 23 de 1982, Ley 44 de 1993,
Decision Andina 351 de 1993, entre otras).

Al respecto como Autores manifestamos conocer que:

= La autorizacion es de caracter no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia tiene una vigencia, que no es
perpetua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier otro medio, asi como llevar a cabo cualquier
tipo de accion sobre el documento.

= Laautorizacion tendra una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusion de la obra en el repositorio,
prorrogable indefinidamente por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales del autor y podra darse por
terminada una vez el autor lo manifieste por escrito a la institucion, con la salvedad de que la obra es difundida
globalmente y cosechada por diferentes buscadores y/o repositorios en Internet, lo que no garantiza que la obra pueda
ser retirada de manera inmediata de otros sistemas de informacion en los que se haya indexado, diferentes al
Repositorio Digital Institucional — Lumieres de la Fundacion Universidad América.

»  La autorizacion de publicacion comprende el formato original de la obra y todos los demés que se requiera, para su
publicacion en el repositorio. Igualmente, la autorizacion permite a la institucion el cambio de soporte de la obra con
fines de preservacion (impreso, electrénico, digital, Internet, intranet, o cualquier otro formato conocido o por conocer).

= Laautorizacién es gratuita y se renuncia a recibir cualquier remuneracion por los usos de la obra, de acuerdo con la
licencia establecida en esta autorizacion.

= Al firmar esta autorizacion, se manifiesta que la obra es original y no existe en ella ninguna violacion a los derechos
de autor de terceros. En caso de que el trabajo haya sido financiado por terceros, el o los autores asumen la
responsabilidad del cumplimiento de los acuerdos establecidos sobre los derechos patrimoniales de la obra.

*  Frente a cualquier reclamacion por terceros, €l o los autores seran los responsables. En ningln caso la
responsabilidad sera asumida por la Fundacion Universidad de América.

= Con la autorizacion, la Universidad puede difundir la obra en indices, buscadores y ofros sistemas de informacion que
favorezcan su visibilidad.

Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones de uso de
nuestra obra de acuerdo con la licencia Creative Commons que se sefiala a continuacion:
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reconocimiento del autor.

Atribucion- no comercial- sin derivar: permite distribuir, sin fines comerciales, sin obras
derivadas, con reconocimiento del autor.

@ ® @ Atribucidn - no comercial: permite distribuir, crear obras derivadas, sin fines comerciales con i

misma forma.

| b

b @@ @ Atribucion - no comercial - compartir igual: permite distribuir, modificar, crear obras
: | derivadas, sin fines econdmicos, siempre y cuando las obras derivadas estén licenciadas de la
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Siempre y cuando se haga alusion de alguna parte o nota del trabajo, se debe tener en cuenta la correspondiente
citacion bibliografica para darle crédito al trabajo y a sus autores.

De igual forma como autores autorizamos la consulta de los medios fisicos del presente trabajo de grado asf:

| AUTORIZAMOS

 Laconsutafisica (s6lo en las instalaciones de la Bibloteca) del CD-ROM ylo Impreso
La repro;jgcgipn por cualquier formato conocido o por conocer para efectos de preservacion

i de que se respete la restriccion de acceso.

Informacién Confidencial: este Trabajo de Grado contiene informacién privilegiada, estratégica o | s | NO |
secreta 0 se ha pedido su confidencialidad por parte del tercero, sobre quien se desarrolld la E
investigacion. En caso afirmativo expresamente indicaremos, en carta adjunta, tal situacién con el fin X
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