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RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 un estudio experimental con el fin de evaluar el proceso de
interesterificacion enzimética de una mezcla de aceites vegetales para la obtencion de una
mezcla grasa apta para la elaboracion de margarinas, tomando como base los parametros
fisicoguimicos establecidos por la compafiia SIGRA S.A los cuales son curva de solidos y

punto de fusion.

En primer lugar, para identificar las variables mas importantes de la reaccion de
interesterificacion enzimatica, se realiz6 una investigacion basada principalmente en articulos
y tesis, obtenidos de bases de datos como Science Direct y Springer Link, los cuales debian
estar encaminados hacia la interesterificacion de aceites vegetales para su aplicacion en la
elaboracion de margarinas y sobre el uso de la enzima Lipozyme TL IM, ya que este
biocatalizador es una de las enzimas mas importantes y reconocidas en la industria de aceites

y grasas.

Una vez recopilada la informacion, se propuso un disefio de experimentos 32 con el fin de
analizar el efecto de las variables (Porcentaje de enzima/sustrato y temperatura) sobre el perfil
de sélidos de la mezcla grasa interesterificada, donde la agitacidon y tiempo de reaccion se
mantuvieron constantes. Para este disefio de experimentos se manejé un rango de porcentaje
enzima/sustrato del 2,50-8,50% (+/- 0,05), y un rango de temperatura de 60,00-70,00°C (+/-
0,50), donde se obtuvo un total de 9 experimentos donde las mejores condiciones de reaccion
se encontraron en el rango de 5,00 %-8,50 % p/p de la enzima (+/- 0,05) y 60,00-65,00 °C (+/-
0,50).

Se caracterizé la mezcla sin interesterificar e interesterificada teniendo en cuenta las siguientes
propiedades fisicoquimicas como acidez el cual mide el porcentaje de acidos grasos libres,
punto de fusion el cual hace referencia a la temperatura por la cual se funden todos los sélidos,
curva de sélidos el cual hace referencia al comportamiento de la grasa a distintas temperaturas
y la cromatografia de acidos grasos el cual mide el porcentaje de los acidos grasos de la
muestra. En paralelo, se determinaron los costos del proceso de interesterificacion enzimatica

con el fin de identificar su viabilidad en la industria.

PALABRAS CLAVE: Interesterificacion, Lipozyme TL IM, Contenido de Grasa Solida,
Hidrolisis, Triglicéridos, Acidez, Punto de Fusidn, Perfil de Acidos Grasos,
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INTRODUCCION

SIGRA S.A. es una compafia colombiana dedicada a la produccion y comercializacion de
aceites y grasas para la industria panificadora y pastelera. Dentro de sus operaciones se destaca
la transformacion de aceites vegetales crudos, los cuales se someten a un proceso de refinado
para la obtencion de aceites comestibles siendo estos productos intermedios para la elaboracion
de bienes de consumo basico principalmente margarinas industriales, grasas para panaderia y

aceites para freir.

Las bases para margarinas pueden ser producidas por diferentes métodos que permitan la
modificacion de aceites y grasas, dentro de los cuales se encuentra el fraccionamiento, la
hidrogenacion, la interesterificacion o una combinacion de estos [1], con el fin de obtener un
producto con propiedades deseables como textura, consistencia, arenosidad y capacidad de

esparcimiento.

La aplicacion de estos métodos para la modificacion de aceites para la produccién de
margarinas y grasas especiales, requiere de post-tratamientos los cuales generan mermas
inherentes en el proceso. Una de las tecnologias tradicionales que se usa actualmente es la
interesterificacion quimica, que por la naturaleza del catalizador utilizado, genera jabones y
color, por lo que se requiere un proceso con acido citrico para eliminar el contenido de jabones,
ocasionando unas mermas de alrededor del 1,50-2,00% [2], ademas, debido al uso de
catalizadores quimicos, se genera color siendo necesario realizar un proceso extra de
blanqueamiento, en donde se agrega tierra clarificante al aceite, para que este cumpla con los

parametros de calidad.

Teniendo en cuenta lo anterior, se planted evaluar el proceso de interesterificacion enzimatica
de una mezcla de aceites para la obtencion de una base grasa para margarinas en SIGRA S.A,
determinando las propiedades fisicoquimicas de la mezcla grasa y las condiciones de operacion
para el proceso, con el fin de implementar un método sostenible para la modificacion de aceites
que este no altere la calidad del producto final y a su vez permita reducir el porcentaje de
mermas en el proceso debido a que no usa productos quimicos, ademas evitando la formacion

de isdbmeros trans [3].

15



En el presente trabajo se encontraran las generalidades y descripcion del proceso de
modificacion de grasas en la empresa SIGRA S.A., la teoria relacionada con la materia prima,
sus aplicaciones industriales y propiedades fisicoquimicas. Ademas, se presentan los resultados
y diagnostico de las propiedades fisicoquimicas de la mezcla grasa; los resultados del desarrollo
experimental para establecer las mejores condiciones de operacion y los costos de produccion

del proceso de interesterificacion enzimatica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el proceso de interesterificacion enzimatica de una mezcla de aceites para la aplicacion

del producto obtenido en una base para margarinas.

Objetivos especificos

1. Identificar las variables del proceso para la obtencion de una mezcla semisolida por medio

de interesterificacion enzimética.

2. Determinar las condiciones de operacion para la obtencion de una mezcla base para la

elaboracidn de margarinas por medio de interesterificacion enzimatica.

3. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de la mezcla de aceites, sin interesterificar e

interesterificada.

4. Evaluar los costos de produccion de la mezcla de aceites interesterificada enzimaticamente.

17



JUSTIFICACION

El negocio de margarinas en el pais mueve al afio $250.000 millones, de los cuales 46,00%
corresponde a margarinas esparcibles y el resto a duras o de cocina. SIGRA S.A factura 70
toneladas de margarina al mes, lo que implica que tiene el 4,00% del mercado [4].
Paralelamente, los aceites vegetales resultan ser la materia prima esencial para la elaboracién
de estos bienes de consumo usados en la industria panificadora y pastelera, no obstante, los
aceites y grasas deben ser sometidos a procesos de modificacion quimica como la
interesterificacion, la cual permite reordenar los acidos grasos dentro de los triglicéridos (TG)
de las formulaciones utilizando diversas materias primas y procedimientos que posibilitan la
obtencion de texturas y funcionalidades particulares [5].

La interesterificacion quimica ha venido complementando el proceso de hidrogenacién en estos
altimos afios, sin embargo, debido al uso de catalizadores quimicos a elevadas temperaturas
facilita la formacion de jabones y de color, siendo necesario realizar operaciones de lavado con
acidos citrico para la remocion de jabon y adicion con tierra de blanqueo para la remocion del
color, generando pérdidas de aceite inherentes al proceso.

Al evaluar el proceso de interesterificacion enzimatica, se reduciran los residuos en el proceso
ya que al ser una tecnologia limpia y sin quimicos, no genera jabdn y color [3].
Adicionalmente, el proceso no permite la formacidn de transisomeros (Grasas Trans) debido al
empleo de lipasas las cuales realizan modificaciones selectivamente a temperaturas menores
en comparacion con la interesterificacién quimica, obteniendo, asi como producto final una

mezcla grasa con propiedades deseables.

Los conocimientos integrales del Ingeniero Quimico permiten desarrollar este proyecto, puesto
que cuenta con habilidades para el disefio de procesos para la modificacion fisicoquimica de
los aceites para la obtencion de productos con caracteristicas especificas, inocuos y viables
economicamente. A su vez, cuenta con destrezas y conocimientos en el sector de oleoquimica
aplicada para determinar los parametros adecuados para el procesamiento de aceites y
grasas junto con habilidades para la medicion de sus propiedades fisicoquimicas para analizar

la calidad del producto final.
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1. GENERALIDADES

Con el fin de dar un panorama y tener conocimiento de la empresa en la que se desarrollara el
proyecto en cuestion, en este capitulo se presentan sus generalidades corporativas tales como
mision y vision, el proceso de refinado de aceites incluyendo los principales aspectos como

materia prima y procesos de modificacion de aceites.

1.1 Proceso Productivo de SIGRA S.A

El proceso de produccion que se lleva a cabo en SIGRA S.A para la elaboracion de sus
margarinas se ilustra en la figura 1, donde se observa que el proceso comienza con la recepcion
de la materia prima y respectivo almacenamiento, los diferentes aceites crudos se someten a un
proceso de refinacion y desodorizado para obtener aceites comestibles, a partir de esta etapa
inicia la modificacion de aceites para obtener grasas con propiedades deseables para la

elaboracidn de margarina y finalmente su comercializacion y distribucion

Figura 1.

Proceso de produccion en SIGRA S.A

Recepcion y
Almacenamiento de
Aceites Crudos

Refinacion
(Pre-tratamiento y
Blanqueo)

Modificacion

Zeatd

de aceites

—

Nota. En el presente diagrama se puede
observar el proceso productivo para la

elaboracion de margarinas en SIGRA S.A.
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1.2 Mision
El propdsito de la compafiia SIGRA S.A es inspirar a las personas para que sobresalgan en lo

que hacen, innovando constantemente, desde un rico alimento, un préspero negocio, hasta una

idea que proteja y transforme al mundo [6]

1.3 Certificaciones

SIGRA S.A, cuenta con las siguientes certificaciones como el Reconocimiento PREAD
Categoria ELITE, Certificacion 1SO 9001:2015, Certificacion KOSHER y Buenas préacticas de

innovacion [6].

1.4 Proceso De Refinacion de Aceites Vegetales

El proceso de refinacion engloba una serie de etapas necesarias que permiten la eliminacion de
fosfolipidos, &cidos grasos libres, pigmentos, sabores, olores e impurezas en el aceite de uso
alimentario, a continuacion, se describe cada una de las etapas presentes en el proceso para el

caso del aceite de palma:

1.4.1 Proceso de Desgomado

Es la primera etapa del proceso de refinacion, permite la eliminacion de gomas o fosfolipidos,
lo cual es esencial debido a que aumenta la inestabilidad del producto y puede aportar turbidez
debido a la formacidn de precipitados, ademas que la presencia de estas sustancias en procesos
posteriores como el desodorizado puede otorgar un color oscuro indeseado, en esta etapa por
lo general se realiza adicion de &cido citrico en donde este entra en contacto con el aceite a

ciertas condiciones de temperatura y agitacion [7].

1.4.2 Proceso de Blanqueado

La etapa de blanqueo es la encargada de reducir las sustancias que provocan coloracion en el
aceite como los carotenos, clorofilas, sales metalicas, perdxidos, &cidos grasos libres,
aldehidos, cetonas, entre otros; esto por medio del uso de arcillas minerales denominadas como
tierras de blanqueo. Las tierras de blanqueo por lo general estan constituidas por
montmorillonita, atapulgita y cuarzo, en el caso del blanqueo de aceite de palma la dosificacion

es de 0,8-1 kg de tierra de blanqueo por 100 kg de aceite crudo [8].
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1.4.3 Proceso de Desodorizado

Es la ultima etapa de la refinacién, consiste en un proceso de destilado para la eliminacién de
acidos grasos libres y compuestos volatiles para obtener un aceite inodoro. Para este proceso
se necesita de un sistema de destilacion al vacio al que se le alimenta una corriente de vapor a
alta temperatura que logre arrastrar los compuestos indeseados y posteriormente pasar a una

fase de enfriamiento para conservar las propiedades naturales del aceite [9] .

1.5 Métodos de Modificacion de Aceites y Grasas

La modificacion de las grasas es una de las areas mas importantes en la oleoquimica aplicada
puesto que los aceites vegetales en su forma original poseen aplicaciones limitadas. La
distribucion de los triglicéridos y la composicion en acidos grasos, otorgan caracteristicas
especificas y definen las propiedades fisicoquimicas de una mezcla grasa, estas caracteristicas
pueden ser modificadas mediante diferentes procesos como la hidrogenacién, la
interesterificacion y el fraccionamiento de los aceites. Asi mismo estos procesos permiten
aprovechar las diferentes mezclas de grasas brindandoles un valor agregado para ser utilizadas
en la industria en diferentes aplicaciones alimenticias, como margarinas, grasas para confiteria,

grasas para helado, grasa para hojaldres, entre otros.

1.5.1 Fraccionamiento

Antes de describir el proceso de fraccionamiento, en este caso de aceite de palma, es de suma
importancia describir la composicidn que tiene este tipo de aceite y porque es ideal en este
proceso. A temperatura ambiente el aceite de palma es una grasa semisolida, que consiste de
una mezcla de triglicéridos saturados e insaturados cuya proporcion depende del origen y tipo

de aceite, todos estos triglicéridos poseen diferentes puntos de fusion y formas de cristalizacion.

El fraccionamiento, es un proceso de modificacion donde los triglicéridos del aceite son
separados como una mezcla de cristalizacion parcial en una fase liquida (Oleina) y en una fase
solida (Estearina). El fraccionamiento en seco estda compuesto por dos operaciones
fundamentales, el enfriamiento y la separacion de las fracciones. El aceite se somete a sucesivas
etapas de enfriamiento, hasta alcanzar la temperatura optima para que los cristales formados
crezcan y sean faciles de separar de la fase que permanece liquida. La separacion de la oleina
y de la estearina se hace por lo general mediante filtros prensa de placas o filtros de membrana
[10]. El rendimiento del proceso depende de la correcta separacion de las dos fracciones, ya
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que puede quedar oleina retenida, en la torta de estearina, esto por lo general depende del

equipo que se utilice y de su correcta operacion.

1.5.2 Hidrogenacion

La hidrogenacidn de aceites es un proceso en el cual por medio de adicion de gas hidrogeno se
saturan los dobles enlaces de la cadena carbonada del acido graso utilizando un catalizador a
base de niquel o metales nobles [11], esto con el fin de mejorar la estabilidad oxidativa y
modificar las propiedades fisicoquimicas del aceite obteniendo una grasa semisolida para
posteriores aplicaciones industriales como elaboracion de margarinas, grasas comestibles,
grasas para freir, grasas especiales entre otros. En la figura 2 se observa la reaccion de
hidrogenacion, la adicion de hidrogeno permite romper el doble enlace, transformando el acido

graso insaturado en &cido graso saturado.
Figura 2.

Hidrogenacidn de un &cido graso saturado.

vy H K
etc—C—C—etc —» et::—tI:—tl:—etc
Hoh oW
Acido graso insaturado Acido graso saturado

Nota. La presente figura presenta la transformacién de un é&cido graso insaturado el cual
se convierte en un &cido graso saturado por medio de la adicion de hidrogeno. Tomado
de: Manual de Nutricion y Dietética, Universidad Complutense de Madrid, Espafia, 2016,
pp. 52. [En linea]. Disponible: https://eprints.ucm.es/id/eprint/22755/1/Manual-
nutricion-dietetica-CARBAJAL .pdf
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1.6 Tipos de Aceites Vegetales

En este capitulo, se muestran los tipos de aceites vegetales que se tienen para realizar la mezcla
grasa donde se identifican caracteristicas tales como su origen, sus principales caracteristicas
organolépticas y sus aplicaciones en la industria de alimentos, con el fin de estudiar a mas

profundidad las propiedades de los aceites para el desarrollo del presente estudio:

1.6.1 Aceite de Palma

El aceite de palma se utiliza en la industria de aceites y grasas comestibles, especialmente en
la formulacion de aceites liquidos, margarinas y grasas especiales para la industria de
alimentos. Gracias a su relacién de acidos grasos, de este aceite se obtiene dos fracciones:
Estearina (Fraccion sélida) y Oleina (Fraccion liquida), las cuales tienen un amplio rango de
usos a nivel industrial, por lo que se considera como una materia prima versatil, estable y de
gran valor nutricional [12].En la tabla 1 se puede observar el perfil de acidos grasos del aceite
de palma, se constituye principalmente por acido oleico y linoleico que se clasifican como
acidos grasos insaturados y por acido palmitico y estearico que se clasifican como acidos grasos

saturados.

Tabla 1.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de Palma (Elaeis guineensis)

Acido Graso Valor (%)
Laurico C12:0 <0,5
Miristico C14:0 05-2
Palmitico C16:0 39,3-475
Palmitoléico C16:1 <0,6
Margérico C17:0 <0,2
Esteérico C18:0 35-6
Oleico C18:1 36 —44
Linoleico C18:2 9-12
Linolénico C18:3 <0,5
Araquidico C20:0 <0,1
Gadoléico C20:1 <0,4
Behénico C22:0 <0,2

Nota. La presente tabla presenta la composicién de &cidos grasos
en porcentaje del aceite de palma (Elaeis guineensis). Tomado de:
Gaxoleum Ficha Técnica Aceite de Palma
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1.6.2 Estearina de Palma

Aceite solido comestible, obtenido por fraccionamiento en seco del aceite de palma totalmente
refinado y desodorizado [13]. Se caracteriza por tener una apariencia blanca a temperatura
ambiente y resulta ser la fraccion solida del aceite de palma RBD, la cual la hace de gran
aprovechamiento a nivel industrial para la elaboracién de diferentes productos alimenticios,
como margarinas para panaderia, grasas para confiteria, grasas especiales para la elaboracion
de helados, entre otros. En la tabla 2 se observa el perfil de acidos grasos de la estearina de
palma que se constituye principalmente por acido palmitico, que se encuentra dentro los &cidos

grasos saturados, razén por la cual se encuentra en estado s6lido a temperatura ambiente.

Tabla 2.

Perfil de Acidos Grasos de la Estearina de Palma

Acido Graso Valor (%)
Caproico C6:0 NP
Caprilico C8:0 NP
Caprico C10:0 NP
Laurico C12:0 Maéximo 0.4
Miristico C14:0 1,1-1.8
Palmitico C16:0 45-65
Esteéarico C18:0 3-5
Oleico C18:1 32-37
Linoleico C18:2 3,2-9,8
Linolénico C18:3 Menor a 0,6

Nota. La presente tabla presenta la composicion de acidos grasos
en porcentaje de la estearina de palma. Tomado de: C.I
BIOCOSTA S.A Ficha Técnica Estearina de Palma RBD

1.6.3 Aceite de palmiste

El aceite de palmiste es extraido de la almendra del fruto de la palma por medio de extraccion
de solventes para su posterior proceso de refinado, blanqueado y desodorizado, este se
caracteriza por tener una composicién alta en acidos grasos saturados, principalmente en acido
laurico al cual se le debe su alto grado de estabilidad, por lo que a temperatura ambiente se

mantiene en estado semisolido y presenta un color amarillo-blanco [14].

24



El aceite de palmiste es de gran importancia en la industria de alimentos ya que este se
encuentra en la formulacion de distintas grasas especiales para la preparacion de margarinas
de fusion rapida y de mesa, grasas para confiteria, masas para galletas y cremas para rellenos,
helados, entre otros En la tabla 3 se presenta el perfil de acidos grasos del aceite de palmiste,
principalmente se constituye de acido oleico que representa alrededor del 14.8 % y de acido

laurico que representa alrededor del 48.7%

Tabla 3.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de Palmiste

Acido Graso Valor (%)
Caproico C6:0 0,3
Caprilico C8:0 4,2
Caprico C10:0 3,7
Laurico C12:0 48,7
Miristico C14:0 15,6
Palmitico C16:0 75
Esteérico C18:0 1,8
Oleico C18:1 14,8
Linoleico C18:2 2,6
Otros 0,1

Nota: La presente tabla presenta la composicion de acidos
grasos en porcentaje del aceite de palmiste. Tomado de: T.P.
Pantzaris; Mohd JaaffarAhmad, Propiedades y usos del aceite de
palmiste, PALMA S Vol. 23 No. 3, 2002, pag 3.

1.6.4 Aceite de Soya

El aceite de soya proviene de una semilla leguminosa que se extrae por prensado, es un aceite
abundante en &cidos grasos polinsaturados y la lecitina el cual es un subproducto de la soya se
conoce como la fuente universal de fosfolipidos. El aceite de soya RBD es un producto liquido
a temperatura ambiente que se obtiene al procesar el aceite desgomado de soya tras pasar por
las etapas de refinado, blanqueado y desodorizado, procesos que lo hacen apto para consumo
humano. En la tabla 4 se presenta el perfil de acidos grasos del aceite de soya, se caracteriza
por que presenta la presencia de acidos grasos polinsaturados esenciales, principalmente acido

linoléico que se encuentra entre el 49% y 57,1 % y &cido linolénico alrededor del 5,5 % y 9.5%
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Tabla 4.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de Soya

Acido Graso Valor (%)
Miristico C14:0 0,4 Méaximo
Palmitico C16:0 9,5-133
Esteérico C18:0 30-54

Oleico C18:1 17,7-28,5
Linoleico C18:2 49,0-57,1

Linolénico C18:3 55-95
Araquidico C20:0 0,1-0,6
Behénico C22:0 0,5 Méaximo

Nota. La presente tabla presenta la composicion de acidos grasos

en porcentaje del aceite de soya. Tomado de: Oleofinos,

Especificacion Técnica Aceite de Soya RBD (2013)

1.6.5 Aceite de Canola

El aceite de canola, principalmente se compone de acidos grasos monoinsaturados y se extrae
por prensado o extraccion de solventes [15].En la tabla 5 se observa el perfil de acidos grasos

del aceite de canola, que se compone principalmente por acido oleico alrededor del 52% y 67
%, seguido por &cido linoléico alrededor del 16 % y 25 %

Tabla 5.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de Canola

Acido Graso Valor (%)
Palmitico C16:0 3,3-6,0
Palmitoléico C16:1 0,10-0,60
Margérico C17:0 0,30 Méximo
Esteérico C18:0 1,10-25

Oleico C18:1 52,0-67,0
Linoleico C18:2 16,0 - 25,0
Linolénico C18:3 6,0 -14,0

Nota. La presente tabla presenta la composicion de acidos grasos en
porcentaje del aceite de canola. Tomado de: Oleofinos,

Especificacion Técnica Aceite de Canola RBD (2013)
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2. PROCESO DE INTERESTERIFICACION EN LA INDUSTRIA DE ACEITES Y
GRASAS PARA LA ELABORACION DE MARGARINAS

Para tener un panorama respecto a los términos y conceptos que se emplearan en el presente
trabajo y comprender de mejor manera los resultados que se obtengan, en el presente capitulo
se presentan conceptos sobre la reaccion de interesterificacion para la modificacion de aceites
y grasas, la descripcion del proceso de interesterificacion enzimética, las propiedades
fisicoquimicas que permitirdn caracterizar la mezcla grasa y finalmente una breve descripcion

de la elaboracion de las margarinas:

2.1 Interesterificacion

La interesterificacion es uno de los procesos mas importantes para la industria de grasas y
aceites, es una reaccion que promueve el reordenamiento de los &cidos grasos modificando la
composicion de los triglicéridos que forman los lipidos, permitiendo que se combinen con
acidos grasos libres, alcoholes o éteres [16], es importante destacar que esta modificacion no

altera la composicion quimica y mejora las propiedades fisicas y nutricionales de las mismas.

A diferencia de la hidrogenacion, este método no actta sobre la estructura de los acidos grasos,
por lo cual no se produce isomerizacion posicional y geométrica, por lo que no permite la
formacion de &cidos grasos trans [17]. El proceso de interesterificacion se lleva a cabo en
presencia de un catalizador, dependiendo de este, puede ser quimica o enzimatica [18]. El
propdsito general de la interesterificacion es mezclar dos aceites y/o grasas con caracteristicas
fisicoquimicas distintas para la obtencion de una nueva grasa homogénea con caracteristicas

fisicas intermedias, por medio de la accion de un catalizador [2].

Las propiedades fisicoquimicas mas importantes que intervienen en el proceso de
interesterificacion es modificar la curva de fusion de sélidos y el punto de fusion de la mezcla
grasa, esto con el fin de mejorar la compatibilidad de los distintos triglicéridos en estado
solidificado para la produccion de grasas con plasticidad ideal sin la formacion de isdomeros
trans. En la figura 3, se puede observar la influencia del proceso de interesterificacion en el
contenido de grasa solida de una mezcla de aceites para la obtencién de propiedades deseables
e intermedias. Al lado izquierdo se observa el perfil de grasa solida de dos aceites con
propiedades fisicoquimicas diferentes, mientras al lado derecho se observa el perfil de grasa

solida de la mezcla resultante con propiedades intermediarias
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Figura 3.

Perfil de solidos para la obtencidon de una mezcla grasa con sélidos intermedios.

80 80 —
T 60 < 60
&) (@)
B 40 = 40
20 20
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Temp (C) Temp (C)

Nota. La presente figura muestra la combinacion de dos aceites con distinto perfil de sélidos para la
obtencion de una mezcla grasa con sélidos intermedios. Tomado de: Ghion Serge, Tecnologias de

Interesterificacion Quimica y Enzimatica, p.p. 16, (2018).

En la figura 4, se muestra un esquema general del proceso de interesterificacion donde se
evidencia un cambio en el perfil de triglicéridos, donde se conserva la composicion de los

acidos grasos de la mezcla grasa a interesterificar:

Figura 4.

Esquema general de la reaccidn de interesterificacion

— X — X —Y — X
—X + —X + X + —Y +
X Y
—X e —X —X
X + Y —
—Y  —Y =X Y
X Y
—X + —Y + —Y + =Y
—Y —X — —Y

Nota. En la figura se presenta el esquema general de la reaccion de interesterificacion,
considerando dos tipos de triglicéridos XXX y YYY. Tomado de: C. Pacheco, Cinética de la
Interesterificacion Enzimatica de Aceites Vegetales, Tesis De Doctor En Ingenieria Quimica
Universidad Nacional Del Sur, p.p. 9. 2012,
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Las reacciones presentadas en la figura 5, son de suma importancia para entender el proceso
de interesterificacion. En primer lugar, como se evidencia en la fig. 5(a), se presenta
inicialmente la hidrolisis de los triglicéridos (TAG) en diglicéridos (DAG) y éacidos grasos
libres (FFA), se debe tener en cuenta que durante esta primera etapa, ocurre un proceso en
paralelo de reinteresterificacion el cual consiste en la union del DAG generado con un FFA
para la formacién de un nuevo triglicérido, dependiendo de los FFA que se encuentren en el
medio, ya que esta reaccion es reversible, en esta etapa como tal se da todo el proceso de
interesterificacion. Por otro lado, se pueden presentar reacciones secundarias las cuales
consisten en la hidrolisis de los DAG en MAG y FFA y en Gltimas ocasiones la formacion de
glicerol. Estas reacciones se pueden evitar controlando la cantidad de agua presente en el

sistema [19].

Figura 5.

Reacciones que interfieren en el proceso de interesterificacion.

O-CO-R, 0O-COR,
O-CO-R, + HO = ED-CO-RZ + R,-COOH
O-CO-R, OH
[ T1AG +  HO > DAG + FFA
(a)
O-CO-R, OH
O-COR, + HO <> 0-CO-R, + R,-COOH
OH OH
| DAG + HO <> MAG + FFA
(b)
OH OH
O-CO-R, =+ HO < OH +  R,-COOH
OH OH
| mac +  HO <> G + FFA |

Nota. En la fig. 5(a) se presenta la reaccién principal de interesterificacién y
en la fig. 5(b) y 5(c), se presentan las reacciones secundarias del proceso de
interesterificacion. Tomado de: C. Pacheco, Cinética de la Interesterificacion
Enzimatica de Aceites Vegetales, Tesis De Doctor En Ingenieria Quimica
Universidad Nacional Del Sur, p.p. 11. 2012.
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2.1.1 Interesterificacién Quimica

La interesterificacion quimica es inducida mediante la mezcla de los componentes de aceites y
grasas con un catalizador quimico que por lo general son metales alcalinos, alcoholatos e
hidroxido de sodio con glicerol, este proceso se caracteriza por trabajar a altas temperaturas
entre los 60 y 200°C [20].

Es importante destacar que la efectividad de este proceso depende de las condiciones iniciales
de acidez libre, humedad e indice de peroxidos del aceite a interesterificar, si estas propiedades
no cumplen con los parametros establecidos, la reaccion no se puede llevar a cabo exitosamente
ya que pueden envenenar el catalizador. Por otro lado, dentro del proceso es muy importante
la etapa de secado del catalizador ya que si esto no se realiza provocara que el catalizador se
desactive, es decir que este es un proceso en donde el aceite se debe someter a varios cambios

de temperatura y agitacion.

<<La reaccion se divide en tres partes, induccion, intercambio y terminacién. El periodo de
induccion consta de la reaccion del catalizador con los glicéridos para producir un
intermediario el cual es un compuesto de sodio derivado de un diacilglicerol, sin tener todavia
intercambio de los grupos acilo, lo anterior genera aparicion de un color marron indicando que
la interesterificacion ha iniciado completamente. Seguidamente comienza el intercambio de
grupos acilos hasta alcanzar el equilibrio termodinamico, indicando el periodo de finalizacion

debido al agotamiento de agua para destruir el compuesto intermediario>> [16]..

Debido al uso de un catalizador quimico se favorece la formacion de acidos grasos libres los
cuales pueden reaccionar con el catalizador favoreciendo la formacién de jabones los cuales
deben ser neutralizados con acido citrico y blanqueamiento con tierra activada debido a la

formacién de color.

En la figura 6, se presenta la reaccion de interesterificacion quimica aleatorizada es la mas
comun y se denomina de esta forma ya que reordena todos los acidos grasos (R) entre si a lo

largo del triglicérido.
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Figura 6.

Reaccién tipo aleatoria formada a partir de la reaccion de interesterificacion quimica.

R1R2R;
* H RiR{R; + RR;R,
R2R2R2 R2R2R1 R1R2R2
R2R1 R2

Nota. En la presente figura se muestra el mecanismo de reaccion tipo aleatoria de la
interesterificaciéon quimica. Tomado de: Ghion Serge, Tecnologias de

Interesterificacién Quimica y Enzimatica, p.p. 16, (2018).

En la figura 7, se presentan las diversas etapas del proceso de interesterificacién quimica,
inicialmente se debe tratar previamente los aceites a usar, sometiéndolos a un proceso de
refinacion y desodorizacion, seguidamente se procede a realizar la mezcla de aceites para llevar
a cabo la reaccion catalizada quimicamente, debido a la formacién de jabon y color en el
transcurso de la reaccion, la mezcla debe ser sometida a un proceso de pos-tratamiento que
consiste en la eliminacion de jabones por adicién de acido citrico y blanqueamiento con tierra
activada, seguidamente la mezcla debe ser sometida a un proceso de filtracion para separar la

tierra del aceite y finalmente la mezcla grasa debe ser desodorizada nuevamente.

Figura 7.

Etapas del proceso de interesterificacion quimica

Pretratmiento  Reaccioncon  coocvacion

Deodorizacion
RB(D) NaOCH3 Post-blanqu97/ /

Nota. En la presente figura se muestra el diagrama de bloques para llevar a cabo el proceso de interesterificacion

quimica. Tomado de: Ghion Serge, Tecnologias de Interesterificacion Quimica y Enzimatica, p.p. 22, (2018).
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2.1.2 Interesterificaciéon Enzimatica

La interesterificacion enzimatica es un proceso que utiliza como catalizador ‘“enzimas
bioldgicas provenientes de bacterias, hongos y levaduras, normalmente lipasas inmovilizadas.
Generalmente este proceso se caracteriza por trabajar a temperaturas bajas préximas a los 70
°C. Es un proceso que no requiere de tratamientos de blanqueo y eliminacién de subproductos,
debido a que no genera color y tampoco permite la produccion de jabones™ [16].

Para este caso, la funcion principal de la enzima es catalizar la reaccion quimica alterando las
propiedades fisicoquimicas de la grasa, a este Ultimo se le conoce como sustrato. En la figura
8, se muestra un esquema de la interaccion enzima- sustrato a lo largo del proceso, inicialmente
el sustrato se une a la enzima a sus centros activos, formando el complejo enzima sustrato, que

al transformar el sustrato inicial da como resultado un producto con caracteristicas deseables.

Figura 8.

Ciclo de accion de los enzimas con la formacion del complejo enzima sustrato y la liberacién de los productos.
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— — ;
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Enzima + Sustrato Complejo Enzima + Productos

Enzima-Sustrato

Nota. En la presente figura se muestra la interaccion de la enzima sobre el sustrato y su posterior liberacién de

productos. Tomado de: CASERES MARIA, Complejo Enzima-Sustrato, Departamento de Biologia-Geologia

La interesterificacion enzimatica posee una serie de ventajas con respecto a la quimica tales
como, condiciones menores de presion y temperatura, especificidad hacia los sustratos,
eliminacion de efluentes propios de la remocion de catalizadores, reduccion degradacion de los
productos y de la aparicion de productos secundarios. La interesterificacion enzimatica se
puede implementar en procesos batch o continuos, por lo general el proceso continuo es el mas
aceptado utilizando un reactor de lecho fijo [21], para este caso de estudio se evaluara la
reaccion un reactor tipo batch. Otros factores importantes a tener en cuenta en el proceso es el

control de la temperatura, pH y humedad con el fin de evitar la degradacion de la enzima.
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En la figura 9, se presenta la reaccion de interesterificacion enzimatica, debido al uso de
enzimas selectivas en las posiciones 1y 3, se puede observar que R1 y R2, que representan las
posiciones extremas del triglicérido, cambian a lo largo de la reaccion, mientras la posicién 2

(U), se mantiene intacta

Figura 9.

Reaccién tipo selectiva formada a partir de la reaccion de interesterificacion enzimatica

R.UR, R,UR,

Rzu R2 Enzimaticg F’)\2UR1

(Lipozymegq 5 R,UR,

Regio—specific)

Nota. En la presente figura se muestra el mecanismo de reaccion selectivo en las
posiciones 1 y 3 del triglicérido en la interesterificacion enzimatica Tomado de: Ghion

Serge, Tecnologias de Interesterificacion Quimica y Enzimatica, p.p. 16, (2018).

En la figura 10, se presentan las diferentes etapas del proceso de interesterificacion enzimatica,
para el cual se usa una mezcla grasa, a partir de aceites refinados y desodorizados,
posteriormente como se observa en la figura, la mezcla es sometida al proceso de reaccion
catalizada por las lipasas, ya que las lipasas no generan formacion de color ni de jabon, la
mezcla interesterificada es llevada finalmente al proceso de desodorizacion, representando asi,

un proceso mas simple en comparacion con la interesterificacion quimica [2].

Figura 10.

Etapas del proceso de interesterificacion enzimética

Pretratamiento Reaccion con
RBD lipasa

>  Deodorizacion

Nota. En la presente figura se muestra el diagrama de bloques para llevar a cabo el proceso de interesterificacion

enzimatica. Tomado de: Ghion Serge, Tecnologias de Interesterificacién Quimica y Enzimatica, p.p. 22, (2018).
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2.1.2. a Enzima Lipozyme TL IM Inmovilizada. Las enzimas son moléculas de naturaleza
proteica que catalizan reacciones quimicas, siempre que sea termodindmicamente posible [22],
en este caso, mediante el control de contenido de agua es posible que la enzima promueva la
ocurrencia de reaccién de esterificacion, la concentracion optima de agua del sistema debe ser
lo suficientemente baja con el fin de minimizar las reacciones de hidrolisis, no obstante, la
presencia de la misma es necesaria para la integridad de la enzima y para la generacion de
productos intermediarios necesarios de la reaccion [19]. En la interesterificacién enzimética
principalmente la enzima que se utiliza, es suministrada por la compafiia Novozymes y se
denomina Lipozyme TL IM es una lipasa especifica 1,3 procedente de Thermomyces
lanuginosus e inmovilizada sobre un portador de gel de silice. Lipozyme TL IM es un
catalizador altamente eficaz para la interesterificacion y puede reorganizar los acidos grasos
preferentemente en las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos, esta exhibe un alto grado de
selectividad de sustrato permitiendo cadenas laterales voluminosas y grupos grandes en la parte
de alcohol y &cido de la molécula [23]. En la figura 11, se puede observar la clasificacién de
las enzimas inmovilizadas, dependiendo del método utilizado, para el caso en estudio como la
enzima se encuentra en soporte de silice, esta se encuentra dentro de las enzimas inmovilizadas

atrapadas en una matriz.

Figura 11.

Clasificacion de las enzimas inmovilizadas

Enzima

<
I

| |

Modificada Nativa

1 51

Inmovilizada

i

Unido Atrapada Entrecruzamiento

I I molecular
Covalentemente Adsorcién Matriz atrapada Micro encapsulacién
L o, e
. { & 3
§
~

Nota. En la presente figura se puede observar los tipos de inmovilizacién de las
enzimas, Tomado de: CACHAGO CHAVEZ Israel Bolivar. Estudio de hidrdlisis en

aceite de coco virgen (Cocus nucifera) mediante el uso de lipasas inmovilizadas

aplicando el disefio de superficie de respuesta. Trabajo de grado Quimico. Quito.
Universidad central del Ecuador.2015. p 13
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La enzima también se caracteriza por ser regioespecifica es decir que tiene la capacidad de
dividir &cidos grasos en las posiciones sn 1-3 del TG e hidrolizan para proporcionar acidos
grasos libres, diglicéridos y monoglicéridos [24]. En la figura 12, se presentan las dieferentes
condiciones para usar las enzimas inmovilizadas y caracteristicas del medio de la reaccion de
interesterificacion enzimatica, segun la ficha técnica de lipasas inmovilizadas para biocatalisis

que ofrece la compafiia Novozymes

Figura 12.
Propiedades de las enzimas inmovilizas para biocatalisis de Novozymes

Product name Activity™ pH optimum Temp optimum Substrate specificity

Movozym™ 435 10000 PLUAg pH5-8 30-80%C Esters and alcohaols
Lipozyme® TL IM 250 IUNSE pH&-8 50-7T5*C Esters
Mowvozym® 40086 275 IUNSE pH F-10 30-50*C Esters

Nota. La presente figura muesta las diferentes caracteristicas y condiciones del medio de reaccion de las

enzimas inmovilizadas suminstradas por Novozymes. Tomado de: Novozymes, Immobilized lipases for

biocatalysis Novozymes. [PDF]. Disponible: https://www.novozymes.com/-

/media/Project/Novozymes/Website/website/document-library/Advance-your-

business/Pharma/Biocatalysis _brochure Immobilised Lipases.pdf

2.2 Propiedades Fisicoquimicas de las Mezclas Grasas

2.2.1 Acidez

La acidez cuantifica los &cidos grasos libres en un aceite, expresado en porcentaje masico de
acido oleico. La acidez libre es una de las caracteristicas quimicas que mejor definen la calidad
de un aceite o grasa. Este pardmetro brinda una idea desde como ha sido cultivado hasta tratado
un aceite, pues indica la alteracion de los triglicéridos debida a la hidrélisis quimica o

enzimatica [25]. La formula para calcular la acidez de una mezcla grasa es la siguiente:

. |4
Acidez = F i (ml) (Ec.1.)

Donde:
(C-282)
F=-— """
10

F = Factor expresado como Acido Oleico

F = Concentracion de NaOH (M)

(Ec.2.)

282 = Masa Molar del Acido Oleico (g/mol)

V = Volumen de NaOH (ml)
M = Masa de la muestra grasa (g)
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El parametro de acidez de acuerdo a documentacion interna de SIGRA S.A, se debe encontrar
méaximo en 0,06%, después del proceso de desodorizacién, sin embargo, para el estudio en
cuestion se evaluaran las variaciones del punto de acidez de la mezcla grasa solamente después
del proceso de interesterificacion enzimatica, puesto que no se contempla la desodorizacién en

los ensayos.

2.2.2 Contenido de grasa sélida (SFC)

Define el comportamiento de fusion de una mezcla grasa a diferentes condiciones como
refrigeracion, temperatura ambiente, paladar y procesos, a diferentes temperaturas las cuales
normalmente son 0, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40°C. Las grasas como las margarinas se funden
de manera diferente segin su composicion de triglicéridos, lo cual se determina mediante la
grafica de Contenido de grasa solida Vs. Temperatura (°C). El contenido de grasa sélida de
acuerdo a documentacion interna de SIGRA S.A, se debe encontrar en 36 % a 20 °C por
interesterificacion quimica, ya que a esta temperatura se evalla el comportamiento de la grasa
atemperatura ambiente. Para la investigacion en cuestion se espera obtener resultados similares

al parametro establecido.
2.2.3 Perfil de acidos graso

El estudio del perfil de los acidos grasos en las principales grasas de cada alimento es de gran
importancia. La identificacion y clasificacion de estas grasas depende estrictamente de su
composicion en &cidos grasos. Debido a la complejidad de la estructura de los acidos grasos y
a la dificultad de determinar exactamente la composicién de una grasa mediante los analisis
tradicionales, la cromatografia de gases se ha convertido en una herramienta indispensable para

establecer el perfil de &cidos grasos [26].

2.2.4 Punto de fusion

El punto de fusion de una grasa corresponde a la temperatura por la cual se funden todos los
solidos. Cuando en las grasas estan presentes acidos de grasos insaturados se reduce el punto
de fusion. Los puntos de fusidn de las grasas puras son muy precisos, pero como las grasas o
los aceites estan formados por una mezcla de lipidos con distintos puntos de fusion nos tenemos
que referir a zona de fusion que se define como el punto de fusion del componente de la grasa
que se funde a una temperatura mas alta [27]. De acuerdo a documentacion interna de SIGRA

S.A, el punto de fusién de la grasa se debe encontrar entre los 37°C y 39 °C.
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2.3 Elaboracion de Margarinas

Segun la Norma Icontec Colombiana 241 del 2019, la margarina se define como una emulsion
de aceites y/o grasas comestibles con agua, la cual tiene un porcentaje superior o igual al 80%
en materia grasa y un contenido maximo de agua del 16%.. La grasa es el componente
fundamental de las margarinas ya que de su pureza depende la calidad del producto final, por
eso estas deben estar perfectamente refinadas para ser inodoras e insipidas y mediante procesos
de modificacion logran adquirir caracteristicas fisicogquimicas deseables y ser estables
guimicamente, antes de la adicidn de aditivos como sabores y vitaminas [16]. El agua se utiliza
para preparar la emulsién con la sustancia grasa dispersando ésta como pequefias gotas en el
agua.
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3. IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO PARA LA
OBTENCION DE UNA MEZCLA SEMISOLIDA POR MEDIO DE
INTERESTERIFICACION ENZIMATICA

Con el fin de tener conocimientos técnicos para llevar a cabo el proceso de interesterificacion
enzimatica de una mezcla grasa y reconocer las variables del proceso que afectan las
propiedades fisicoquimicas de la mezcla resultante, las cuales permiten determinar las
condiciones del proceso, se realiza una revision bibliografica. En este capitulo se presentan los
diferentes articulos escogidos de las bases de datos proporcionadas por la universidad y de
acceso libre, dentro de las cuales se encuentran Science Direct y Springer Link. Ademas, se

incluyeron otros articulos relevantes del tema encontrados durante la investigacion.

Para la basqueda bibliografica se tuvieron en cuenta diferentes aspectos, en primer lugar se
identificaron los conceptos claves fundamentales y se defini6 la estrategia de bldsqueda, para
este caso el operador booleano que se ajustaba a la investigacion fue “AND”, finalmente las

palabras claves fueron "Interesterification” and " Lipozyme".

Para la basqueda en la base de datos Springer Link al ingresar la estrategia de basqueda y fijar
un periodo de tiempo entre el 2010 y 2021 se encontraron 174 articulos, al filtrar la busqueda
se escogieron los siguientes pardmetros: tipo de contenido- articulo, disciplina- quimica y
subdisciplina-quimica de alimentos. Mientras que para la busqueda realizada en la base de
datos Science Direct al ingresar la estrategia de busqueda se encontraron 453 resultados, donde
se definieron una serie items para filtrar la investigacién y encontrar los articulos mas

relevantes.

3.1 Variables que influyen en la reaccion de interesterificacion enzimatica

Durante la revision bibliografica y el analisis respectivo a cada uno de los articulos
seleccionados basados en procesos de interesterificacion enzimatica, se logra obtener un
acercamiento al comportamiento de las variables mas relevantes de la catalisis enzimatica para
asi, establecer un rango de operacion para el planteamiento del disefio de experimentos. Para
consolidar la informacion recopilada, en la tabla 6, se reportan los parametros méas importantes
del proceso de interesterificacion enzimatica llevado a cabo en cada uno de los articulos, es
importante mencionar que dichos valores fueron los resultados obtenidos para las mejores

condiciones de operacion en cada uno de los casos. Entre los pardmetros reportados se

38



encuentran: la materia prima, enzima, relacién enzima/sustrato, agitacion, temperatura y
tiempo, los cuales se relacionan con el cambio del perfil de grasa sélida después de la reaccion,

el grado de interesterificacion o punto de fusion.

3.1.1. Temperatura

En primera instancia, se evidencia que la temperatura es una variable importante dentro del
proceso de interesterificacion enzimatica, ya que es un parametro que se relaciona directamente
con la velocidad de la reaccion y la actividad enzimatica. En primer lugar, la enzima tiene como
objetivo disminuir la energia de activacion de una reaccion, por lo tanto hace que esta ocurra
en menor tiempo. En la figura 13 se relaciona la temperatura con la actividad catalitica, se
observa que al aumentar la temperatura, aumenta la actividad enzimética, sin embargo, es
evidente que al alcanzar el valor 6ptimo de temperatura se consigue el valor maximo de
velocidad, y a partir de este punto la actividad enzimatica disminuye con el aumento de la
temperatura. “Este aumento de la temperatura produce un aumento de la energia cinética de las
moléculas, favoreciendo el choque entre el sitio activo de la enzima y el sustrato, causando

inestabilidad en los enlaces” [28].

Figura 13.

Velocidad de la reaccidn en funcién de la temperatura

Vo

Tcmpef’tura e la
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Nota: La presente figura muestra el comportamiento de la
velocidad de reaccién enzimdtica en funciéon de la
temperatura. Anibal R. Lodeiro. (2016), Catélisis
enzimatica Fundamentos quimicos de la vida. p.p 140. [En
linea]. Disponible:

https://libros.unlp.edu.ar/index.php/unlp/catalog/book/690
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De acuerdo con Karabulut et al., 2009, “la temperatura afecta la afinidad de la enzima por los
sustratos, por lo cual un cambio de temperatura, puede llegar a afectar la efectividad de la
enzima hacia la incorporacion de diferentes acidos grasos” [16]. Por otro lado, segin Nelson
Moreno y Aidé Perea V (Interesterificacion enzimatica para la produccién de grasas especiales
usando lipasa de Thermomyces anuginosus) los resultados arrojados por el ANOVA, indicaron
que la temperatura tiene una influencia significativamente estadistica sobre el grado de

interesterificacion.

En paralelo, es de suma importancia tener en cuenta que las enzimas experimentan
desnaturalizacion y pérdida de actividad al superar una determinada temperatura [29]. “La
desnaturalizacion no involucra la ruptura de enlaces covalentes sino la desestabilizacion de
puentes de hidrégeno y de otras interacciones débiles que estdn involucradas en el

mantenimiento de las conformaciones activas de la enzima” [30].

Teniendo en cuenta lo anterior, los niveles de temperatura, se fijaron tomando en consideracién
los resultados de los diferentes articulos recopilados y contrastandolos con el rango de
temperatura éptima (50°C-75°C) registrado en la ficha técnica de la enzima Lipozyme TL IM.
Como se observa en la tabla 6, los valores para este factor se encuentran entre los 60°C y 75
°C, rango que coincide con los valores suministrados por el proveedor. Con el fin de disminuir
el rango de temperatura, se establece como nivel minimo 60 °C y como nivel méximo 70 °C,

evitando el riesgo de que la enzima se altere por su sensibilidad a altas temperaturas.

3.1.2. Concentracion de la enzima

En segundo lugar, se identifica el %p/p enzima/sustrato como una de las variables mas
importantes dentro de la interesterificacion enzimatica, ya que de este factor depende la
probabilidad de formar el complejo enzima-sustrato y obtener la grasa interesterificada. “Es de
suma importancia tener en cuenta que la concentracién de la enzima puede acelerar la reaccion,
siempre gue se disponga de sustrato para interactuar, sin embargo, en el momento en que todo
el sustrato esté adherido, la velocidad llegara a su punto maximo alcanzando la saturacion de

enzima por sustrato, ya que no hay sustrato disponible que se pueda unir” [31].

Una reaccion enzimatica se puede resumir mediante la siguiente expresion:

ES—E+P
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Donde ES es el complejo enzima sustrato, E es enzima, y P es el producto. Como se puede
observar en la figura 14 al tener una concentracion de sustrato saturante, la reaccion alcanza
rapidamente el estado estacionario en el que el complejo enzima sustrato ES, se mantiene
constante, es decir se ha alcanzado el valor maximo de velocidad [29] , los cuales dependen

tanto de la concentracion del sustrato como de la concentracién de enzima en el medio.

Figura 14.

Velocidad de reaccién enzimatica contra la concentracién de sustrato
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Nota. En la presente grafica se muestra el comportamiento de la velocidad de reaccion
enzimatica a medida que aumentan la concentracion de sustrato hasta alcanzar el estado
estacionario. Tomado de: J. Merino, M. Noriega, “Fisiologia Genral: Enzimas”
Santander, Espafia. [PDF]. Disponible:
https://ocw.unican.es/pluginfile.php/879/course/section/967/Tema%25202B-

Blogue%25201-Enzimas.pdf

Nelson Moreno y Aidé Perea V, afirman que este factor también influye significativamente en
el grado de interesterificacion de la reaccion, ya que al trabajar con valores 6ptimos se puede
alcanzar el maximo valor de grado de interesterificacion, y como se ha mencionado permite
controlar el costo del proceso, pues la enzima representa la mayor parte dentro de los costos
del proceso, ademas que trabajar con porcentaje muy elevados causa la saturacion de la
enzima. Para este factor se escogen valores extremos con el objetivo de monitorear un amplio
rango de esta variable, en la tabla 6, se evidencia que el valor minimo de enzima/ sustrato que
se encontro en los articulos recopilados fue de 2.5%, valor con el que se obtuvo un grado de
interesterificacion alto, por otro lado, también se puso en consideracion el elevado costo de la
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enzima Lipozyme TL IM, por lo cual se fijo este valor como nivel minimo, con el fin de evaluar

el desempefio del mismo, en la mezcla grasa derivada de los aceites del palma y palmiste

3.1.3. Agitacion

Las reacciones que comprenden solidos suelen llevarse a cabo con mayor rapidez a medida que
se incrementa el area superficial del solido [32], en este caso, para la interesterificacion
enzimatica presenta la enzima Lipozyme TL IM, en estado solido. “ La agitacion se utiliza para
la disolucidn de los reactivos, facilitar su contacto y para garantizar la maxima homogeneidad
posible en el transcurso de una reaccion” [33], por lo tanto la agitacion resulta ser de suma
importancia para el proceso de interesterificacion enzimatica en un reactor tipo batch. Como
se puede observar en la tabla 6. La velocidad de agitacion ronda entre los 200 y 700 RPM, lo
cual implica velocidades para favorecer el area de contacto aceite-enzima y a su vez evitar que
esta Ultima se sedimente por gravedad. Teniendo en cuenta, los valores registrados en la tabla
6 y poniendo en consideracién el tipo de agitador de la planta piloto en SIGRA S.A que se
presenta en la figura 15, el cual contaba con 4 aspas en la parte inferior del agitador y 4 en el
medio del mismo, se decide trabajar con valores altos de agitacion, para este caso 600 RPM,
con el fin de asegurar el flujo del aceite a lo largo del reactor y garantizar la transferencia de

masa, por ende, el contacto entre el sitio activo de la enzima y el sustrato.

Figura 15.

Tipo de agitador del reactor de la planta piloto.

Nota. Tipo de agitador de la planta piloto el cual

tiene dos aspas una en la parte inferior y otra en
la parte del medio.
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3.1.4. Tiempo

El tiempo es otra de las variables identificadas durante la revision bibliogréfica, en la tabla 6, se observa
gue el rango de este factor se encuentra desde los 16 min hasta las 24 h, este factor es indispensable
ya que se debe garantizar un tiempo considerable para garantizar la formacion de los sustratos a
productos y a su vez tener un valor 6ptimo puesto que de este factor depende los costos operacionales
de los servicios industriales como vapor para garantizar el proceso isotérmico dentro del reactor y
energia eléctrica para el funcionamiento del agitador. Por otro lado segun el instructivo de
interesterificacién enzimatica de la empresa SIGRA S.A (Documentacion interna), se estipula un
tiempo minimo de reaccion de 4 horas para garantizar el proceso completo. En la figura 16 se presenta

el resumen de cada una de las variables del proceso de identificadas durante la revisidn bibliogréfica.

En la figura 16, se presenta el resumen de las variables mas importantes del proceso de
interesterificacion enzimatica de una mezcla grasa, donde se tiene en cuenta la temperatura,
%p/p enzima/sustrato, agitacion y tiempo. La tabla 6, presenta de forma condensada la
informacidn obtenida de los articulos mas relevantes para la presente investigacion donde se

identificaron las variables independientes y dependientes.

Figura 16.

Resumen de las variables del proceso de interesterificacion enzimatica

Es un parametro que se
relaciona directamente con la
velocidad de la reaccion y la
actividad enzimatica.
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Nota. En la figura se presentan las variables del proceso y su importancia dentro del proceso de

interesterificacion enzimatica, las cuales son temperatura, %p/p enzima/sustrato, agitacion y tiempo.
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Tabla 6.

Identificacion de las

variables del proceso de interesterificacion enzimatica encontradas en la revision

bibliogréfica.
NOMBRE DEL
ARTICULO CONDICIONES VARIABLES DERESPUESTA COMENTARIOS
PERFIL DEGRASA SOLIDA
% SFC Antes | % SFC Despugs
Teo de (EI de (EI
C) C) Se observa que después de la
15 42-45 31-39 reaccion de  interesterificacion
ENZIMA: Lipozyme TL IM 20 40-42 28-30 enzimética, disminuye el
 |% (p/p): 10% 25 38-40 20-22 contenido dg .g.rasa solida con
TI:ratn;-frge M:rga_rlne AGITACION (rpm): 300 0 35-38 16-18 respecto a la inicial
at Produced Usin
Enz;’/matic "9 | TEMPERATURA (C) 60 | 35 3536 1215
Interesterification of | 11EMPO (h): 6 40 3425 _ 69
Rice MEZCLA: 40:60 de estearina PERFIL DE TRIGLICERIDOS
32 sfrlénay aceite de salvado TAG | Yo Antesce | %Despues e |Se observa que después de la
z (E1) (En reaccion de  interesterificacion
LLO | 16,6+/-04 78+/-02  |enzimatica, ocurre un cambio en
PLO 17,7+/-0,3 255+/-0,0 |perfil de triglicéridos en la mezcla,
PLP 6,8+/-0,7 204+-02 |coN respecto a la inicial
POP 24+/-01 6,8+/-01
PERFIL DE GRASA SOLIDA
% SFC Antes | % SFC Despues )
T(°C) & (B) e (EI) Se ol'JservaEj que despuei de la
reaccion de interesterificacion
Production of _ 10 644 603 enzimética, ~ disminuye el
margarine fats by |ENZIMA: Lipozyme TL IM 20 374 344 contenido de grasa sélida con
| enzymatic o6 (p/p): 10% 30 185 145 respecto a la inicial
mtere_ster!f_lcatlon AGITACION (rpm): 300 - 23 73
with silica- o~ : :
granulated TEMPERATURA (°C): 60 40 6,9 <05
Thermomyces | TIEMPO (h): 6 PERFIL DEACIDOS GRASOS
lanuginosa lipase in a[ MEZCLA: Estearina de FAMES | Antes de (EI) | Después de (EI) |se observa que |
large-scale study  |palma y aceite de palma C6:0 0,3 0,2 interesterificacién enzimatica, no
C120 141 148 intervie[r;elen el Iperfil de &cidos
rasos de la mezcla
c160 | 406 w7 |°
c1g1n9| 231 28
_ ENZIMA: Lipozyme TLIMY\ - pepey pE GRASA SOLIDA
Lipase Catalyzed |Lipozyme RM IM
Ir;ieres;rrl]ﬂgailltwit;)f MEZCLA: Aceite de armoz % SFC Antes | % SFC Después [Se observa que el el perfil de
(Ify drzgenate d —Acitede algodon T(°C) de (E) de (El) grasa solida, disminuye después
. . i- del proceso de interesterificacion
Cottonseed Qil To AGITACION (rpm): 10 1517 18-20 enzi?nética
Produce Trans Free |TEMPERATURA (°C): 60 20 12-15 8-10
Fat TIEMPO (h): 4 30 10-13 35
% (p/p): 5% 40 5-8 13
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Tabla 7. Continuacién

NOMBRE DEL
ARTICULO CONDICIONES VARIABLES DERESPUESTA COMENTARIOS
PERFIL DEGRASA SOLIDA
MEZCLA: Oleina de palma- % SFC Antes | % SFC Despugs
e Aceite de palme- Estearina | T (o) e (E) ok (EI)

Modification of palm- .
based oil blend via [ENZIMA: Lipozyme TLIM | 10 | 4245 2% | ObSGNda que desp%:fs del
interesterification: |AGITACION (rpm): - 20 18-20 20-22 E;;C;;;ca eel ':teerrf?ftzré 'CZ;ZZ

Phy3|cochem|cal TEMPERATURA (oc): 60 %5 10-12 12-15 s6lida diSf‘;‘Iir‘IU e
PIOPETIES, | iEpO () - 0 | 68 0 '
crystallization ' - -
behaviors and |70 (PP): - 35 35 57
oxidative stabilities 40 1-3 4-5

Punto de fusién antes El: 39,34 +/- 0,01

Punto de fusion después El: 40,69 +/- 0,13

Se observa que el punto de
fusion aumento después de la
interesterificacion enzimatica

PERFIL DEGRASA SOLIDA
MEZCLA: Ce_ra de salvado % SFC Antes | % SFC Despugs
de arrozy oleina T (°C) ok (El) de (EI)
Int.erels)terlflcatlondof ENZIMA: Lipozyme TLIM 10 48-50 36-38 Se observa que después del
rice bran waxan . roceso de interesterificacion
. AGITACION (rpm): 200 - i P
palmolein catalyzed (rpm) 2 2425 221 enzimatica, el perfil de grasa
by lipase: TEMPERATURA ('C): 75 25 18-20 20-22 s6lida aumenta
Crystallization | TIEMPO (h): 6 30 15-16 12-14
behawou_rs a_nd % (pp): 5 35 1214 5.8
characterization
40 8-12 0-1
Punto de fusion antes EI: 69,8 +/- 1,8 Se observa que el punto de
1o fusion desouds Bl 68 4 fusion disminuye después de la
Punto de fusion despues El: 68 +/-1,3 interesterificacion enzimatica
... |MEZCLA: Superestearina de
Inte.res,,tgnflcamon palme- aceite de soya
enzimética para la .
produccion de grasas | NAMA: Lipozyme TL IM El grado de interesterificacion de
especiales usando [AGITACION (rpm): - Grado de Interesterificacion: 34% los experimentos rondaba entre
lipasa de TEMPERATURA (°C): 65 los 17% y 34%
thermomyces— \-1ievpo (h): 3
lanuginosus
% (p/p): 25

Production of
Structured
Triacylglycerol via
Enzymatic
Interesterification of
Medium-Chain
Triacylglycerol
andSoybean Oil
Using a Pilot-Scale
Solvent-Free Packed
Bed

MEZCLA: Aceites ricos en
trialiceroles de cadena larga
ENZIMA: Lipozyme TL IM

AGITACION (rpm): 150
TEMPERATURA (°C): 75
TIEMPO (h): 0,27

% (p/p): 10

PERFIL DEACIDOS GRASOS sn-2
FAMES | Antes de (EI) | Después de (El)
C80 |2551+/-021| 2541+/-083
C10:0 |2049+-048| 32,19+/-064
C16:0 |1340+-048| 1560+/-024
C18:0 |1153+-016| 954+/-0,12
c18:1 |10,79+-029| 619+/-0,13
182 1928 +/-0,73| 11,07 +/-045

Se observa que después de la
reaccion de interesterificacion
enzimatica se observa un cambio
minimo en la composicién de los
acidos grasos
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Tabla 8. Continuacién

NOMBRE DEL
ARTICULO CONDICIONES VARIABLES DERESPUESTA COMENTARIOS
PERFIL DE TRIGLICERIDOS
MEZCLA:Oleina de
palma/Fraccion media blanda| TAG % Antes ce 9% Despues de (El)
Enzymatic de palma (B
Interesterification of |gnzIMA: Lipozyme TL IM MLP 08 11
PaimQiland | AGITACION (rpm): 200 LOL 06 16 S obseva  un  cambio
M()Fr:?tcot:;ngsihe IE.V'\:PE(;{A;]TU;A (°C):70 |I__|C;E) 2(1) é; cqngit!e-rable en ,el perfil de
Dearee of ) (h): ; ) tng'llcerldos,'d.esp.ues de! proceso
gree ot 19 (plp): 4 POL 118 125 de interesterificacion enzimatca
Interesterification PLP 110 73
using Different MPP 02 07
Methods 000 43 6,9
POO 254 21
POP 30,6 22,1
PPP 08 6,9
PERFIL DE GRASA SOLIDA
MEZCLA: Estearina de
palma y oleina de aceite de
palmiste T(°C) 30:70 70:30 Segln gréficas se observa que el
ENZIMA: Lipozyme TL IM 10 315 413 perfil de grasa sdlida después del
Enzymatic AGITACION (rpm): 250 15 173 28 proceso de interesterificacion
Interesterification of | TEMPERATURA (°C): 60 20 96 24,1 enzimatica, aumenta
PalmStearinand | TIEMPO (h): 5 25 33 12,2
Palm Kemel Olein % (p/p): - 30 11 6.8
35 - 41
Ffuht-of 10°C 47°C Se observa qye despyés -d,el
inicial proceso de interesterificacion
Pu_nto f 0°C 37°C er?zirrlética el punto de fusion
final disminuye
. PERFIL DEGRASA SOLIDA
Chemical and . :
Enzymatic MEZCLA: Estearlna de % SFC Antes | % SFC Despues
Interesterification of palmay ace!te de soya T(C) & (E) ck (EI) . i
2 Blend of Paim | ENZIMA: Lipozyme TLIM 15 | 522+-01 509 +/-0,2 E(l el primer caso, el perfi de grasa
Stearin: Soybean O AGITACION (rpm): 200 20 | 452+4/-01 418+4/-01 _sollda de_S_pue_s, de_l proceso de
for Low trans- TEMPERATURA (°C): 70 25 38,1+/-01 31,8+/-01 [interesterificacion disminuye
Margarine ;IEI\/IPO (h): 8 30 31,2+/-01 22,6+.01
Formulation b (p/p): 5 35 | 252+4/-01 150+/-0,1
40 19,7+/-0,3 10,6 +/-0,1

Nota. La tabla muestra las condiciones del proceso interesterificacion enzimatica (EIl), encontrados en los articulos

en las bases de datos (Springer Link, Science Direct y JAOCS), junto con las variables de respuesta medidas.
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4. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE OPERACION PARA LA
OBTENCION DE UNA MEZCLA BASE PARA LA ELABORACION DE
MARGARINAS POR MEDIO DE INTERESTERIFICACION ENZIMATICA

Con el fin de obtener las mejores condiciones de operacion, se propone un disefio de
experimentos factorial (3%), que permita estudiar el efecto que tienen en conjunto los factores
en la variable de respuesta, ademas de identificar las interacciones entre factores.

Para la investigacion con base a los antecedentes y articulos recolectados durante el desarrollo
de la propuesta, se escogieron dos factores con tres niveles cada uno, el primer factor hace
alusion al porcentaje de peso/peso enzima/sustrato el cual se trabajara en un rango de 5 a 10%
dicho porcentaje provienen de la revision bibliograficas descritas en el numeral 3.1. El segundo
factor hace referencia a la temperatura, la cual se establecié en un rango de 60 a 70°C, que de
igual modo dicho rango se selecciond a partir de la basqueda bibliografica especificada en el

numeral 3.1.

El tiempo de reaccion establecido fue por 4 horas con una agitacion constante de 600 rpm. De
acuerdo a lo descrito anteriormente el disefio tendria un total de 9 experimentos, se considera
que la variable respuesta para el experimento debe ser el porcentaje de sélidos en la muestra

grasa medido por la curva de sélidos.

Los tres niveles en el disefio de experimentos, estdn posicionados en un orden de menor a
mayor, siendo el % p/p de enzima/sustrato de 2,5% y una temperatura de 60°C, el nivel bajo y
el % p/p de enzima/sustrato de 8,5% y una temperatura de 70°C el nivel alto, como se muestra

en la tabla 7.

Tabla 9.

Distribucion de los niveles de los factores del disefio de experimentos

FACTOR BAJO MEDIO ALTO
% Enzima/Sustrato (g) 2,5 5 8,5
Temperatura (°C) 60 65 70

Nota. En la tabla se puede observar los factores escogidos para el disefio de

experimentos y sus respetivos niveles.
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En base a los niveles seleccionados, presentados en la tabla anterior, se realiza una combinacion
de los valores, para la obtencion de un disefio de experimentos factorial completo de nueve (9)
experimentos, como se muestra en la tabla 8.

Tabla 10.

Distribucién del disefio de experimentos factorial

Experimento %Enzima/Sustrato Temperatura
1 2,5 +/- 0,05 60 +/- 0,50
2 2,5 +/- 0,05 65 +/- 0,50
3 2,5 +/- 0,05 70 +/- 0,50
4 5,0 +/- 0,05 60 +/- 0,50
5 5,0 +/- 0,05 65 +/- 0,50
6 5,0 +/- 0,05 70 +/- 0,50
7 8,5 +/- 0,05 60 +/- 0,50
8 8,5 +/- 0,05 65 +/- 0,50
9 8,5 +/- 0,05 70 +/- 0,50

Nota. En la presente tabla se muestra la totalidad de ensayos y sus

condiciones de operacién.

Antes de comenzar a describir cada una de las fases realizadas en la presente investigacion,
en la figura 17, se presente un esquema de las diferentes escalas manejadas dentro de la
industria para la investigacion y estandarizacion de un proceso, donde se tienen en cuenta los

diferentes factores relevantes para cada una de las etapas.

En este caso, la presente investigacidn, se encuentra en la etapa piloto, ya que estudia los
factores como temperatura, velocidades de agitacion y el tipo de régimen del reactor
(Discontinuo), en paralelo permite identificar las operaciones unitarias que en este caso son el

filtrado de la enzima y la recuperacion de la misma.
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Figura 17.

Diferencia de escalas para procesos de investigacion en la industria.

- A pequena escala se lleva a cabo |a seleccion y optimizacion de los
parametros a controlar en la biotransformacion, por ejempla: la
seleccion de cepas, medios de cultivo y sustratos; estudios de
cinética de crecimiento, niveles de expresion, pH, concentracién
de oxigeno, solidos disueltos, niveles de irradiacion, tiempos de
retencion, entre otros.

"\\
- A nivel de planta piloto se optimizan las condiciones de operacion,
como: el tipo de régimen (continuo, semicontinuo o discontinuo),
los flujos, presiones, temperaturas, velocidades de agitacion, etc,,
es decir, permite determinar los parametros de disefio, materiales
de construccion, operaciones unitarias, impurezas, corrosion,
procedimientos operativos y problemas de trabajo v ambientales.

/

2. Planta piloto

~

- A nivel industrial, se genera el producto de interés a gran escala y
a niveles rentables. En otras palabras, a partir de una planta piloto
se obtiene la informacion para que, a través del escalamiento, sea
3. Planta posible disenar la planta industrial.

industrial

/

Nota. La presente figura muestra la planta piloto donde fueron realizados los
diferentes ensayos de Interesterificacion enzimatica. Tomado de: Universidad

Abierta y a Distancia de México, “Ingenieria de biorreactores II: Escalamiento de
biorreactores”, Ciudad de México, México. p.p 14. [PDF]. Disponible:
https://dmd.unadmexico.mx/contenidos/DCSBA/BLOQUE1/BI1/06/BIB2/unidad
04/descargables/BI1B2_U4 Contenido.pdf

4.1 Funcionamiento De La Planta Piloto

El presente proyecto se lleva a cabo en la planta piloto de SIGRA S.A. Para la operacion de la
planta piloto se deben tener en cuenta varios factores tales como su revision antes de realizar
los ensayos, la operacion de la planta durante el ensayo y el tratamiento de limpieza de la

misma.

La planta piloto consta de un reactor de capacidad de 3 L con agitacion, un panel de control y
las lineas de servicio (Agua, Vapor y Presion de Vacio). En la figura 18 se presenta una vista
general de la planta piloto de la empresa SIGRA S.A.
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Figura 18.

Vista General de la Planta Piloto

Lineas de
Servicio

Panel de
control

Nota. La presente figura muestra la planta piloto ubicada en SIGRA S.A donde fueron

realizados los diferentes ensayos de Interesterificacion enzimatica.

En la figura 19, se presenta el panel de control en el cual se controla la temperatura que se

desea dentro del reactor, el encendido/apagado y velocidad de agitacion.

Figura 19.

Partes del panel de control de la planta piloto

Variador de
rpm del
Switch agitador
OFF/ON panel
de control

» —m CALENTAR

q

. Switch de
Switch agitacion
enfriar/calentar OFF/ON

Boton disminucion Botoén aumento de
de temperatura temperatura

Nota. En la figura se puede observar los diferentes switches utilizados, para controlar el panel de control, la
temperatura y agitacion del sistema. Seguidamente se encuentra la pantalla donde se establece el set point de

temperatura.
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En el panel de temperatura como se muestra en la figura, se encuentran los botones de aumento
y disminucion de temperatura, para establecer el set point que se desea. Por otro lado, se
encuentra el variador de rpm del agitador, donde se establece la velocidad del mismo.

El reactor cuenta con una chaqueta de calentamiento, un sistema de agitacion, linea de vacio,
un sensor de temperatura (termocupla) y entrada de materia prima/catalizador. En la figura 20
evidencia los implementos que posee el reactor tales como valvula de adicion de materia
prima/catalizador, motor-agitador, entrada y salida de las lineas de servicio para la chaqueta
del reactor, bomba de salida de producto, valvula de descarga de producto, manguera de

descarga de producto:

Figura 20.

Partes del reactor de la planta piloto

Motor
Entradade |
ey Manguera S}stema de
vacio
Vé.l\.'ula (.ie » Motor reductor
materia prima
» Entrada sistema
de vacio
Entrada de
TR Servicios
Salida de Salida e
Servicios producto
Valvula salida
de producto

Nota. La presente figura muestra las partes y accesorios del reactor de la planta piloto ubicada en
SIGRAS.A
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Los servicios utilizados para la operacion de la planta piloto son vapor de agua para los
procesos de calentamiento, agua fria para los procesos de enfriamiento y el sistema de vacio,
estos son suministrados a partir de valvulas manuales, como se muestra en la figura 21, donde
se puede observar, valvula de vacio, vacuémetro, valvula de salida de agua fria, valvula de

entrada de agua fria, valvula de salida de condensado del vapor de calentamiento, y valvula de

entrada de vapor de calentamiento.

Figura 21.

Valvulas de control de servicio de la planta piloto

Valvula salida

Valvula salida

condensados
Valvula entrada

Valvula entrada
agua fria

Manometro
£ presion de vapor y
]

(-

Nota. La figura muestra las valvulas de servicio de vapor, agua y vacio de la planta piloto
ubicada en SIGRA S.A

4.2 Proceso De Interesterificacion Enzimatica En La Planta Piloto De SIGRA S.A

Para llevar a cabo el proceso de interesterificacion enzimatica a escala piloto en la planta de
SIGRA S.A, se deben seguir los pasos que se muestran a continuacion:

- Preparar 2,05 kg la mezcla grasa dentro de una cantina totalmente limpia en una balanza

analitica, calentar toda la muestra en una plancha de calentamiento y realizar una agitacion
manual para incorporar y homogeneizar.

- Pesar la enzima Lipozyme TL IM, la cual es el porcentaje del peso de la muestra que se va a
adicionar al reactor, segun el disefio de experimentos.
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- Calentar el reactor segun la temperatura indicada en el disefio de experimentos, la temperatura
se debe fijar en el tablero de control y se debe proceder a abrir la valvula de vapor y del retorno
de condensados (Una vez estabilice dejar la valvula de vapor entre abierta para garantizar un
proceso isotérmico)

- Verificar que la valvula de salida del reactor se encuentre cerrada (Si no es asi, cerrar la
misma).

- Una vez se encuentre estable la temperatura deseada, se procede a cargar la mitad de la
cantidad de aceite en el reactor por medio de la entrada de materia prima del mismo.

- Cargar la cantidad de enzima respectiva.

- Adicionar el restante de la cantidad de aceite (Si el aceite no baja por el embudo, abrir
leventemente la valvula del sistema de vacio, una vez se introduzca la cantidad de aceite, cerrar
la valvula de vacio y la entrada de la valvula de materia prima)

- Fijar las condiciones de agitacion en el variador de rpm en 1800 lo cual equivale a 600 rpm.

- Dejar la reaccion durante 4 horas para garantizar el proceso completo.

- Pasado el tiempo, colocar un filtro gaff y una cantina para filtrar el aceite de la enzima. En la

figura 22 se presenta una imagen del filtro gaff.
Figura 22.

Proceso de filtrado.

Nota. En la figura se puede evidenciar el uso del
filtro gaff para el proceso de separacion de la

enzimay el aceite.

- Una vez termine de descargar toda la cantidad de aceite del reactor se procede a realizar el

proceso de limpieza del reactor descrito en el apartado 4.1.4.
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- Cuando se encuentre filtrado el aceite de la enzima, se extrae una muestra de 100 g, para

realizar curva de solidos y punto de fusion.

4.3 Recuperacion De La Enzima Lipozyme IM TL.

Es de suma importancia recuperar la enzima debido a que esta puede ser reutilizada en futuros
ensayos, para ello es necesario realizar un proceso de filtracion, lavado con solvente acetona y
secado de la enzima, esto con el fin de llevar a cabo una exitosa recuperacion de la misma. A

continuacion, se describe paso a paso la recuperacion de la enzima Lipozyme IM TL.:

- Como se menciond en el apartado 4.2, para extraer el aceite del reactor, es necesario filtrar
con un filtro gaff, esto con el fin de separar la enzima del aceite.

- Una vez filtrada la enzima, ésta se introduce en un vaso de precipitados de 1000 ml.

- Por cada gramo de enzima se debe afiadir 4-4,5 ml de acetona, esto con el fin de extraer la
grasa residual que queda en la superficie de la misma.

- Colocar el vaso de precipitados con agitacion constante a 100 rpm por 20 minutos.

- Filtrar la enzima de la acetona.

- La acetona residual debe colocarse en un recipiente.

- Colocar la enzima en un vaso de precipitado y dejarla por 1h en la campana extractora

- Colocar la enzima en una superficie con el fin de secarla a temperatura ambiente.

- Pesar la enzima, esta debe ser +/- 3g sobre su peso inicial.

- Una vez secada la enzima, almacenarla en refrigeracion

4.4 Recuperacion Del Solvente (Acetona)

La destilacion es una técnica de laboratorio utilizada en la separacion de sustancias miscibles.
Consiste en hacer hervir una mezcla, normalmente una disolucién, y condensar después, por
enfriamiento, los vapores que han producido, en este caso la acetona el cual tiene un punto de
ebullicion de 56°C. En la figura 23 se presenta el montaje usado para la recuperacion de

acetona.

- Colocar la acetona residual en un balén de fondo redondo de 1000 ml.

- Conectarla al condensador por medio de un sujetador.

- Por otro lado, colocar un balon de fondo redondo de 500 ml en la otra entrada del condensador.
- Introducir agua en el bafio.

- Abrir la valvula de entrada de agua.
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- Encender el equipo.

- Encender el rotavapor y dejarlo en el nimero 5.

- Colocar una temperatura de 100°C.

- Pasado el tiempo la acetona empieza a destilar y separarse de la grasa residual.
- Una vez extraida la acetona recuperada, introducirla en un recipiente.

- Repetir este procedimiento hasta recuperar el volumen de acetona deseada.

Figura 23.

Montaje para la recuperacion de acetona

Nota. En la presente figura se muestra el montaje de destilacion para la
recuperacion de acetona compuesto por un condensador, un recipiente

con calentamiento, dos balones y un rotavapor.

En la figura 24 se presenta un diagrama de flujo basico sobre el proceso llevado a cabo durante
el desarrollo experimental y en la figura 25 se presenta el esquema y lazos de control del proceso
donde, inicialmente se realiza el acondicionamiento de la mezcla grasa por medio de un
mezclador, que posteriormente ingresa a un reactor tipo batch junto con la enzima, para
reaccionar a las condiciones de operacion de acuerdo al disefio de experimentos, finalmente se
realiza la separacion de la mezcla obtenida y la recuperacion de la enzima de acuerdo a los

procesos descritos anteriormente.
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Figura 24.

Proceso de interesterificacion enzimatica a escala piloto y procesos de recuperacion

Mezcla
Grasa

l

Mezclador

Enzima
Lipozyme TL
M

Reactor

)

Engma
Lipozyme TLIM

Filtracion

Mezcla grasa
interesterificada

Erdma
Lipozyme TLIM

Acetona o
S
R
=1
<C
Lavado de la N Acetona )
enzima Filtracion Destilacion

Secado de la

enzima

L Grasa residual

Enzima
Lipozyme TLIM

Almacenamiento
de la enzima

Nota. Se presenta diagrama de bloques del proceso de interesterificacion enzimatica a escala piloto en SIGRA

S.A

Figura 25.

Esquema de los equipos y lazos de control del proceso de interesterificacion enzimética
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Nota. Se presenta el esquema y lazos de control del proceso de interesterificacion enzimatica a escala piloto
en SIGRA S.A
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4.5 Materias Primas

Las materias primas seleccionadas para llevar a cabo el proceso de interesterificacion
enzimatica se presentan en el siguiente apartado.

4.5.1 Mezcla Grasa derivada del Aceite de Palma y Aceite de Palmiste

Para llevar a cabo el proceso de interesterificacion enzimatica se va a realizar una mezcla grasa

derivada de los aceites de palma y palmiste, tal y como se muestra en la siguiente figura 25

Figura 26.

Muestra de Mezcla Grasa

Nota. Se presenta la mezcla grasa a

interesterificar a temperatura ambiente.

4.5.2 Enzima “Lipozyme TL IM”
En lafigura 27 se presenta una imagen de la enzima Lipozyme TL IM, la cual deben mantenerse
en refrigeracion

Figura 27.

Enzima Lipozyme TL IM

Nota. La presente figura se puede apreciar la apariencia
fisica de la enzima Lipozyme TL IM, proporcionada por la
empresa SIGRA S.A por el proveedor Novozymes.
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4.5.3 Acetona
La acetona (Figura 28) es utilizada para la recuperacion de la enzima, donde se deben utilizar
alrededor de 6,0 y 6,5 ml de acetona para limpiar un gramo de enzima utilizada.

Figura 28.

Acetona

Nota. La presente figura se puede observar el
disolvente acetona, el cual es usado para la

recuperacion de la enzima.

4.6 Resultados del disefio de experimentos

El grado de interesterificacion se mide mediante la siguiente ecuacion:

SFC, — SFC

GI (%) = (SFC —SFC
[0} o0

) -100 (Ec.3)

SFC,:SFC de la mezcla en el tiempo cero
SFC:SFC de lamezcla en el tiempo de 4 horas
SFC.:SFC en la etapa de equilibrio después de la interesterificacion quimica

SFC.:36,00 (Parametro establecido)
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4.6.1 Experimento 1

En este apartado se presentan los resultados del experimento que se Ilevo a cabo con las
siguientes condiciones: 2,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 60 °C. En la figura
29 se presenta el perfil de grasa solida de las materias primas y en la figura 30 se presenta el

contenido de graso solida de la mezcla sin interesterificar e interesterificada.

Figura 29.

% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 1.
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Nota. En la gréfica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

cada uno de los aceites de la mezcla grasa usada en el experimento 1.

En la gréfica 30, se puede apreciar que el perfil de sélidos de entrada, son mayores que el perfil
de solidos de salida, esto debido a que con un porcentaje del 2,5% p/p enzima-sustrato y a una
temperatura de 60°C, la reaccion de interesterificacion favorecio la formacion de subproductos
como los diglicéridos (DAG) ya que la cantidad de enzima no favorecid la reaccion reversible
de reinteresterificacion, que segun la autora Pacheco, la presencia de DAG puede retardar la
cristalizacion y, por ende, disminuir el contenido de grasa solida de los productos
interesterificados [19]. Ademas, es importante resaltar que la cantidad de enzima usada, por su
contenido de agua género este fendmeno de hidrolisis, aumentando el porcentaje de acidos
grasos libres de la mezcla, afectando la calidad del producto final promoviendo la oxidacion

del mismo.
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Figura 30.
%SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 1
70,00
60,00

50,00

40,00

% SFC

—@— Sélidos de Entrada
—@— Sélidos de Salida

30,00
20,00

10,00

0,00
10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
Temperatura (°C)

Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida, antes

y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.2 Experimento #2

Seguidamente, se presentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las
siguientes condiciones: 2,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 65 °C. En la figura
31 se presenta el contenido de grasa sélida de los aceites y en la figura 32 el perfil de grasa

solida de la mezcla del experimento 2 antes y después de la reaccion.

En este experimento, se aprecia un comportamiento similar al experimento anterior, en la figura
32 se observa que nuevamente el perfil de solidos de entrada se encuentra por encima del perfil
de solidos de salida, debido a la generacion de DAG en la mezcla. Por otro lado, es importante
destacar que a pesar de que se incremento la temperatura de reaccion 5°C, no se evidenciaron

cambios significativos en la reaccion interesterificacion.
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Figura 31.
% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 2.
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Nota. En la gréafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

los aceites usados en el experimento.

Figura 32.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 2
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa solida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.
4.6.3 Experimento #3

Se presentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes condiciones:
2,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 70 °C. En la figura 33 se presenta el
contenido de grasa solida de las materias primas y en la figura 34 el perfil de grasa solida de la
mezcla del experimento 3 antes y después de la reaccion.
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Figura 33.

% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 3.
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Nota. En la gréafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de la

mezcla de aceites usados en el experimento.

Como se puede evidenciar en la grafica 34, de igual manera que en los experimentos 1y 2, el perfil de
grasa solida de la mezcla de salida es inferior al perfil de grasa solida de entrada. En estos tres
experimentos se concluye que la cantidad de enzima usada no fue suficiente para llevar a cabo la
reaccioén de interesterificacién enzimatica y cumplir con los pardmetros establecidos por la compafiia.
Figura 34.
% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 3
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida, antes y

después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.
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4.6.4 Experimento #4

Se presentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes condiciones:
5,00 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 60 °C. En la figura 35 se presenta el
contenido de grasa solida de los aceites y en la figura 36 el perfil de grasa sélida de la mezcla

del experimento 4 antes y después de la reaccion.

En la figura 36, se puede observar que el perfil de grasa solida de salida es mayor que el perfil
de solidos de entrada, es decir que a un porcentaje del 5.00% p/p y una temperatura de 60°C,
son condiciones que permiten que la reccion de interesterificacion se lleve a cabo, minimizando

la formacion de subproductos.

Las modificaciones en el perfil de grasa solida obtenidas en este experimento presentan un
aumento significativo por debajo de los 30°C, lo cual indica que el producto interesterificado
tiene una consistencia mas solida con respecto a estas temperaturas (10°C, 20°C, 25°C y 30°C)
paralelamente por encima de los 30°C el producto se volvio mas blando al disminuir su
contenido de grasa solida en las temperaturas de 35°C y 40 °C. Al comparar este resultado con
el parametro establecido por la compafiia, se observa que a pesar de que la mezcla reacciono,

no cumple con el valor minimo requerido.
Figura 35.
% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 4.
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

la mezcla de aceites usados en el experimento.
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Figura 36.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 4
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Nota. En la gréafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.5 Experimento #5

Se presentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes condiciones:
5,00 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 65 °C. En la figura 37 se presenta el
contenido de grasa solida de los aceites y en la figura 38 el perfil de grasa sélida de la mezcla
del experimento antes y después de la reaccion.

Como se puede observar en la figura 38, el perfil de grasa solida obtenido a 10°C del producto
antes y después de la reaccion presento una variacion minima, es decir que su capacidad de
esparcimiento se mantuvo constante, en paralelo se observa que, a partir del rango de
temperaturas entre 20°C y 25 °C, se presentan cambios significativos indicando que el producto

es mas solido a temperatura ambiente.

Por otro lado, a temperaturas superiores (30°C, 35°C y 40°C) el producto presenta una
consistencia mas blanda debido a que el perfil de grasa solida se mantuvo o disminuyo. Con
respecto al experimento anterior se evidencia que el aumento de la temperatura no presenta un

cambio significativo en el perfil de grasa sélida, en especial a 20 °C.
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Figura 37.
% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 5.
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

los aceites usados en el experimento.

Figura 38.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 5
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa sdlida, antes

y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.6 Experimento #6

Se presentan los resultados del primer experimento que se llevo a cabo con las siguientes

condiciones: 5,00 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 70 °C. En la figura 39 se

presenta el contenido de grasa solida de los aceites y en la figura 40 el perfil de grasa solida de

la mezcla del experimento antes y despues de la reaccion.
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Figura 39.
% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 6
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Nota. En la gréfica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de la

mezcla de aceites usados en el experimento.

En la figura 40, se observa que el perfil de grasa solida a 10°C, no presento cambios
significativos con respecto a los solidos de entrada de la mezcla grasa, lo cual indica que la
capacidad de esparcimiento del producto a esta temperatura, se mantuvo constante. Por otro
lado, en el rango de temperaturas de 20°C y 30°C, se presenta un aumento en el contenido de
grasa solida, obteniendo un producto con mayor dureza. Sin embargo, a las temperaturas de
35°C y 40°C se evidencia una disminucién minima, manteniendo la consistencia blanda del

producto inicial.
Figura 40.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 6
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Nota. En la gréafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.
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4.6.7 Experimento #7

Se presentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes condiciones:
8,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 60 °C. En la figura 41 se presenta el

contenido de grasa sélida de las materias primas.

Figura 41.

% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 7
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Nota. En la gréafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

la mezcla de aceites usados en el experimento.

En la grafica 42, se observa que con las condiciones propuestas de 8,50 %p/p y 60°C, la
reaccion de interesterificacion se llevd a cabo correctamente, ya que se evidencia un cambio
significativo en el perfil de solidos de la muestra. El perfil de contenido de grasa solida del
producto interesterificado, es superior para temperaturas menores o iguales a 25°C, lo cual

indica que la mezcla presenta una consistencia con mayor dureza a estas temperaturas.

Por otro lado, a temperaturas mayores o iguales a 30°C, el perfil de grasa solida disminuye,
resultando ser mas significativo a temperaturas de 40°C, donde el producto final presenta una

consistencia mas blanda.
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Figura 42.
% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 7
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida, antes

y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.8 Experimento #8

Se presentan los resultados del primer experimento que se llevo a cabo con las siguientes
condiciones: 8,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 65 °C. En la figura 43 se
presenta el contenido de grasa sélida de los aceites usados en la mezcla.

Figura 43.

% SFC Aceite 1y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 8
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de la
mezcla de aceites usados en el experimento.
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En el experimento 8, se evidencia que el aumento de temperatura, no influye significativamente
en el perfil de contenido de grasa solida. Como se muestra en la figura 44, el perfil de grasa
solida de salida a temperaturas menores o iguales a 25°C, son superiores, con respecto a los
solidos de entrada, indicando que el producto final tenia una consistencia mas solida. En
paralelo, a temperaturas mayores o iguales a 30°C, la mezcla grasa presenta una apariencia mas

blanda sobre todo a la temperatura de 40°C, con respecto a la mezcla grasa inicial.
Figura 44.
% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 8
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Nota. En la gréafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.9 Experimento #9
Se presentan los resultados del experimento que se llevé a cabo con las siguientes condiciones:
8,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatura de 70 °C. En la figura 43 se presenta el

contenido de grasa sélida de los aceites usados en la mezcla.

En el experimento 9, se puede evidenciar un comportamiento similar al del experimento 8,
donde a temperaturas inferiores a 30°C, el contenido de grasa solida de salida, es mayor al
contenido de grasa solida de entrada, obteniendo una mezcla grasa con una mayor proporcion
de solidos que se traduce, en una consistencia mas solida. Paralelamente, a temperaturas
mayores a 30°C, el perfil de grasa solida de la mezcla de salida disminuyo en comparacion con
los de entrada, indicando una mezcla més blanda con respecto a la mezcla inicial, tal y como

se observa en la figura 46.
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Figura 45.

% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites del Experimento 9
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida

de la mezcla de aceites usados en el experimento.

Figura 46.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 9
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Nota. En la gréafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

En la tabla 9, se observa relacionan las condiciones de operacion, con la diferencia del

contenido de grasa sélida de salida y entrada a 20 °C y el grado de interesterificacion.
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Tabla 11.

Tabla resumen del disefio de experimentos

ENZIMA/
TEMPERATURA
EXPERIMENTO : SUSTRATO SOL F-SOL I (%) Gl
°C)
%p/p
Exp 1 60,00 2,50 -1,31 21,83%
Exp 2 65,00 2,50 -1,11 18,81%
Exp 3 70,00 2,50 -0,97 16,28%
Exp 4 60,00 5,00 4,63 58,73%
Exp 5 65,00 5,00 3,72 36,43%
Exp 6 70,00 5,00 2,60 24,62%
Exp 7 60,00 8,50 4,40 55,42%
Exp 8 65,00 8,50 3,46 48,53%
Exp 9 70,00 8,50 3,40 42,82%

Nota. En la presente tabla se presentan los resultados de la diferencia del contenido de grasa solida final e inicial

(Variable de respuesta) de cada experimento.

4.7 Analisis De Varianza Del Disefio De Experimentos

El analisis de varianza del disefio de experimentos se realiz6 mediante el software Minitab 16,
tomando como datos de partida los valores presentados en la tabla 36, este se realiz6 para un
disefio factorial de tres niveles con dos factores (Temperatura (°C) y Enzima/Sustrato %p/p),
teniendo como variable de respuesta la diferencia del contenido de grasa solida final e inicial,
especificamente a la temperatura de 20°C de cada uno de los experimentos.

Esta variable de respuesta se estableci6 debido a que el contenido de grasa solida de las mezclas
grasas usadas en el desarrollo experimental variaba en cada corrida, esto debido a las

propiedades fisicoquimicas de la materia prima.

Variable de respuesta = %SFCy saiiaza — YSFC20 Entrada

A continuacién, se pretende identificar, si existe una diferencia significativa en la variable de
respuesta en funcion a la combinacion de los niveles de Enzima/Sustrato (%p/p) y Temperatura
(°C), factor Enzima/Sustrato (%p/p) y factor temperatura (°C). De acuerdo a lo anterior, se

plantean las siguientes hipotesis:
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- Combinacion de los niveles de Enzima/sustrato (%p/p) y Temperatura (°C)

Ho: No hay interaccion entre los niveles de Enzima/sustrato %p/p y Temperatura (°C) que

influyan en la variable de respuesta (%SFCyq saiida — Y%SFCa0 Entrada)

Ha: Hay interaccion entre los niveles de Enzima/sustrato %p/p y Temperatura (°C) que

influyan en la variable de respuesta (%SFCyq saiida — Y%SFCa0 Entrada)

- Enzima/Sustrato (% p/p)

Ho: No hay efecto del %p/p de la enzima/sustrato que influyan en la variable de respuesta
(%SFCZO Salida ~— %SFCZO Entrada)

Ha: Hay efecto de la %p/p de la enzima/sustrato que influyan en la variable de respuesta
(%SFCZO Salida — %SFCZO Entrada)

- Nivel de Temperatura (°C)

Ho: No hay efecto de la Temperatura (°C) que influyan en la variable de respuesta
(%SFCZO Salida — %SFCZO Entrada)

Ha: Hay efecto de la Temperatura (°C) que influyan en la variable de respuesta
(%SFCZO Salida — %SFCZO Entrada)

En la tabla 10 se presenta resumen del andlisis de varianza de la variable de respuesta del
disefio de experimentos, donde se presenta la regresion lineal, cuadréatica y el error residual,

obtenidos mediante el software MINITAB 16. En este caso el valor de « es del 0,05.
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Tabla 12.

Andlisis de varianza %SFC (0°c) salisa-%SFC (20°c) entrada del disefio de experimentos.

MC VALOR VALOR

FUENTE SC SEC
AJUST  AJUST F P
Regresion 48,26 48,26 9,65 24,12 0,01
Lineal 32,98 5,57 2,79 6,96 0,08
Enzima/Sustrato %p/p 31,77 5,51 5,51 13,77 0,03
Temperatura (°C) 1,21 0,02 0,02 0,05 0,84
Cuadrado 14,96 14,96 7,48 18,69 0,02
Enzima/Sustrato*Enzima/Sustrato 14,93 14,93 14,93 37,33 0,01
Temperatura*Temperatura 0,02 0,02 0,02 0,05 0,84
Interaccion de dos factores 0,33 0,33 0,33 0,82 0,43
Enzima/Sustrato*Temperatura 0,33 0,33 0,33 0,82 0,43
Error Residual 1,20 1,20 0,40
Total 49,46

Nota. Esta tabla muestra el andlisis de varianza del disefio de experimentos factorial 32 obtenido

mediante el software Minitab 16.
- Combinacion de los niveles de Enzima/sustrato (%p/p) y Temperatura (°C)

De acuerdo al estadistico de prueba, con un nivel de significancia del 5,00% se acepta la
hipétesis nula, debido a que P: 0.43 > « :0.05, donde se concluye que no hay interaccion entre
los niveles de %Enzima/Sustrato y temperatura que influyan en la diferencia del perfil de grasa
solida a 20 °C de salida y entrada.

En la figura 47, la cual representa la grafica de contorno se puede evidenciar que los valores
mas altos de la diferencia del perfil de grasa solida a 20 °C de la mezcla grasa de salida y
entrada fijando las condiciones de tiempo y agitacion a 4h y 600 rpm, respectivamente, se
encuentran en la esquina superior izquierda, lo que coincide con los valores mas altos del %

p/p de enzima/sustrato y los valores méas bajos de temperatura.

Los valores més bajos de la diferencia del perfil de grasa solida a 20 °C de la mezcla grasa de
salida y entrada, se encuentra en la esquina inferior izquierda de la grafica, lo cual representa

los valores mas bajos tanto del % p/p de enzima/sustrato como de la temperatura.
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Por otro lado, se observa que a mayor temperatura y mayor cantidad de enzima sustrato, la
diferencia del perfil de grasa solida a 20 °C de la mezcla grasa de salida y entrada presenta

valores intermedios de alrededor de 3 y 4 puntos.

Figura 47.

Grafica de contorno de la diferencia del contenido de grasa solida Vs. %p/p Enzima/Sustrato y Temperatura
(°C)

Resultados

8 [ | wrasa]
-1 - 0

o - 1

3 & - 2

7 W2 - 3
W3 - 4

-4} > 4

Enzima/Sustrato

60 62 64 66 68 70
Temperatura

Nota. La grafica proporciona una vista bidimensional de los datos en relacionando los valores de respuesta

ajustados obtenido mediante el software Minitab 16.
- Enzima/Sustrato (% p/p)

Con una significancia del 5,00%, se rechaza la hipotesis nula, debido a que P: 0.03 < « :0.05,
donde se concluye que hay efecto de algun nivel de porcentaje peso a peso de la enzima/sustrato
sobre la diferencia de contenido de grasa sélida a 20°C de salida y entrada, es decir que si

existen diferencias significativamente estadisticas.
- Nivel de Temperatura (°C)

Con una significancia del 5,00%, se aprueba la hipétesis nula, debido a que P: 0.84 > « :0.05
es decir que el factor de la temperatura, no tiene efecto sobre la variable de respuesta del
contenido de grasa solida a 20°C (%SFCy¢ saiida — Y0SFCo0 gntrada), POr lo tanto no hay

diferencias significativamente estadisticas.
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Por otro lado en la gréfica 48, se puede evidenciar que el punto més alto de la figura, se da en
las condiciones de 5,00 %p/p Enzima/Sustrato y 60°C, lo que se traduce en una mayor
diferencia del perfil de grasa solida de la mezcla de salida con respecto a la de entrada. En
paralelo el punto mas bajo de la gréfica, se da en las condiciones de 2,50 % p/p Enzima/Sustrato
y 60°C, indicando el valor méas bajo del perfil del contenido de grasa sélida, donde se concluye

que el proceso de interesterificacion bajo estas condiciones es ineficiente.

Figura 48.

Grafica de superficie de variable de respuesta (Diferencial del contenido de grasa solida a 20°C de salida y

entrada) Vs. %p/p Enzima/Sustrato y Temperatura (°C)

Variabhle de respuesta

65 2
70

Temperatura

Nota. Esta grafica permite relacionar el efecto de la relacion de los factores sobre la variable de respuesta obtenido

mediante software Minitab 19.

4.8 Analisis De Resultados General De La Experimentacion

El disefio de experimentos factorial 3% se ejecuto a escala piloto en la empresa SIGRA S.A,
donde fueron suministrados todos los insumos para la elaboracién de los ensayos. Debido a
que las materias primas usadas para preparar la mezcla (Aceite 1 derivado de la palma y Aceite
2 derivado del palmiste) no provenian de las mismas cargas, se fijo como variable de respuesta
la diferencia entre el contenido de grasa solida de salida y de entrada a 20 °C, esto con el fin
de identificar las condiciones de operacidn a las cuales se alcanza el mayor incremento de grasa
solida con respecto a los solidos de entrada. Para el desarrollo del proyecto se toma como

referencia la especificacion establecida por la empresa, en donde se indica que el valor del
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contenido de grasa sélida a 20°C debe ser como minimo 36, después de la reaccion, para una

la mezcla grasa base presente en este estudio.

El contenido de grasa sélida es una de las propiedades fisicoquimicas méas controladas e
importantes en la industria de margarinas, ya que se relaciona con la textura, pues define la
capacidad de esparcimiento, la estabilidad del producto y la sensacion de la misma en la boca,
lo que resulta ser fundamental para determinar la formulacion de una margarina. Segun
Karabulut [16], el porcentaje de grasa sdlida a 10°C, indica la esparcibilidad de la grasa a
temperatura de refrigeracion, la cual para una margarina untable se debe encontrar por debajo
del 32%, en este caso el contenido de grasa solida obtenida en todos los ensayos de
interesterificacion enzimatica, estuvo por encima del 50% debido a la naturaleza fisicoquimica
de los aceites, es decir que la mezcla grasa obtenida no presenta buenas propiedades de
esparcibilidad a la temperatura de refrigeracion. En paralelo, el contenido de grasa solida a la
temperatura de 20 °C, es un indicador de la estabilidad fisica de la margarina a temperatura
ambiente, por lo tanto, si el contenido de grasa solida es menor al 10%, se disminuira dicha
resistencia a la exudacion de aceite del producto. Para la grasa trabajada en este proyecto, se
obtuvieron valores entre el 28 y 32% después de la reaccion, a pesar de que la grasa sin
interesterificar cumplia con este prop6sito ya que poseia valores de alrededor del 25%, el
objetivo de la interesterificacion es aumentar el contenido de grasa solida a esta temperatura
con el fin de obtener una grasa rigida, que aporte solidez a la mezcla para la elaboracion de

margarinas.

Por altimo, el contenido de grasa sélida a 35 y 40°C, se relaciona con el grado de fusién del
producto en la boca, el cual debe encontrarse por debajo del 3,5% para no percibir una
sensacion oleosa en la boca, en este aspecto los resultados obtenidos muestran una disminucién
del contenido de grasa sélida a estas temperaturas después del proceso de interesterificacion,
presentando valores entre el 6 y 0,4% a 35°C y 40°C respectivamente, es decir que el perfil de
solidos de la mezcla obtenida por interesterificacion enzimatica, no presenta buenas
propiedades de esparcibilidad, posee resistencia a la exudacién de aceite a temperatura

ambiente y no funde por completo a temperatura corporal.

4.8.1. Réplica del mejor experimento

Con base, en el criterio establecido por la empresa y de acuerdo a los resultados obtenidos y a
los analisis preliminares realizados anteriormente, se puede afirmar que el experimento en
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donde se obtuvieron los mejores resultados fue el namero 4, en el cual se trabajo una
temperatura de 60°C y 5 % p/p de enzima/sustrato, obteniendo un aumento de 4.63 puntos en
el contenido de grasa a 20°C con respecto al contenido de solidos de entrada. Sin embargo, es
importante resaltar que, aungque hubo una variacién significativa en el perfil de sélidos, no se
logré cumplir con el parametro establecido. Por tal razon, se realizd una réplica de este
experimento cambiando el tiempo de reaccion de 4h a 6h y manteniendo la agitacion a 600
rpm, para determinar si se alcanzaba el parametro meta y establecer si necesitaba méas tiempo

de reaccion para cumplir con dicho fin.

Figura 49.
% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada de la réplica.
60,00

50,00

40,00

30,00 —— Solidos de Entrada

—@— Sélidos de Salida

% SFC

20,00

10,00

0,00
10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

Temperatura (°C)

Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa
solida, antes y después del proceso de interesterificacién de la réplica de

la mezcla grasa.

Como se puede evidenciar, el tiempo no fue un factor que influyera significativamente en la
reaccién de interesterificacion, debido a que el aumento del contenido de grasa sélida a 20°C
fue muy similar al experimento 4, teniendo diferencias entre el perfil de sélidos de salida y de
entrada de 4,82 y 4,63 puntos, respectivamente. Esto se relaciona con la teoria encontrada en
la revision bibliogréfica,, cuando se pretende aumentar el contenido de grasa sélida de la
mezcla, la interesterificacion enzimatica presenta un menor rendimiento que la
interesterificacion quimica, por lo tanto no se pueden alcanzar los mismos perfiles de contenido
de grasa solida ya que son dos tipos de reaccion distintos (Aleatoria y Especifica,
respectivamente), es decir que la interesterificacion enzimatica no puede cumplir con los

parametros establecidos
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Finalmente el grado de interesterificacion se realizo con respecto al contenido de grasa solida
esperado a 20°C por interesterificacion quimica, sin embargo, este valor se ve afectado por la
calidad de la materia prima usada para cada mezcla de los experimentos, puesto que variaban
el contenido de grasa sélida de los aceites usados, lo cual interfiere en el resultado final. En la

tabla 9 se observa que el mayor grado de interesterificacion fue el del experimento 4.

Por otra parte, para evaluar la importancia de los factores escogidos sobre la variable de
respuesta se realizé un ANOVA por medio del software MINITAB 16, al analizar cada uno de
los factores y las hipotesis planteadas, se puede establecer que la interaccion temperatura-
enzima y el factor temperatura no tienen una influencia significativamente estadistica sobre la
variable de respuesta. El aumento de la temperatura, por lo general aumenta la velocidad de las
reacciones quimicas, sin embargo, para la catalisis enzimatica, el estudio de la temperatura es
mas complejo, ya que la enzima puede desnaturalizarse a temperaturas elevadas, es por esto
que es de suma importancia tener un rango de temperatura optimo en donde se encuentra el

valor méximo de velocidad tal y como se muestra en la figura 50.
Figura 50.
Dependencias de la constante especifica de velocidad con la temperatura

k4 (o

>

T

Nota. La presente figura evidencia la dependencia de la constante
especifica de velocidad con la temperatura en reacciones enzimatica,
hidrogenaciones cataliticas, etc. Tomado de: Anibal R. Lodeiro. (2016),
Catalisis enzimatica Fundamentos quimicos de la vida. p.p 39. [En linea].

Disponible: https:/libros.unlp.edu.ar/index.php/unlp/catalog/book/690

En este caso para la enzima Lipozyme TL IM, este rango se encuentra entre 50-75°C segun la
ficha técnica, valores que fueron trabajados en el disefio de experimentos, como se menciond

anteriormente la temperatura no tuvo influencia sobre la variable de respuesta, ya que la
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actividad catalitica relacionada con la velocidad de reaccidn, en este rango de temperaturas es

muy similar.

Seguidamente, la cantidad de enzima usada si interviene en los resultados y tiene una influencia
significativa, debido a que si se trabaja con una concentracion baja, la cantidad de enzima no
sera capaz de llevar a cabo la reaccion de reinteresterificacion para transformar el sustrato,
antes promueve la generacion de subproductos como monoglicéridos y diglicéridos. En
cambio, el aumento de la concentracion de la enzima acelera el proceso de la reaccion ya que
habra mayor cantidad de enzima para interactuar con el sustrato favoreciendo la formacion de

productos.

Lo anterior se puede ver reflejado en la grafica 20 de superficie, en donde se observa que el
aumento de la temperatura no tiene influencia sobre la variable de respuesta, por el contrario,
el % enzima/sustrato tiene una gran influencia en la diferencia del contenido de grasa solida,
debido a que a medida que se aumenta esta proporcion aumenta la diferencia de solidos a 20
°C, sin embargo, en la grafica se observa qué a aproximadamente al 5,00- 8,50% p/p de enzima/
sustrato, la diferencia de sélidos a 20 °C tienen los mejores resultados, por lo tanto, trabajar a
un porcentaje mayor al anterior no causard cambios significativos, por el contrario se vera

reflejado en los costos.

Desde otro punto de vista, el sistema de agitacién es uno de los factores claves en la reaccion
de interesterificacion enzimatica, ya que es esta la que permite el contacto enzima-aceite para
llevar a cabo la reaccion. Con base a lo anterior, una velocidad de agitacion demasiado baja
puede conducir a una reaccién lenta ocasionando una mayor generacion de subproductos,
debido a que en el medio de reaccidn se pueden presentar limitaciones de transferencia de masa
ya que el sustrato puede tardar en llegar al centro activo de la enzima, por el contrario, trabajar
a velocidades de agitacion elevadas o un mal disefio de las aspas, puede causar la erosion de la

base inmovilizada de la enzima [34].

Es de suma importancia alcanzar una mayor turbulencia dentro del reactor con el fin de
incrementar el rendimiento, teniendo en cuenta lo anterior, se selecciond una agitacion de 600
rpm. Tal como lo muestra la figura 51, se debe tener un sistema de agitacion con flujo axial el
cual genera corrientes paralelas al eje del agitador para garantizar que el aceite circule a lo largo

de todo el reactor tanto vertical como horizontalmente.
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Figura 51.

Sistema de agitacion con flujo axial.

-

- o v
v -
1.‘1
A & A

Nota. La figura presenta el tipo de agitacion ideal para el proceso de
interesterificacidn enzimatica, donde el aceite debe circular a lo largo y
ancho del reactor para favorecer el contacto con la enzima. Tomado de:
Alejandra Diaz Rojas, Curvas de potencia para fluidos no-newtonianos

y Newtonianos. Universidad De Los Andes (2017)

Sin embargo, debido a la forma del agitador de la planta piloto (Figura 15), a los cuatro bafles
instalados en el interior del reactor (Figura 52) y sobre todo a la forma cénica del mismo, se

alcanzaba a sedimentar por gravedad cierta cantidad de enzima obstruyendo la salida de aceite.

Figura 52.

Interior del reactor de la planta piloto.

Nota. Interior del reactor de la planta piloto de

SIGRA S.A el cual posee cuatro bafles.
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Seguidamente, es importante mencionar que el grado de interesterificacion segun el autor
Moreno N, se logran a altas cargas de enzima y temperaturas de reaccion comprendidas entre
60 y 70 °C, y con tiempos de reaccion mayores a tres (3) horas [35], donde este valor se
encuentra en un rango de 17-36%. En paralelo este grado, permite observar la desviacién con
respecto a la interesterificacion quimica y la conversion, que para estos experimentos se

encuentra en el rango de 16-58%.

Por otro lado, es fundamental tener en cuenta que a lo largo del desarrollo experimental se
reutilizo la enzima por medio del tratamiento con acetona descrito anteriormente en el numeral
4.3, se debe recalcar que esta etapa es muy valiosa ya que determina la actividad de la misma
al pasar por otro ciclo de reaccion, debido a que se evidencio que si no se realiza un proceso
de recuperacion eficiente, la enzima quedara con residuos de grasa lo cual genera una pérdida

en la actividad de la misma.
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5. DIAGNOSTICO DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA MEZCLA
GRASA INTERESTERIFICADA'Y SIN INTERESTERIFICAR

Con el fin de tener conocimiento técnico acerca de la materia prima en estudio del presente
proyecto y claridad sobre sus propiedades fisicoguimicas, en este capitulo se presentan los
resultados obtenidos de la caracterizacion de la mezcla grasa. En primera instancia se llevo a
cabo la caracterizacion de la materia prima por separado, y posteriormente se procedid a
analizar la mezcla, dentro las propiedades determinadas se encuentran: la acidez, el punto de

fusion, el contenido de grasa solida y el perfil de acidos grasos

5.1. Ensayos De Laboratorio

En el presente apartado se describiran los pasos a seguir para determinar las propiedades
fisicoguimicas de la muestra tanto de materias primas como de las mezclas grasas sin
interesterificar e interesterificadas, las cuales todas se llevan a cabo en los laboratorios de
calidad de la compafiia de SIGRA S.A.

5.1.1. Perfil de grasa solida

Para llevar a cabo la medicion del perfil de sdlidos de una mezcla gras, inicialmente se debe
calentar y homogenizar completamente la muestra, en un tubo minispec trasvasar la muestra
hasta que la columna del liquido tenga una altura entre los 4 y 5 cm, repetir este procedimiento
con 5 tubos mas ya que se requieren para colocarlos en los bafios de 10, 20, 25, 30, 35,40 °C,
dejar durante una horas los tubos con muestra en el bafio destinado a 0 °C, pasado el tiempo
pasar el tubo al bafio de la temperatura que segin corresponda durante otros 30 minutos,
ingresar usuario y contrasefia en el equipo para realizar la medicion, dar click en medir,
introducir el tubo debidamente limpio y seco en el equipo para su medicion, repetir el mismo
procedimiento con la cantidad de tubos restantes, una vez finalizadas todas las mediciones
segun las temperaturas, dar clic en stop, volver y cerrar sesion. En la figura 53 se muestra el

equipo analizador MINISPEC y en la figura 54 el diagrama de flujo.

82



Figura 53.

Equipo analizador MINISPEC

Nota. La presente figura el equipo analizador MINISPEC, el cual

es utilizado para la medicion del contenido de grasa sélida.

Figura 54.

Determinacion del perfil de sélidos con el equipo MINISPEC.

Calentar y > La muestra a
homogenizar analizar

Y

\
f La muestra hasta que la columna de
t T }— &4
[ 2L s ] ALEENSERT liquido tenga una altura de 4 y 5 cm

\d

En bafio a - Depositar tubos —b-[ Durante 60 minutos
0,10,15,20,30,35,40°C

A

| Alaplataforma del equipo
IE;SE—’ MINISPEC

Dar click en
medir

A

El tubo debidamente limpio y seco en el

Introducir ) i
c equipo para su medicion

Una vez realizada la medicién

Click en stop —-l Volver y cerrar sesion ]

l

Nota. El presente diagrama, muestra el procedimiento a seguir para la determinacién del

contendido de grasa solida en el equipo analizador MINISPEC.
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5.1.2 Acidez

Para determinar este pardmetro inicialmente se debe calentar la muestra maximo 10°C sobre
su punto de fusidn con agitacion constante, si la muestra es turbia o presenta sedimentos, se
debe filtrar caliente, pesar en un matraz una masa de 20 g de la porcion de ensayo, agregar 50
ml de alcohol neutralizado, calentar mezcla anterior hasta ebullicion (Aproximadamente 78°C)
y afiadir 3 gotas de fenolftaleina y valorar con hidroxido de sodio hasta alcanzar un color
ligeramente rosa que se mantenga estable. En la figura 55, se presenta el diagrama de flujo para

la determinacion de la acidez y en la figura 56 el montaje para determinar la misma.

Figura 55.
Determinacién de la acidez de una muestra grasa

| Inicio |
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N i
[ Plancha de calentamiento ]<—[ Calentar muestra ]—I— re sobrg st.ll’punlo EE s
con agitacién constante

l
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si—p-| Filtrar en caliente con papel filtro
es turbia?

Yy un matraz
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[ Balanza de presicion ]@—b- En un matraz una masa de 20g ]

de la porcién de ensayo

Y

[ Pipeta graduada ]ﬂegar —P—[ 50 ml de alcohol neutralizado ]
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Calentar s
. Hasta ebullicion
Plancha de calentamiento ]4— > ¢
( _;“nf:ﬁ':r (Aproximadamente 78°C) ]

| Anadir —b[ 3 gotas de fenolftaleina ]

Y

Valorar con
Hidréxido de sodio

No.

ZCalor ros
estable?

Nota. El presente diagrama, muestra el procedimiento a seguir para la determinacion de la

acidez de una muestra grasa.

84



Figura 56.

Titulador para la determinacién de la acidez

Nota. Se muestra el titulador usado para la
determinacion de la acidez el cual contiene el reactivo

NaOH e indica el volumen del mismo en cada titulacion

5.1.3 Punto de fusion

En la figura 58, se presenta un diagrama de flujo para determinar el punto de fusion,
inicialmente se debe calentar la mezcla hasta que se encuentra liquida y posteriormente
sumergir un capilar abierto hasta que la muestra ascienda 10mm, llevar el capilar con la muestra
y agua en un recipiente a refrigeracion por 5 minutos, pasado el tiempo llenar en un beaker de
250 ml con agua fria hasta el 75% de su capacidad y sujetar el tubo capilar en un termémetro
de mercurio usando bandas elésticas. Colocar el termometro dentro del beaker y sujetarlo por
medio de un soporte universal e iniciar calentamiento con un agitador magnético, registrar la
temperatura a la cual la muestra comience a ascender por el capilar. En la figura 57 se presenta

el montaje usado en SIGRA S.A para determinar esta propiedad fisicoquimica.

Figura 57.

Montaje para determinar el punto de fusion

Nota. En la figura se muestra el montaje en
donde se coloca el beaker sobre una plancha

de calentamiento con un agitador magnético.
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Figura 58.

Determinacion del punto de fusion de una muestra grasa.

v
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\i ] )
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J.H

. | tub En un termdmetro de
Sujetareltubo | mercurio usando bandas
capliar elasticas

:

Colocar el termémetro
dentro del beaker

v

Sujetarlo por medio de
un soporte universal

v

Calentar con un
agitador magnético

v

Ala cual la muestra

Registrar ——>»| comience a ascender por el
temperatura capilar

Nota. El presente diagrama, muestra el procedimiento a seguir

para la determinacion del punto de fusion de una muestra grasa.
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5.1.4 Perfil de &cidos grasos

La cromatografia de gases es una técnica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de una columna cromatografia, la cual es un tubo empacado con algin polimero liquido
[32]. En la figura 60, se presenta el diagrama de flujo para la determinacion del perfil de &cidos
grasos, inicialmente se realiza un tratamiento de la muestra con el fin de tener un extracto
concentrado de triglicéridos los cuales son convertidos a acidos grasos y luego a esteres simples

de metanol en vez de glicerol.

El tiempo de apariciones cada pico en la cromatografia identifica a cada componente de la
mezcla, y el area indica la fraccion presente. En la figura 59, se presenta el cromatografo de
gases para determinar el perfil de acidos grasos en SIGRA S.A

Figura 59.

Cromatdgrafo de gases para determinar el perfil de

acidos grasos

Nota. La presente figura muestra el cromatografo de

gases utilizado para determinar el perfil de acidos

grasos
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Figura 60.

Cromatografia de gases para la determinacion del perfil de &cidos graso

Nota. El presente diagrama, muestra el procedimiento a
seguir para la realizacion de una cromatografia de gases para

la determinacion del perfil de &cidos grasos.
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5.2 Resultados De Las Propiedades Fisicoquimicas De Las Materias Primas Y De La

Mezcla Sin Interesterificar

5.2.1 Aceite 1

Al aceite 1, se le determino su perfil de grasa solida, acidez y punto de fusion, los cuales

siguieron el procedimiento presentado en el apartado 5.1.1.

5.2.1.a Perfil de grasa solida. En la figura 61, se muestra el perfil de contenido de grasa sélida
del aceite 1 usado en la mezcla grasa a interesterificar, donde se observa, que el contenido de
grasa sélida a 20 °C esta alrededor del 37%, por otro lado su perfil a los 35 °C se encuentra por
encima del 10 %, es decir que aun a esta temperatura no tendra una consistencia liquida del
todo.

Figura 61.

Perfil del contenido de grasa sélida del aceite 1
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Nota. En la gréfica se puede apreciar el perfil del contenido de
grasa solida del aceite 1 usado en la mezcla a la cual se le realizd

la cromatografia.

5.2.1.b Acidez. Para determinar la acidez del aceite 1 se sigui6 el procedimiento descrito en el
numeral 5.1.1.2 donde se pesaron 20,91 g y se procedio a titular con NaOH, los datos obtenidos

se presentan en la tabla 11.
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Tabla 13.

Masa de la muestra del aceite 1 y Volumen de NaOH utilizado en la

titulacion para la determinacion de la acidez.

Masa muestra (g) 20,91
NaOH (ml) 0,24

Nota. La presente tabla muestra los valores necesarios para

determinar la acidez del aceite 1.

Con la ecuacion presentada en el numeral 2.2.1, se determino el porcentaje de acidez de la

muestra:

Acidez = 2,80 0,24 = 0,03%
ciaez = 2, 20'91— ) 0

5.2.1.c Punto de fusion.

Punto de fusion (°C) = 42,00 °C

5.2.2 Aceite 2

5.2.2.a Perfil de grasa sélida. En la figura 62, se muestra el perfil de contenido de grasa sélida
del aceite 2 usado en la mezcla grasa a interesterificar, donde se observa, que el contenido de
grasa solida a 20 °C esta alrededor del 40%, por otro lado su perfil a los 35 °C se aproxima a

cero lo cual indica que a temperaturas superiores el aceite ya se encuentra en estado liquido.

Figura 62.

Perfil del contenido de grasa sdlida del aceite 2
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Nota. En la gréfica se puede apreciar el perfil del contenido de

grasa solida de aceite 2
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5.2.2. b Acidez. Para determinar la acidez de la muestra de aceite 2, se pesaron 20,76 g y se

procedio a titular con NaOH, los datos obtenidos se presentan en la tabla 12.

Tabla 14.

Masa de la muestra del aceite 2 y Volumen de NaOH utilizado en la

titulacion para la determinacion de la acidez.

Masa muestra (g) 20,76
NaOH (ml) 0,15

Nota. La presente tabla muestra los valores necesarios para determinar la

acidez del aceite 2.

Con la ecuacion presentada en el numeral 2.2.1, se determind el porcentaje de acidez de la

muestra:

)

Acidez = 2,80 - 2076 =

0,02%

5.2.2.c Punto de fusion.
Punto de fusién (°C) = 30,00 °C

5.2.3 Mezcla Grasa De Aceite Vegetales

A la mezcla grasa se le determiné su perfil de grasa sélida, acidez y punto de fusion, los cuales

siguieron el procedimiento presentado en el apartado 5.1.1.

5.2.3.a Perfil de grasa solida. En la figura 63, se aprecia el perfil de grasa sélida de la mezcla
grasa de aceite vegetales antes de someterla al proceso de interesterificacion. Como se puede
observar en la gréfica, a la temperatura de 20°C, la mezcla presenta un contenido de grasa
solida de alrededor del 30 %, siendo una mezcla semi-solida a temperatura ambiente, por otra
parte a la temperatura de 35°C posee un contenido aproximado del 7%, por lo que a esta

temperatura presenta una consistencia mas blanda pero no totalmente liquida.
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Figura 63.

Perfil del contenido de grasa s6lida muestra grasa
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa

solida de la mezcla de grasa a la cual se le realizé la cromatografia.

5.2.3.b Acidez. Para determinar la acidez de la muestra grasa, se pesaron 20,91 g y se procedio
a titular con NaOH, los datos obtenidos se presentan en la tabla 13.
Tabla 15.

Masa de la muestra de la mezcla grasa y Volumen de NaOH

utilizado en la titulacion para la determinacion de la acidez.

Masa muestra (g) 20,23
NaOH (ml) 0,22

Nota. La presente tabla muestra los valores necesarios para

determinar la acidez de la muestra grasa.

Con la ecuacion presentada en el numeral 2.2.1, se determind el porcentaje de acidez de la

muestra:

Acidez = 2,80 0,22 = 0,03%
ciaez = ., 20’23— ) 0

5.2.3.c Punto de fusién
Punto de fusién (°C) = 40,00 °C
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5.2.3.d Perfil de acidos grasos de la mezcla grasa sin reaccionar. El perfil de cidos grasos para
la mezcla grasa inicial, tal y como se muestra en la figura 64, presenta diferentes picos, en la
figura 66 se evidencia un alto contenido de &cidos grasos saturados equivalente al 57,66%,
sobresaliendo el acido palmitico y el &cido laurico con una composicién del 39,02% y 7,75%
respectivamente, los cuales se observan en la figura 65. De igual modo los acidos grasos
monoinsaturados representan el 33,87% destacandose el acido oleico con un valor del 33,76%,
seguidamente los acidos grasos poliinsaturados presentan un porcentaje del 8,00% siendo el
mas representativo el acido linoleico con un valor del 7,74%. Finalmente, las grasas trans
representan el 0,48% de la mezcla total, destacandose en composicion el acido linoelaidico con

un valor del 36,54%.

Como se puede evidenciar la mezcla grasa inicial sin reaccionar a temperatura ambiente sera
una grasa semisolida ya que mas del 50,00% de su composicion son &cidos grasos saturados,
seguidamente el contenido de grasas trans es minimo ya que por reglamentacion para que un
alimento sea considerado con cero grasas trans estas deben estar por debajo del 0,50% del total
de la mezcla [36] y en este caso se encuentra con un valor del 0,48%, tal y como se observa en

la figura 67.

Figura 64.

Perfil de triglicéridos de la mezcla grasa inicial (Sin reaccionar)
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Nota. En la presente grafica se muestran los picos compuestos por

cada acido graso presente en la mezcla grasa inicial.
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Figura 65.

Perfil de acidos grasos de la mezcla grasa inicial (Sin reaccionar)
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicion en porcentaje de los acidos

grasos de la mezcla grasa inicial.

Figura 66.

Perfil de los &cidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados

y grasas trans, de la mezcla grasa inicial (Sin reaccionar).
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los
acidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados y grasas trans,

presentes en la mezcla grasa inicial.
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Figura 67.

Composicidn de las grasas trans presentes en la mezcla grasa inicial (Sin reaccionar)

ACIDO LINOELAIDICO

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

ACIDO LINOELAIDICO

ACIDO ELAIDICO

ACIDO PALMITELAIDICO

AR

Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los acidos grasos trans,

presenten en la mezcla grasa inicial.

5.2.4 Mezcla Grasa Despueés Del Proceso De Interesterificacion Enzimética

5.2.4.a Perfil de acidos grasos de la réplica del Exp 4. El perfil de acidos grasos para la mezcla
grasa de la réplica del experimento 4, presenta diversos picos como se muestra en la figura 68,
tal y como se muestra en la figura 70, presenta un alto contenido de acidos grasos saturados
equivalente al 57,70%, sobresaliendo el &cido palmitico y el &cido laurico con una composicion
del 38,74% y 7,97% respectivamente., como se muestra en la figura 69. De igual modo los
acidos grasos monoinsaturados representan el 34,16% destacandose el acido oleico con un
valor del 34,07%, seguidamente los acidos grasos poliinsaturados presentan un porcentaje del
7,75% siendo el mas representativo el acido linoleico con un valor del 7,55%. Finalmente, las
grasas trans de la figura 71 representan el 0,37% de la mezcla total, destacandose en

composicion el &cido linoelaidico con un valor del 50,32%.

La mezcla de la réplica del experimento 4, represento una disminucion en el contenido de
grasas trans, estando este alrededor del 0,37% lo cual la hace apta para consumo ya que se esta
por debajo de 0,5% considerandose como cero grasas trans segun la reglamentacion dictada en

la resolucion nimero 2508 del 2012 del Ministerio de Salud y Proteccion Social [36].
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Figura 68.

Perfil de triglicéridos de la réplica de experimento 4.
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Nota. En la presente gréafica se muestran los picos compuestos

por cada acido graso presente en la réplica del experimento 4.

Figura 69.

Perfil de acidos grasos de la réplica del experimento 4
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicidn en porcentaje de los acidos grasos de la réplica

del experimento 4.
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Figura 70.

Perfil de los acidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados y grasas

trans, de la réplica del experimento 4
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los acidos
grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados y grasas trans, presentes en la

réplica del experimento 4.

Figura 71.

Composicidn de las grasas trans presentes en la réplica del experimento 4.
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicion en porcentaje de los 4cidos grasos trans,

presenten en la réplica del experimento 4.
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5.2.4.b Perfil de acidos grasos del Exp 7. El perfil de &cidos grasos para la mezcla grasa del
experimento 7, tal y como se muestra en los picos de la figura 72, presenta un alto contenido
de &cidos grasos saturados equivalente al 59,90% segun la figura 74, sobresaliendo el acido
palmitico y el acido laurico con una composicién del 40,11% y 8,05% respectivamente, siendo

estd la mezcla mas saturada de las tres cromatografias (Figura 73).

De igual modo los acidos grasos monoinsaturados representan el 32,58% destacandose el acido
oleico con un valor del 32,49%, seguidamente los acidos grasos poliinsaturados presentan un

porcentaje del 7,72% siendo el més representativo el acido linoleico con un valor del 7,50%.

Finalmente, las grasas trans representan el 0,31% de la mezcla total, destacdndose en
composicion el &cido linoelaidico con un valor del 54,81% (Figura 75). La mezcla de la réplica
del experimento 7, resulta ser la mezcla mas saturada de las tres cromatografias y con el menor

contenido de acidos grasos trans.

Figura 72.

Perfil de triglicéridos del experimento 7
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Nota. En la presente grafica se muestran los picos compuestos

por cada acido graso presente en la mezcla del experimento 7.
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Figura 73.

Perfil de acidos grasos del experimento 7
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los acidos grasos del

experimento 7.

Figura 74.

Perfil de los &cidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados y

grasas trans, del experimento 7.
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los

acidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados y grasas trans,

presentes en el experimento 7.
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Figura 75.

Composicidn de las grasas trans presentes en el experimento 7
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Nota. En la presente grafica se muestra la composicién en porcentaje de los acidos grasos trans,

presentes en el experimento 7.

5.2.4.c Acidez después del proceso de interesterificacion enzimatica. En la tabla 14, se presenta
el resultado de la acidez final de todos los ensayos interesterificados, donde se presenta un
incremento en la acidez con respecto a la acidez de entrada, por lo tanto, es de suma importancia

someter las mezclas a un proceso de desodorizacion.

Tabla 16.

Resumen del valor de la acidez de cada uno de los experimentos realizados

Masa de la Muestra (g)  Factor Oleico del NaOH Volumen de NaOH (ml) Alfilr:j;Z
EXP 1 20,00 2,86 30,07 4,29
EXP 2 20,03 2,86 32,17 4,59
EXP 3 20,06 2,86 29,12 4,15
EXP 4 20,11 2,86 17,09 2,43
EXP 5 20,12 2,86 15,04 2,13
EXP 6 20,80 2,86 17,09 2,35
EXP 7 20,40 2,86 15,64 2,19
EXP 8 20,07 2,86 19,32 2,75
EXP 9 20,03 2,86 18,95 2,70

Nota. En la presente tabla se muestran los resultados obtenidos de acidez de cada uno de los experimentos

realizados segun el disefio de experimentos.
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5.2.4.d Punto de fusion después del proceso de interesterificacion enzimatica. En la tabla 15
se presenta los resultados obtenidos del punto de fusién de cada una de las mezclas
interesterificadas segun el disefio de experimentos.

Tabla 17.

Tabla Resumen de los puntos de fusién de cada
uno de los experimentos realizados

Punto de Fusion Final (°C)

EXP 1 37
EXP 2 38
EXP 3 37
EXP 4 39
EXP 5 38
EXP 6 38
EXP 7 39
EXP 8 38
EXP 9 39

Nota. En la presente tabla se muestran los
resultados obtenidos de punto de fusién de cada
uno de los experimentos realizados segin el

disefio de experimentos.

5.2.4.e Color después del proceso de interesterificacion enzimatica y quimica. En la figura 76,
se presenta una comparacion entre los aceites obtenidos por interesterificacion quimica y
enzimatica respectivamente, donde se observa una notoria diferencia en cuanto al color de cada
una de las muestras, esto debido a que son dos procesos que se someten a diferentes etapas y

su vez poseen diferentes tipos de reaccion.
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Figura 76.

Muestras de mezclas interesterificadas por ruta quimica y enzimatica.

Nota. En la figura 48 (a) se puede apreciar una mezcla interesterificada
quimicamente y en la figura 48 (b) una mezcla interesterificada

enzimaticamente.

5.3 Andlisis De Resultados General De Las Propiedades Fisicoquimicas

La caracterizacion de aceites y grasas es de suma importancia para determinar el alcance y
aplicacion industrial que probablemente pueden tener estas dentro del campo de la elaboracion
de margarinas. Para esto se deben evaluar las propiedades fisicoquimicas ya que resulta de gran
valor puesto que predice el comportamiento de la misma al influir en la apariencia, sabor,
estabilidad y plasticidad del producto elaborado. Con el fin de tener un conocimiento técnico
sobre estos pardmetros se caracterizaron las muestras de los aceites suministrados por la

empresa SIGRA S.A, de la misma manera que la mezcla de aceites a trabajar.

En primera instancia se determind el indice de acidez el cual es un parametro que se relaciona
con la calidad del producto, como se observa en la tabla 57, para los tres primeros
experimentos, se evidencia un mayor incremento en la acidez después de la reaccion y este
valor se encuentra alrededor del 4.34%, esto se relaciona con lo mencionado en el capitulo
anterior, en donde los resultados arrojaron una disminucion en el contenido de grasa sélida,
debido a que se favorecid la hidrolisis de los triglicéridos permitiendo la formacion de
monoglicéridos y diglicéridos por reacciones secundarias e impidiendo el proceso de
reinteresterificacion. Asi mismo se produjo un aumento de los acidos grasos libres fomentando

la oxidacion de la grasa y por ende disminuyendo su vida util.

Paralelamente, se observa que en los experimentos restantes el indice de acidez también

aumento encontrandose en un promedio de 2,47%, sin embargo, no fue tan significativo como
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en los primeros tres experimentos. De acuerdo a lo anterior y contrastando los resultados
obtenidos con el contenido de grasa sélida para los respectivos ensayos (Exp 4 al Exp 9), se
afirma que la reaccion de reinteresterificacion se produjo disminuyendo la presencia de acidos
grasos libres. Es importante tener en cuenta que el proceso de interesterificacion enzimatica no
termina con la separacion de la enzima, sino que la mezcla grasa debe pasar por un proceso de
desodorizacion para eliminar los &cidos grasos libres presentes por reacciones secundarias y

obtener una grasa RBD apta para el consumo humano.

En segunda instancia se determino el punto de fusion de las mezclas, en la tabla 58, se evidencia
que en todos los ensayos se obtuvo en promedio un punto de fusion de 37-39°C, cumpliendo
con el parametro establecido de la empresa, independientemente de si la mezcla reacciono o
no, cabe mencionar que este método de analisis es de observacion por lo que los datos obtenidos
poseen cierto margen de error humano. Por otro lado se cumplié con el objetivo de la
interesterificacion ya que el contenido grasa sélida a partir de 35°C, tiende a cero, debido a la
reaccién dada, por tal razon, el punto de fusion disminuye, con respecto al punto de fusion
inicial (39-40°C).

Los perfiles de acidos grasos tanto de la mezcla sin reaccionar como de las dos mezclas
interesterificadas presentan una composicién muy similar, esto se ajusta con la teoria ya que el
proceso de interesterificacion no interviene en la estructura molecular de los &cidos grasos, lo
que se da en la reaccion es un reordenamiento de los acidos grasos en las posiciones 1y 3 (En
el caso de la interesterificacion enzimatica) en la molécula del triglicérido. Sin embargo, las
mezclas interesterificadas presentaron una disminucion en el contenido de grasas trans ya que
para la réplica del experimento 4 y para el experimento 7 se presentaron valores del 0,37% y
del 0,31% respectivamente. Por otro lado, el perfil de acidos grasos para el experimento 4
presento la aparicion del &cido cis-10 heptadecanoico, el cual es un &cido graso insaturado que
viene de las materias primas utilizadas, por tal razon este experimento obtuvo un menor

porcentaje de grasa saturada (57,70%) con respecto al experimento 7 (59,39%)

Por otra parte, como se puede apreciar en la figura 48 (a), se presenta una muestra de mezcla
grasa interesterificada por ruta quimica, donde se observa la presencia de un color marrén dado
por la formacion del compuesto intermedio glicerato de sodio, el cual permite el reemplazo de
un acido graso en la molécula del triglicérido, seguidamente al usar un catalizador quimico

como el metoxido de sodio, se da la produccion de jabon, por lo cual es necesario tratar la
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mezcla con acido citrico y tierra de blanqueo. Seguidamente la figura 48 (b), muestra una
mezcla grasa obtenida por interesterificacion enzimatica sin uso de quimicos, donde se aprecia
un aceite brillante lo cual indica que no es necesario pos-tratarlo con tierra y acido citrico,

representando la disminucion de efluentes y costos operativos en el proceso.
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6. EVALUACION DE LOS COSTOS DE PRODUCCION DE LA MEZCLA DE
ACEITES INTERESTERIFICADA ENZIMATICAMENTE

Con el fin de mostrar los costos de produccion de la mezcla de aceites interesterificada
enziméaticamente a escala piloto, en este capitulo se presenta el costo de la materia usada
durante el desarrollo del proyecto, de la misma manera que los costos de inversion a escala

industrial.

6.1 Costos De Materia Prima Para La Produccion De Interesterificacion Enzimatica De

La Mezcla Grasa A Escala Piloto

En este apartado se realiza una estimacion de los costos de produccion de una mezcla grasa a
partir de interesterificacion enzimatica para la elaboracion de margarinas a escala piloto.
Inicialmente se presenta el costo de la materia prima suministrada por SIGRA S.A, y de la
misma manera se relaciona la cantidad usada de cada insumo durante el desarrollo del proyecto
de investigacion, en la tabla 16, se presenta la cantidad de materia prima usada en la produccion
de la mezcla grasa a escala piloto por el precio del kilogramo o litro, segun las unidades de la

materia prima:

Tabla 18.

Costos de la materia prima usada en la produccién de la mezcla grasa a escala piloto

Materia prima Cantidad Precio ($COP/kg o L)*Cantidad
Aceite 1 18,02 kg 86.754,23
Aceite 2 18,02 kg 102.920,69
Enzima Lipozyme TL IM 0,60 kg 307.200,00
Acetona 2,00 L 79.515,00
Total 576.389,92

Nota. En la presente tabla se muestra una estimacion del costo de la materia prima para el

desarrollo del disefio de experimentos para el estudio de la interesterificacién enzimética
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6.2 Costos Indirectos De Produccion De La Mezcla Grasa Interesterificada

Enzimaticamente A Escala Piloto

En esta apartado se presentan los costos indirectos del proceso de interesterificacion enzimatica
a escala piloto, las cuales incluyen los costos de la mano de obra, de los anélisis de laboratorio,

de los servicios y del mantenimiento, tal y como se presenta en la tabla 17.

Tabla 19.

Costos de la mano de obra para produccion de la mezcla grasa

Salario minimo diario 8h

Mano de Obra Cantidad 5
X 10 dias (COP)
Operarios 2 302.850,00
Total 605.700,00

Nota. En la presente tabla se muestra el sueldo de los operarios menos las

deducciones.

En la tabla 18, se presenta los costos de los analisis de laboratorio brindados por la empresa
los cuales se realizaron con el fin de evaluar las propiedades fisicoquimicas de las mezclas
grasas interesterificadas enzimaticamente:

Tabla 20.

Costos de anaélisis de laboratorio para la caracterizacion de la mezcla grasa

o Costo
Costo unitario
Andlisis de laboratorio Cantidad total
(COP)

(COP)
%SFC 31 3.500 108.500,00
indice de acidez 12 2.500 30.000,00
Punto de fusion 10 2.000 20.000,00
Perfil de cidos grasos 3 5.000 15.000,00
Total 173.500,00

Nota. En la presente tabla se muestra el costo de los andlisis de laboratorio para evaluar las

propiedades fisicoquimicas de la mezcla grasa.

Seguidamente se presentan los costos de los servicios industriales los cuales fueron

suministrados por la empresa SIGRA S.A y se presentan de forma resumida en la tabla 19.
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En primer lugar la linea de vapor de la planta piloto posee un caudal de:
ton
1,10 X 1073 —
h
Donde tiempo de reaccion fue de 4 horas:

ton
1,10 x 10_3T 4,00 h = 4,40 x 10 3ton

Para producir una tonelada de vapor se necesitan 57,40 m® de gas natural, y el metro cubico de

gas natural se encuentra en $1159 COP, por lo que el gasto de vapor para un ensayo es de:

$ m3
Costo de Vapor ($ COP) = Costo GN (ﬁ) * Produccion Vapor <E - Consumo (ton) (Ec.4)

$ me
Costo de Vapor ($ COP) = 1159,00—3 57,40 — - 4,40 x 107 3ton
m® ton
Costo de Vapor ($ COP) = $292,71 (COP)
En segundo lugar, el agitador del reactor de la planta piloto tiene una potencia de 2,40 hp, es

decir gque la energia consumida fue de:

0,7457 kW
2,40 HP (—

1,00 HP ) = L79 kW

Donde el tiempo de reaccion fue de 4,00 horas:

1,79 kW - 4,00 h = 7,16 kWh

El costo de energia eléctrica para un ensayo es de:

$
Costo de Energia Eléctrica ($ COP) = Costo EE <m> - Consumo (kWh) (Ec.5)

$
Costo de Energia Eléctrica ($ COP) = 404,50 ——- 7,16 kWh

Costo de Energia Eléctrica ($ COP) = $2896, 22 (COP)
Finalmente para un ensayo en la planta piloto se estima que se consumen 8,00 litros de agua,

los cuales son destinados para actividades de limpieza del reactor:

$
Costo de Agua ($ COP) = Costo Agua (W) - Consumo (m3) (Ec.6)

$
Costo de Agua ($ COP) = 7931,30— - 8,00 x 107 3m2

=
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Costo de Agua ($ COP) = $63,45 (COP)

Tabla 21.

Costos de los servicios industriales a escala piloto

o Cantidad
Servicio Costo (COP)
Ensayos
Agua 10 292,71
Energia eléctrica 10 2892,22
Vapor 10 63,45
Total 32.483,80

Nota. En la presente tabla se muestran los costos industriales

necesarios para el proceso de interesterificacion enzimatica.

En la tabla 20, se presentan los costos por mantenimiento y en la tabla 21 el costo total de

produccién:

Tabla 22.

Costos de los servicios de mantenimiento a escala piloto

Mano de Obra Mantenimiento (COP)
Servicio de mantenimiento 600.000
Total 600.000

Nota. En la presente tabla se muestran los costos por el servicio de mantenimiento.

Tabla 23.

Costo total de produccion de la mezcla grasa interesterificada enziméaticamente.

COSTO TOTAL DE PRODUCCION

Materia prima $ 576.389,9
Mano de obra $ 605.700,0
Gastos indirectos
Andlisis de Laboratorio $ 173.500,0
Servicios Industriales $ 32.483,8
Servicio Mantenimiento $ 600.000,0
Costo total de produccion $ 1.988.073,7

Nota. La siguiente tabla muestra el costo total de produccién del proyecto de

interesterificacion enzimatica de una mezcla grasa.
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6.3 Costo Comercial De La Mezcla Grasa Por Ruta Enzimética Y Quimica.

En el presente apartado, se presenta el costo del kilo de la mezcla grasa de aceites vegetales
obtenida tanto por ruta enzimatica (Tabla 22) como por ruta quimica (Tabla 23), teniendo en

cuenta el costo de materia prima, mano de obra, servicios industriales y mantenimiento.

Tabla 24.

Costo del kilo de la mezcla grasa obtenida por interesterificacion enzimatica a escala industrial

Materia Prima Costo ($/kg)*Cantidad (kg)
Aceite 1 $  3.851,46
Aceite 2 $ 1.142,29
Enzima Lipozyme TL IM $ 204,80
Mano de Obra $ 1,88
Vapor $ 0,73
Energia Eléctrica $ 6,03
Mantenimiento $ 1,39
TOTAL $ 5.208,58

Nota. Los precios de cada insumo fueron suministrados por la compafia SIGRA S.A para obtener

el costo por kilo de la mezcla grasa.

Tabla 25.

Costo del kilo de la mezcla grasa obtenida por interesterificacion quimica a escala industrial

Materia Prima Costo ($/kg)*Cantidad (kg)
Aceite 1 $ 3.851,46
Aceite 2 $ 1.142,29

Acido Citrico $ 1,54
Catalizador Quimico $ 6,02
Tierra $ 0,67

Mano de Obra $ 4,46
Vapor $ 395,21
Energia Eléctrica $ 27,24
Mantenimiento $ 4,95

$ 5.433,84

Nota. Los precios de cada insumo fueron suministrados por la compariia SIGRA S.A para obtener

el costo por kilo de la mezcla grasa.

Para obtener el costo comercial de la mezcla grasa, se utiliza la siguiente ecuacion,
teniendo en cuenta el costo por kilo de la mezcla grasa y aplicando un margen de utilidad

del 25,00%, los resultados se presentan en la tabla 24.

cop
Precio ($ COP/kg) = Costo Unitario ($ COP/kg) + Costo Unitario ($ E) x Utilidad (%) (Ec.6)
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Tabla 26.

Precio del kilo de la mezcla grasa por ruta enzimatica y quimica

Tipo de reaccion Valor por kg
Enzimaética 6510,73
Quimica 6792,30

Nota. En la presente tabla se presenta el precio comercial de la mezcla grasa
obtenido por ruta enziméatica y quimica.
6.4 Costos De Produccion Del Proceso De Interesterificacion Enzimatica A Escala

Industrial

En este apartado se presenta una estimacion financiera del proceso de produccion de
interesterificacion enzimatica a escala industrial con una produccion de 24,00 toneladas
diarias, tomando como referencia el articulo de FEDEPALMA del afio 2004
“Interesterificacion enzimatica: Ventajas en el proceso y beneficios para los productos”. En
este articulo se realiza un estudio del proceso y costos de interesterificacion enzimaética
pasando por cada una de las etapas de escalonamiento para la estandarizacion del proceso. En
la primera etapa, se realizaron pruebas a escala laboratorio con reactor en vidrio para verificar
el cambio de punto de fusion de las bases y comprobar cudles son las mejores bases para
pruebas [2]. La segunda etapa es un reactor de lecho fijo para una produccién de 2 a 3 kilos
de grasa interesterificada, la tercera etapa consta de un reactor piloto de lecho fijo para una
produccidn de 25 kg de grasa interesterificada y la Ultima etapa consta de un reactor plug and

play para una produccion a escala industrial de 24 toneladas por dia de grasa interesterificada.

En este articulo se menciona que el costo del reactor industrial se encuentra en un valor de 54
mil dolares, el cual depende del pais y del precio del acero inoxidable 316. Sin embargo se
debe tener en cuenta que el costo de inversién no solo consta de un reactor enzimatico, sino
debe contar con instrumentos y accesorios, que para este caso se necesitan los siguientes, un
controlador de flujo, una termocupla, dos transmisores de presion, una bomba, un filtro y una
valvula. Los precios de estos instrumentos y accesorios (sin tener en cuenta tuberias y
accesorios de las mismas), se muestran en la figura 77.donde se relaciona cada uno con los
precios manejados en el articulo, para este caso teniendo lo mencionado anteriormente, se
tiene un costo de inversion de 90 mil délares para el afio 2004, no obstante, este valor fue

proyectado con el IPC de cada afio hasta llegar al afio 2021 como se muestra en la tabla 25,
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teniendo en cuenta un valor del 10% adicional con el fin de estimar un costo de inversion

ajustado para asi obtener un costos de inversion de $ 799.242.850,12

Figura 77.

Costos de inversién

Cantidad  Preao/unit, USS Predo, USS
Columnas -1 54 OO0 216000
Controlador de flujo 1 S9.000 9000
PT-100 1 1.500 1.500
Transmisor presidr = 1.500 3000
Bombas 1 5.500 5.500
Filtros = 3. 000 . 000
Tangues =2 20,000 isNalslel
Walvualas 1 14.000 14 OO0
Total =295 000

Nota. En la figura se presenta los costos de inversion para el proceso de
interesterificacion enzimatica. Teniendo en cuenta equipos y accesorios.
Tomado de L. a. Volpato, “Interesterificacion enzimatica: Ventajas en el
proceso y beneficios para los Productos,” Palmas, vol. Vol. 25 N°, pp.
366, 2004.

Tabla 27.

Proyeccion de los costos de inversion para el afio 2021

COSTO DE

IPC ANO INVSERION
(BUSD)

- 2004 $ 90.000
4,85 % 2005 $ 94.365
4,48 % 2006 $ 98.593
5,69 % 2007 $ 104.202
7,67 % 2008 $ 112.195
2,00 % 2009 $ 114.439
3,17 % 2010 $ 118.066
7,73 % 2011 $ 127.193
2,44 % 2012 $ 130.296
1,94 % 2013 $ 132.824
3,66 % 2014 $ 137.686
6,77 % 2015 $ 147.007
5,75 % 2016 $ 155.460
4,09 % 2017 $ 161.818
3,18 % 2018 $ 166.964
3,80 % 2019 $ 173.309
1,61 % 2020 $ 176.099
4,50% 2021 $ 184.023

PRECIOENCOP ($) $ 726.584.409
AJUSTE COP ($) $ 799.242.850

Nota. En la presente tabla se presenta la proyeccion del costo de inversion
desde el afio 2004 hasta el afio 2021, teniendo en cuenta el IPC (Determinado

por la DANE) de los afios en cuestion.
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En la tabla 26 se presentan los datos que relacionan los ingresos (Produccién*Precio al afio),
costos de operacion (Tabla 27) y ganancias. Se determinaros los indicadores de bondad, con
el fin de establecer la rentabilidad del proyecto, los cuales se presentan en la tabla 28. En

paralelo, la tasa de oportunidad y valor presente neto se detallan en la tabla 29.

Tabla 28.

Resumen de ingresos, costos operacionales y ganancias

ANO INGRESOS COSTOS OPERACIONALES GANANCIAS

Afio 1 $ 25.001.201.671 $ 2.554.083.067 $ 15.715.983.023
Afo2 $ 26.126.255.746  $ 2.669.016.805 $ 16.423.067.259
Afio 3 $ 27.301.937.255 $ 2.789.122561 $ 17.161.970.285
Afio 4 $ 28.530.524.431 $ 2.914.633.077 $ 17.934.123.948
Afio 5 $ 29.814.398.031  $ 3.045.791.565 $ 18.741.024.526

Nota. Se muestra la proyeccién a 5 afios del proyecto de interesterificacién enzimética a escala industrial.

Tabla 29.

Resumen de egresos anuales en la produccion de interesterificacion enzimatica a escala industrial

INSUMOS VALOR TOTAL ANUAL
Enzima Lipozyme TL IM $ 512.000,00 $ 2.457.600.000,00
Aceite 1 $ 481433 $ 3.840.000,00
Aceite 2 $ 571147 $ 960.000,00
Operario $ 1.300.000,00 $ 15.600.000,00
Vapor $ 175.630,22 $ 35.126.044,80
Energia Electrica $ 14478511 $ 28.957.022,40
Mantenimiento $ 1.000.000,00 $ 12.000.000,00
$ 2.554.083.067,20

Nota. Se presentan los egresos anuales del proyecto de interesterificacion enzimética a escala industrial

Tabla 30.

Indicadores de bondad del proyecto de interesterificacion enzimatica a escala
industrial

INDICADORES DEBONDAD

Valor Presente Neto (VPN) $ 49.244.862.219,10
Tasa Interna de Retorno (TIR) 19,71 %
Valor presente ingresos ( VNA) $ 79.611.929.852,00
Valor presente egresos (VNA ) $ 8.932.271.200,39
Relacién Beneficio / Costo RBC 8,91

Nota. En la presente tabla se muestran los indicadores de bondad del proyecto
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Tabla 31.

Tasa de interés de oportunidad y valor actual

PARAMETRO
Tasa de Interés de Oportunidad (TIO) 20,50%
Valor Actual (WVNA) $ 50.044.105.069,23

Nota. En la presente el valor de la tasa de interés de oportunidad y el valor actual

6.5 Analisis De Resultados General de Costos

En este capitulo se realiz6 un analisis de los costos de inversion, se determing el valor comercial
de la grasa y se planted un panorama preliminar del escalamiento industrial del proceso de
interesterificacion enzimatica. En primer lugar se calculo el costo total de produccion aescala
piloto de la grasa interesterificada enziméaticamente, para lo cual se tuvo en cuenta el costo de
la materia prima, los servicios de vapor y mantenimiento, la mano de obra y los ensayos de
laboratorio realizados para el seguimiento y caracterizacion de la mezcla grasa, todo esto con
un costo total de $ 1°988.073,7.

Paralelamente, como se puede observar en la tabla 24, el precio del kilo de la mezcla grasa
obtenido por interesterificacion enzimatica representa una reduccién del 4,15% con respecto al
precio del kilo de la mezcla grasa obtenido por ruta quimica, esto se debe principalmente a que
este Ultimo posee un mayor costo en los servicios industriales, especificamente en el costo de
vapor, ya que la interesterificacién quimica utiliza altas temperaturas y condiciones de vacio.
Seguidamente, se observa que en la materia prima exceptuando los costos de los aceites, el
costo de la enzima Lipozyme TL IM es el més representativo, debido a que es el insumo con
mayor valor en el mercado y de este depende en gran parte los costos operativos. Por otro lado,
la interesterificacion enzimatica, trabaja a bajas temperaturas y a condiciones atmosféricas,
teniendo entonces, un menor consumo de servicios industriales por lo tanto un menor costo de
operacion, en el mismo orden de ideas, este proceso al ser mas simple permite obtener una
mayor produccion que con la interesterificacion quimica ya que esta Gltima posee una serie de
etapas las cuales alargan el proceso de produccion, por tal razon el costo de inversion, se

recupera en el primer afo.

Por ultimo, se realiz6 un analisis financiero del escalamiento industrial del proceso de
interesterificacion enzimatica, para determinar los costos de inversion, se planted un reactor

plug and play con una capacidad de planta de 24 tonelada/dia [2], con un lecho de 300 kg de
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enzima Lipozyme TL IM, la cual tendra una vida util de un mes, ademas de unos accesorios
como sensores de temperatura, valvulas, filtros, controlador de flujo, transmisor de presion y
bombas para un total de $799.242.850,12. Paralelamente se determinaron los ingresos teniendo
en cuenta el valor comercial de la grasa y los costos operacionales del proceso donde se tuvo
en cuento las materias primas, mantenimiento, mano de obra, servicios de vapor y energia
eléctrica. Lo anterior se proyectd por un tiempo de 5 afios, de acuerdo al IPC actual. Teniendo
en cuenta los resultados de los indicadores de bondad se puede afirmar que el proyecto tiene
una rentabilidad del 19,71%, por lo cual recupera la inversion inicial y ademas el proyecto
presenta un flujo de ingresos mayor al flujo de costo y gastos, lo cual se ve reflejado en la

relacion costo/beneficio.
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron las variables del proceso de interesterificacién enzimatica mediante la revision
bibliogréafica usando bases de datos como Science Direct, Springer link y articulos relevantes
encontrados para el estudio durante el desarrollo de la investigacion. Dentro de las variables
del proceso definidas, se encuentra: la temperatura, el tiempo de reaccion. % p/p de

enzima/sustrato y velocidad de agitacion

Se determinaron las condiciones de operacion para la obtencion de una mezcla base para la
elaboracion de margarinas por medio de interesterificacién enzimatica de acuerdo al resultado
del disefio de experimentos factorial, se obtuvieron los mejores resultados en el rango de 60,00-
65,00°C, con 5,00-8,50% p/p de enzima/sustrato, 4 h de reaccién y 600 RPM

Se caracterizd la mezcla de aceites antes y después de la reaccidn, inicialmente el perfil de
solidos de la mezcla obtenida por interesterificacion enzimatica, arrojo que esta no presenta
buenas propiedades de esparcibilidad, posee resistencia a la exudacién de aceite a temperatura
ambiente y no funde por completo a temperatura corporal. Paralelamente el perfil de acidos
grasos indica que la mezcla grasa se puede catalogar como una grasa cero trans debido a que
el porcentaje de estos acidos se encuentra por debajo del 0.50 %. Ademas, se puede afirmar
que el indice de acidez de la grasa aumenta con el proceso de interesterificacion enzimatica, en
las mezclas obtenidas este parametro fue superior al 2,00%, por ende, es necesario someter la

mezcla grasa a un proceso de desodorizacién para hacerla apta para consumo humano.

Se evaluaron los costos de produccion de la mezcla de aceites interesterificada
enzimaticamente, en primera instancia, a escala piloto donde se obtuvo un costo total de
produccion de $1°988.073,7 donde se incluyen los costos directos de la materia prima y los
costos indirectos que involucran mano de obra, servicios industriales y mantenimiento. De la
misma manera, se evaluo el proyecto de interesterificacién enzimatica a escala industrial y se
determind que es viable econdmicamente ya que posee una rentabilidad del 19,71%,
obteniendo una relacion costo-beneficio de 8,91, lo cual la hace competitiva frente a la

interesterificacion quimica.
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GLOSARIO

Glicerol: se trata de un compuesto liquido a temperatura ambiente, viscoso, incoloro, inodoro
y ligeramente dulce. La presencia de los tres grupos hidroxilo le hace ser higroscépico,
facilmente soluble en agua y alcoholes, ligeramente soluble en disolventes organicos como
éteres y dioxanos, e insoluble en hidrocarburo [37]. Se obtiene principalmente de la
saponificacion de las grasas o procesos de obtencion de biodiesel.

Triglicérido: un triglicérido es una molécula que combina tres acidos grasos con una molécula
de glicerol (Figura 78) y seguin el tipo de &cidos grasos que este contenga, se divide en saturados
e insaturados. Los aceites vegetales y las grasas (animales y vegetales) son mezclas de
triglicéridos. Los triglicéridos poseen propiedades nutricionales Unicas y constituyen los
nutrientes energéticos por excelencia (la oxidacién completa de los acidos grasos provee 9
kcal/g, cifra que es mayor al doble del valor calérico de carbohidratos y proteinas (4 kcal/g)
[38].

Figura 78.

Estructura de un Triglicérido
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Nota. La figura muestra las posiciones de los éacidos grasos del
triglicérido unido a una molécula de glicerol. Tomado de Effects of
Plant Oil Interesterified Triacylglycerols on Lipemia and Human
Health

Aceites y grasas: las grasas y aceites vegetales estan constituidos principalmente por mezclas
de triglicéridos y hacen parte del grupo de los lipidos, que son biocompuestos que se
caracterizan por ser insolubles en agua. La diferencia principal entre un aceite y una grasa es
por su estado fisico, caracteristica que depende de su composicion. Los aceites son sustancias
liquidas a temperatura ambiente (20°C) debido a que presentan una mayor proporcién de acidos
grasos insaturados mientras que las grasas son sélidas o semisolidas a temperatura ambiente

(20°C) ya que tienden a ser saturadas [39].
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Acido graso: los 4cidos grasos son acidos organicos que se encuentran presentes en las grasas,
en ocasiones libres debido a la alteracion lipolitica y casi siempre esterificando al glicerol y
eventualmente a otros alcoholes. Son generalmente de cadena lineal y tienen un nimero par de
atomos de carbono. Estos son constituyentes fundamentales de la gran mayoria de los lipidos,

hasta el punto de que su presencia es casi definitoria de esta clase de sustancias.

<<Los &cidos grasos se clasifican segun su grado de saturacion, en primer lugar estan los acidos
grasos saturados, los cuales no presentan dobles enlaces en su cadena hidrocarbonada, por otro
lado se encuentran los acidos grasos insaturados los cuales presentan dobles enlaces en la
cadena carbonada. En la naturaleza, los &cidos grasos insaturados presentes en los aceites y
grasas vegetales se encuentran en configuracion cis. Esta se encuentra definida por la ubicacion
de los atomos de hidrégeno de los carbonos involucrados en los dobles enlaces, encontrandose
ambos del mismo lado de la cadena carbonada. Esta configuracion le confiere a la estructura
de la molécula una cierta torsion, dificultando asi que puedan ajustarse a una red cristalina,

caracterizandose las mismas por poseer bajos puntos de fusion>> [40].

Fosfolipidos: “son moléculas formadas por un alcohol unido a dos &cidos grasos y un grupo
fosfato, se caracterizan por ser antipaticas debido a que poseen un dominio hidrofilico y otro
hidréfobo, son agentes emulsionantes y agentes superficiales activos™ [41].

Esteroles: los esteroles son una clase de esteroides, lipidos no saponificables que se
caracterizan por tener como grupo funcional un alcohol OH, posee cuatro anillos, tres de los
cuales son hexagonales y uno pentagonal, que en conjunto reciben el nombre especifico de
ciclopentanoperhidrofenantreno. Los esteroles ayudan a la sintesis de hormonas esteroideas y

vitaminas las cuales son solubles en grasas [42].

Aceite RBD: un aceite RBD, como lo indica sus siglas es un aceite crudo vegetal el cual ha
sido sometido a un proceso de Refinado, Blanqueado y Desodorizado, con el fin de eliminar el
contenido de &cidos grasos, humedad e impurezas y a su vez modificar el color del aceite,
manteniendo la mayoria de las propiedades nutricionales y funcionales segun el tipo de aceite
vegetal [43].

Monoglicéridos y Diglicéridos: los monoglicéridos, diglicéridos, y triglicéridos se clasifican
como ésteres —compuestos creados por la reaccion entre un acido organico y un alcohol que
liberan agua (H20O) como un subproducto. Los acidos grasos estan unidos al glicerol por el

enlace éster [44].
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Grasas Trans: las grasas trans son acidos grasos insaturados que contienen uno o mas enlaces
dobles en una configuracion trans, por lo general se producen por la hidrogenacién parcial de
aceites vegetales para la formacion de grasas semisélidas que se emplean en la elaboracion de
margarinas. Aungue las grasas trans poseen caracteristicas como mayor estabilidad oxidativa,
mayor solidez y maleabilidad, estas poseen diversos efectos adversos a la salud humana sobre
todo en la aparicién de enfermedades cardiovasculares [7]. La figura 79 presenta las estructuras
tridimensionales de los acidos grasos, segun su clasificacion saturadas, insaturadas cis e

insaturada trans.

Figura 79.

Estructuras tridimensionales de los acidos grasos

(b)

(c)

Nota. En la fig. 2 (a) se tiene el &cido graso saturado, en la fig.
(b) se presenta el &cido graso insaturado en la posicion cis y en
la fig. (c) se presenta el acido graso insaturado en la posicién
trans. Tomado de: C. Pacheco, Cinética de Ia
Interesterificacion Enzimética de Aceites Vegetales, Tesis De
Doctor En Ingenieria Quimica. Universidad Nacional Del Sur,
p.p. 4. 2012.
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ANEXOS
ANEXO 1.

PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA MEZCLA GRASA SIN REACCIONAR
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Gestion de Calidad
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Pico Tiempo Area Component Norm. Area
#  [min] {4V s] Name %]
1 6.08 5403.52 C8 (CAPRILICO) .0.45
2 6.32 6238.63 C10 (CAPRICO) 0.52
3  6.71 93564.63 C12:0 (LAURICO) 7.5
4  7.36 42775.79 C14 (MIRISTICO) 3.54
5 783 675.86 C15 (PENTADECANOATO) ~ 0.06
6 843 471115.65 C16 (PALMITICO) 39.02
8 9.02 1332.34 C16:1 0.11
9 920 1275.48 C17:0 0.11
10 10.20 70220.89 C18 (ESTEARICO) 5.82
12 11.04 407635.76 C18:1 (OLEICO) 33.76
12.07 5770.45 TRANS DEFINIDOS 0.48
15 1243 93497.563 C18:2 LINOLEICO 7.74
16 13.23 4748.65 C20:0 (ARAQUIDICO) 0.39
17 1446 3156.03 C18:3N3 (LINOLENICO) 0.26
1207411.20 100.00
Group Report For : TRANS DEFINIDOS
Pico Tiempo - Area Component Norm. Area
#  [min} [pV-s] Name [%]
7 8.94 28210 C16:1T 4.89
11 10.76 1424.15 C18:1N9T (ELAIDICO) 24.68
13  12.07 2108.29 C18:2 6T (LINOELAIDICO) 36.54
14  12.20 1955.91 C18:2 117 (LINOELAIDICO) 33.90
5770.45 100.00

ELABORADO POR:

FIRMA:
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ANEXO 2.

PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA REPLICA DEL EXP 4
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PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Pico Tiempo  Area Component Norm. Area
# [mn]  [WV-§ Name (%]
1 605  7747.68 C8(CAPRILICO) 0.43
2 627  9536.42 C10(CAPRICO) 0.53
3 662 143002.63 C12:0 (LAURICO) : 797
4 721 64329.99 C14 (MIRISTICO) 3.58
5 7865 952.75 G15 (PENTADECANQCATO) 0.05
6 820 695571.59 C16 (PALMITICO) 38.74
8 872 151229 C16:1 0.08
9 892 1870.88 C17:0 0.10
10 952 241,63 C17:1 0.01
11 9.83 104400.72 C18 (ESTEARICO) 5.82
13 1057 611733.57 C18:1 (OLEICO) 34.07
1149  6636.58 TRANS DEFINIDOS 0.37
16 11.81 135570.12 C18:2 LINOLEICO 7.55
17 1269  6862.07 C20:0 (ARAQUIDICO) 0.38
18 1375  3554.25 C18:3N3 (LINOLENICO) 0.20
19 1761  1787.47 C22:0 (BEHENICO) 0.10
1795310.65 100.00

© Group Report For : TRANS DEFINIDOS

Pico Tiempo Area Component Norm. Area
#  [min] [uVvs] Name [%]

7 864 13546 C16:1T 2.04
12 10.31 3330.60 C18:1N9T (ELAIDICO) 50.32

14 11.49 1630.12 C18:2 6T (LINOELAIDICO) 24.56
15 11.60 1531.41 C18:2 11T (LINOELAIDICO) 23.08

6636.58 100.00

ELABORADQ PCR:

FIRMA:
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ANEXO 3.
PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL EXP 7
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PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Pico Tiempo  Area Component . Norm. Area

#  [min] WV Name [%]
1 605 823414 C8(CAPRILICO) 0.43
2 627 10256.18 C10 (CAPRICO) 0.53
3 6.62 15529046 C12:0 (LAURICO) 8.05
4 721 71050.38 C14 (MIRISTICO) 3.68
5 764 746.48 C15 (PENTADECANOATO) 0.04
6 820 773830.00 C16 (PALMITICO) 40.11
8§ 872 1666.48 C16:1 0.09
9 891 188429 C17:0 0.10
11 983 116601.43 C18(ESTEARICO) 6.04
10.32  5937.16 TRANS DEFINIDOS 0.31
13 1057 626763.98 C18:1(OLEICO) 3249
16 11.81 144734.14 C18:2 LINOLEICO 7.50
17 1268  8003.60 C20:0 (ARAQUIDICO) 0.41
18 1373 4212.68 C18:3N3 (LINOLENICO) 0.22
1929211.41 100.00

Group Report For : TRANS DEFINIDOS

Pico Tiempo Area Component Norm, Area
¥ [min] [UV§) Name [%}
7 865 16379 Cl6AT 276
12 10.32 3254.08 C18:1N9T (ELAIDICO) 54.81

14 11.48 1244.45 C18:2 6T (LINOELAIDICO) 20.96
15 1159 1274.85 C18:2 11T (LINOELAIDICO) 2147

5937.16 100.00

ELABORADO POR:

FIRMA:
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ANEXO 4.

FICHA TECNICA ENZIMA LIPOZYME TL IM

= EM Page 1/7
CHEMICALS, INC. Safety Data Sheet
according to OSHA HCS
Printing date 07/18/2021 Reviewed on 07/14/2021
1 Identification
- Product name

- Trade name: Lipozyme® TL IM
- Item number: 06-3155

- Details of the supplier of the safety data sheet
- Manufacturer/Supplier:

Strem Chemicals, Inc.

7 Mulliken Way

NEWBURYPORT, MA 01950

US4

info@strem.com

- Information department: Technical Department

- Emergency telephone number:

EMERGENCY: CHEMTREC: + 1 (800) 424-9300
During normal opening times: +1 (978) 499-1600

2 Hazard(s) identification

- Classification of the substance or mixture
The product is not classified according to the Globally Harmonized System (GHS).

- Label elements

- GHS label elements not applicable
* Hazard pictograms not applicable
- Signal word not applicable

- Hazard statements not applicable

- Prec 47, ry e £
P235 Keep cool.
P262 Do not get in eves, on skin, or on clothing.
P280 Wear protective gloves/protective clothing/eve protection/face protection.

P305+P351+P338 If in eyes: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present
and easy to do. Continue rinsing.
P403+P233 Store in a well-ventilated place. Keep container tightly closed.
P501 Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/international
regulations.
- Classification system:
- NFPA ratings (scale 0 - 4)

0 Health = 0
Fire=0
0 Reactivity = 0
- HMIS-ratings (scale 0 - 4)

Bl O Health = 0
FIRE 10} Fire=0
REACTIVITY [0]| Reactivity =

- Other hazards

- Results of PBT and vPvB assessment
- PBT: Not applicable.

- vPyB: Not applicable.

us —
(Contd. on page 2)
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Page 2/7

CHEMICALS, INC. Safety Data Sheet
according to OSHA HCS

Printing date 07/18/2021 Reviewed on 07/14/2021

I Trade name: Lipozyme® TL IM

(Contd. of page 1)

3 Composition/information on ingredients

- Chemical characterization: Mixtures
- Description: Mixture of the substances listed below with nonhazardous additions.

- Dangerous components: not applicable

4 First-aid measures

- Description of first aid measures
- General information: No special measures required.
- After inhalation: Supply fresh air, consult doctor in case of complaints.
- After skin contact: Generally the product does not irritate the skin.
- After eye contact: Rinse opened eye for several minutes under running water. Then consult a doctor.
- After swallowing: If symptoms persist consult doctor.
- Information for doctor:
- Most important symptoms and effects, both acute and delayed No fiirther relevant information available.
- Indication of any immediate medical attention and special freatment needed
No further relevant information available.

5 Fire-fighting measures

- Extinguishing media

- Suitable extinguishing agents: Use fire fighting measures that suit the environment.

- Special hazards arising from the substance or mixture No firrther relevant information available.
- Advice for firefighters

- Protective equipment: No special measures required.

6 Accidental release measures

- Personal precautions, protective equipment and emergency procedures Not required.
- Environmental precautions: Do not allow to enter sewers/ surface or ground water.
* Methods and material for containment and cleaning up:
Dispose contaminated material as waste according to item 13.
- Reference to other sections
See Section 7 for information on safe handling.
See Section 8 for information on personal protection equipment.
See Section 13 for disposal information.
- Protective Action Criteria for Chemicals
"PAC-1:
None of the ingredients is listed.
" PAC-2:
None of the ingredients is listed.
*PAC-3:
None of the ingredients is listed.

US =
(Contd. on page 3)
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Page 3/7

CHEMICALS, INC. Safety Data Sheet
according to OSHA HCS

Printing date 07/18/2021 Reviewed on 07/14/2021

| Trade name: Lipozyme® TL IM |

(Contd. of page 2)

7 Handling and storage

- Handling:
- Precautions for safe handling No special measures required.
- Information about protection against explosions and fires: No special measures required.

- Conditions for safe storage, including any incompatibilities

- Storage: Keep cool.

- Requirements to be met by storerooms and receptacles: No special requirements.

- Information about storage in one common storage facility: Not required.

- Further information about storage conditions: DO NOT FREEZE

- Recommended storage temperature: Store at temperatures not exceeding 4 °C. Keep cool.
- Specific end use(s) No fiirther relevant information available.

8 Exposure controls/personal protection

- Additional information about design of technical systems: No further data; see item 7.

- Control parameters

- Components with limit values that require monitoring at the workplace:
The product does not contain any relevant quantities of materials with critical values that have to be monitored at
the workplace.

- Additional information: The lists that were valid during the creation were used as basis.

- Exposure controls
- Personal protective equipment:
- General protective and hygienic measures:
The usual precautionary measures for handling chemicals should be followed.
- Breathing equipment: Not required.
- Protection of hands:

Protective gloves

The glove material has to be impermeable and resistant to the product/ the substance/ the preparation.
Due to missing tests no recommendation to the glove material can be given for the product/ the preparation/ the
chemical mixture.
Selection of the glove material on consideration of the penetration times, rates of diffiision and the degradation

- Material of gloves
The selection of the suitable gloves does not only depend on the material, but also on firther marks of quality and
varies from manufacturer to manufacturer. As the product is a preparation of several substances, the resistance
of the glove material can not be calculated in advance and has therefore to be checked prior to the application.

- Penetration time of glove material
The exact break through time has to be found out by the manufacturer of the protective gloves and has to be
observed.

- Eye protection: Safety glasses

us—
(Contd. on page 4)
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CHEMICALS, INC.

Printing date 07/18/2021

Safety Data Sheet
according to OSHA HCS

Page 4/7

Reviewed on 07/14/2021

| Trade name: Lipozyme® TL IM

(Contd. of page 3)

9 Physical and chemical properties

- Information on basic physical and chemical properties

- General Information
- Appearance:
Form: Granulate
Color: Whitish
- Odor: Characteristic
- Odor threshold: Not determined.
- pH-value: Not applicable.
- Change in condition
Melting point/Melting range: Undetermined.
Boiling point/Boiling range: Undetermined.
- Flash point: Not applicable.

- Flammability (solid, gaseous):

Product is not flammable

- Ignition temperature:

Decomposition temperature:

Not determined.

- Other information

- Auto igniting: Product is not selfigniting.
- Danger of explosion: Product does not present an explosion hazard.
- Explosion limits:
Lower: Not determined.
Upper: Not determined.
- Vapor pressure: Not applicable.
- Density: Not determined.
- Relative density Not determined.
- Vapor density Not applicable.
- Evaporation rate Not applicable.
- Solubility in / Miscibility with
Water: Insoluble.
- Partition coefficient (n-octanol/water): Not determined.
- Viscosity:
Dynamic: Not applicable.
Kinematic: Not applicable.
- Solvent content:
Organic solvents: 0.0%
VOC content: 0.0g/1/0.00 Ib/gl

No further relevant information available.

- Chemical stability

10 Stability and reactivity

- Reactivity No fiirther relevant information available.

- Thermal decomposition / conditions to be avoided: No decomposition if used according to specifications.
- Possibility of hazardous reactions No dangerous reactions known.
- Conditions to avoid No fiirther relevant information available.

(Contd. on page 5)
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- Incompatible materials: No further relevant information available.
- Hazardous decomposition products: No dangerous decomposition products known.

11 Toxicological information

- Information on toxicological effects

- Acute toxicity:

- Primary irritant effect:

- on the skin: No irritant effect.

- on the eye: No irritating effect.

- Sensitization: No sensitizing effects known.

- Additional toxicological information:
The product is not subject to classification according to internally approved calculation methods for
preparations:
When used and handled according to specifications, the product does not have any harmfil effects according to
our experience and the information provided to us.

- Carcinogenic categories
- IARC (International Agency for Research on Cancer)
None of the ingredients is listed.

- NTP (National Toxicology Program)
None of the ingredients is listed.

- OSHA-Ca (Occupational Safety & Health Administration)
None of the ingredients is listed.

12 Ecological information

- Toxicity
- Aquatic toxicity: No further relevant information available.
- Persistence and degradability No further relevant information available.
- Behavior in environmental systems:
- Bioaccumulative potential No further relevant information available.
- Mobility in soil No fiirther relevant information available.
- Additional ecological information:
- General notes:
Water hazard class 1 (Self-assessment): slightly hazardous for water
Do not allow undiluted product or large quantities of it to reach ground water, water course or sewage system.
- Results of PBT and vPvB assessment
- PBT: Not applicable.
- vPyB: Not applicable.
- Other adverse effects No firther relevant information available.

13 Disposal considerations

- Waste treatment methods
- Recommendation: Disposal must be made according to official regulations.

(Contd. on page 6)
US =
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- Uncleaned packagings:
- Recommendation: Disposal must be made according to official regulations.

14 Transport information

- UN-Number

- DOT, ADN, IMDG, IATA not regulated

- UN proper shipping name

- DOT, ADN, IMDG, IATA not regulated

- Transport hazard class(es)

-DOT, ADN, IMDG, IATA

- Class not regulated

- Packing group

-DOT, IMDG, IATA not regulated

- Environmental hazards: Not applicable.

- Special precautions for user Not applicable.

- Transport in bulk according to Annex II of
MARPOL73/78 and the IBC Code Not applicable.

- UN "Model Regulation": not regulated

15 Regulatory information

- Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture
- Sara

- Section 355 (extremely hazardous substances):
None of the ingredients is listed.

- Section 313 (Specific toxic chemical listings):
None of the ingredients is listed.

- TSCA (Toxic Substances Control Act):
All ingredients are listed.

- Proposition 65

- Chemicals known to cause cancer:
None of the ingredients is listed.

- Chemicals known to cause reproductive toxicity for females:
None of the ingredients is listed.

- Chemicals known to cause reproductive toxicity for males:
None of the ingredients is listed.

- Chemicals known to cause developmental toxicity:
None of the ingredients is listed.

(Contd. on page 7)
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- EPA (Environmental Protection Agency)

None of the ingredients is listed.

- TLV (Threshold Limit Value established by ACGIH)

None of the ingredients is listed.

- NIOSH-Ca (National Institute for Occupational Safety and Health)

None of the ingredients is listed.

- GHS label elements not applicable
- Hazard pictograms not applicable
- Signal word not applicable

- Hazard statements not applicable

- Precauti y stat ts
P235 Keep cool.
P262 Do not get in eves, on skin, or on clothing.
P280 Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face protection.

and easy to do. Continue rinsing.

- National regulations:

- Water hazard class: Water hazard class 1 (Self-assessment): slightly hazardous for water.
- Chemical safety assessment: A Chemical Safety Assessment has not been carried out.

P305+P351+P338 If in eyes: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present

P403+P233 Store in a well-ventilated place. Keep container tightly closed.
P501 Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/international
regulations.

16 Other information

specific product features and shall not establish a legally valid contractual relationship.

- Department issuing SDS: Technical Department.
- Contact: Technical Director

- Date of preparation / last revision 07/18/2021 / -
- Abbreviations and acronyms:

Carriage of Dangerous Goods by Road)

IMDG: International Maritime Code for Dangerous Goods

DOT: US Department of Transportation

IATA: International Air Transport Association

ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
EINECS: European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances
ELINCS: European List of Notified Chemical Substances

CAS: Chemical Abstracts Service (division of the American Chemical Society)
NEPA: National Fire Protection Association (USA)

HMIS: Hazardous Materials Identification System (US4)

VOC: Volatile Organic Compounds (US4, EU)

PBT: Persistent, Bioaccumulative and Toxic

VPVB: very Persistent and very Bioaccumulative

NIOSH: National Institute for Occupational Safety

OSHA: Occupational Safety & Health

TLV: Threshold Limit Value

PEL: Permissible Exposure Limit

REL: Recommended Exposure Limit

This information is based on our present knowledge. However, this shall not constitute a guarantee for any

ADR: Accord européen sur le transport des marchandises dangereuses par Route (European Agreement concerning the International

136

Us -



ANEXO 5.
FUNCIONAMIENTO PLANTA PILOTO SEGUN INSTRUCTIVO EN SIGRA S.A

Comprobacion Del Panel De Control De La Planta Piloto
Antes de realizar los ensayos, es de suma importancia verificar el correcto funcionamiento del

panel de control de la planta piloto para ello se deben seguir los siguientes pasos:

- Encender el panel de control colocando el switch en “ON”, seguido a esto se debe encender
la pantalla del control de temperatura.

- Verificar que el variador de rpm del agitador del reactor, encienda su pantalla.

- Encender el agitador de la planta piloto, colocando el switch del mismo en posicion “ON”,
seguido a esto, el agitador del reactor se debe activar.

- Colocar el switch del agitador en posicion “OFF”, seguidamente el agitador del reactor debe
apagarse.

- Colocar el switch del panel de control en posicion “OFF”, posteriormente la pantalla del

control de temperatura y la pantalla del variador de rpm, deben apagarse.

Comprobacion De Las Lineas De Servicio De La Planta Piloto

Para realizar los ensayos en la planta piloto, esta debe contar con servicios como vapor, agua
fria y sistema de vacio, para verificar la disponibilidad de los mismos se deben realizar los

siguientes pasos:

- Encender el panel de control, siguiendo el proceso descrito en el numeral 4.1.1

- En la pantalla donde se verifica la temperatura del reactor, con el boton de aumentar
temperatura colocar un set point de 60°C.

- Abrir manualmente, las valvulas de suministro de vapor y retorno de condensados.

- Ubicar el switch de enfriar/calentar en posicion “Calentar”, seguidamente se debe observar
en el panel de control que la temperatura del reactor aumenta.

- Una vez se compruebe el correcto funcionamiento del sistema de calentamiento, cerrar las
valvulas del suministro de vapor y retorno de condensados.

- En la pantalla donde se verifica la temperatura del reactor, con el boton de disminuir
temperatura colocar un set point de 30°C.

- Abrir manualmente, las valvulas de suministro de agua fria y retorno de agua.
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- Ubicar el switch de enfriar/calentar en posicion “Enfriar”, seguidamente se debe observar en
el panel de control que la temperatura del reactor disminuye.

- Una vez se compruebe el correcto funcionamiento del sistema de enfriamiento, cerrar las
valvulas del suministro de agua fria y retorno de la misma.

- Abrir la valvula de vacio muy lentamente, evitando una subida repentina de la presion
indicada en el vacuémetro.

- El sistema se considerara como presurizado una vez que el vacuémetro indique una presion

de vacio minima de 520 mmHg.

Comprobacion Del Estado Del Reactor De A Planta Piloto

Es de suma importancia comprobar el estado interior del reactor de la planta piloto siguiendo

los pasos que se describen a continuacion:

- Abrir la valvula de descarga de producto para comprobar que el reactor se encuentre vacio,
en caso que no fluya producto, cerrar la valvula.

- En caso de no tener seguridad del estado de limpieza del reactor, se debe realizar un lavado,
agregando 3 kg de agua caliente a través de la entrada de materia prima, colocar una
temperatura de 90 °C y agitacién constante por 15 minutos.

- Una vez transcurrido el tiempo, abrir la valvula de descarga del producto y colocar un
recipiente para recibir el agua de salida.

- Someter el reactor a presion de vacio como se presenta en el numeral 4.1.2.

- Abrir la valvula de adicion de materias primas.

- Se debe evidenciar la succién que ejerce el sistema por medio de la entrada de las materias
primas, esto comprueba que el sistema de vacio esta funcionando correctamente.

- Cerrar la valvula del sistema de vacio.

- Cerrar la valvula de entrada de materias primas.

Limpieza De La Planta Una Vez Finalizado EIl Ensayo

Una vez se finaliza un ensayo en la planta piloto, se debe realizar inmediatamente una limpieza
del reactor, esto con el fin de evitar que la grasa dentro del mismo se empaste y provoque

taponamiento de las entradas y salidas del reactor.
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- Cargar el reactor con 3 kg de agua por medio de la entrada de materia prima.

- Conectar la manguera del sistema de vacio a la entrada de materia prima del reactor.

- Colocar un setpoint de temperatura de 90 °C, siguiendo el proceso descrito anteriormente

- Encender el agitador y dejar el sistema con agitacion constante.

- Dejar el reactor en estas condiciones por 15 minutos.

- Colocar un recipiente a la salida de la valvula de salida del reactor.

- Colocar el switch del agitador del reactor en posicion “OFF”

- Abrir la valvula de salida del reactor y recoger la cantidad de agua que sale del reactor.

- Realizar tres lavados siguiendo los pasos anteriores.

- En la entrada del sistema de vacio, agregar un poco de agua.

- Cerrar la entrada del sistema de vacio con la manguera de la misma.

- Dejar el reactor con calentamiento a 60 °C, agitacion y vacio, por 15 minutos.

- Colocar un recipiente a la salida de la valvula de salida del reactor.

- Colocar el switch del agitador del reactor en posicion “OFF”.

- Cerrar la vélvula de vacio y abrir la valvula de adicion de entrada de materia prima, una vez
se observe la despreurizacion del reactor, cerrar la valvula de adicion de materia prima.

- Abrir la valvula de salida del reactor y recoger la cantidad de agua que sale del reactor

- Cerrar la valvula de salida del reactor.

- Cerrar todas las valvulas de las lineas de servicio.

- Desconectar la manguera del sistema de vacio para descargar el agua que se encuentra dentro

de la misma.
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ANEXO 6.

RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones se recomienda variar la velocidad de agitacion en el sistema,
puesto que, de esta depende la interaccion entre el sustrato y sitio activo de la enzima, ademas,
verificar que el sistema de agitacion del reactor sea tipo axial, para garantizar el contacto

enzima-sustrato por la turbulencia del aceite.

Se recomienda evaluar el uso de tamices moleculares para disminuir la cantidad de agua del
sistema, y asi mismo la presencia de &cidos grasos libres de la mezcla grasa.

Se propone evaluar un proceso de pre-tratamiento de la enzima, para garantizar su activacion
completa, y disminuir la cantidad de agua de la misma, la cual puede favorecer la hidrolisis del

aceite, afectando la vida Gtil del producto.

Se recomienda evaluar el proceso de post-tratamiento de la enzima, garantizando que no se
retenga aceite en el medio enzimatico, ya que este factor influye en la eficiencia de la misma
al ser reutilizada en diferentes ciclos de reaccién y de igual modo de la reutilizacion de la

enzima depende los costos operativos del proceso.

Estudiar el proceso de interesterificacion enzimatica en otros tipos de reactores, como de lecho
fijo o de flujo continuo, bien sea en el disefio o en la parte operativa del proceso.
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