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RESUMEN

En el presente trabajo se deskdran estudio experimental con el fin eealuar el proceso de
interesterificacion enzimatica de una mezcla de aceikgetalepara la obtencid de una
mezcla grasa aptpara la elaboraciéon de margarind@mando como based parametros
fisicoquimicos establecidos por la compafiia SIGRA S.A los cuales son curva de golidos

punto de fusion

En primer lugar, para identificar las variables mas importantes de la reaccién de
interesterificacién enzimatica, se realiz6 una investigacion basada principalmente en articulos
y tesis, obtenidos de bases de datos como Science Direct y Springer Link, losleb&as

estar encaminados hacia la interesterificacion de aceites vegetales para su aplicacion en la
elaboracién de margarinas y sobre el uso de la enzima Lipozyme TL IM, ya que este
biocatalizadoes una de las enzimas mas importantes y reconocidas en laitndasiceites

y grasas.

Una vez recopilada la informacion, se propuso un disefio de experimémos &l fin de

analizar el efectdelas variables (Porcentaje de enzima/sustrato y temperatura) sobre el perfil

de solidos de la mezcla grasa interestexife;, donde la agitacion y tiempo de reaccion se
mantuvieron constantes. Para este disefio de experimentos se manejé un rango de porcentaje
enzima/sustrato del,20-8,50% (+/- 0,05), y un ango de temperatura de,80-70,00°C (+/-

0,50), donde se obtuvo upntal de 9 experimentos donldes mejores condicioneke reaccion

se encontraron en el rango de 5,08 %0 % p/p de la enzima (3,05 y 60,00-65,00°C (+-

0,50).

Secaracterizda mezcla sin interesterifar e interesterificad&niendo en cuenta laguientes
propiedades fisicoquimicas comecidez 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 solidos el cual hace referencia al comportamae la grasa a distintas temperaturas

y la cromatografia de &cidos grasos el cual mide el porcentaje de los acidos grasos de la
muestra. En paralelo, se determinaron lososodel proceso de interesterificacion enzimatica

con el fin de identificar suiabilidad en la industria.

PALABRAS CLAVE: InteresterificacionLipozyme TL IM, Contenido de Grasa Sdlida,
Hidrolisis, Triglicéridos, Acidez, Punto deusion, Perfil de Acidos Grasos,
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INTRODUCCION

SIGRA S.A. es una compafia colombiana dedicada a la piodugacomercializacion de

aceites y grasas para la industria panificadora y pastelera. Dentro de sus operaciones se destaca
la transformaidn de aceites vegetales crudios, cuales se someten a un proceso de refinado

para la obtencion de aceites comessldiendo estos productos intermedios para la elaboracién

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 gtoson el fin de obtener un

producto con propiedades deseables como textura, consistencia, arenosidad y capacidad de

esparcimiento.

La aplicacion de estos étodos para la modificacion de aceifgsra la produccion de
margrinas y grasas especiales, requiere de-fpastmientos los cuales generan mermas
inherentes en el procesdna de las tecnologias tradicionales que se usa actualmente es la
interesterificacién quimica, qu®or la naturaleza del catalizador utilizagerera jabones y

color, por lo que se requiere un proceso con 4cido citrico para eliminar el contenido de jabones,
ocasionando unas mermas de alrededor 1¢i)-2,00% [2], ademas, debido al usce d
catalizadores quimicos, se genera color siendo necesario realizar un proceso extra de
blanqueamiento, en donde se agrega tdawficanteal aceite, para que este cumpla con los

pardmetros de calidad.

Teniendo en cuenta lo anterior, se plante6 evaluaroceso 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, confah de implementar un método sostenible para la modificacion de aceites
gue 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 isomeros trans].

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. Adser@®sentan logsultados

y diagnéstico 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 interesterificaciomzematica.
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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 obtencién de una mezcla semisélida por medio

de interesterificacion enziméatica.

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

elaboracion de margarinas por medio dergsterificacion 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 $250.000 millones, de los cOékés 46
corresponde a margarinas esparcibles y el resto a duras o de cocina. SIGRA S.A factura 70
toneladas de margarina al mes, lo que implica que tiene08b4del mercado[4].
Paralelamente, los aceites vegetales resultan ser la materia prima esencial para la elaboracion
de estos bienes de consumo usados en la industria panificadora y pastelera, no obstante, los
aceites y grasas deben ser sometidos a procesos de modificaémdicagqaomo la
interesterificacion, la cuglermite reordenar los acidos goa dentro de los triglicéridd$G)
de las formulaciones utzando diversas materias primaprocedimientos que posiltdn la

obtencion de texturasfyncionalidades particulas¢5].

La interesterificacion quimica ha venido complementando el proceso de hidrogenacion en estos
ultimos afos, sin embargo, debido al uso de catalizadoiesicosa elevadas temperaturas

facilita la formacion de jabones y de color, siendo necesario realizar operaciones de lavado con
acidos citrico para la remocién de jabon y adicion con tierra de blanqueo para la remocion del

color, generando pérdidds aceite inbrentes al proceso

Al evaluar el proceso de interesterificacion enzimatica, se reduciran los residuos en el proceso
ya que al ser una tecnologia limpia y siningjoos, no genera jabén y cold8].
Adicionalmente, el proceso no permite la formacion de transisorf@rasas Trans) debido al
empleo de lipasas las cuales realizan modificaciones selectivamente a temperaturas menores
en comparacion con la interesterificacion quimalateniendoasi como producto final una

mezclagrasa con propiedades deseables.

Losconocimientos integrales del Ingeniero Quimico permiten desarrollar este proyecto, puesto
gue cuenta con habilidades para el disefio de procesos para la modificacion fisicoquimica de
los aceites para la obtencién de productos con caracteristicas espeaoificass y viables
econdémicamente. 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
grasagunto con habilidades para la medicion de sus prapiesl 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 corfaestivasio
mision y vision, el proceso de refinado de aceites incluyendo los priesipapectos como

materia prima yrocesos de modificacion de aceites.
1.1 Proceso Productivo de SIGRA S.A

El proceso de produccidon que se lleva a cabo en SIGRA S.A para la elaboracion de sus
margarinas se ilustra en la figuradbnde se observa quepebceso comienza con la recepcion

de lamateria prima y respectivo almacenamiento, los diferentes aceitls @eisometen a un
proceso de refinacién y desodorizado para obtener aceiesstiblesa partir de esta etapa

inicia la modificacion de aceites para obtener grasas conepam®s deseables para la

elaborcion de margarina y finalmente su comercializay distribucion

Figura 1.

Proceso de produccion en SIGRA S.A

Recepcion y
Almacenamiento de
Aceites Crudos

Refinacion
(Pre-tratamiento y
Blanqueo)

Modificacién
de aceites

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

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

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

idea queproteja y transforme ahundo|[6]

1.3 Certificaciones

SIGRA S.A, cuenta con las siguientes certificaciones comBegbnocimiento PREAD
Categoria ELITECertificacion 1ISO 9001:201 % ertificacion KOSHERy Buenas practicas de

innovacion[6].

1.4 Proceso De Refinacion de Aceites Vegetales

El proceso de refinacion engloba una serie de etapas necgsar@smiten la eliminacion de
fosfolipidos, acidos grasos libres, pigmentos, sabores, olores e impurezas en el aceite de uso
alimentario, aontinuacionse describe cada una de las etapas presentes en el proaesio pa

caso del aceite de palma:

1.4.1 Procesode Desgomado

Es la primera etapa del proceso de refinacion, permite la eliminacion de géosfipidos,

lo cual es esencial debido a que aumenta la inestabilidad del producto y puede aportar turbidez
debido a la formacién de precipitados, ademas que la presencia de estas sustancias en procesos
posteriores como el desodorizado puedegatr un color oscuro indeado, B 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 agitafipn

1.4.2 Proceso de Blanqueado

La etapa de blanqueo es la egeala de reducir las sustancias que provocan coloracion en el
aceite como los carotenos, clorofilas, sales metéalicas, peroxidos, acidos 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 de0,81 kg de tierra de blanqueo por 100 kg de aceite dfido
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1.4.3 Proceso de Desodorizado

Es la dltima etapa de la refinacidn, consiste en un proceso de destilado para la eliminacion 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 saedataluna corriente de vapor a

alta temperatura que logagrastrar loxompuestos indeseados y posteriormente pasar a una

fase de enfriamiento para conservar las propiedades naturales dgBaceite

1.5 Métodos de Modificacion de Aceites y Grasas

La modificacidon de las grasas es una de las areas mas importanteteequamica aplicada

puesto que los aceites vegetales en su forma original poseen aplicaciones lim#adas. L
distribuciéon de los triglicéridos y la composicién en &cidos grasos, ateegacteristicas
especificas y defimelas propiedades fisicoquimicag dina mezcla grasastas caracteristicas
pueden ser modificadas mediante diferenf@®cesos como la hidrogenaciona
interesterificaciony el fraccionamiento de los aceitessi mismo estos procesos permiten
aprovechar las diferentes mezclas de grasadandolesin valor agregado paser 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 procesle fraccionamiento, en este caso de aceite de palma, es de suma
importanciadescribir la composicion que tiene este tipo de aceite y porque es ideal en este
proceso. A temperatumbienteel aceite de palma es una grasaisolida, que consiste de
una mecla de triglicéridos saturados e insaturados cuya proporcion depende del origen y tipo
de aceitetodosestos triglicéridos poseeliferentes puntode fusion y formas de cristalizacion.

El fraccionamiento, es un proceso w@dificacion donde los triglicéridos del aceite son
separados como una mezcla de cristalizacion parcial en una fase liquida (Cdeinapyfase

sélida (Estearina).El fraccionamiento en seco estd compuesto por dos operaciones
fundamentales, el enfriamiento y la seqzéon 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 etearina 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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gue puede quedar oleina retenida, en la torta de estearinpoestogeneradepende del

equipo que se utilice y de su correcta operacion.

1.5.2 Hidrogenacion

La hidrogenacion de aceites es un proceso en el cual por medio de adicion de gas hidrégeno se
saturan los dobles enlaces de la cadena carbonada del acido graso utilizando un catalizador a
base de niquel o metales nobj&&], esto con el fin de mejorar la estabilidad oxidativa y
modificar las propiedades fisicoiapicas del aceite obteniendo una grasa semisélida para
posteriores aplicaciones industriales como elaboracion de margarinas, grasas comestibles,
grasas para freir, grasas especiales entre. diroda figura 2 se observa la reaccion de
hidrogenacion, la adon de hidrogeno permitemper el doble enlace, transformando el acido

graso insaturado en 4cido graso saturado.
Figura 2.

Hidrogenacién de un acido 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 presentattansformacién den acido graso insaturado el cual

se convierte en un acido graso saturado por medio de la adicion de hidrégeno. Tomado
de Manual de Nutricién y Dietétic&niversidad Complutense de Madrid, Espafia6201

pp. 52. [En linea]. Disponible:https://eprints.ucm.es/id/eprint/22755/1/Manrual
nutriciondieteticaCARBAJAL .pdf
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1.6 Tipos de Aceites Vegetales

En estecapitulo, se muestrdos tipos de aceites vegetales que se tipaearealizar la mezcla
grasadonde se identifigacaracteristicas tales como su origarg principales caracteristicas
organolépticas y sus aplicaciones en la industria de alimentogl donde estudiar a mas

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

1.6.1 Aceite de Palma

El aceite de palmse utiliza en la industria de aceites y grasas comestibles, especialmente en
la formulacién de aceites liquidospargarinas y grasas especiales para la industria de
alimentos. Gracias a su relacién de acidos grasos, de este aceite se obtiene dos fracciones:
Estearina (Fraccién soélida) yiéna (Fraccion liquida), las cuales tienenanmplio rango de

usos a nivel industrial, por lo que se considera como una materia prima versatil, estable y de
gran valor nutriciong]12].En la tabla 1 se puede observar el perfil de &cidos grasos del aceite
de palma, se constituye principalmente por acido oleico y linoleico que se clasifican como
acidos grasos insafados y poacidopalmiticoy estearicajue se clasificanomo acidos grasos

saturados.

Tabla 1.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de PalfBéaeis guineens)s

Acido Graso Valor (%)
Laurico C12:0 <0,5
Miristico C14:0 0,5-2
Palmitico C16:0 39,3-47,5
Palmitoléico C16:1 <0,6
Margarico C17:0 <0,2
Estearico C18:0 3,5-6
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 acidos grasos
en porcentaje del aceite de palfgtaeis guineensjsTomado de:
Gaxolaim Ficha Técnica Aceite de Palma
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1.6.2Estearina de Palma

Aceite sélidocomestible, obtenido por fraccionamiento en seco del aceite de palma totalmente
refinado y desodorizadd 3]. Se caracteriza pdeneruna apariencia blanca temperatura
ambiente y resulta ser la fraccion solida del aceite de pRlia la cual la hace de gran
aprovechamiento a nivel industrial para la elaboracion de diferentes productos alimenticios,
como margarinas para panaderasas para confiteria, grasas especiales para la elaboracion
de helados, entretros. 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 acidos

grasos saturados, razon por la cual se encuentra en estado sélido a temperatura ambiente.

Tabla 2.

Perfil de Acidos Grasos de la Estearina de Palma

Acido Graso Valor (%)
CaproicoC6:0 NP
Caprilico C8:0 NP
Céprico C10:0 NP
Laurico C12:0 Maximo 0.4
Miristico C14:0 1,1-1,8
Palmitico C16:0 45-65
Esteéarico C18:0 35
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 composicién de &cidos grasos
en porcentaje de la estearina de palma. TomadoCde:
BIOCOSTA S.A Ficha Técnica Estearina de Palma RBD

1.6.3Aceite 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 saturadgslpmente 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 ardaalao[14].
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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 rdpida 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 representadairatid 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 7.5
Estearico C18:0 1,8
Oleico C18:1 14,8
Linoleico C18:2 2,6
Otros 0,1

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

1.64 Aceite de Bya

El aceite desoya proviene de una semilla leguminosa que se extrae por prensado, es un aceite
abundante en 4cidos 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 esluatpiiquido

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 acidosagradel 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&d¢igo linoEnico alrededor del 5,5 % y 9b
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Tabla 4.

Perfil de Acidos Grasos del Aceite de Soya

Acido Graso Valor (%)
Miristico C14:0 0,4 Maximo
Palmitico C16:0 9,5-13,3
Estearico C18:0 3,0-54

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

Linolénico C18:3 55-9,5
Araquidico C20:0 0,1-0,6
Behénico C22:0 0,5 Maximo

Nota.La presente tabla presenta la composicién de &cidos grasos

en porcentaje del aceite de soya. Tomado @kofinos,

Especificacion Ecnica Aceite de Soya RBD (20113

1.6.5Aceite de Canola

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

del aceite de canola, que se comppriecipalmente 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
Margarico C17:0 0,30 Maximo
Estearico C18:0 1,10-2,5
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,

Especificaciéon 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 interestédifigeara la modificacion de aceites

y grasas, la descripcion del proceso de interesterificacion enzimatica, las propiedades
fisicoguimicas que permitiran 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 acidos grasos modificando la
composicién de los triglicéridos que forman lggdos, permitiendo que se combinen con
acidos grasos libres, alcoholes o ét¢i€3, es importante destacar que esta modificacion no

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

A diferencia de la hidrogenacion, este método no actla 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 acidos gras trang[17]. El proceso de interesterificacion se lleva a cabo en
presencia de un catalizador, dependiendo de este, puede ser quienzianaticg18]. El

propésito general de la interesterificacion es mezclar dos aceites y/o grasascienistcas
fisicoguimicas distintas para la obtencién de una nueva grasa homogénea con caracteristicas

fisicas intermedias, por medio de la accién de un catalifador

Las propiedades fisicoquimicas mas importantes que intervienen en el proceso de
interesterifcacion es modificar la curva de fusién de sdlidos y el punto de fusién 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 ided ganmacon de isbmeros

trans. En la figura 3se puede observar la influencia del proceso de interesterificaciéh
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 deredhtuzseera el perfil de grasa

solida de la mezcla resultante con propiedades intermediarias
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Figura 3.

Perfil de solidos para la obtencién d@a mezcla grasa con sélidos intermedios.
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Nota. La presente figura muestra la combinacion de dos aceites con distinto perfil de sélidos para la

obtencién de una mezcla grasa con sélidos intermedios. Tomadahiter Serge, Tecnologias de

SFC (%)

Interesterifica®n Quimica y Enzimatica, p.p. 16, (2018).

En la figura 4 se muestra uresquema general del proceso de interesterificacion donde se

evidencia un cambien el perfil de triglicéridos, donde se conserva la composicion de los

acidos grasos de la mezcla grasa a interesterificar:

Figura 4.
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Esquema general de la reaccién de interesterificacion
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Nota. En la figura se presenta el esquema general de la reaccion de interesterificacion,
considerando dos tipos de triglicéridos XXX y YYY. Tomado @ePachecoCinética de la
Interesterificacion Enzimética de Aceites Vegetalassis De Doctor En Ingenieria Quimica

Universidad Nacional Del Sup.p. 9. 2012.
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Las reacciones presentadas en la figura 5, son de suma importancia para entender el proceso
de interestdficacion. En primer lugar, como se evidencia en la fig. 5(a), se presenta
inicialmente la hidrolisis de los triglicéridos (TAG) en diglicéridos (DAG) y acidos grasos
libres (FFA), se debe tener en cuenta que durante esta primera etapa, ocurre ureproceso
paralelo de reinteresterificacion el cual consiste en la union del DAG generado con un FFA
para la formacion de un nuevo triglicérido, dependiendo de los FFA que se encuentren en el
medio, ya que esta reaccion es reversible, en esta etapa como tabde dhproceso 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 Ultimas ocasiones la formacion de
glicerol. Estas reacciones se pueden evitar controlndantidad de agua presente en el
sistemdg19].

Figura 5.

Reacciones que interfieren en el proceso de interesterificacion.

O-CO-R, O-CO-R,
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,-COCH
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. §a) se presenta la reaccion principal de interesterificacién y
en la fig.5(b) y 5c), se presentan las reacciosesundarias del proceso de
interesterificacionTomado 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 Interesterificacion 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 tralajas temperaturas

entre los 60 y 200°20].

Es importante destacar que la efectividad de este proceso depende de lasnesnidiciales

de acidez libre, humedad e indice de peroxitbsceite a interesterificar, si estas propiedades

no cumplen con los parametros establecidagaccion no seyede llevar a cabo exitosamente

ya que pueden envenenar el catalizaBor. otrolado, dentro del proceso es muy importante

la etapa de secado d=ltalizador 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 agitaui.

<<La reaccion se divide en tres partes, induccion, intdsimam terminacion. 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 antegenera aparicion de un color marrén indicando que

la interesterificacién ha iniciado completamente. Seguidamente comienza el intercambio de
grupos acilos hasta alcanzar el equilibrio termodinamico, indicando el periodo de finalizacion

debido al agotami¢a de agua para destruir el compuesto intermediarfib6]..

Debido aluso de un catalizador quimise favorece la formacide acidos grasos libres los
cuales pueden reaccionar con el catalizador favoreciendo la fornukcj@bones los cuales
deben ser neutralizados con &cido citrico y blanqueamiento con tierra activada debido a la

formacion de color.

En lafigura 6, se presga la reaccion deteresterificacion quimica aleatorizada es la mas
comun y se denomina de esta forma ya que reottdeloa los acidos grasos (R) entredo

largo del triglicérido
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Figura 6.

Reaccién tipo aleatoria formada a partir de la reaccién de interesterificacién quimica.

R,R,R,
RRR; Quimica  RRR, R,RR,
* H RiR{R; + RR;R,
RoR,R, RR:R1 RiRgR;
R,RR,
Nota. En la presente figura se muestra el mecanismo de reaccion tipo aleatoria de la

interesterificacion quimica. Tomado de: Ghion Serge, Tecnologias de

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

En la figura 7 se presentan ladiversas etapadel proceso de interesterificacion quimica

inicialmente se deb&atar previamente los aceites a usamnetiéndolos un proceso de

refinacion y desodorizacién, seguidamente se procede a realizar la mezcla de aceites para llevar

a cabo la reaccion catadida quimicamente, debido a la formacion de jabdén y color en el

transcurso de la reaccion, la mezcla debe ser sometida a un progesstrdeamientoque

consiste en la eliminacién 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 finalmente la mezcla grasa debe ser desodorizada nuevamente.

Etapas del proceso de interesterificacién quimica

Desactivacion

Pretratmiento Reaccion con

Deodorizacion
RE®) NaOcHS Post-blanque7/ /

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 Interesterificaciéon Quimica y Enzimpti@®2, (2018).
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2.1.2Interesterificacion Enzimatica

La interesterificacion enzimética es un proceso que utiliza como catalizadnimas
biologicas provenientes de bacterias, hongos y levaduras, normalmente lipasas inmovilizadas.
Generalmente esfgoceso se caracteriza por trabajar a temperaturas bajas préximas a los 70
°C. Es un proceso que no requiere de tratamientos de blanqueo y eliminacion de subproductos,

debido a que no genera color y tampoco permite la produccion de jafiBies

Para este caso, la funcién principal de la enzima es catalizar la reaccién quimica alterando las
propiedades fisicoquimicas de la grasa, a efitaalke le conoce como sustrato. En la figura
8, se muestra un esquema de la interaccién enrzinsérato a lo largo del proceso, inicialmente
el sustratee une a la enzima a sus centros activos, formando el complejo enzima sustrato, que

al transformar el sustrato inicial da como resultado un prodoctecaracteristicas deseables

Figura 8.

Ciclo de accién de los enzimas con la formacion del complejo enzima sudadiioeyacion de los productos.

1
5| — \ —— 1
- - . -
Enzima + Sustrato Complejo Enzima + Productos

Enzima-Sustrato

Nota. En la presente figurse muestra la interaccién de la enzima sobre el sustrato y su posterior liberacién de
productos. Tomado dEASERES MARIA, Complejo Enzim&ustrato, Departamento de Biologaologia

La interesterificacion enzimatica posee una serie de ventajas con respecfoimica tales

como, condiciones menores de presion y temperaturgpeeificidad hacia los sustratos,
eliminacion de efluentes propide la remocion de catalizadores, reducciégradacion de los
productos y dda aparicion de productos secundariba. 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 {§d], para este caso de estudioesmluarala

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 reaccionimteresterificacionenzimatica, debido al uso de
enzimas seldivas 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 reaccién, mientras la posicion 2

(U), se mantiene intacta

Figura 9.

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

R.UR, R,UR,

R2U 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 1y 3 del triglicérido en la interesterificacion enzimatica Tomado de: Ghion

Serge, Tecnologias de Interesterificacién Quimica y Enzimética, p.p. 16, (2018).

En la figuralO, se presentan las diferentes etapas del proceso de interesterificacion enzimatica,
para el cual se usa una mezgeasa,a partir deaceites refinados y desodorizados,
posteriorment&omo se observa en la figula mezcla es sometida al proceso deciéa
catalizada por las lipasas, ya que las lipasas no generan formacion de colgabdindi

mezcla interesterificada es llevada finalmente al proceso de desodorizacion, repressiitando

un proceso mas simple en comparacion con la interesterdicgaimicd 2].

Figura 10.

Etapas del proceso deteresterificacion enzimatica

Pretratamiento = Reaccién 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 Interesterificacion Quimica y Enzimatica, p.p. 22, (2018).
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2.1.2 aEnzima Lpozyme TL M Inmovilizada Las enzimas son moléculas de naturaleza
proteica que catalizan reacciones quimicas, siempre que sea termodinamicamen{@ppsible

en este casanediante el control de contenido de agua es posible que la gmomaeva la
ocurrencia de reaccion de esterificacion, la concentracién 6ptima 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 integiielda enzima y para la generacion de
productos intermediarios necesarios de la readdi®h En la interesterificacion enzimatica
principdmente la enzima que se utiliza, es suministrada por la compafiia Novozymes y se
denominalLipozyme TL IM es una lipasa especifica 1,3 procedente Tthermomyces
lanuginosuse inmovilizada sobre un podar de gel de silice. Lipozymé&L IM es un
catalizador altamente eficaz para la interesterificacion y puede reorganizar los acidos grasos
preferentemente en las posiciorley 3 de los triglicéridos, eskxhibe un alto grado de
selectividad de sustratonpeitiendo cadenas laterales voluminosas y grupos grandes en la parte
de alcohol y acido de la molécyR3]. En la figura 11, se puede observar la clasificacion de

las enzimasnmovilizadas, 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 lagnzimas inmovilizadas

Enzima

| |

Modificada Nativa

1 €
Inmovilizada ea

i

Unldu Atrapada Entrecruzamiento

molecular

Cova]cmcmcmc Adsorcién Matriz alrapada Micro encapsulacién @
E E 1 b @

Nota. En la presente figura se puede alvse los tipos de inmovilizacion de las
enzimas, Tomado d€ACHAGO CHAVEZ Israel Bolivar. Estudio de hidrélisis en

aceite de coco virgenCpcus 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 qua tepacidad de
dividir acidos grasos en las posiciones sB del TG e hidrolizan para proporcionar acidos
grasos libres, diglicéridos y monoglicérid@4]. En la figura 12, se presentan lasfeiientes
condicionespara usar las enzimas inmovilizadagaracteristicas del medio de la reaccion de
interesterificacion enzimatica, segurfitda técnica de lipasas inmovilizadas para biocatalisis

gue 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 pH 5-8 30-60°C Esters and alcohaols
Lipozyme® TL IM 250 IUNSE pH&-8 50-T5*C Esters

Mowvozym® 40086 275 IUNSE pH 710 30-50%C Esters

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

enzimasinmovilizadas suminstradas por Novozymd@®mado de:Novozymes,Immobilized lipases for

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

/media/Project/Novozymes/Website/website/docurtierdry/ Advanceyour-

business/Pharma/Biocatalysis_brochure_Immobilised_Lipases.pdf

2.2 Propiedades Fisicoquimicas de las Mezclas Grasas

2.21 Acidez

La acidez cuantifica los acidos grasos libres en un aceite, expresado en porcentaje masico de
acido oleicoLa acidez libre es una de las caracteristicas gasmjoe mejor definen la calidad
de un aeite o grasa. Este parametro danna idea desde cdmo ha sido cultivado hasta tratado
un aceite,pues indica la alteraaidde los triglicéridos debida a kidrélisis quimica o
enzimaticg25]. La férmula para calcular lacidez de una mezcla grasa es la siguiente:
<w'QQQ@C}L,)— a0 Oa8
Oe e PQ
0 Wg
P Tt
O OO0 @EIN T QO EHOE QOH QQDE
O 6¢¢ 0QEHVD DO

O &s

CWe DOl i & QW R0E Q'ORE, 4
G Gf &0 QWO @ o
O 06 @A do Qi M @Iad
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El parametro de acidez de acuerdo a documentacién interna de SIGRs% 8gbe encontrar
méaximoen 0,08%, después del proceso de desodorizacion, sin embargo, para el estudio en
cuestbn se evaluaran las variaciones del punto de acidez de la mezcla grasa solamente después
del proceso de interesterificacion enzimatica, puesto qae onontempla la desodorizacion en

los ensayos.

2.2.2 Contenido de grasa sdlida (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, 30y3®°C. Las grasas como las gemnas se funden

de manera diferente segin su composicion de triglicéridos, lo cual se determina mediante la
grafica de Contenido de grasa solida Vs. Temperatura El@pntenido de grasa sélida de
acuerdo a documentacion interna de SIGRA S.A, se debetesncen 36 % a 20 °@or
interesterificacion quimicgya que a esta temperatureesalia ecomportamientale la grasa

a temperaturambiente. 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 &cidos grasos en las principales grasas de cada alimento es de gran
importancia. La identificacién y clasificacion de estas grasas depende estrictamente de su
composicién en acidos gras@ebido a lacomplejidad de la estructura de los acidos grasos y

a la dificultad de determinar exactamente la composicion de una grasa mediante los analisis
tradicionales, la cromatografia de gases se ha convertido en una herramienta indispensable para

establecer el pél de acidos graso®6].

2.2.4 Punto de fusion

El punto de fusion de una grasarresponde la temperatura por la cual se funden todos los
soélidos.Cuandoen las grasasstan pesentes acidos de grasosaturados se reduce el punto

de fusién. Los puntos de fusion de las grasas puras son muy precisos, pero como las grasas o
los acétes estan formados por una mezcla de lipidos con distintos puntos de fusién nos tenemos
gue referir a zona de fusion que se define como el punto de fusién del componente de la grasa
gue se funde a una temperatura mas{2ith 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 ladNorma 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%grasa es el comporten
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 modificacién logran adquirir caracteristicas fisicoquimicaseables y ser estables
guimicamente, antes de la adicion de aditivos como sabores y vitgh@ihds agua se utiliza

para preparar la emulsién con la sustancia grasa dispersandoréstpequefias 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 proceserdstamificacion
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 bibliograficastercapitulo 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 Spring&demias,se

incluyeron otros articulos relevanted t##gna encontrados durante la investigacion.

Para la busqueda bibliografica se tuvieron en cuenta diferentes aspectos, etugamss
identificaron los conceptos claves fundamentales y se definié la estrategia de busqueda, para
este caso el operadorddd eano que se ajustaba a |l a invest

palabras claves fueronriteresterification" and "Lipozyme".

Para la busqueda en la base de datos Springer Link al ingresar la estrategia de busqueda vy fijar
un periodo de tiempo entre el 2010 y 2021 se encontraron 174 articulos, al filtrar la busqueda
se escogieron los siguientes parametros: tipo de conteauiticulo, disciplina quimica y
suldisciplinaquimica de alimentodMientras que para la busqueda realizada en la base de
datos Science Direct al inggar la estrategia de busquedancontraron 453 resultada®nde

se definieron una serigems para filtrar la investigacion y encontrdos 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 catalisiiea para

asi, establecer un rango de operacion paptaateamiento del disefio de experimenRea
consolidar la informacion recopilada, en la talae reportan los parametros mas importantes

del proceso de interesterificacion enzimatica llevaccabo 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 parametros reportados se
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encuentran: la materia prima, enzimalacidbn 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 evidenciseda temperatura es una variable importante dentro del
proceso de interesterificacion enzimatica, ya que es un pardmetro que se relaciona directamente
con la velocidad de la reaccion y la actividad enzimatica. En primer lugar, la enzima tiene como
objetivodisminuir la energia de activacion de una reaccion, por lo tanto hace que esta ocurra
en menor tiempoEn la figura 13se relaciona la temperatura con la actividad catalitica, se
observa que abumentar la temperatura, aumenta la actividad enzimaticangbargo, 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
temperaturd.Este aumento de la temperatura produce un aurdentoenergia cinética de las
moléculas, favoreciendo el choque entre el sitio activo de la enzietaystrato, causando
inestabilidad en los enlacek8].

Figura 13.

Velocidad de la reaccion en funcion de la temperatura

Vo

Tcmpef’tma en la
Que se observa ef
valor m‘mmo de Vo

\

Temperatura

Nota: La presente figura muestra el comportamiento de la
velocidad de reaccién enzimética doncion de la
temperatura Anibal R. Lodeiro (2016) Catalisis
enziméticaFundamentos quimicos de la vida. p.p 140. [En
linea]. Disponible:

https://libros.unlp.edu.ar/index.php/unip/catalog/book/690
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De acuerdo con Karabulut et al., 2008, temperaturafacta 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 &cidos dgr§&6fF Por otro lado, segun Nelson
Moreno y Aidé Perea V (Interesterificacion enzimatica para la producciéon de grasas especiales
usando lipasa dEhermomyceanuginosus)os 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
desnaturalizadin y pérdida de actividad al superar urdedminada temperatufa9]. a‘ L
desnaturalizacién no involucra la ruptura de enlaces covalentes sino la dézastabide
puentes de hidrogeno y de otras interacciones débiles que estan involucradas en el

mantenimiento de las conformaciones activas de la eh86h

Teniendo en cuenta lo anterior, los niveles de temperatura, se fijaron tomando en consideracion
los resultados de los diferentes articulos recopilados y contrastandolos con el rango de
temperatura 6ptima (502Z5°C) registrado en la ficha técnica de la enzima LipozymBvITL

Como se observa en la tablal@ valores para este factor se encuentran entre los 60°C y 75
°C, rango que coincide con los valores suministrados por el prov€smoel fin de disminuir

el rango de temperatura, se establece como nivel minimo 60 °C y como nivel maximo 70 °C,

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

3.1.2 Concentraciénde la enzima

En sgundo lugar,se identifica el %p/penzima/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 enzisiastrato y obtener la grasa interesterificaés.de

suma importancia tener en cuenta que la concentracién de la enzima puede acelerar la reaccion,
siempre que se disponga de sustrato para interactuar, sin embargo, en el momento en que todo
el sustrato estaédheridoJa velocidad llegara a su punto maximo akando la saturacion de

enzima por sustrato, ypie no hay sustrato disponilgjee se pueda uriif31].

Una reaccién enzimatica se puede resumir mediante la siguiente expresion:

ES - E + P
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Donde ESesel complejo enzima sustrato, E es enzima, y P es el producto. Cqmeds
observar en la figura 14l tener una concentracién 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 vel¢2&jados cuales dependen

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

Figura 14.

Velocidad de reaccién enzimética contra la concentracién de sustrato

@
4
o
~—
= 0.20- o =
2 o A @ E
5 0.15- |
e =
S | = (ES .
oc 0.10 - -
|
0.05 :
|
0.00 . ; - [S]

Km 1000 2000 3000 4000
Substrate concentration

Nota. En la presente grafica se muestra el comportamiento de la velocidad de reaccion

enzimética a medida que aumentan la concentracion de sustrato hasta alcanzar el estado

estacionario. Tomado del . Meri no, M. Nori ega, “Fisiologia
Santander, §pafa. [PDF]. Disponible:
https://ocw.unican.es/pluginfile.php/879/course/section/967/Tema%25202B

Blogue%2520Enzimas.pdf

Nelson Moreno y Aid€erea V, afirman que este factor también influye significativamemte

el grado de interesterificacion derkaccion, yajue al trabajar con valores Optimos se puede
alcanzar el maximo valor de grado de interesterificacion, y como se ha mencionade permi
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 objethanderear un amplio

rango de esta variable, en la tablasé,evidencia que el valor minimo de enzima/ sustrato que

se encontré en los articulos recopilados fue de 2.5%, valor con el que se obtuvo un grado de
interesterificacion alto, por otro lado, taidi se puso en consideracién el elevado costo de la
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enzima Lipozyme TL IM, por lo cual se fijé este valor como nivel minimo, con el fin de evaluar

el desempefio del mismo, en la mezcla grasa derivada dedites del palma y palmiste

3.1.3. Agitacion

Lasreacciones que comprenden sélidos suelen llevarse a cabo con mayor rapidez a medida que
se incrementa el area superficial del solj88], en este caso, para iiateresterificacion
enzimaticgpresenta la enzima Lipozyme TL IM, en estadbida “ La agitacion se utiliza para

la disolucion de los reactivos, facilitar su contacto y para garantizar la maxima homogeneidad
posible en el transcurso de una reacti@3], por lo tanto laagitacionresulta ser de suma
importancia para el proceso iigeresterificaciérenzimatica en un reactor tipo batdomo

se puede observar en la &@lbl.La velocidad de atacion ronda entre los 200 y 700 RPM, lo

cual implica velocidades para favorecer el area de contacto-angitea y a su vez evitar que

esta Ultima se sedimente por gravedahiendo en cuenta, leslores registrados en la tabla

6 y poniendo en considacion el tipo de agitador de la planta piloto en SIGRA §uA se
presenta en la figura 1Bl cual contaba conaspas en lparte inferior del agitador y dn el

medio del mismo, se decide trabajar con valores altos de agitacion, para egi6C &3V

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 dutameision bibliografica, en la tabase observa

gue el rango de este factor se encuentra desde los 16 min hasta lass2d 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 éptimo 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 agitatkmr otro lado segun el instructivo de
interesterificacion enzimatica de la empresa SIGRA S.A (Documentacion interna), se estipula un
tiempo minimo de reaccion de 4 horas maeantizar el proceso complefn la figura 16 se presenta

el resumen de cadaa de las variables del proceso de identificaldmante la revision bibliogréfica.

En la figura 16, se presenta el resumen de las variables mas importantes del proceso de
interesterificacion enzimatica de una mezalasg, donde se tiene en cuenta la temperatura,
%p/p enzima/sustrato, agitacion y tiemp@ tabla 6, presentde forma condensada la
informacion obtenidale losarticulosmas relevantes para la presente investigacion donde se

identificaron las variables dependientes 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.

Variables mas Es un parametro que se
1 relaciona con la formacion
Importantes del ENZIMA/SUSTRA del complejo enzima/sustrato
proceso de

ege e Es un parametro que se
’ntereSter'f'cac’on AGITACION relaciona con el 4rea de
Enz"ma't"ca contacto aceite-enzima

Es la duracion de la reaccion

* &
imica donde se da la
TIEMP o
o @ 0 transformacion de los
=y

sustrato a prodcutos

Nota. En la figura se presentan las variablbs proceso y su importancia dentro del proceso de

interesterificacion enzimaticéas 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 revisién

bibliografica.
NOMBRE DEL
ARTICULO CONDICIONES VARIABLES DERESPUESTA COMENTARIOS
PERFIL DEGRASA SOLIDA
% SFC Antes | % SFC Despugs
Teo de (EI de (EI
C) C) Se observaque despuésde la
15 42-45 37-39 reaccion de interesterificacio
ENZIMA: Lipozyme TL IM 20 40-42 28-30 enzimtica, disminuye el
% (p/p): 10% 25 38-40 20-22 contenido de grasa sdlida con
TFratn;-frze Mzr%arin AGITACION (rpm): 300 30 36-38 16-18 respecto a la inicial
at Produced Usin
ueee SSMrevPERATURA )60 | 35 35.36 1215
Enzymatic
Interesterification of 'EMPO (h): 6 40 34-25 6-9
Rice MEZCLA: 40:60 de esteariyl ~ PERFIL DE TRIGLICERIDOS
de paima y aceite de salva TAG | Yo Antesce | %Despues de |Se observaque despuésde la
de arroz = El L . -
(E1) (En reaccion de interesterificacio
LLO 16,6 +/-0,4 7,8+/-0,2 |enzimatica,ocurre un cambioen
PLO | 17,7+4/-03 255+/-0,0 |perfildetriglicéridosenlamezcla
PLP 6,8+-07 204+-02 |cON respecto a la inicial
POP 24 +/-0,1 6,8 +/-0,1
PERFIL DE GRASA SOLIDA
% SFC Antes | % SFC Despues ]
T(°C) & (B) e (EI) Se opserv:que despuefsde la
reaccion de interesterificacio
Production of _ 10 644 603 enzimatica,  dismnuye el
margarine fats by |ENZIMA: Lipozyme TL IM 20 37,4 34,4 contenido de grasa sélida con
. enzymatic 106 (p/p): 10% 30 185 14,5 respecto a la inicial
|nter§ster!f|catlon AGITACION (rpm): 300 - 123 23
with silica- o~ : .
granulated TEMPERATURA (°C): 60 40 6,9 <0,5
Thermomyces  |TIEMPO (h): 6 PERFIL DEACIDOS GRASOS
Iarlluginosallipasz in MI—|ZCLA: E§teac1‘rina olle FAMES | Antes de (El) | Después ce (El) [Se observa  que  la
arge-scale study |paima y acefte de paima |- . 03 02 |interesterificacionenzimética,no
C120 141 148 intervier;eeln el pelrfil de acidog
rasos de la mezcla
C160 | 406 w07 |
C181n9 231 22,8
_ ENZIMA: Lipozyme TLIMY)  pepey pEGRASA SOLIDA
Lipase Catalyzed |Lipozyme RM IM
lr;fre;trer:lgltmﬁ? MEZCLA: Aceite de arroz % SFC Antes | % SFC Después |Se observaque el el perfil de
E; drsgenate i Aceitede al| teg) | @) dk(El) |grasasdlida, disminuyedespué
Cottonseed Oil To AGITACION (rpm): - 10 15-17 18-20 Zﬁlzirzgct:iizode|nterester|f|ca0|o
Produce Trans Fre{ TEMPERATURA (°C): 60 20 12-15 8-10
Fat TIEMPO (h): 4 30 10-13 35
% (P/p): 5% 40 58 13
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Tabla 7. Continuacién

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

Modification of palm )
based oi blend via ENZIMA: Lipozyme TLIM | 10 42-45 235 |Se obser;a que despl.Jf.es del
interesterification: |AGITACION (rpm): - 20 18-20 20-22 zﬁfneqzﬁca ee| Ir;frrthdeg Icgar;f'

Physicochemical | TEVPERATURA(C): 60 2 10-12 1215 solida disn’ﬂnu e
PIOPEIES, | jgpo (.- 0 | 66 710 '
crystalization ' - -
behaviors and |70 (PP): - 35 35 57
oxdative stabilities 40 1-3 4-5

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

Se observa que el punto de

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

fusion aumento despuésde la
LIﬁteresteriﬁcacic')n enzimatica

enzimatica para la
produccion de gras
especiales usand
lipasa de
thermomyces
lanuginosus

palma- aceite de soya
ENZIMA: Lipozyme TLIM
AGITACION (rpm): -
TEMPERATURA (°C): 65
TIEMPO (h): 3

% (p/p): 2.5

PERFIL DEGRASA SOLIDA
MEZCLA: Cera de salvado % SFC Antes | % SFC Después
de arrozy oleina T(°C) ok (EI) de (EI)
Int'eresterlflcatlon :j)i ENZIMA: Lipozyme TL IM 10 48-50 36-38 Se observa que después del
rice bran waxan . roceso de interesterificacio
. AGITACION (rpm): 200 - i P
palmolein catalyze ( pmz 2 2425 2521 enzimatica, el perfil de grasg
by lipase:  |TEMPERATURA (*C): 75 2 18-20 2022 |s¢lida aumenta
Crystallization | TIEMPO (h): 6 30 15-16 12-14
behawours gnd % (p/p): 5 35 12-14 58
characterization
40 8-12 0-1
Punto de fusion antes EI;69,8 +/-18 [>¢ Obseva que el punto de
e fusion d s E168 4/ fusion disminuye despuésde la
Punto de fusion después El. 68 +/-1,3 interesterificacion enzimatica
... |MEZCLA: Superestearina (
Interesterificacion

Grado de Interesterificacion: 34%

El gradode interesterificaciorde
los experimentosrondabaentrg
los 17%y 34%

Production of
Structured
Triacylglycerol via
Enzymatic
Interesterification o
Medium-Chain
Triacylglycerol
andSoybean Oil
Using a Pilot-Scale|
Solvent-Free Packe

Bed

PERFIL DEACIDOS GRASOS sn-2

MEZCLA: Aceites ricos en
trialiceroles de cadena larq|

FAMES | Antes de (EI) | Después de (El)

ENZIMA: Lipozyme TLIM

C80 |2551+4/-02] 2541+/-0,83

Se observaque despuésde la

AGITACION (rpm): 150

C10:0 | 20,49 +/-0,494 32,19 +/- 0,64

reaccion de interesterificacio
enzimaticase observaun cambig

TEMPERATURA (°C): 75

C16:0 | 13,40+/-049 15,60 +/- 0,24

minimo en la composiciénde los

TIEMPO (h): 0,27

C18:0 [11,53+/-0,16 9,54 +/-0,12

acidos grasos

%(pp): 10

c18:1 |10,79+/-0,29 6,19+/-0,13

19,28 +/-0,74 11,07 +/- 0,45

C18:2
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Tabla 8. Continuacién

NOMBRE DEL
ARTICULO CONDICIONES VARIABLES DERESPUESTA COMENTARIOS
PERFIL DE TRIGLICERIDOS
MEZCLA:Oleina de
palma/Fraccion media blan| TAG % Antes ce 9% Despues de (El)
Enzymatic de palma (El)
Interesterification o enzimA: Lipozyme TLIM | MLP 08 11
PaimOiland | AGITACION (rpm): 200 LOL 06 16 Se  obseva un  cambig
M;:igtr'i?]gihe IE.V'\:PEEA;]TU;A (°C): 70 Il__(ISF()) 22 E; considerable en el perfi de
Dedree of ) (h): ; ; tr|g!|cer|dos,q§quesjelprocesc
g S |%(plp):4 POL 118 125 de interesterificacion enzimatca
Interesterification PLP 11,0 73
using Different MPP 02 0,7
Methods 000 43 6,9
POO 254 22,1
POP 30,6 22,1
PPP 08 6,9
PERFIL DE GRASA SOLIDA
MEZCLA: Estearina de
palmay oleina de aceite de
palmiste T(°C) 30:70 70:30 Segungréficasseobservaqueel
ENZIMA: Lipozyme TL IM 10 31,5 41,3 perfil de grasastlidadespuégel
Enzymatic ~ [AGITACION (rpm): 250 15 17,3 28 proceso de interesterificacio
Interesterification of TEMPERATURA (°C): 60 20 9,6 241 enzimatica, aumenta
Palm Stearin and | TIEMPO (h): 5 25 33 12,2
Palm Kernel Olein |% (p/p): - 30 11 6,8
35 - 4,1
F.’u.n.tof 40°C 47°C Se observa que despgés d.(,el
inicial proceso de interesterificacio
Pgnto f 30°C 37°C epzimética el punto de fusién
final disminuye
. PERFIL DEGRASA SOLIDA
Chemical and _ :
Enzymatic MEZCLA: E;teanna de % SFC Antes | % SFC Despues
Interesterification of pama y acglte de soya T(C) ce (EI ce (EI) . )

2 Blend of Paim | ENZIMA: Lipozyme TL IM 15 | 522+-01| 509+/-02 Er) €l primer caso, el perfide gra
Stearin: Soybean /AGITACION (rpm): 200 20 | 452+-01| 418+-01 |s6lda des_puefdel_prqceso de
for Low trans- TEMPERATURA (°C): 70 25 38,1+/-0,1 31,8+/-0,1 [interesterificacion disminuye
Margarine ;;IEI\/IPO (h): 8 30 31,2+-0,1 22,6+.0,1
Formulation 6 (Pp): 5 3% | 252+4-01| 150+/-01

40 19,7 +/- 0,3 10,6 +/- 0,1

Nota.La tabla muestraakcondiciones del proceso interesterificacién enzimktg encontrados en los articulos

enlasbases de datos (Springer Link, Science Direct y JAQJQB{o 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 mejoresndiciones de operacion, se propone un disefio de
experimentos factorial {8 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 adase 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 duabagréen un rango de 5E0%

dicho porcentaje provienen de la revision bibliogréaficas 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 seleccion6 a partir de la bdsgoibliografica especificada en el

numeral 3.1.

El tiempo de reaccién establecido fue por 4 horas con una agitacion constante de 630 rpm.
acuerdo a lo descrito anteriormente el disefio tendria un total de 9 experimentos, se considera
gue la variable puesta para el experimento debe ser el porcentaje de sdélidos en la muestra

grasa medido por la curva de soélidos.

Los tres niveles en el diSe de experimentogstan posicionados en un orden de menor a
mayor, siend@l % p/p de enzima/sustrato de%,y una temperatura de 60°C, el nivel bajo y

el % p/p de enzima/sustrato de &% una temperatura de 70°C el nivel alto, como se muestra
en la tabla/.

Tabla 9.

Distribucién de los niveles de los faots 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 sugspetivos 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 obtencidén de un disefio de experimentos factorial completo de nueve (9)
experimentos, como se muestrala tableB.

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 operacion.

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 anatheqjaich de la
industria para la investigacion y estandarizacion de un prodesde sé¢ienen en cuenta los

diferentes factores relevi@s para cada una de las etapas.

En este caso, la presente investigacgngencuentra 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 enzim& la recuperacion de la misma.
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Figura 17.

Diferencia de escalas para procesos de investigacion en la industria

2. Planta piloto

Nota. La presente figura muestra la planta piloto donde fueron realizados los

di

3. Planta
industrial

ferentes ensayos de Tomadde dedsiviersidad fi c a c i

- 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.

/

- 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
posible disenar la planta industrial.

/

0O4/descargables/BIB2)4 Contenido.pdf

4.1 Funcionamiento De La Planta Piloto

El presente proyecto se lleva a cabo en la planta piloto de SIGRR&#\la operacion de la
planta piloto se deben tener en cuenta varios factores tales como su revision antes de realizar

los ensags, 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 Presién de VaEio)a figura 18e 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 pilobicada en SIGRA S.Aonde fueron

realizados | os diferentes ensayos de I nterester

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

desea dentro del reactor, el encendido/apagado y velatadagitacion

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 switatisados, 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 figurausséan los botas de aumento
y disminucion de temperatura, para establecer el set point que se desea. Ralops®
encuentra el variador de rpm del agitador, donde se establece la velocidad del mismo.

El reactor cuenta con una chaqueta de calentamiento, un sisteagaation, linea de vacio,

un sensor de temperatura (termocupla) y entrada de materia prima/cataltralddigura 20
evidencia los implementos que posee el reactor tales como vélvula de adicion de materia
prima/catalizador, moteagitador, entrada galida 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.lw.'ula c.ie » Motor reductor
materia prima
» Entrada sistema
de vacio

Entrada de
Servicios

Termocupla
Salida de Salida de
Servicios producto
Valvula salida
de producto

Nota. La presente figura muestra las partes y accesorios del reactor de la plantzbpitade en
SIGRAS.A
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Los servicios utilizados para la operacion de la planta piloto son vapor de agua para los
procesos dealentamiento, agua fria para los procesos de enfriamiento y el sistema de vacio,
estos son suministrados a partir de valvulas manuales, @moestra en la figura 2donde
se puede observar, valvula de vasiaguometrp valvula de salida de agua friglvula de

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

Figura 21.

Vélvulas de control de secio de la planta piloto

Valvula de vaci > N =
- ' e

Valvula salida
agua fria
Valvula salida
condensados
Valvula entrada
agua fria
Valvula entrada

y

"t

Vacuémetro

)

o S =
i
=

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 procesoidteresterificacion enzimatica a escala piloto en la planta de

SIGRA S.A, se deben seguir los pasos que se muestran a continuacion:

- Preparar 2,0%g la mezcla grasdentro deuna cantina totalmente limpian una balanza

analitica calentar toda la mueaten 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 eaperabierta para garantizar un
procesdsotérmicq

- 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
cantidadde 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 vaoii@, 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 reacciéon durante 4 horas panagtzar el proceso completo.

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

figura 22se presenta una imagen del filtro gaff.

Figura 22.

Proceso ddiltrado.

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

enzimay el aceite.

- Una vez termine de descargar toda la cantidad de aceite del reactor se preetidarzael

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 sélidos 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 exitogeeracion de la misma. A
continuacionse describe paso a paso la recuperacion de la enzima Lipozyme IM TL:

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

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

- Por cadggramo de enzima se debe anadi#,8 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 caexpaictora

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

- Pesar la enzima, esta debe se3¢/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 utilizadka separacion de sustancias miscibles.
Consisteen hacer hervir una mezcla, normairtguna disolucién, y condensdgspués, por
enfriamientg los vapores que han producido, en este caso la a@dtonal tiene un punto de
ebullicion de 56°CEn la figura 23se presenta el montaje usado para la recuperacion de

acetona.

- Colocar la acetona residual an balon de fondo redondo deD00m.

- Conectarla atondensadgpor medio de un sujetador.

- Porotro lado, colocann balon de fondo redondo de 50Den la otra entrada del condensador.
- Introducir aguaen el bafio.

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

- Encender el rotavapor y dejarlo en el nUmero 5.

- Colocar unaemperatura 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 figura24 se presenta un diagrama de flujo basico sobre el priteesdo a cabo durante

el desarrollo experimentglen 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 operad@émcuerdo al disefio de experimentos, finatmee

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 recuperacién

Mezcla
Grasa
J. Acetona @

Enzima = =

] =

Mezclador Lipozyme TL ; )

M @ =

ce

Lavado de la - Acetona N B

i
enzima Filtracion Destilacion 2|
=

Reactor

\—h Filtracion

L Grasa residual

Engma
Lipozyme TLIM

Erdma
Lipozyme TLIM

Secado de la Almacenamiento
enzima de la enzima

Mezcla grasa
interesterificada

Nota.Se presentdiagrama de bloqueiel proceso dateresterificacion enzimatica a escala piloto en SIGRA
S.A

Figura 25.

Esquema de los equipos y lazos de control del procesutetesterificacibrenzimética

—ﬂ—#—ﬂ—ﬂ—o-@ —#—ﬁ—#—#—o-@ Acetona
O+ o0 @ F0-O

Aceite 1 Aceite 2
O ®
Recuperacion
Q Acetona
Condensado
O~ o
Mezclador|
Veoor Grasa residual
|
Enzima
iLipozyme|
TLIM Enzima Lipozyme TL IM
Acetona
g
~—/ Secado y 3
Filtracion filtrado =
O ! Reactor Lavado enzima
S A

_O

Mezcla
interesterificada

Nota. Se presenta el esquema y lazos de coddgiroceso de interesterificaci@mzimatica 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 psentan en el siguiente apartado.

4.5.1Mezcla Grasa derivada del Aceite de Palma y Aceit@dkniste

Para llevar a cabo el proceso de interesterificacion enzimatica se va a realizar ungnaszcla

derivada de los aceites de palma y palmiste, tal y como se muestrageelats figura 25

Figura 26.

Muestra de Mezcla Grasa

Nota. Se presenta la mezcla grasa a

interesterificar a temperatura ambiente.

452Enzi ma ALiIipozyme TL | Mo
Enlafigua 27se pesenta una imagen de la enzinjygolzyme 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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4.5.3Acetona
La acetondFigura 28)es utilizada para la recuperacién de la enzima, donde se deben utilizar
alrededor de 0y 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 denteresterificaciorse midemediantda siguiente ecuacion:
o)e o D M TO&@

YOUYOR'@ & Qd CREdd "QQ &ICE ¢
YOBY'OR @ & Qd CREdd "QQ AR | ¢ i
"YOSLYOR & 86 Q@A 6 QUEIMEON ME 6 QI Qi 6 Qf RVNOHE Q8 ¢

"Y'Oddg qit 0 O 'QO NE 6 OO a Qu'QQE
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4.6.1Experimentol

En este apartadse presentan los resultados @elperimento que se llevé a cabo con las
siguientes condiciones: 2,50 %p/p de enzima/sasyraha temperatura de 60 °C. En la figura
29 se presenta el perfil de grasa soélida de las materias primas y en la figura 30 se presenta el

contenido de graso soédle 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 gréafica se puede aprecimerfil del contenido de grasa solida
cada uno de los aceites de la mezcla grasa esada@xperimentd..

En la gréfica 30se puede apreciar que el perfil de sdlidos de entrada, son mayores que el perfil
de sélidos de salida, esto debido a que con un porcentaje del 2,5% p/psrstnaa y a una
temperatura de 60°C, la reaccion de interesterificacion favorecio la fornagcsafproductos

como los diglicéridos (DAG) ya que la cantidad de enzima no favorecio la reaccion reversible
de reinteresterificacion, que segun la autora Paclkepoesenciale DAG puede retardar la
cristalizacion y, por ende, disminuir el contenide grasa solida de los productos
interesterificade[19]. Ademas, es importante resaltar que laidad 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
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Nota. En la grafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida, antes

y despuéslel proceso de interesterificacion de la mezcla grasa

4.6.2 Experimento #2

Seguidamente, spresentan los resultados del experimento que se llevé a cabo con las
siguientes condiciones: 2,50 %p/p de enzima/sustrato y una tempera@araCd&n la figura
31 se presenta el contenido de grasa solida de los aceites y en la figura 32 el perfil de grasa

sélida de la mezcla del experimetantes y después de la reaccion.

En este experimento, se aprecia un comportamiento similar al experanasrior, en ldigura

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 increntenéimperatura de reaccion 5°C, no se evidenciaron

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

losaceites usados en el experimento

Figura 32.

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

antes y después daloceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.3 Experimento #3

Sepresentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes condiciones:
2,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperaturd0deC. En la figura 33se presenta el
contenido de grasa soélida ths materias primas y en la figurae3serfil de grasa sélade la

mezcla del experimentoghtes 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 grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de la

mezcla de aceites usados en el experimento

Como sepuedeevidenciar en la grafica 3de 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 noifiensufpara llevar a cabo la
reaccion de interesterificacién enzimatica y cumplir con los pardmetros establecidos por la compaiiia.
Figura 34.
% SFC ded mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 3
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Nota. En la grafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sélida, antes y

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

Se presentan los resultados del experimento que se llevé a cabo con las siguientes condiciones
5,00 %p/p de enzima/sustrato y una temperatur&@eC. En la figura 35se presental
contenido de grasa solida de los aceites y en la fRfuehperfil de grasa sélida de la mezcl

del experimento 4ntes 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%0mdptemperatura 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 sigificativo 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 atudissoi
contenido de grasa solida en las temperaturas de 35°C y 40 °C. Al comparar este resultado con
el parametro establecido por la compaiiia, 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 laataede 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 mezckin interesterificar e interesterificada del experimento 4
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa soélida,
antes y después del proceso de interesterificacion de la mezcla grasa.

4.6.5 Experimento #5

Sepresentan losesultados dedxperimento que se llevé a cabo con las siguientes condiciones
5,00 %p/p de enzima/sustrato y una temperatur&5ieC. En la figura 37se presental
contenido de grasa soélida de los aceites y en la figueh 3&fil de grasa solida da mezch

del experimentoantes y después de la reaccion.

Como se puede observar erfigaura 38, el perfil de grasa solida obtenido a 10°C del producto
antes y después de la reaccidn 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 ent20°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 gk 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 laalaede aceites del Expenento 5
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Nota. En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa solida de

los aceites usados enefperimento.

Figura 38.

% SFC de la mezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 5
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Nota.En la grafica se observaamportamiento del perfil de grasa so6lida, 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 llevé a cabo con las siguientes
condiciones 5,00 %p/p de enmna/sustrato y una temperatura @&°C. En la figura 3%e
presenta el contenido de grasa sdtiddos aceites y en la figura dDperfil de grasa séladde

la mezcla del experimentemtes y después 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 grafica 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 deaa 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, obteniendm 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 gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa solida,

antes y después del proceso de interesterificacion de la ngeasta
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4.6.7 Experimento #7

Sepresentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes candiciones
8,50 %p/p de enzima/sustrato y una temperatur&@eC. En la figura 41se presenta el

contenido de grasa solide las materiagrimas.

Figura 41.

% SFC Aceite 1y Aceite 2 usados en la mezcla de aceites delnkamteri/
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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 gréfica 42, se observa que con las condiciones propuestas de 8,50 %p/p y 60°C, la
reaccion de interesterificacion se llevéabae correctamente, ya que se evidencia un cambio
significativo en el perfil de solidos de la muestra. El perfil de contenido de grasa soélida del
producto interesterificado, es superior para temperaturas menores o iguales a 25°C, lo cual

indica que la mezalpresenta 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 gréafica se observa el comportamiento del perfil de grasa sdltda,

y después del proceso de integeficacion de la mezcla grasa.

4.6.8 Experimento #8
Sepresentan los resultados del primer experimento que se llevo a cabo con las siguientes
condiciones8,90 %p/p de enzima/sustrato y una temperatuBsd€. Enla figura 43se

presenta elantenido de grasa sélida de los aceites usados en la mezcla.
Figura 43.

% SFC Aceite 1 y Aceite 2 usados en la mezckcdiges del Expemento 8
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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.
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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 soli@amo se muestra en la figura 44 perfil de grasa

solida de salida a temperaturas menores o iguales a 25°C, sanrsgpeon respecto a los

sélidos de entrada, indicando que el producto final tenia una consistencia mas sélida. En
paralelo, a temperaturas mayores o iguales a 30°C, la mezcla grasa presenta una apariencia mas

blanda sobre todo a la temperatura de 406G ,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 gréficase observa el comportamiento del perfil de grasa sélida,

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

4.6.9 Experimento #9
Sepresentan los resultados del experimento que se llevo a cabo con las siguientes candiciones
8,90 %p/pde enzima/sustrato y una temperatura/@€C. En la figura 43e presenta el

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

En elexperimento 9, se puede evidenciar un comportamiento similar al del experimento 8,
donde a temperaturasferiores 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
mayoees 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.

69



Figura 45.

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

de la mezcla de aites usados en el experimento.

Figura 46.

% SFC de lanezcla sin interesterificar e interesterificada del experimento 9
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Nota. En la gréfica se observa el comportamiento del perfil de grasa soélida,

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

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

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

Tabla resumen del disefio deperimentos

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 andlisis de varianza del disefioedg@erimentos se realiz6 mediante el software Minitab 16,
tomando como datos de partida los valores@ntados en la tabla,3ste se realizé para un
disefio factorial de tres niveles con dos factores (Temperatura (°C) y Enzima/Sustrato %p/p),
teniendo cora 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 respuase establecié debido a que el contenido de grasa solida de lasmezcla
grasas usadas en el desarrollo experimental variaba en cada corrida, esto debido a las

propiedades fisicoquimicas de la materia prima.

OO QRIXE 1 6 Qb "FBS P "Y"O0

A continuacion, se pretendgentificar, si existe una diferencia significativa en la variable de
respuesta en funcién a la combinacion de los niveles de Enzistrat®(%op/p)y Temperatura
(°C), factor Enzima/@strato(%p/p) y factor temperatura (°Cpe 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 Bezima/sustrato %p/p y Temperatura (e

influyan en la variable de respuedta’ Y006 P "Y"00 )

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

influyan en la variable de respuesta’ Y006 P "Y"O0 )

- Enzima/Sustrato (% p/p)

Ho: No hay efecto del %p/p de la enzima/sustrato que influyan en la variable de respuesta
(P YO0 P "Y 00 )

Ha: Hay efecto de la %p/p de la enzima/sustrato que influyan en la variable de respuesta
(P"Y"00 P"Y'® )

- Nivel de Temperatura (°C)

Ho: No hay efecto de la Temperatura (°C) que influyan en la variable de respuesta
(P"Y"00 P "Y"O0 )

Ha: Hay efecto de la Temperatura (°C) que influyan en la variableredpuesta
(P Y 00 P "Y"O0 )

En la tabla 10 se presem@sumen del analisis de varianza de la variable de respuesta del
disefio de experimentos, donde se presenta la regresion lineal, cuadratica y el error residual,

obtenidbs mealiante el software MINITAB 16En este caso el valor dees del 0,05.
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Tabla 12.

Analisis de varianza %SF&b-c) saida%SFC20°c) enradadel 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/Sustra 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 faétobiténido
mediante el software Minitab6.

- Combinacion de los niveles de Enzima/sustrato (%p/p) y Temperatura (°C)

De acuerdo al estadistico de prueban un nivel de significancia del 5,00% se acepta la
hipotesis nulagebido a que P: 0.43/>:0.05 donde se concluye que no hay interacantre

los niveles déoEnzima/Sustrato y temperatupae influyan en la diferencia del perfil de grasa
solida a 20C de salida y entrada.

En la figura 47, la cual representa la grafieacontorno se puede evidenciar que los valores
mas altos de la difeneia 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 wedés mas bajos de temperatura.

Los valores mas 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 g pnésehta

valores intermedios de alrededor de 3 y 4 puntos.

Figura 47.

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

Resultados

[ | s |
N -

WN O+

L7200 O O B B |
A DAWNHO

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 hipotesisdebalo a que P: 0.03/<:0.05,
dondese concluye que hay efecto de algun nivel de porcentaje peso a peso de la enzima/sustrato
sobre la diferencia de contenido de grasa s0lid@°€ desalida y entrada, es decir que si

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

Con una significancia del 5,00%, se aprueba la hipétesisdabajo a qué: 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°E"Y"00 P "Y"00 ), por lo tanto no hay

diferencias gnificativamente estadisticas
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Por otro lad en la grafica 48,se puede evidenciar que el punto mas alto de la figura, se da en
las condiciones de 5,00 %p/p Enzi®astrato y60°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.
paralelo el punto mas bajo de la grafica, se da en las condiciones de 2,50 % p/p Enzima/Sustrato
y 60°C, indicando el valanas bajo del perfil del contenido de grasa solidagdse concluye

gue 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 factoridls ejecutd a escala piloto en la empresa SIGRA S.A,
donde fueron suministrados todos los insumos para la elaboracién de los ensayos. Debido a
gue las materias primas usadas para preparar la maeelte(1 derivado de la palma y Aceite

2 derivado del patiste no provenian de las mismas cargas, se fijo como variable de respuesta
la diferencia entre el contenido de grasa sdlida de salida y de entrada a 20 °C, esto con el fin
de identificar las condiciones de operacion a las cuales se alcanza el maywenibeide grasa

solida con respecto a los sélidos 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 solida a 20°C debe ser como mininae8pués de la reacciqmra una

la mezcla grasa base presente en este estudio.

El contenido de grasa sélida es una de las propiedades fisicoquimicas mas controladas e
importantes en la industria de margarinas, ya que se relaciona con la texturafipads de
capacidad de esparcimiento, la estabilidad del producto y la gendada misma en la boca

lo que resulta ser fundamental para determinafofmulacion de una margarin@egun
Karabulut[16], el porcentaje de grasa soélida 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 sélida obtenidad@n oz ensayos de
interesterificacién enzimética, 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 refrigeracionp&malelo, el contenido de grasa soélida 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 exudacid@e 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
interesterificarcumpliacon este propdsito ya que poseia valores de alrededor del 25%, el
objetivo de la interesterificacion es aumentar el contenido de grasa soélida a esta temperatura
con el fin de obtener una grasa rigida, que aporte solidez a la mezcla para la elaboracion de

margarinas.

Por dltimo, el contenido de grasa sélida a 35 y 40°Celseiona con el grado de fusion 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 soélida a eséasperaturas 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 eaibilidad, posee resistencia a la exudaciéon de aceite a temperatura

ambiente y no funde poompleto 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 nimero 4, enleecti@bajé 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 sélidos de entraddaBgoes
importante resaltague,aunque hubo una variacion sigrativa en el perfil de sélidos, no se

logr6 cumplir con el parametro establecido. Por tal razon, se realiz6 una réplica de este
experimento cambiando el tiempo de reaccion de 4h a 6h y manteniendo la agitacién a 600
rpm, para determinar si se alcanzabpardmetro meta y establecer si necesitaba mas tiempo

de reaccion para cumplir con dicho fin.

Figura 49.
% SFC de la mezcla sin interesterificainéeresterificada de la réplica.
60,00

50,00

40,00

30,00 —— Solidos de Entrada

% SFC

20,00 —@— Solidos de Salida
10,00
0,00

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

Temperatura®C)

Nota. En la grafica se observa el comportamiento del perfil de grasa
sélida, antes y después del proceso de interesterificacion de la réplica de

la mezcla grasa.

Como se puede evidenciar, el tiempo no fue un factor dlugena significativamente en la
reaccion de interesterificacion, debido a que el aumento del contenido de grasa soélida 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 puntosspectivamente. Esto se relaciona con la teoria encoetnada

la revision bibliogréaficg,cuando se pretende aumentar el contenido de grasa solida de la
mezcla, la interesterificacibn enzimatica presenta un menor rendimiento que la
interesterificacién quima, 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 cumnplasc

parametros establecidos
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Finalmente el grado de interesterificacion se realizé 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 usgua cada mezcla de los experimentos, puesto que variaban

el contenido de grasa solida de los aceites usados, lo cual interfieresultaddo final. En la

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

Por otraparte, 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 interacadatuesnp

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, sembargopara la catalisis enmtica, el estudio de la temperatura es

mas complejo, ya que la enzima puede desnaturalizarse a temperaturas elevadas, es por esto
gue es de suma importancia tener un rango de temperatura 6ptimo en donde se encuentra el

valor méximo de velocidad tglcomose 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 Algbal R. Lodeiro. (2016),
Catdlisis enzimética Fundantea quimicos de la vida.p 39 [En linea].

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

En este caso para la enzima Lipozyme TL IM, este rangoncseetra entre 585°Csegun la
ficha técnicavaloresque fueron trabajados en el disefio de experimentos, como se mencioné

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 reacaideste rango de temperaturas es

muy similar

Seguidamente, la cantidad de enzima usada si interviene en los resultados y tiene una influenc
significativa, debido a que si se trabaja con una concentrbajanlacantidad de enzima no
seracapaz de llear a cabo la reaccion de reinteresterificacion para transformar el sustrato,
antespromueve la generacion de subproductos @ommonoglicéridos y diglicéridosEn
cambio,el aumento de la concentracion de la enzima acelera el proceso de la reaccidén ya que
habrd mayor cantidad de enzima para interactuar con el sustrato favoreciendo la formacion de

productos.

Lo anterior se puede ver reflejado en la gréafica 20 de superficie, en donde se observa que el
aumento de la temperatura no tiene influencia sobre lablarie respuesta, por el contrario,

el % enzima/sustrato tiene una gran influencia en la diferencia del contenido de grasa sdlida,
debido a que a medida que se aumenta esta proporcién aumenta la diferencia de soélidos a 20
°C, sin embargo, en la graficadigserva qué a aproradamente al,80- 8,50% p/p de enzima/
sustrato, la diferencia de soélidos a 20 °C tiglos mejores resultadppor lo tanto, trabajar a

un porcentaje mayor al anterior no causara 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 reaccién
de interesterificacién enzimatica, ya que es esta la que permite el contactoaratmpara

llevar a cabo la reaccion. Con base a leeaor, una velocidad de agitacién demasiado baja
puede conducir a una reaccion lenta ocasionando una mayor generacion de subproductos,
debido a que en el medio de reaccién se pueden presentar limitaciones de transferencia de masa
ya que el sustrato puetbrdar 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 imovilizada de la enzimi@4].

Es de suma importancia alcanzar una mayor turbulencia dentro del reactor con el fin de
incrementar el rendimiento, teniendo en cuenta lo anterior, se seleccioné una agitaciéon de 600
rpm. Tal como lo muestra la figura 5dg debe tener un sistema de agitaaon flujo axial el

cual genera corrientes paralelas al eje del agitador para garantizar que el aceite circule a lo largo
de todo el reactor tanteertical como horizontalmente.
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Figura 51.

Sistema de agitacion con flujo axial.

-
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Nota. La figura presenta el tipo de agitacion ideal para el proceso de
interesterificacion enzimatica, donde el aceite debe circular a lo largo y
ancho del reactor para favorecer el contacto con la enzonsado de:
AlejandraDiaz Rojas Curvas de potencia para fluidos-newtonianos

y NewtonianosUniversidad De Los Andg2017)

Sin embargo, debido atarma dé¢ agitador de la planta piloto (Figura 18)los cuatro bafles
instalados en el interior del reactor (Figura $2pbre toda la forma conica dehismq se

alcanzaba a sedimentar por gravedad cierta cantidad de ermma/endo 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 altasargas de enzima y temperatudasreaccion comprerahs entre

60 y 70 °C, y con tiempos de reaccion mayores a tres (3) H@%s donde este valores
encuentra en un rango de-3@%. En paralelceste grado, permite observar la desviacién con
respecto a la interesterificacion quéey la conversidbngue para estos experimentos se

encuentra en el rango d6-58%.

Por otrolado, es fundamental tener en cuenta que a lo largo del desarrollo experimental se
reutilizdla enzima por medio del tratamiento con acetona descrito anterioremegitaumeral

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 Siealizeun proceso

de recuperacion eficiente, la enzima quedara con residuos de grasa lo cual genera @ana pérdid

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 fisicoquimicas, en este capitulo se presentan los
resultados obtenidos de la caracterizacion de la mezcla Brapaimera instancia se llevé a

cabo la caracterizacion de la materia prima por separado, y posteriormente se procedio a

analizar la mezcla, dentro las propiedades determinadas se encuentran: la acidez, el punto de

fusion, el contenido de grasa solida ypelrfil de acidos grasos

5.1. Ensayos De Laboratorio

En el presente apartado se describirdn los pasos a seguir para determinar las propiedades
fisicoquimicas dela muestratanto de materias primas como de las mezclas grasas sin
interesterificar enteresteificadas, las cuales todas se llevan a cabo en los laboratorios de
calidad de la comiia de SIGRA S.A

5.1.1. Perfil de grasa solida

Para llevar a cabo la medicion del perfil de sélidos 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 Soatir, 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 eqggiis 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 medicién, repetir el mismo
procedimiento con la cantidate tubos restantes, una vez finalizadas todas las mediciones
segun las temperaturas, dar clic en stop, volver y cerrar sésida.figura 53 se muestra el

equipo analizador MINISPEC y en la figura 54 el diagrama de flujo.
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Figura 53.

Equipo analizador MINISPEC

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

es utilizado para la mediciéon del contenido de grasa sélida

Figura 54.

Determinacion del perfil de sélidos con el equipo MINISPEC.

Calentar y > La muestra a
homogenizar analizar

\
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

Y
Introducir

El tubo debidamente limpio y seco en el
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 determinacion del

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

Para determinar este pardmetro inicialmente se debe calentar la muestra maximo 10°C sobre
su punto de fusién con agitacion constante, si la muestra es turbia o presenta sedimentos, se
debe filtrar caliente,gsar en un matraz una masa de 2ig laporcién 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 estibléa figura 55se presenta el diagrama de flujo para

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

Figura 55.
Determinacioén de la acidez d@a muestra grasa

| Inicio |

Y

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

l

¢La muestra

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

Yy un matraz

v

[ 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 ]

Y

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.
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Figura 56.

Titulador para la determinacion da 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

5.13 Punto defusion

En la figura 58, se presenta un diagrama de flujo para deterslinaunto de fusién
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 noisupasado 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 elasticas. Colocar el termdémetro dentro del beaker y sujetarlo por
medio de un soporte unisal e iniciar calentamiento con un agitador magnético, registrar la
temperatura a la cual la muestra comience a ascender por el €apikafigura 57 se presenta

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

Figura 57.

Montaje para determinar el punto de fusién

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 fusién de una muestra grasa.

v

Calentar Hasta que esta se
muestra encuentre liquida
Su!'nergir_ un » Hasta.que la muestra

capilar abierto ascienda 10 mm

.

Llevar el capilar con la
muestray aguaenun | ™

A refrigeracién por

recipiente L 5 minutos )
Pasado el tiempo
\i ] )
I 250 ml con agua fria
- elr;arlfn un - hasta el 75% de su
eaxel capacidad

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 deifimsdeuna muestra grasa.
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5.1.4 Perfil de acidos grasos

La cromatografia de gases es una técnica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de una columneomatografd, la cual es un tubo empacado con algun polimero liquido
[32]. En la figurab0, sepresenta el diagrama de flujo para la determinacion del deédidos

grasos, inicialmentse realiza un tratamiento de la muestra con el fin de tener un extracto
concentrado de triglicéridos los cuales son convertidos a acidos grasos ydaggesasimples

de metanol en vez de glicerol.

El tiempo de apariciones cada pieo la cromatografiaentifica a cada componente de la
mezcla, y el area indica la fraccion presehte.la figura 59, se presenta el cromatografo de
gases para determindrperfil de acidos grasos en SIGRA S.A

Figura 59.

Cromatografo de gases para determinar el perfil de

acidos grasos

Nota. La presente figura muestra el cromatogrdéo
gases utilizado para determinar el perfil de acidos

grasos
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Figura 60.

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

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

5.2.1Aceitel

Al aceite 1,sele determin6 su perfil de grasa sdlida, acidez y punto de fusion, los cuales

siguieron el procedimiento presentaoel apartado 5.1.1.

5.2.1.aPerfil de grasa soliddn la figura 61se muestra el perfil de contenido de grasala
del aceite 1 usaden la mezcla grasa a interesterificar, donde se observa, que el contenido de
grasa sélida a 20 °C esta alrededor del 37%0fofado su perfil a los 35 °C sscuentra por
encima dell0 %, es decir que aun a esta temperatura no tendra una consistencia liquida del

todo.

Figura 61.

Perfil del contenido de grasa sélidaldeeite 1

70,00
60,00
50,00

Q 40,00

(7))

< 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 grafica se puede apreciar el perfil del contenido de
grasa solidalel aceite 1 usaden la mezcla aalcual se le realizd

la cromatografia.

5.2.1.bAcidez Para determinar la acidez del aceiteIsiguid el procedimiento descrito en el
numeral 5.1.1.2 dondse pesaron 20,91 gsg procedio a titular cddaOH, los datos obtenidos

se presentan en la tabla 11.
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Tabla 13.

Masa de la muestra del aceitey 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 acidedel aceite 1.

Con la ecuacion presentada en el numrall, se determiné el porcentaje de acidez de la

muestra:

. . oMttt .
<0 QQQdy O—— Tmmaob
g twp

5.2.1.cPunto de fusién
06 & BENG &AW T G 13
5.2.2 Aceite 2

5.2.2.aPerfil de grasa sélid&n la figura 62, se muestra el perfil de contenido de grasa soélida
del aceite 2 usado en la mezcla grasa a interesterificar, donde se observa, que el contenido de
grasa solida a 2fC 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 solidaldeeite 2
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Nota. En la gréfica se puede apreciar el perfil del contenido de

grasa solida de aceife
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5.2.2 b Acidez Para determinar la acidez de la muestra de a2Zegie pesaron 20,4y se

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

Tabla 14.

Masa de la muestrdel aceite 2y 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 @@mmninar la

acidez del aceite 2.

Con la ecuacion presentada en el numerall, se determiné el porcentaje de acidez de la

muestra:

oo . TipUL .
<0 QQQd ™B—— Tmmg b
) € <

5.2.2.cPunto deisién
06 ¢ RENG &AW o tn 136

5.2.3 Mezcla Grasa De Aceite Vegetales

A lamezcla grasa se le determiné su perfil de grasa sélida, acidez y punto de fusién, los cuales

siguieron el procedimienta@sentado en el apartado 5.1.1.

5.2.3.aPerfil de grasa solid&n la figura63, se aprecia el perfil de grasa sélida de la mezcla
gras 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-séliwia a temperaturardgiente, 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 sélida muestra grasa
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Nota.En la grafica se puede apreciar el perfil del contenido de grasa

solida de la mezcla de grasda cual se le realizéa cromatografia.

5.2.3.b AcidezPara determinar lacidez ded muestragjrasa se pesaron 20,91 gsg 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 num2rall, se determind el poentaje de acidez de la
muestra:

<600 Qg TO—cmfi ° wiop

5.2.3.c Punto daukioén
06 ¢ RENG &AW T I 196
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5.2.3.dPerfil de acidos grasos de la mezcla grasa sin reaccinaerfil de acidos grasos para

la mezcla grasa inicial, tal y como se muestra en la figura 64, presenta diferentes picos, en la
figura 66 seevidencia un alto contenido de acidos grasos saturados equivalente al 57,66%,
sobresaliendo el acido palmitico y el acido laurico con una composicion del 39,02% y 7,75%
respectivamente, los cuales se observan en la figura 65. De igual modo los acidos graso
monoinsaturados representan el 33,87% destacandose el acido oleico con un valor del 33,76%,
seguidamente los 4cidos grasos poliinsaturados presentan un porcentaje del 8,00% siendo el
mas representativo el acido linoleico con un valor del 7,74%. Finadmiast 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 semisélida ya gomds del 50,00% de su composicién son acidos 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 nezcla[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 4cido graso prege en la mezcla gragacial.
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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 &cidos

grasos de la mezcla grasa inicial.

Figura 66.

Perfil de los acidos 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 composicion en porcentaje de los
acidos grasosaturados, monoinsaturados, poliinsaturados y grasas trans,

presentes en la mezaaeasainicial.
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Figura 67.

Composicién de las grasas trapgesentes en 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 trans,

presenten en la mezcla grasa inicial.

5.2.4Mezcla Grasa Despud3el Proceso De Interesterificaéh Enzimatica

5.2.4.aPerfil de &idos grasos de la réplica dedfe4. El perfil de 4cidos grasos para la mezcla
grasa de la réplica del experiment@resentaliversos 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 acido palmitico y el &cido laurico con una composicién
del 38,74% y 7,97%espectivamente., 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 acido linoelaidico con un valor del 50,32%.

La mezcla de la réplicdel 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

laresolucion nimero 2508 del 2012 del Ministerio de Salud y Protecciéon $86]al
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Figura 68.

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

por cada acido graso presente eréfdica del experimento 4.

Figura 69.

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

réplica del experimento 4.

Figura 71.

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

presenten en la réplica del experimento 4.
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5.2.4b Perfilde acidos grasos dekp 7.El perfil de acidos grasos para la mezcla grasa del
experimento 7, tal y como se muestrdaspicos de la figura 72, presenta un alto contenido
de &cidos grasos saturados equivalente al 598#f%n la figura 74sobresaliendo el acido
palmitico y el &ao laurico con una composicion del 40,11% y 8,05% respectivamente, siendo

esta la mezcla mas saturada de las tres cromatodffiasa 73)

De igual modo los acidos grasos monoinsaturados representan el 32,58% destacéandose el acido
oleico con un valor de82,49%, seguidamente los 4cidos grasos poliinsaturados presentan un

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

Finalmente, las grasas trans representan el 0,31% de la mezcla total, destacAndose en
compogcion el acido linoelaidico con un valor del 54,8{Bigura 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 deexperimento 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 gusos del experimento 7
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Nota.En la presente grafica se muestra la composicion 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 eal experimento 7
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Figura 75.

Composicién 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 isterdicacion enzimatic&n la tabla 14, se presenta
el resultado de la acidez final de todos los ensayos interesterifichuiate se presenta un
incremento en la acidez con respecto a la acidez de entrada, por lo tanto, es de suma importancia

sometetas 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.dPunto de fusiomespués dgbroceso de interesterificaci@mzimaticakn la tabla 15
se presenta los resultados obtenidos del punto de fusibn 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 fusion de cada
uno de los experimentos realizadogy(se el

disefio de experimentos.

5.2.4.e Colodespués del proceso de interesterificacion enzimaticamica En la figura 76,

se presenta una comparacion entre los aceites obtenidos por interesterificacion quimica y
enziméatica respectivamente, donde se observa una notoria diferencia en cuaotalealcala

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.

101



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 caracterizacién de aceites y grasas es de suma importancia para determinar el alcance y
aplicacién industrial que probablemente pueden tener estas dentro deldedagdaboracion
demargarinas. Para esto se deben evaluar las propiedades fisicoquimicas ya que resulta de gran
valor puesto que predice el comportamiento de la misma al influir apaléencia sabor,
estabilidady plasticidad del producto elaboraddon el fin de tener uoonocimiento técnico

sobre estos parametros se caracterizaron las mudstris aceitesuministrades por la

empresa SIGRA.A, de la misma manera que la mezidaaceites trabajar.

En primera instancia se determind el indice de acidez el cual ggrametro que se relaciona

con la calidad del product@somo se observa en la tabl, para los tres primeos
experimentos, sevidencia un mayor incremento endeidez después de la reaccionsye

valor se encuentra alrededoll de34%, esto se relaciona con lo mencionado en el capitulo
anterior, en donde los resultados arrojaron una disminucién en el contenido de grasa sélida,
debido a que se favorecié la hidrolisis de los triglicéridos permitiendo la formacion de
mongaylicéridos 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 endrgerimentos restantes el indice de acidez también

aumentceencontrandose en un promedio de 2,43 embargo, no fue tan significativo como
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en los primeros tres experimentose Rcuerdo a lo anterior y contrastando fesultados
obtenidos corel contenilo de grasa solida para los respectivos ens@qs 4 al Exp 9)se

afirma que la reaccion de reinteresterificacion se produjo disminuyendsémpieede acidos

grasos libres. €importante tener en cuenta que el proceso de interesterificacion eremoatic
termina con la separacion de la enzima, sino que la mezcla grasa debe pasar por un proceso de
desodorizaciompara eliminar los acidos grasos libres presentes por reacciones secundarias y
obtener una grasa RBD apta para el consumo humano.

En segunda instancia se determind el punto de fusion de las mezclas, erbi sadaidencia

gue en todos los ensayos se obtuvorempdio un punto de fusion de-3%°C, cumpliendo

con el parametro establecido de la empresa, independientementa deezcla reacciono o

no, cabe mencionar que este método de andlisis es de observacion por lo que los datos obtenidos
poseen cierto margen de error humaRor otro lado seeumplié con el objetivo de la
interesterificaciorya que el contenido grasa sol@gartir de 35°C, tiende a cero, debido a la
reaccion dada, por tal razon, el punto de fusién 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
interesteficadas presentan una composicion muy similar, esto se ajusta con la teoria ya que el
proceso de interesterificacion no interviene en la estructura molecular de los acidos grasos, lo
gue se da en la reaccion es un reordenamiento de los acidos grasgesiti@ases 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 par&xgberimento 7 se presentaron valores del 0,37% y

del 0,31% respectivamentBor otrolado, el perfil de acidos grasos para el experimento 4
presento la aparicion del aciais-10 heptadecanoicel cual es un acido graso insaturado que
viene de lagmaterias primas utilizadas, por tal razon este experimento obtuvo un menor

porcentaje de grasa saturada (5%Y@onrespecto al experimento 7 (59,39%)

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

como elmetoxidode sodio, se da la produccion jabon por lo cual es necesario tratar la
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mezcla con &cido citrico y tierra de blanqueo. Seguidamente la figura 48 (b), muestra una
mezcla gasa obtenida por interesterificacion enzimatica sin uso de quimicos, donde se aprecia
un aceite brillante lo cual indica que no es necesaridrptalo con tierra Yacido citrico,

representando la disminucion de efluentes y costos operativelgprocso.
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6. EVALUACION DE LOS COSTOS DE PRODUCCION DE LA MEZCLA DE
ACEITES INTERESTERIFICADA ENZIMATICAMENTE

Con el finde mostrar los costos de produccion de la mezcla de aceites interesterificada
enziméticamente a escala piloto, en este capituloresenta el costo de la materia usada
durante el desarrollo del proyecto, de la misma mamaedos costos dénversion a exala

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 interesterificacioenzimética para la elaboracion de margariaasscala 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 elaldshpralyecto

de invesigacion, en la tabla 16, peesenta 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 produccion de la mezcla @ssaa piloto

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

Nota. En la presente tabla seuestra una estimacidreldcosto de la materia prima para el

desarrollo del disefio de experimentos para el estudioidietasteficaciéon enzimatica
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6.2 Costos Indirectos De Produccion De La Mezcla Grasa Interesterificada

Enzimaticamente A Escala Piloto

En esta apartadse presentalos costos indirectos del proceso de interesterificacion enzimética
a escala pilotdas cuales incluyen lo®stos dda mano debra de los analisis de laboratorio,

de losservicios 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 18se presenta los costde los analisis de laboratotimindados por la empresa
los cuales se realizaramon el fin de evaluar las propiedades fisicoquimicas de las mezclas
grasas interesterificadas enzimaticamente

Tabla 20.

Costos de analisis de laboratorio para la caracterizacién 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 4cidos 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 paralawvaluar

propiedades fisicoquimicas de la mezcla grasa

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

suministradogor la empresa SIGRA SyAse presentan de forma resumida en la tabla 19.
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En primer lugard linea de vapade la panta piloto posee un caudal de:

. 0 € ¢
pip T p T 0

Dondetiempo de reaccion fue de 4 horas:
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Para producir una tonelada de vapor se necesitan 57 d@gas natural, y el metro cubico de

gas natural se encuentra en $1159 COP, por lo que el gasto de vapor gasayo edge:
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En segundo lugakel agitador del reactor de la planta piloto tiene una potencia @éR,4s

decir que la energia consumida fue de:

< X T UQO

Donde el tiempo de reaccion fue de 4,00 horas:
plx RO 1 xip gRGQ
El costo de energia eléctrica para un ensayo es de:
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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:
L N
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Tabla 21.

Costos de los servicios industriale®scala 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 20se presemin los costos por mantenimienteny la tabla 2%l costo total de

produccion:

Tabla 22.

Costos de los servicios de mantenimientescala piloto

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

Nota. En la presente tabla se muestran los costoslfservicio de mantenimiento.

Tabla 23.

Costo total de produccion de la mezcla grasa interesterificada enzimaticamente.

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 produccidon del proyecto de

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

En el presentapartadose presenta el costo del kilo de la mezcla grasa de aceites vegetales
obtenida tanto por ruta enzimatiCeabla 22)como por ruta quimic@l'abla 23) teniendo en
cuenta el costo de materia prima, mano de obra, seswaustriales ynantenimiento.

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 $ 5208,58

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

el costo por kilo de la mezcla grasa.

Tabla 25.

Costo del kilo de la mezcla grasa obtenida ipderesterificaciéon quimicaa 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 compafiia 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 cuent costo por kilo de la mezcla grasa y aplicamionargen de utilidad

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

- - 6,0,0 ~
01 QKO8 BQQ 6 £ 1 ¥EQO MGBBQQ 6 ¢ i & Qo ('OA_Y%E) YO "QEQPQ @ &
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Tabla 26.

Precio del kilo de la mezcla grasa por rigazimatica y quimica

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

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

Industrial

En este apartado se present@a estimaciérfinancieradel procesode produccion de
interesterificacion enzimatica a escala industciah una produccién de 24,00 toneladas
diarias tomando como referencia el articulo de FEDEPALMA del afio 2004

Al nteresterificaci - n enydeéndigidspatadopr Yydn.Empas en
este articulo se realiza un estudio del proceso y costos de interesterificacion enzimatica
pasando por cada una de las etapas de escalonamiento para la estanddelzpaceso. En

la primera etapa, se realizarongias a escala laboratorio con reactor en vidrioyeitcar

el cambiode punto de fusion de las bagesomprobar cualesos las mejores bases para
pruebaq?]. La segunda etapa es un reactor de lecho fijo para una produccion de 2 a 3 kilos
de grasa interesterificada, la tercera etapa consta de un reactor piloto de lecho fijo para una
produccion de 25 kg de grasa interesterificada y la Gltima etapa constaeabetor 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 délares, el cual depende del pais {mlecio del acero inoxidable 316. Sin embargo se

debe tener en cuenta que el costo de inversion 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 fljo, una termocupla, dos transmisores de presion, una bomba, un filtro y una
valvula. Los preciode estosinstrumentos y accesoridsin tener en cuenta tuberias y
accesorios de las mismasgmuestran en la figurd7.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 dolares para el afio 2004, no obstante, este valor fue

proyectado con el IPC de cada afio hasta llegar al afioc@@®i se muestran la tabla 25
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teniendo en cuenta un valor del 1@icionalcon el fin de estimar un costo de inversion

ajustado para asi obtener un costos de inversiorn’€8e.%42.850,12

Figura 77.

Costos de inversion
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Nota. En la figura se presenta los costos de inversién para el proceso de

interesterificacién enzimatica. Teniendo en cuenta equipos y accesorios

Tomado dd_ . a. Vol
proceso Yy benef i ciPamsas\ywlaVfola25INggp. Product os,

366, 2004.

Tabla 27.

pat o,

nterester

Proyeccién 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

PRECIO EN COP ($) $
AJUSTE COP ($)

$

726.584.409
799.242.850

Nota. En la presente tabla se presenta la proyeccién del costo de inversion
desde el afio 2004 hasta el afio 2021, teniendo en cuenta(Bdfe@ninado

por la DANE)de los afios en cuestion
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En la tabla 26 e presentan los datos que relacionan los ingi@sosliccion*Precio al afig)

costos de operacigfTabla 27)y gananciasSe determinaros los indicadores de bondad, con

el fin de establezr la rentabilidad del proyectys 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 operacionalgnancias

ANO INGRESOS COSTOS OPERACIONALES GANANCIAS

Afio 1 $ 25.001.201.671 $ 2.554.083.067 $ 15.715.983.02%
Afo2 $ 26.126.255.746 $ 2.669.016.805 $ 16.423.067.25¢
Afio 3 $ 27.301.937.255 $ 2.789.122.561 $ 17.161.970.28¢
Afio 4 $ 28.530.524.431 $ 2.914.633.077 $ 17.934.123.94¢
Afio 5 $ 29.814.398.031 $ 3.045.791.565 $ 18.741.024.52¢

Nota. Semuestra lgproyeccion a 5 afios del proyecto de interesterificacion enzimatica a escala industrial.

Tabla 29.

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

INSUMOS VALOR TOTAL ANUAL
Enzima Lipozyme TLIM  $ 512.000,00 $ 2.457.600.000,0(
Aceite 1 $ 4.814,33 $ 3.840.000,00
Aceite 2 $ 571147 $ 960.000,00
Operario $ 1.300.000,00 $ 15.600.000,0C
Vapor $ 175.630,22 $ 35.126.044,8C
Energia Electrica $ 144.785,11 $ 28.957.022,4C
Mantenimiento $ 1.000.000,00 $ 12.000.000,0C

$ 2.554.083.067,20

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

Tabla 30.

Indicadores de bondad del proyecto de interesterificacién enzimatica a escala
industrial

INDICADORES DEBONDAD

Valor Presente Neto (VPN) $ 49.244.862.219,1(
Tasa Interna de Retorno (TIR) 19,71 %
Valor presente ingresos (VNA) $ 79.611.929.852,0(
Valor presente egresos (WA ) $ 8.932.271.200,3¢
Relacion 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 (VNA) $ 50.044.105.069,2:

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 determind el valor comercial
de la grasa y se planteé un panorama preliminar del escalamiento industrial del proceso de
interesterificacion enzimatickn primer lugar se calcul6 el ¢ogotal de produccidén a escala

piloto de la grasanteresterificada&nziméticanente para locual se tuvo en cuenta el costo de

la maeria prima, los servicios deapor y mantenimiento, la mano de obra y los ensayos de
laboratorio realizados para @gimiento ycaracterizacion de la mezcla grasa, tosto eon

un costo total d§ 1'988073/.

Paralelamente,otno se puede observar en la tabael 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 mayecosto en los servicios industriales, especificamente en el costo de
vapor, ya que la interesterificacion quimica utiliza altas temperaturas y condiciones de vacio.
Seguidamentese observa que en la materia prima exceptuando los costos de los aceites, el
costo de la enzima Lipozyme TL IM es el mas representativo, debido a que es el insumo con
mayor valor en el mercadode este depende en gran parte los costos operativos. Por otro lado,
la interesterificacion enzimatica, trabaja a bajas temperaturaoydiciones atmosféricas,
teniendo entonces, un menor consumo de servicios industriales por lo tanto un menor costo de
operacdn, en el mismo orden de ideas, este proceso al ser mas simple permite obtener una
mayor produccion que con la interesterificaaimica ya que esta Ultima posee una serie de
etapas las cualesaajan el proceso de produccion, por tal razon docds inversion, se

recupera en grimer ano.

Por ultimo, se realiz6 un andlisis financiero del escalamiento industrial del proceso de
interesterificacion enzimaticaam deteminar los costos de inversiose planteé un reactor

plug and playconuna capacidad de planta de 2ddiadddia[2], con un lecho de 300 kg de
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enzima LipozymélL IM, la cualtendra unavida Gtil de un mes, ademag dinos accesorios

como sensores de temperatura, valvulas, filtros, controlador de flujo, transmisor de presion y
bombagara un total d8799.242.850,2. Paralelamentse determinaron los@nesos teniendo
encuenta el valor comercial de la grasa y los costos operacionalesckedg@donde se tuvo

en cuento lasnaterias primas, mantenimiento, mano de obra, servicios de vapor y energia
eléctrica Lo anterior se proyecto por un tiempo de 5 afios, de acuerd@ adtual. Teniendo

en cuenta los resultados de iaslicadores de bondad se puede afirmar que el proyecto tiene
una rentabilidad del9,726, por lo cualrecupera la inversion inicial gdemasel proyecto
presenta un flujo de ingresos mayor al flujo de@gsgastos, lo cual se ve reflejado en la

relacion costo/beneficio.
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7. CONCLUSIONES

Seidentificaron las variables del proceso de interesterificacion enzimatica mediante la revision
bibliografica usando bases de datos c@unienceDirect, Sringer link y articulos relevantes
encontrados para el estudio durante el desarrollo de la investigacion. Dentro de las variables
del procesodefinidas, se encuentra: la temperatura, el tiempo de reacétdm/p de

enzima/sustrato y velocidad de agitacion

Se determinarofas condiciones d®peracion para la obtencion de una mezcla base para la
elaboracion de margarinas por medio de interestasifinaenzimatica de acuerdo al resultado
del disefio de expienerntos factorialse obtuvieron los mejores resultados en el rango de-60,00
65,00C, con 500-8,50% p/p de enzima/sustrato, 4 h de reaccion y 600 RPM

Se caracterizé la mezctie aceitesntes y después de la reacgiitricialmenteel perfil de

sélidos de la mezcla obtenida por interesterificacion enzimatiogip que estao presenta

buenas propiedades de esparcibilidad, posee resistencia a la exudacion de aceite a temperatura
ambiente y no funde por completo a temperatura corg@aatlelamente el perfil de &cidos

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 @éb0Ademasse puede afirmar

gue el indice de acidez de la grasmenta con el proceso de interesterifica@nnimaticaen

las mezclas obtenidas este parametrastyerior a,00%, por endees necesario someter la

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

Se evaluaron los etos de produccion de la mezcla de aceiteterasterificada
enzimaticamente, en primera instan@aescala pilat donde se obtuvo un costo total de

pr oduc c i988073ddondé& sk 'incluyen los costos directos de la materia prima y los
costos indireds que involucran mano de obra, servicios industriales y mantenimiento. De la
misma manera, se evalud el proyecto de interesterificacion enzimatica a escala industrial y se
determind que es viable econdmicamente ya que posee una rentabilidad, b,
obteniendo una relacion codteneficio de8,91, lo cual la hace competitiva frente a la

interesterificacion quimica.
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GLOSARIO

Glicerol: se trata de un compuesto liquido a tempeeatmbiente, viscosocoloro, inodoro

y ligeramente dulce. La presencia de los gegpos hidroxilo le hace ser higroscépico,
facilmente soluble en agua y alcoholes, ligeramente soluble en disolventes organicos como
éteres y dioxanos, e insoluble en hidrocarb{8@]. Se obtiene principalmente de la
saponificacion de las grasas o procesos de obtencidn de biodiesel.

Triglicérido: un triglicérido es una molécula que combina tres acidos grasasa molécula

de glicerol(Figura 78)y segun el tipo de acidos 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 propiedadestritionales Unicas y constituyen los
nutrientes energéticos por excelencia (la oxida@ompleta de los acidos gragm®vee 9

kcal/g, cifra que es mayor al doble deloracalérico de carbohidratosproteinas (4 kcal)g

[38].

Figura 78.
Estructura de un Triglicérido

3 FA chains

« [) RSN NN
E CH,—O C=—CH; sn-1 position CH,
a8 ﬁ /\/\/\/ /\/\/\
s CH—O—1C—CH, sn-2 positio CH3
@
(S i

_ CH—O-f-C—CH, sn-3 position CHs

Nota. La figura muestra las posiciones de los acidos grasos del
triglicérido unido a una molécula de glicerdlomado de Effects of
Plant Oil Interesterified Triacylglycerols ohipemia and Human
Health

Aceites y grasas: las grasas y aceites vegetales est@stituidos 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, caractedatique 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 semisélidas a temperatura ambiente

(20°C) yaque tienden a ser saturadasy.
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Acido graso: losacidos 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 tiermaenorpaé 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 saturagiimenlugar estan los &cidos

grasos saturados, los cuales no presentan dobles enlaces en su cadena hidrocarbonada, por otro
lado se encuentran los acidos grasos insaturados los puesesitan dobles enlaces en la
cadena carbonad&n la naturaleza, locidos grasos insaaffos presentes en los aceites y

grasas vegetales se encuentran en configuracion cis. Esta se encuentra definiticpoida

de los atomos de hidrégeno de los cads involucrados en los dobkeslaces, encontrandose

ambos del miwmo lado de la cadena carbonada. Esiafiguracion le confiere a la estructura

de la molécula ma cierta torsién, dificultandasi que puedan ajustarse a una red cristalina,

caracteizandose las mismas por poskajos puntos de fusiém [40].

Fosfolipidos: “son moléculas formadas por un alcohol unido a dos acidos grasos y un grupo
fosfato, se caracterizan por ser antipaticas debido a que poseen un domifilicbigrotro

hidréfobo, son agentes emulsionantes y agentes superficiales’agtiMos

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

vitaminas las cuales son solubles en gri&2s

Aceite RBD: un aceite RBD, como lo indica sus siglas es un aceite crudo vegetal el cual ha
sido sometido a un proaede Refinado, Blanqueado y Desodorizado, con el fin de eliminar el
contenido de acidos 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
vegdal [43].

Monoglicéridos y Diglicéridos: los monoglicéridos, diglicéridos, y triglicéridos se clasifica
como eésteres—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 éstgr4].
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Grasas Trans: las grasas trarson acidos grasos insaturados que contienen uno o mas enlaces
dobles en una configuracion trans, por lo general se producen por la hidrogenacion parcial de
aceites vegetales para la formacion de grasas semisoélidas que se emplean en la elaboracion de
margainas. Aunque 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 aparicion de enfermedades cardiovascyireés 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 acido 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 insatuertta posicion
trans Tomado de: C. Pacheco, Cética de Ia
InteresterificaciorEnzimatica de Aceites Vegetales, Td3es
Doctor En Ingenieria Quimic&niversidad 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)
us—
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Page 5/7

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 4)
- 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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- Carcinogenic categories
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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
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ANEXO 5.
FUNCIONAMIENTO PLANTA PILOTO SEGUN INSTRUCTIVO EN SIGRA S.A

Comprobacién 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 sbodeben seguir los siguientes pasos:

-Encender el panel de control <colocando el s
la pantalla del control de temperatura.

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

-Encender el agitador de | a planta piloto, c

seguido a esto, el agitador del reactor se debe activar.

-Col ocar el switch del agitador en posici dn
apagarse.
-Colocar el switch del panel de control en po

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

Comprobaciéon 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 etpswm 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.

- Ubicare | switch de enfriar/ calentar en posici o
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 sumiistro 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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-Ubi car el switch de enfriar/ calentar en posi
el panel de control que la temperatura del reactor disminuye.

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

- Abrir la vélvula 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

devacio minima de 520 mmHg.

Comprobacién 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 dagua caliente a través de la entrada de materia prima, colocar una
temperatura de 90 °C y agitacion 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 adicién de materias primas.

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

- Cerrar la valvula del sistema de vacio.

- Cerrar la valvulale entrada de materias primas.

Limpieza De La Planta Una Vez Finalizado El Ensayo

Una vez se finaliza un ensayo en la planta piloto, sereéebear 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 mateaia pri

- 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.

- Dejarel 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
- Abrir la valvula de salida del reactor y recoger la cantidad deqgiaale 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 &gitacion 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
- 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 agusade 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 K@, gpara garantizar el contacto

enzimasustrato 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 acidos grasos libres de la mezcla grasa.

Se prgone evaluar un proceso de {r@amiento 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 util del producto.

Se recomienda evaluar elogeso de podtatamiento 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 reaccion y de igual modo de la reutilizacion de la

enama 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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