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Resumen

Los mono y diglicéridos son compuestos utilizados como emulsionantes y tensioactivos en la
industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y quimica en general. La principal forma de produccion
de los mismos es a partir de esterificacion del glicerol o transesterificacion y alcoholisis de aceites,
mediante el uso de catalisis homogénea acida o béasica a altas temperaturas. En este trabajo se propuso
producir mono y diglicéridos en forma continua, mediante la reaccidn opuesta, la alcohdlisis parcial de
los triglicéridos, usando un biocatalizador desarrollado a partir de la enzima lipasa de Pseudomonas
fluorescens inmovilizada en el material mesoporoso SBA-15. Se encontrd que en tan solo 20 minutos
de reaccién (tiempo que tarda en atravesar el reactor la mezcla de reaccion) se producen 44% de
diglicéridos y 27% de monoglicéridos, manteniéndose practicamente constante en el tiempo en el caso
de los primeros y disminuyendo apenas en el caso de los monoglicéridos. Surge entonces una valiosa
forma de produccién de estos compuestos, suavizando las condiciones de reaccion y utilizando un
catalizador que mantiene su actividad.

Abstract

Mono- and di-glycerides are compounds used in the food, pharmaceutical, cosmetic and
chemical industry as emulsifiers and surfactants. The main methods of production are esterification of
glycerol or transesterification and alcoholysis of oils, by using basic or acidic homogeneous catalysis
at high temperatures. In this paper, the inverse reaaction the alcoholysis of triglycerides was used as a
new way to produce continuously mono and diglycerides, using a biocatalyst of Pseudomonas
fluorescens lipase enzyme immobilized in the mesoporous material SBA-15.

It was found that at 20 minutes of reaction (the time that the reaction mixture takes to traverse the
reactor) 44% diglycerides and 27% monoglycerides was produced, remaining constant in time the
yield. This way of producing emulsifying compounds appears as a valuable method, with mild
reaction conditions and using a catalyst that maintains its activity.
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Introduccion

Los mono y diglicéridos son ésteres del glicerol con uno o dos &cidos grasos respectivamente.
Son de gran importancia en la industria alimenticia, cosmética, farmacéutica y quimica debido a su
accion emulsificante y surfactante debido a su estructura anfipética [1]. Las principales formas de
produccion utilizadas hoy en dia son la esterificacion del glicerol con el &cido graso bajo catélisis
homogénea &cida, la alcoholisis y la transesterificacién de triglicéridos y glicerol con diferentes
catalizadores, como 6xidos de metales, bases inorganicas (CaO, NaOH o KOH) y sales sddicas de
alcoholes de bajo peso molecular. Todos estos procesos necesitan temperaturas muy elevadas de entre
210-240 °C [2].Cualquiera de estas vias utilizadas da como resultado una mezcla de glicéridos que
generalmente posee color y aroma, lo que hace que no puedan ser utilizados directamente en alimentos
0 cosmeéticos, por lo que es necesario una purificacion por destilacion. Por otro lado, estos procesos
utilizan altas temperaturas ademas de &cidos y bases; lo que genera la necesidad de una infraestructura
especial en la industria. Como alternativa a estos catalizadores, surge la posibilidad de utilizar enzimas
para la produccion de los mismos compuestos con la ventaja de obtener mayores rendimientos en
condiciones de reaccion suaves, lo que resulta en productos de mayor calidad y menor consumo de
energia [3]. Las enzimas que presentan actividad para realizar reacciones de transesterificacion,
alcohdlisis o esterificacion se denominan lipasas (EC 3.1.1.3 triacilglicerol acilhidrolasa) y representan
un grupo de enzimas solubles en agua que catalizan originalmente la ruptura y formacion de los
enlaces éster de sustratos lipidicos insolubles en agua. Una desventaja de utilizar estas enzimas en
medios no acuosos, es que tienden a formar agregados que dificultan la interaccién de las enzimas
internas con el sustrato y por lo tanto sélo las que se encuentran en la superficie pueden realizar su
funcion, lo que resulta en una reduccion de su actividad [4]. Sin embargo, estas lipasas pueden
inmovilizarse en distintos materiales para mejorar su estabilidad y reutilizacion, obteniéndose
biocatalizadores con alta selectividad, eficiencia y rendimiento [5,6]. Para lograr el maximo de sitios
activos y lograr un poder catalitico completo, es conveniente dispersar la enzima en superficies como
las de los materiales mesoporosos. Distintos materiales han sido utilizados para este fin como silica
gel, epoxy SiO2-PVA, Celita, SBA-15 entre otros; como asi también enzimas lipasas de distintos
microorganismos tales como Penicillium camemberti, Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar,
Rhizomucor miehei, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas fluorescens y mas [7-9]. En base a
esto, se propuso desarrollar un biocatalizador utilizando la enzima lipasa de Pseudomonas fluorescens
inmovilizada por medio de adsorcion fisica al soporte SBA-15 (Santa Barbara Amorphous 15) y a
partir de ello, generar un reactor continuo de produccion de mono y diglicéridos por transesterificacion
de triglicéridos con etanol comercial al 96%.

Experimental

Materiales

La lipasa de Pseudomonas fluorescens (PFL, >20,000 UI / g a 55 ° C, pH 8,0) fue adquirida de
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EE.UU.). El aceite de girasol utilizado (comercial, marca "Vicentin")
fue adquirido en una tienda local. Los reactivos empleados fueron KH,PO,, K,HPO, (Anedra),
bioetanol comercial 96% v/v (Porta Hnos.), &cido clorhidrico (HCI) (grado analitico, Cicarelli), n-
hexano (grado analitico, Merck), isopropanol (estandar analitico, Fluka), acetonitrilo (grado analitico,
Merck), copolimero Plurénic P123 (BASF Corp), Tetraetil ortosilicato (TEOS) (Aldrich) y agua
miliQ. Filtros de jeringa (polipropileno, de 25 mm de diametro y 0,2 micras de tamafio de poro) fueron
suministrados por VWR.

Sintesis del material SBA-15
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El material SBA-15 puro se sintetiz6 disolviendo 4,0 g de Pluronic P123 en 30 g de agua y 120 g
de HCI 2 M con agitacién a 40°C. A continuacion se afiadieron 8,50 g de TEOS y se agité a 40°C
durante 20 hs. La mezcla se envejecio a 100°C durante toda una noche sin agitacion. El producto
solido se filtrg, se lavo y se sec6 a 60°C durante una noche. Luego se calcind a 500°C durante 6 horas,
con una rampa de calentamiento de 1°C/min.

Caracterizacion del Material

El analisis de SAXS (dispersion de rayos X a bajos angulos) se llevé a cabo en el Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) de Campinas, Brasil. El detector utilizado fue un Pilatus 300k de
Dectris. Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) de las muestras se registraron en un
difractometro PANalytical X'Pert Pro con radiacion Cu Ko (A = 1,5418 A) en el rango de 26 de 20° a
80°. Imagenes TEM (microscopia electronica de transmision) fueron obtenidas mediante JEOL
modelo JEM-1200 EXII. La superficie especifica se determind utilizando un Micromeritics Pulse
ChemiSorb 2700 por el método Brunauer-Emmett-Teller (BET). Las muestras se secaron previamente
usando un flujo de N, durante 3 horas a 350°C.

Immovilizacion de lipasa de Pseudomonas fluorescens en el soporte

Se prepar6 una solucion de la lipasa con concentracion 5 mg/mL en buffer fosfato 25 mM de pH=8.
Se suspendi6 0,125 g del soporte en 10 mL de la solucién anterior para obtener una relacion éptima de
400 MQenzima/Ysoporte [10]. La suspension se mantuvo con agitacion suave a temperatura ambiente por 24
horas, luego se centrifugd para quitar el sobrenadante y se lavé dos veces con 10 mL de buffer fosfato
25 mM de pH=8. La determinacién del contenido de proteina no inmovilizada se llevd a cabo
mediante un ensayo de Bradford [11]. El material hibrido obtenido a partir de la inmovilizacién
enzimatica de 400MJenzima/Jsoporte TUE NOMbrado como Lpe/SBA-15.

Reaccion de produccion de mono y di-glicéridos

Para el desarrollo de un reactor continuo se utiliz6 una columna de 24 cm x 0,6 cm, se la
termostatiz6 a 37°C y se agrego6 en ella 1g de Lpe/SBA-15(2,5) mezclado con 11 g de microesferas de
vidrio de diametro 150 um para evitar la obstruccion de la columna y luego varillas de vidrio de largo
aproximado 0,5 cm hasta completar el volumen de la columna. Se hizo pasar en ella una mezcla de
aceite de girasol y etanol 96% en proporcién molar 1/3 a flujo constante de 0,5 mL/min y se tomaron
muestras a diferentes tiempos. Estas muestras fueron diluidas a un volumen de 1 mL con acetonitrilo,
filtradas con un filtro de tamafio de poro de 0,2 um y analizadas por HPLC.

Analisis Cromatografico (HPLC)

Los andlisis se realizaron con un HPLC Perkin Elmer con detector UV-vis de la serie 200 equipado
con una unidad de suministro de solvente con gradiente de elucion binario, una columna Agilent
Eclipse Plus 18, el software utilizado fue el TotalChrom. La longitud de onda del detector de UV se
fij6 en 210 nm, la temperatura de la columna se mantuvo a 30°C y el flujo fue de 1 ml/min. Para la
cuantificacion se elabord una curva de calibracion externa. Para las corridas cromatogréficas, se utiliz6
un metodo en etapas: 6 min de 30:70 de agua:acetonitrilo, 10 min de 100% de acetonitrilo, 15 min de
80:20 de acetonitrilo:isopropanol/n-hexano (5/4) y 29 min en gradiente hasta 30:70 de
acetonitrilo:isopropanol/n-hexano (5/4) . Todas las reacciones se realizaron al menos por duplicado y
los resultados se expresaron como valores medios cuyas diferencias porcentuales entre ellos fue
siempre menor que el 5 % de la media.
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Resultados y discusion

Caracterizacion del soporte

La caracterizacion estructural y textural de los soportes mesoporosos se realizO mediante
dispersién de rayos X de bajo angulo (SAXS) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Los
correspondientes espectros de SAXS del material muestran la presencia de picos bien definidos

asociados a la presencia de una estructura porosa altamente ordenada con una matriz de poros
hexagonal (Figura 1a).
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Figura 1. Caracterizacion estructural del soporte mesoporoso SBA-15 : a)
patrones de SAXS, b) Imagen de TEM.

En la Figura 1b, se presenta la imagen de TEM del material SBA-15 donde se pueden observar poros
nanotubulares paralelos bien ordenados a lo largo del eje mostrando una buena estructura de los
s6lidos obtenidos. La superficie especifica determinada fue de 481 m?/gr.

Reaccion de produccion de mono- y di-glicéridos

La reaccion que se plantea realizar en este trabajo es la alcoholisis parcial de los triglicéridos
utilizando como sustratos aceite de girasol y etanol comercial al 96%. Como se muestra en el

Etapal) TG+ A —» BD + DG ] -
Esquema 1: Representacién general del proceso
Etapa 2) DG + A BD + MG de_ trgn,sgsterlflcacmn. TG: _Tflgllcerldos, DG:
Diglicéridos, MG: Monoglicéridos, BD:
Etapa 3) MG + A — BD + Gl Biodiesel, GL: Glicerina, A: Etanol.

esquema 1, el producto esperado si la reaccion tuviese un rendimiento del 100%, etapa 3, serian
ésteres etilicos (BD) y glicerina (GL). Sin embargo, si el rendimiento de la reaccion no es total, etapa
1y 2, los intermediarios de reaccion son monoglicéridos, diglicéridos y ésteres de etilo. Estos
productos se pueden obtener con el biocatalizador que hemos desarrollado.
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Figura 2. Esquema del reactor en continuo utilizado:
1) Plancha de calentamiento, 2) Tanque mezclador
de reactivos, 3) Bomba peristaltica, 4) Columna
termostatizada, 5) Controlador de temperatura.

Utilizando el reactor anteriormente descrito (Figura 2), se llevd a cabo la reaccién de
produccién de mono vy di-glicéridos (MG y DG respectivamente). Se tomaron muestras a diferentes
tiempos, en las cuales se cuantificd la conversién de aceite (triglicéridos, TG) a MG y DG mediante
una curva de calibracion externa realizada en un HPLC. Los cromatogramas obtenidos tuvieron el
aspecto mostrado en la Figura 3. Cabe destacar que se asignd regiones de sefiales a los cinco tipos de
compuestos que se pueden determinar en el cromatograma, sin hacer diferencia entre los diferentes
compuestos dentro de cada region o sea aquellos ésteres formados por diferentes &cidos grasos.

Monoglicéridos FAEEs -, S
& e Diglicéridos Triglicéridos

‘ | — —

Acidos Grasos

; h\’k‘q \W_fy \ub W\“’”‘

Figura 3. Cromatograma de productos de reaccion utilizando Lpr/SBA-15
como catalizador y aceite de girasol comercial con etanol al 96% en
proporcion 1/3.

La mezcla de reaccion formada por aceite de girasol y etanol comercial (96%V/V) en
proporcion 1/3 fue inyectada en el reactor disefiado a través de una bomba peristéltica, tras 20 minutos
(tiempo en que tardd en atravesar la columna) se obtuvo 27,63% de MG y 44,23 % de DG,
convirtiéndose el 90,16% de los TG totales. Este rendimiento de conversion se mantuvo practicamente
constante durante las 6 horas que se hizo pasar la mezcla de reaccion, como puede verse en la Figura
4; convirtiéndose en ese tiempo cerca de 150 g de aceite.

Esto muestra que la actividad del biocatalizador desarrollado se mantiene constante y es capaz
de convertir grandes cantidades de aceite en relacion a la baja cantidad de enzima utilizada (0,2%
respecto del catalizador). Luego de las 2h de reaccion en adelante la produccién de biodiesel ,como
sub producto, se mantuvo constante en aproximadamanete un 31 % hasta las 6h de reaccion.
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Figura 4. Evolucién de la reaccion en columna
—_— a 37 °C con flujo constante de 0,5 mL/min,
relacion aceite/alcohol 1/3..
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Conclusiones

El material SBA-15 resultd eficiente para la inmovilizacion de la enzima lipasa de
Pseudomonas fluorescens, debido a que su estructura y tamafio de poro. La reaccién de
transesterificacién de triglicéridos con etanol para la produccién de mono y di glicéridos catalizada por
el biocatalizador desarrollado mostrd buenos rendimientos con una actividad practicamente constante
durante el tiempo de reaccion estudiado. Si bien se obtuvo aproximadamente un 30% de biodiesel, si
se anexa un proceso de destilacion al vacio para la separacién y purificacion de los productos
(biodiesel, mono y di glicéridos) se podria obtener mas de un producto utilizando el mismo
biocatalizador. Esta es la principal ventaja que posee el método, permitiendo un proceso de
produccién en continuo, ademas de utilizar temperaturas de reaccion bajas (37°C) y etanol al 96%
(materia prima renovable, de produccién nacional, de facil acceso y bajo costo).
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