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RESUMEN

Actualmente ha crecido el interés por el cuidado de la alimentacion y su relacion
con el estadende salud; esto ha llevado a la comprension de las propiedades
nutricionales, pero sobre todo funcionales, de los lipidos, en especial su efecto
metabdlico asoeciade® al consumo de triglicéridos que contienen acidos grasos
especificos y que ayudan a la prevencion de enfermedades. El consumo de aceite
de palma esta al alza,’por su contenido de acidos grasos, pero ademas por sus
elevados niveles de antiexidantes. La modificacion enzimética de este aceite con
la incorporacion de &cidos grasos de cadena media le otorga propiedades
superiores a las de un aceite_sin~modificar, como el potenciar sus propiedades
funcionales. Por todo lo anterior; en el presente trabajo se sintetizaron lipidos
estructurados con alto contenido devacidos grasos de cadena media a partir de
aceite de palma a través de upa'reaccion enzimatica de acidoélisis, comparando la
efectividad de las enzimas lipasas Lipozyme TL IM de Thermomyces lanuginosa,
Lipozyme RM IM de Rhizomucor. miehei y._Novozym 435 de Candida antarctica
para incorporar acidos grasos de cadena media“al aceite, obteniéndose que de las
tres enzimas lipasas evaluadas, Lipozyme.RM IM“de, Rhizomucor miehei demostro
ser mas efectiva para incorporar acidos“grasos de cadena media al aceite de
palma, lograndose con ésta una incorporacion del 59.10.% molar de acidos grasos
de cadena media, a las 24 horas de reaccion, utilizandecomo condiciones de
reaccion una relacion molar de sustratos de 1:10, 10 %..de enzima y una
temperatura de 50 °C. Con estas condiciones, se obtuvo un”lipido estructurado
rico en acidos grasos de cadena media con potenciales beneficios nutracéuticos
constituido principalmente por los acidos caprilico C8:0 (41.64 %), caprico C10:0
(16.61 %), palmitico C16:0 (13.45 %), oleico C18:1 (19.44 %) y linaleico C18:2
(5.78 %); ademas de pequefias proporciones de los &cidos caproico C6:0%(0.61
%), laurico C12:0 (0.24 %), miristico C14:0 (0.69 %), palmitoleico C16:1 (0.28 %),
estearico C18:0 (1.17 %), linolénico C18:2 (0.05 %) y araquidico C20:0 (0.03 %).
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INTRODUCCION

Actualmente se ha despertado el interés por una adecuada alimentacion para el
mantenimiento de la salud. Existe una estrecha relacion entre el consumo de
lipidos y la prevalencia de enfermedades cardiovasculares, lo anterior ha sido
relacionado poer mucho tiempo con su cantidad, pero mas recientemente se ha
enfocado en su.calidad. No obstante, los lipidos, junto con las proteinas y los
carbohidratos son( macCronutrientes necesarios para la nutricion humana, son
necesarios para la formacion de membranas y estructuras celulares, ademas nos

proveen de acidos grasos-esenciales, entre muchas otras funciones.

Un buen namero de investigaciones se han enfocado en el uso potencial de
triglicéridos que contienen niveles sustanciales de acidos grasos especificos,
conocidos como lipidos funcionales~e nutracéuticos; aceites o grasas que tienen
efectos positivos en la salud denifios y adultos, debido a que contienen
compuestos bioldgicamente activos que.aportan beneficios a la salud, incluyendo
la prevencion y el tratamiento decenfermedades; substancias lipidicas organicas

naturales que son o forman parte de.un alimento.o se adicionan a éste.

Algunos estudios confirman el potencial ‘de loS”acidos grasos de cadena media
para reducir el peso corporal y particularmente da\grasa corporal; reducir la
secrecion de lipoproteinas y atenuar la respuesta postprandial a los triglicéridos y
colesterol; ademas de reducir mas rapida y eficientemente.los niveles séricos de
triglicéridos, glucosa e insulina que los &cidos grasos miono o poliinsaturados.
Reducen el dafio intestinal, al regular la respuesta inmune y aumentar la secrecion
de lipopolisacaridos protectores de la mucosa, asi como la " hepatotoxicidad

inducida por el consumo de alcohol.

Por otro lado, una de las oleaginosas mas importantes en cuanto a la produccion
de aceite se refiere es la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.); del total de
aceites vegetales que se comercializan y consumen en el mundo, el aceite_de
palma ocupa el primer lugar (32.8 %), seguido por los de soya, canola y giraset:
Ademas, su rendimiento es hasta 10 veces superior al que proporcionan otros

cultivos; su aceite es de facil digestion, asimilacion y aprovechamiento, fuente de

1



energia y de micronutrientes como la vitamina E, de la que el aceite de palma es

potencialmente la mayor fuente natural (600-1000 ppm).

Los antiexidantes del aceite de palma han sido reportados como mediadores en la
disminucidn .de la tendencia trombotica aterosclerética, al reducir la sintesis de
tromboxano Ag,~un agregador de plaguetas. Ademés, ha sido reportada su
actividad antitumoral en animales de experimentacion y su inhibicion en el
crecimiento de células de cancer de mama humanas. También han sido
reportados como promotores del crecimiento 6éseo y de la reduccion del colesterol
plasmatico.

El aceite de palma es utlizado cada vez mas en la sintesis de lipidos
estructurados, lipidos que han‘sido modificados, quimica o enzimaticamente, para
cambiar su composicion natural 0 lacposicion en que sus &cidos grasos se unen al
esqueleto de glicerol para lograr un.cambio nutricional, fisico o quimico deseado,
lo que les proporciona nuevas propiedades funcionales. Las ventajas de la
transesterificacion enzimatica incluyen su_especificidad, el uso de condiciones
suaves de reaccion, disminucion en-el.uso de_selventes, facilidad de purificacion y
recuperacion de los productos finales, Ademas, el uso de lipasas sn-1,3-
regioespecificas, permite la modificacion/de los acidos grasos en las posiciones 1
y 3 de los triacilglicéridos, al mismo tiempe que permite:la retencion de los acidos

grasos esenciales localizados generalmente en la posicion2.

Por todo lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo el obtener un lipido
estructurado con un elevado contenido de acidos grasos de cadena media a partir
de aceite de palma africana (Elaeis guineensis Jag.), a través:- de una reaccion
enzimatica de aciddlisis, utilizando las enzimas lipasas Lipozyme TL IM de
Thermomyces lanuginosa, Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehetl,y” Novozym

435 de Candida antarctica.



MARCO TEORICO

1. Alimentos funcionales y nutracéuticos

Cada dia aumenta el numero de consumidores interesados en conocer la
composicidon de los alimentos que ingieren, asi como el efecto de su dieta en su
salud, bienestar y posible prevencion de enfermedades (Hailu et al., 2009). Surge
asi el concepto de “Alimentos funcionales”, aquellos que actian beneficiosamente
sobre una o mas funCiones del cuerpo, mas alla de su aspecto nutricional,
mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de enfermedad (Hasler
y Brown, 2009). El concepto tiene su origen en el Japdn, en los anos 80, cuando el
Ministerio de Salud y AsistenciaSecial da inicio a un sistema de regulacion para
los alimentos cuyos beneficios afla salud estuvieran documentados, a fin de
garantizar una mejor calidad de vida para la poblacion de edad avanzada,

reduciendo el riesgo de contragr.enfermedades (Sir6 et al., 2008).

El concepto de nutracéutico, muchas veces .relacionado con el de alimentos
funcionales, fue definido en 1989 porsel docter Stephen L. De Felice como una
substancia que es o forma parte de un‘alimento y'que aporta beneficios médicos o
de salud, incluyendo la prevencion y el*tratamiento /de enfermedades (Biruete-
Guzman et al., 2009). Sin embargo, esta definicion ha evelucionado para distinguir
entre un alimento y un componente aislado de uno @dé) éstos. En 1999 un
nutracéutico se definié entonces como un producto aislado o_purificado desde un
alimento, contenido en una matriz no alimenticia, utilizado para~mejorar la salud
por sus propiedades fisiolégicas benéficas probadas, en dosis que exceden

aguellas que podrian obtenerse normalmente en el alimento (Thakur et al., 2010).

Los alimentos funcionales y los nutracéuticos actuan beneficiosamente sobre una
o mas funciones del cuerpo debido a que contienen compuestos biolégicamente
activos (Arai, 2002; ILSI, 1999); substancias organicas presentes en diferentes

alimentos de origen vegetal y animal con utilidad para la promocién de la salud'y



prevencion de algunas enfermedades cronicas y degenerativas (Santos-Badenes

y Soriano-del Castillo, 2006); algunos de éstos se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Compuestos bioldgicamente activos

Compuesto - :
mput Fuente Beneficios potenciales
bioactivo

Carotenoides

Alfa-caroteno Zanahorias Neutraliza radicales libres que pueden

Beta-caroteno
Luteina
Licopeno

Zeaxantina

Colageno
hidrolizado

Fibra dietaria
Fibra insoluble
Beta glucano
Fibra soluble

Granos enteros

Acidos grasos
Omega-3
DHA/EPA

CLA

Flavonoides
Antocianinas
Catequinas
Flavanonas

Flavonas

Varias frutas y vegetales

Vegetales verdes,
espinacas

Tomates-y sus productos

Huevos, cfitrie0s y maiz

Gelatina

Salvado destrigo
Avena
Psyllum

Granos de cereales

Pescados y aceites de
pescado

Quesos, productos
carnicos

Frutas
Tés, té verde
Citricos

Frutas y vegetales

causar dafio celular
Neutraliza radicales libres

Contribuye al mantenimiento de la salud
visual
Reduce el riesgo de cancer de préstata

Contribuye al mantenimiento de la salud
visual

Ayuda en la disminucién de algunos de los
sintomas asociados con la osteoartritis

Reduce el riesgo de padecer cancer de
pecho y de colon

Reduce el riesgo padecer enfermedades
cardiovasculares

Reduce el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares

Reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares

padecer

Reduce el riesgo.de padecer enfermedades
cardiovasculares-.y mejora las funciones
visuales y cerebrales

Mejora el estado corporal‘y reduce el riesgo
de padecer diferentes tipos de_cancer

Neutralizan radicales libres “yreducen el
riesgo de padecer cancer
Neutralizan radicales libres y ‘redueen el
riesgo de padecer cancer
Neutralizan radicales libres y reducen) el
riesgo de padecer cancer
Neutralizan radicales libres y reducen- el
riesgo de padecer cancer




Cuadro.l. Compuestos bioldgicamente activos (continuacion)

Compuesto
bioactivo

Fuente

Beneficios potenciales

Glucosinolatos,
Indoles,
Isotiocianatos

Fenoles
Acido
cafeico/Acido
ferdlico

Fitoesteroles y
Esteres de
estanol

Prebi6éticos/Probi
oticos

Fructo-
oligosacéridos

Lactobacilos

Saponinas

Proteina de soya
Fitoestr6genos
Isoflavonas
Daidzeina/
Genisteina
Lignanos
Sulfitos/tioles
Dialil sulfito
Alilmetiltrisulfito,
ditioltionas

Taninos

Proantocianidi-
Nas

Cruciferas, rabanos

Frutas, vegetales y citricos

Maiz, soya, trigo y
Margarinas fortificadas

Alcachofas, chalotas y
polvo de ajo

Yogurt y otros preductes
lacteos fermentados

Soya

Soya

Soya

Lino, centeno y vegetales

Ajos, cebollas, poroy
cebollinos

Cruciferas

Arandanos, cocoay
chocolate

Inducen la detoxificacion enzimatica y
reducen el riesgo de padecer cancer

Presentan actividad antioxidante, reducen el
riesgo de padecer enfermedades
degenerativas, del corazén y de la vista

Inhiben la absorcibn del colesterol,
disminuyen los niveles de colesterol en
sangre

Mejoran la salud gastrointestinal

Mejoran la salud gastrointestinal

Bajan los niveles de colesterol LDL,
actividad anticancerigena
Reducen el riesgo de padecer

enfermédades cardiacas

Reducen lossSintomas de la menopausia

Protegen contra ‘el cancer y enfermedades
cardiacas

Bajan los niveles dev colesterol LDL,
mantienen el  sistema \inmunol6gico
saludable
Bajan los niveles de colesterol LDL,
mantienen el  sistema  inmunoldgico
saludable

Mejoran la salud de vias urinarias y reduten
el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares

Fuente: Hasler, 2000



2. Lipidos

Los lipidos» son sustancias solubles en solventes organicos, son compuestos que
suministrah-energia y son vehiculo de compuestos liposolubles (Fahy et al., 2005).
Por definicion, les lipidos son biomoléculas organicas formadas principalmente por
carbono e hidrdgeno, y, en porcentajes mucho mas bajos, por oxigeno; también
pueden contener féSforo, nitrogeno y azufre. Todos los lipidos comparten una
caracteristica fisicoqufmica en comun, son insolubles en agua y solubles en
disolventes organicos. lLos/lipidos que se incluyen en una dieta constituyen uno de
los aportes mas importantes-en la alimentacion, con varias funciones vitales que
los convierten en nutrientesfundamentales para el buen funcionamiento del
organismo (FAO, 1997).

Los lipidos biolégicos, de acuerdo“con, sus propiedades fisico-quimicas y por su

estructura molecular, han sido.clasificados en ocho grupos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion de lipidos

Categoria Ejemplo

Acidos grasos Acido dleico

Glicerolipidos Triglicéridos

Glicerofosfolipidos Fotidilcolina

Esfingolipidos Esfingosina

Esteroles Colesterol

Isoprenoides Farmesol

Glucolipidos ;J(E)ezI—gl-uo(;(()-s?uarrli]cijr:gxitetradecano)-N-
Policétidos Aflatoxina

Fuente: Fahy etal, 2005.

Los lipidos con mayor importancia en la absorcion y metabolismo humano son_los
siguientes:

a) Acidos grasos: Se dice que son cadenas hidrocarbonadas de longitud

variable, con un grupo carboxilo en un extremo, pueden ser saturados o



insaturados. Son constituyentes de los triglicéridos, los lipidos complejos o
pueden encontrarse en forma libre. Este tipo de lipidos son una fuente
importante de energia para las células, ya que pueden oxidarse para
obtener ATP (trifosfato de adenosina).

b) Triglicéridos: Son compuestos formados por tres acidos grasos unidos a
una molécula de glicerol, de modo que en la hidrélisis se obtiene glicerol y
tres moléculas, de acidos grasos libres, estos ultimos producen grandes
cantidades de energia.

c) Lipidos de membranas o lipidos complejos: No tienen tanta importancia
nutricional, sin embargo, estos compuestos tales como los
glicerofosfolipidos, los~esfingolipidos y el colesterol, determinan las
propiedades fisicas de las'membranas, como su fluidez, su capacidad para
transportar compuestos y lagehalizacion.

d) Otros lipidos: Se incluyenilas hormonas esteroideas, las vitaminas
liposolubles A, D, E 'y/ Ky asi «c0mo los esteroles (colesterol, esteroles
vegetales y fitoesteroles) estos cumplen una funcién reguladora y derivan
de &cidos grasos esenciales(Palou et al.,'2008).

2.1. Triglicéridos

Los ésteres de los acidos grasos y el alcohol trihidroxilado glicerol se llaman
acilglicéridos o glicéridos. Cuando los tres grupos ‘hidroxilo del glicerol se
encuentran esterificados con acidos grasos, la estructura se llama triacilglicérido o

triglicérido (Lehninger, 1997).

Los triglicéridos constituyen la familia més abundante de lipidos\y son los
componentes principales de los lipidos de depédsito o reserva de~las células
animales y vegetales. A los triglicéridos que son sélidos a temperatura ambiente,
se les conoce como grasas, a los que son liquidos se les llama aceites (Mathews,
2002).

Estan presentes en el torrente sanguineo y en el tejido adiposo. Un exceso de

este tipo de grasa puede contribuir al endurecimiento y estrechamiento de las



arterias. Enfermedades como la diabetes, la obesidad, la insuficiencia renal

pueden_causar un aumento en los triglicéridos (Baron, 2005).

2.2. Triglicéridos de cadena media

Los triglicéridos.de cadena media son triglicéridos constituidos principalmente por
acidos grasos de cadena media, fueron introducidos en los 50’s como una fuente
de energia especial\para una serie de padecimientos clinicos nutricionales,
incluyendo insuficieneia pancreatica, malabsorcion grasa, transporte linfatico
inadecuado de quilomicrones, hiperquilomicronemia severa y nutricién parenteral
(Nagao y Yanagita, 2010)., También se estan utilizado en formulas para infantes
pretérmino y desde 1994 su.uso en productos alimentarios es reconocido como
seguro (GRAS) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos de Norteamérica (FDA) (Traul et al., 2000).

Las grasas dietarias contienen principalmente acidos grasos de 14 o mas
carbonos; sin embargo, existen _algunas fuentes naturales con altas cantidades de
acidos grasos de cadena media-(mayores-.al 50 % en peso del total de acidos
grasos) como los aceites de coco y.de palmiste (Nagao y Yanagita, 2010). La
leche de vaca contiene de un 4 a 12 %.de.acidos‘grasos C6:0 a C10:0ydeun2a
5 % de C12:0 (Jensen, 2002). Los aceites’de acidos grasos de cadena media son
producidos por hidrélisis del aceite de coco o de palmiste, separacion de los
acidos grasos libres de cadena media y subsecuente~te-esterificacion. Estos
aceites contienen casi exclusivamente acidos octanoico_y decaenoico, en
proporciones desde 50:50 hasta 80:20 (Bach et al., 1996)

3. Lipidos funcionales

Los lipidos funcionales son substancias lipidicas organicas naturales gue tienen
efectos positivos en la salud de nifios y adultos debido a que cOntienen
compuestos bioldgicamente activos que aportan beneficios a la salud, incluyendo
la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Alabdulkarim et al., 2012); éstos
forman parte de un alimento o se adicionan a éste. Un lipido funcional cuenta con

propiedades superiores a las de otros lipidos, pueden ser utilizados en la
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elaboracion de alimentos funcionales con propiedades saludables afiadidas,
productos nutracéuticos y para el enriquecimiento de alimentos con algunos

lipidos especificos que presentan funciones especiales (Cuadro 3) (Palou, 2008).

Los lipidos .estan relacionados con enfermedades como diabetes, obesidad,
cancer y enfermedades cardiovasculares, pero no todas las grasas son
perjudiciales para la salud especialmente si se consumen en las cantidades
adecuadas. Se necesita consumir grasas para el correcto funcionamiento del
organismo, ya que estas cumplen funciones muy importantes, constituyen el
mayor aporte de energiayforman parte de las membranas celulares, ayudan a la
formacion de hormonas @ analogos, como los eicosanoides y proporcionan

beneficios especificos para la’salud (Huang, 2007).

La funcionalidad de los lipidos esta-relacionada con las diferentes etapas en la
vida del ser humano, desde la gestacion, lactancia y la infancia. Son usados
también en la prevencion” /de enfermedades cardiovasculares, cancer vy

enfermedades autoinmunes (Mesa;2005):

Cuadro 3. Principales lipidos/funcionales

Acidos grasos y triglicéridos de cadena media

Diglicéridos

Fitoesteroles y fitoestanoles

Acido Eicosapentaenoico (EPA) y Acido Docosahexaenoico (DHA)
Acido linoleico conjugado (CLA)

Eteres lipidicos o alquilgliceroles

Escualeno

Tocoferoles y tocotrienoles

Fosfolipidos

Fuente: Palou,(2008.

3.1. Acidos grasos de cadena media

Los acidos grasos de cadena media (AGCM) son los acidos grasos que contienen

entre seis y doce atomos de carbono; estos son el acido caproico (C6:0), el acido



caprilico (C8:0), el acido caprico (C10:0) y el acido laurico (C12:0). Se encuentran
en algunos aceites como el de coco o el de palmiste, cuyo contenido en AGCM
supera €l 50 % del total de acidos grasos (Bach et al, 1996), y en una pequeia
proporcion_.en otros productos naturales como la leche bovina en la que

constituyen del' 4 al 12 % del total de acidos grasos (Jensen, 2002).

Los AGCM se metabolizan de manera diferente a los acidos grasos de cadena
larga (AGCL); la hidrdlisis intraluminal de los triglicéridos de cadena media es mas
rapida y mas eficiente que la hidrolisis de los triglicéridos de cadena larga vy, la
absorcion de los AGCMlibres es también mas rapida y mas eficiente que la
absorcidon de los AGCL. A-diferencia de éstos ultimos, los AGCM estimulan en
menor grado la secrecion de.la—colecistoquinina, los fosfolipidos biliares y el
colesterol; y pueden ser absorbidos en presencia de la lipasa pancreatica o en

ausencia de sales biliares (Sayago-Ayerdi et al., 2008).

La mayor parte de los AGCN/son absorbidos y transportados hasta el higado,
mientras que los AGCL son incerporades~a los quilomicrones y llevados a la
circulacién sistémica via el sistema.linfatico; enlos hepatocitos, asi como en otras
células, los AGCM son tan rapidamente-oxidados como la glucosa; no requieren
de la enzima carnitin palmitoil transferasa para su_transporte intramitocondrial,
cruzan facilmente su membrana y dentro+de éstas-son_activados por la enzima

cadena media acil CoA sintetasa (Willis et al., 1998).

Los AGCM se han utilizado como fuente de energia, tanto’en nutricién oral como
enteral, se utilizan en casos de insuficiencia pancreatica, malabsorcion de grasa y
deficiencia en el transporte linfatico de quilomicrones. Algunos estudios confirman
su potencial para reducir el peso corporal y particularmente la grasa corporal;
reducir la secrecion de lipoproteinas y atenuar la respuesta posprandial a los
triglicéridos. Ademas, su administracidon en cantidades moderadas, redlce mas
rapida y eficientemente los niveles lipidicos séricos que los acidos grasos mano o

poliinsaturados (Marten et al., 2006).

En animales alimentados con triglicéridos de cadena media, se obtuvo una menor

ganancia de peso corporal que con la administracion de dietas isoenergéticas
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conteniendo AGCL, esta pérdida de peso fue asociada con una disminucion en la
acumulacion grasa (Bach et al., 1996), lo mismo ocurri6 en humanos (St Onge et
al., 2003).,La administracion de AGCM reduce la respuesta posprandial a los
triglicéridos,~en comparacion con la administracion de AGCL, tanto en animales
como en humanos (Asakura et al., 2000); también reduce la respuesta posprandial
al colesterol (Kasai et al, 2003), asi como los niveles séricos de glucosa e insulina
en sujetos obesos (Krotkiewski, 2001). En el Cuadro 4 se resumen sus principales

aplicaciones y mecanismo de accion.

Ademas, los triglicéridos~de cadena media pueden reducir el dano intestinal al
regular la respuesta inmune,.aumentando la secrecion de lipopolisacaridos por la
sobre-expresion de la inmunaoglobulina A (Kono et al., 2004) y pueden reducir la
hepatotoxicidad inducida por alcohol (Ronis et al., 2004).

Cuadro 4. Principales aplicaciones..y mecanismo de accion de los acidos
grasos de cadenasmedia

Uso/aplicacion Mecanismo
Nutricion oral, enteral y Fuente rapidasde energia. Triglicéridos
parenteral. conteniendo acidos grasos caprilico y caprico son

rapidamente hidrolizados por las lipasas gastricas
y lingual, rapidamente absorbidos.

Sindrome del intestino corto, | Los AGCMsson digeridos y absorbidos con

Insuficiencia pancreatica rapidez.

biliar, Fibrosis cistica. No se ven afectados porfactores intestinales que
inhiben la absorcidon de grasa.

Obesidad No son almacenados en los adipocitos o en otros
tejidos.

Mayor efecto termogénico, Saciedad y Oxidacion.

Menor lipogénesis, Grasa corporal y Peso
corporal.

Alimentacién infantil Mayor absorcion de calcio.

Fuente de energia de rapida absorcion.
Mantenimiento de concentraciones elevadas de
acidos grasos.

Epilepsia infantil Mantenimiento del estado de cetosis.

Farmacos y cosméticos Agentes acondicionantes de la piel.
aumentan la viscosidad del producto.

Fuente: Sdyago-Ayerdi et al, 2008.
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4. Palma de aceite

La palma africana (Elaeis guineensis Jacq.), también conocida como palma
aceitera€s una planta nativa de varios paises de Africa. Se trata de un cultivo
perenne conqun alto rendimiento ya que su tiempo de productividad puede ser de
mas de 50 afios (SAGARPA, 2010). Ademéas, diferencia de otros cultivos que
inician su produecion a los cuatro afios 0 mas, esta palma inicia su produccion a
los dos afios de( su” plantacion (INIFAP, 2011). Se considera una de las
oleaginosas més importantes en cuanto a la produccion de aceite, se encuentra en
primer lugar de los aceiteS comercializados seguido de la soya, girasol y canola
(Yuen, 2013).

En México, en los dultimos ‘afios se ha visto incrementado el numero de
plantaciones de palma africana debido a la viabilidad econdémica de su cultivo y a
los aceites de alta calidad que se extraen de ella; el aceite de palma que se extrae
de su mesocarpio o pulpa, posee un color-anaranjado oscuro y es consumido en
todo el mundo como aceite dercocina para freir, en panaderia, reposteria,
confiteria y congelados; el aceite de-palmiste gue se extrae de su endospermo, es
duro, aceitoso y con un color gris a blanee, se usa'en la produccion de margarinas,
mantecas, aceites de mesa, de cocina y en jabones, velas, tinta de imprenta, y
crema para zapatos; se utiliza también en la industria_textil y del cuero, en la
produccion de vitamina A y de acidos grasos (Cala-Gaitan)y Bernal-Castillo, 2008;
SAGARPA, 2010).

La primera plantacion de palma africana en México ocurrié ens1952, en el estado
de Chiapas, en la comunidad de “La lima”, en el municipio 'de Pueblo Nuevo
Comaltitlan, con semillas originarias de Costa Rica. En 1996 el gebierno federal
implement6 un programa de plantaciones en el sur y sureste de Méxieo; donde se
concretaron las primeras plantaciones de palma africana en 1997 en los”estados
de Chiapas y Campeche, posteriormente en el afio de 1998 se unieron los estados

de Tabasco y Veracruz (Palacios et al., 2003).
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La palma africana es una planta de origen tropical, por lo que se desarrolla mejor

en regiones con clima tropical himedo. Los principales aspectos agroecologicos

para la produccion de la palma africana se muestran el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones para la produccion y desarrollo de la Palma Africana

Concepto Bueno Mediano Marginal
1. Agua
Precipitacién media.anual, Mm. > 1800 1500 - 1800 <1500
Numero de meses seces, < 60 <1 2-3 4
mm de lluvia al mes
2. Temperatura, °C
Media anual promedio 22 -28 18-22,28-32
Maxima anual promedio 27 - 33 22 -27,33-37 <18,>32
Minima anual promedio 18 -27 14 - 18, 27 - 33 <22,>37
Media mensual > 18 <18 <14
3. Suelo
Profundidad, cm > 75 75 - 50 <50
Drenaje Moderddo a | Pobre, facilde | Pobre, dificil
imperfecto drenar de drenar
Pendiente, % <12 12 -23 >23
Inundacion Ninguna Menor, Severa
maximo 2 dias
Salinidad, mmhos/cm <10 1-3 >3
4. Fertilidad
pH 4.0-6.0 35.-4.0 <35
CIC, meq/100g >16 14.0#16.0 <16
Bases intercambiables, % > 20 <20
5. Varios
Humedad relativa media anual, >80 %
%
fltitU_d, mdsn(;n <300 300 — 400 > 400
Horas sol anual > 2000
Horas sol diario > 7
Radiacion, MJ/m2dia >12

Fuente: INIFAP, 2011.
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La uccion de aceites en el pais se basa en siete principales oleaginosas, que
alc una superficie de cultivo de 706,648.34 miles de hectareas (Cuadro 6).
Enels te del pais el cultivo de palma africana tiene una extension de siembra
de temporal-de un poco mas de 34 mil hectareas, que en el periodo 2006 - 2010

present6 un'crecimiento del 9.1 % anual (SAGARPA, 2011).

$. . . . . , .
Cuadro 6. Su&&me de los principales cultivos de oleaginosas en México
A

culti Superficie sembrada Participacion

(Ha) (%)
Soya (43’ 165,010.70 23.4
Copra A 132,837.84 18.8
Algoddn Q - 120,117.81 17.0
Cartamo (? 100,821.27 14.3
Ajonjoli v’ ® 82,812.62 11.7
Cacahuate 5,466.21 7.8
Palma africana 7] 49,581.89 7.0
Total > 706,648.34 100.0

'@‘ v Fuente: SAGARPA, 2011.
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Figura 1. Produccion de Palma Africana, 2006 — 2010 (millones de toneladas).
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En México, los estados con mayores superficies sembradas de palma africana son
Chiapas, Veracruz, Tabasco y Campeche (Figura 1). En el estado de Tabasco, de
los oche”municipios que tienen plantaciones de palma africana es el municipio de
Tenosique’el que tiene la mayor superficie sembrada, con 2,871 ha, el mayor
rendimiento‘eS para el municipio de Teapa con 25.5 ton/ha (Cuadro 7). Toda la

produccion del estado es de temporal.

Cuadro 7. Produccion de Palma Africana en el estado de Tabasco

Strglcle Superficie Produccién | Rendimiento
Municipio Sembrada Cosechada (Ton) (Ton/Ha)
(Ha) (Ha)

Balancan 1,600.00 600.00 2,400.00 4.00
Centro 22.09 22.09 458.00 20.73
Emiliano

Zapata 400.00 200.00 800.00 4.00
Jalapa 559.49 559.49 14,546.74 26.00
Macuspana 141.39 124.00 2,728.00 22.00
Tacotalpa 307.58 307.58 5,8550.74 19.02
Teapa 38.36 38.36 978.00 25.50
Tenosique 2,871.00 2,229.00 12,329.00 5.53
Total 5,939.91 4,080.52 40,090.48 9.82

Fuente: SAGARPA, 2011.

4.1. Aceite de palma

Los aceites de palma y palmiste se obtienen del fruto de la palma (Elaeis
guineensis Jacq.); el aceite de palma se extrae del mesacarpio carnoso del fruto,
mientras que el aceite de palmiste se extrae de su nuez. El aceite crudo de palma
presenta un color naranja caracteristico y es semisélido @& jla temperatura
ambiente. En contraste, las caracteristicas del aceite de palmiste son muy
similares a las del aceite de coco, incoloro a amarillo, que solidificasen climas
templados a una grasa de color blanco amarillento. Actualmente, éelsaceite de
palma representa el 32.8 % del consumo mundial de aceites (Yuen, 2018) y se
utiliza en la elaboracion de productos como margarinas, mantecas, aceites. para
freir de alta estabilidad oxidativa, lociones para manos y cuerpo, entre otres
(Pande y Akoh, 2013; Rincon y Martinez, 2009; Liu et al., 2007); su éxito se debe
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a laalta productividad de la palma aceitera en comparacién con otras plantas
(SAGARPA, 2010).

El aceitesde palma incluye acidos grasos saturados como el acido palmitico (39.3 -
47.5 %) y el esteérico (3.5 — 6 %), e insaturados como el acido oleico (36 — 44 %)
y el linoleico (9"= 12 %), asi como trazas de &acidos grasos poliinsaturados. Mas
del 95 % del aceite.de palma se compone de triglicéridos con un amplio rango en
sus puntos de fusién,/por lo que puede ser separado por medio de cristalizacion
fraccionada en sus fraceiones sélida y liquida, conocidas como estearina y oleina
de palma. Los principalestriglicéridos en el aceite de palma son dipalmitooleina
(POP), dioleopalmitina (PO®), palmitooleolinoleina (PLO), trioleina (OOO),
dioleolinoleina (OOL) y tripalmitina<(PPP) (Rincén y Martinez, 2009).

El aceite de palma posee una minima cantidad de los acidos grasos laurico (< 5
%) y miristico (0,5 — 2 %), que son censiderados hipercolesterolémicos, por lo que
no genera un aumento del colesterol en la-sangre (May y Nesaretman, 2014); mas
aun, gracias a la biodisponibilidad,-que poseen sus acidos grasos insaturados,
ayuda a disminuir las concentraciones de‘colesterol en sangre, por lo que es

considerado un aceite hipocolesterolémieo (Stanley, 2008).

Otra caracteristica importante del aceite de palma, es su alto contenido de
antioxidantes naturales, como los carotenos y la vitamina E. Los primeros, R3-
caroteno (62 %) y a-caroteno (38 %), son precursores de la vitamina A (Rincén y
Martinez, 2009). El aceite crudo de palma es potencialmente la mayor fuente
natural de vitamina E (600-1000 ppm: 70 % de tocotrienoles y 30 % de
tocoferoles) (Lai, 2005). Los tocotrienoles sirven como antioxidantes, pero también
tienen un efecto inhibidor de la 3-hidroxi- 3-metil glutarii CoA reddctasa, lo que
influye en la disminucion del colesterol endégeno y en la agregacion deplaquetas.
Esto explica por qué el consumo de aceite de palma en humanos puede-disminuir

el colesterol sérico total (Rincén y Martinez, 2009).

Estudios realizados por Abdul-Hafid et al. (2013) y Selvaduray et al. (2012);
reportaron la actividad antitumoral de una dieta a base de aceite de palma en

animales de experimentacion. Un estudio en humanos demostré que una fraccion

16



de aceite de palma rica en tocoferoles inhibio el crecimiento de células de cancer
de mama humano (Nesarethnam et al., 2004,2008). Antioxidantes del aceite de
palma también han sido reportados como promotores del crecimiento 6seo
(Nirwana et.al., 2012; Hermizi et al., 2009).

Los antioxidantés también son de mucha importancia en la estabilidad del aceite,
ya que estos actdan inhibiendo o retardando el proceso de oxidacion de los acidos
grasos, en donde se generan peroxidos e hidroperéxidos, estos son los principales
responsables en los ‘cambios organolépticos del aceite. Los principales factores
responsables de la oxidaeion son el contenido de trazas de metales como hierro y
cobre, alto contenido de clorofila que proviene de frutos inmaduros y la exposicion
directa al sol (Delgado, 2004):

4.2. Oleinay estearina de palma

El aceite de palma se compone/de triglicéridos con un amplio rango en sus puntos
de fusién, por lo que puede ser separado por medio de cristalizacion fraccionada
en dos fracciones, una solida y otra.iquida,‘conocidas como estearina y oleina de
palma. El fraccionamiento del aceitefde~palma_es _considerado como un proceso
de modificaciéon termomecanico, donde/os trigliceridos que componen el aceite

son separados en una mezcla de cristalizacion parcial{CODEX STAN 210, 1999).

La estearina de palma contiene altas cantidades de trigliCéridos de alto punto de
fusion, es solida por lo que se utiliza en la elaboracion de margarina, mantecas,
vanaspati y jabones. La oleina de palma presenta un bajo punte de fusion, liquida
en climas calidos y se comercializa como un aceite vegetal importante. Tiene un
rango mas estrecho de triglicéridos y se mezcla bien con otros aceites vegetales
(Pande y Akoh, 2013).

El alto contenido de antioxidantes naturales hace que el aceite de palma y la
oleina tengan una alta estabilidad oxidativa (Trujillo-Castillo et al., 2010).'Se_ha
comprobado que la oleina de palma tiene una mayor vida de anaquel ya que*se
deteriora mucho mas lento en comparacion del aceite de girasol o el de soya
(Garcia et al.,2008).
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La estearina es considerada un co-producto de la oleina de palma, representa una
fraceién.pequeia (25 %) en comparacion con la oleina (75 %) (Gustone, 2004). Es
de gramn” importancia en el comercio internacional, como materia prima en la
elaboracidn.de otras grasas o como alternativa en la alimentacion animal (Kellens,
2000); es muy*resistente a la oxidacion lo que le otorga una larga vida util (Truijillo-
Castillo et al., 2010).

5. Lipidos estructurados

Los lipidos estructuradosson lipidos “hechos a la medida” para cumplir con una
funcion especifica (Valenzuela y Sanhueza, 2008). Son lipidos que han sido
modificados para cambiar su Composicion natural o la posicion en que sus acidos
grasos se unen al esqueleto de glicerol para lograr un cambio nutricional, fisico o
guimico deseado (Fauzi et al., 2013;Farfan et al., 2013; Zhu et al., 2012). Esto se
puede conseguir por ingenierfa genética o por transesterificacion quimica o
enzimatica (Akoh, 2002). El uso-de la ingenieria genética para la produccion de
lipidos estructurados esta limitada por._.Cuestiones naturales, practicas y
econdmicas, asi como por la opinién pablica desfavorable acerca de los alimentos

genéticamente modificados (Knauf y Del Vecchioy2002).
5.1. Transesterificacion

La transesterificacion es un proceso in vitro que es catalizado por una enzima
(Baeza-Jimenez et al, 2014) o un catalizador quimico (Gao et al, 2013). En la
transesterificacion quimica, la reaccién se caracteriza por una.migracion al azar de
los grupos acilo entre las moléculas del triglicérido, requiere de altas temperaturas

y rinde productos aleatorios por reacciones secundarias no deseadas.

La transesterificacion enzimatica tiene varias ventajas sobre la catélisiS quimica
(Figura 2), la mas importante es su especificidad, otras incluyen el(uso de
condiciones suaves de reaccién, poco o nada de reacciones secundarias_no
deseadas o productos secundarios, disminucion en el uso de solventes o

substancias toxicas, facilidad de purificacion y recuperacion de los productos
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finales, facil control sobre el proceso y menor eliminacion de residuos (Paivi et al.,
2000;Torres et al., 2003).

El uso deyenzimas lipasas en las reacciones de transesterificacion para la
modificacion.de grasas y aceites no es reciente (Valenzuela y Nieto, 1994), pero
éste se ha visto incrementado debido a la produccion de lipasas microbianas con
altos rendimientas,»ton mayor actividad catalitica y al uso de soportes para
inmovilizacion de énzimas, lo que permite la facil recuperacion de la enzima al

término de la reaccion.y“su posterior reutilizacion (Bornscheuer, 2005).

Ademas, las lipasas sn-1,3-regioespecificas, pueden ser utilizadas para modificar
la composicién de acidos grasos en las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos para
satisfacer requisitos estructurales especificos, al mismo tiempo que permiten la
retencion de los acidos grasos esenciales localizados en la posicion sn-2 (Willis et
al., 1998).

//O ({/O //O //O
0—C—R, 0—C—R, 0—C—R, 0—C—R,
V4 4 RML / TL //O //O
0—C—R, + 0—C—R; 0—CE—R, + [—O0—C—R;
O O O O
0—C—R; 0—C—R, R, 0—C—R,
Triglicérido A Triglicérido B Triglicérido C Triglicérido D

Fuente: Palla y Carrin, 2014.

Figura 2. Esquema general de la reaccion de transesterificacion catalizada
por lipasas sn-1,3 especificas (Rhizomucorymiehei (RML) o
Thermomyces lanuginosa (TL)) para producir lipidos
estructurados.

5.2. Aciddlisis

El término transesterificacion, en general, se refiere a aquellas reacciones ‘en gue
un compuesto formado por acidos grasos esterificados en una molécula de glicerol
reacciona con acidos grasos, alcoholes o ésteres (Block y Barrera-Arellano, 2012).

Mas especificamente, dependiendo del tipo de sustrato que reaccione con el
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triglicérido sera la denominacion de la reaccion; la transesterificacién directa,
involucra el intercambio de grupos acilo entre dos triglicéridos, resultando en la
formacién_de nuevos triglicéridos con propiedades quimicas y fisicas diferentes de
los que selpartio; la reaccion entre un triglicérido y alcohol se denomina alcohdlisis
y da lugar a.un.nuevo éster y a otro alcohol, su mas importante aplicacion es la
produccion de mono_y diglicéridos cuando se usa glicerol en exceso; la reaccion
entre triglicéridos”y~acidos grasos libres se denomina aciddlisis (Figura 3) y, al
igual que la transesterificacion directa, se emplea para lograr productos grasos

con propiedades funcionales mejoradas (Palla y Carrin, 2014).

//O //O

O_C—R1 O_C—R4

O—C Ry + Rqe—C—OH O—C—R; + R{—C—OH
//O //O

O‘_’C_R:; O_C_R3

Triglicérido Acido Grase Nuevo

Original Libre Triglicérido

Fuente: Palla y Carrin, 2014.

Figura 3. Esquema general de la(reaccion”_de Acidolisis catalizada por
lipasas de Rhizomucor miehei (RML) para producir lipidos
estructurados.

La aciddlisis es en realidad un proceso de dos etapas, hidrdlisis y esterificacion
(Figura 4), en el primer paso se elimina un acido graso del griglicérido, para que
posteriormente se introduzca un nuevo acido graso en la ¢pasicion libre del
diglicérido No obstante, el diglicérido puede hidrolizarse nuevamente para producir
un monoglicérido, en lugar de favorecerse la reaccién de esterificacign para la
obtencion del triglicérido. Para reducir la formacion de monoglicéridos y favorecer
la incorporacion de &cidos grasos para la produccion de triglicéridos, las
condiciones de reacciéon deben ser cuidadosamente seleccionadas y contreladas
durante el proceso (Ainsworth et al., 1996). Algunos estudios han reportado Aa

importancia de parametros como tipo y cantidad de enzima, tipo y cantidad de
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solvente, presencia de agua, tipo y relacion de sustratos, tiempo y temperatura de

reaceién, sobre las caracteristicas y el rendimiento de los productos (Xu, 2000).

Figura 4.
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Fuente: Xu, 2000.

Esquema general“de~las dos etapas, hidrdlisis y esterificacion, en
la reaccion de Acid@lisis para producir lipidos estructurados.

Algunas de las aplicaciones dejesta,reaccion han sido su uso como alternativa

tecnoldgica para la hidrogenacion”parcial, de aceites vegetales, con las ventajas

asociadas al uso de catalizadores hioldgicos y.da estructuracion de triglicéridos aun

mas definida que la obtenida por transesterificacion directa; se ha utilizado

también para concentrar los acidos grasos EPAY.DHA en los glicéridos de aceites

marinos (Yamane et al.,, 1992, 1993;. Adachi ‘et™al., 1993); asi como para

concentrar los acidos grasos de cadena media en”los aceites de coco o de

palmiste (Long et al., 1997).
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HIPOTESIS

Unadedas tres lipasas a probar mostrara mayor selectividad por los acidos grasos
de cadena media en la reaccion de transesterificacion por aciddlisis, lo que
resultara en~tina mayor incorporacion de acidos grasos de cadena media al aceite
de palma por eltuso de esta enzima, en comparacion con las otras dos enzimas

evaluadas.

OBJETIVO GENERAL

Obtener un lipido estructurade con elevado contenido de &cidos grasos de cadena
media a partir de aceite dégpalma a través de una reaccidn enzimatica de

acidolisis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener y caracterizar una mezela de acidos grasos de cadena media libres

a partir de un aceite rico en triacilglicéridoes/de cadena media.

e Obtener y caracterizar la fraccion de oleina de_palma a partir de aceite de

palma crudo.

e Evaluar la efectividad de las enzimas lipasas Lipozyme TL IM de
Thermomyces lanuginosa, Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei y
Novozym 435 de Candida Antarctica para incorporar &cides‘grasos de

cadena media al aceite de palma.
e Obtener, con la enzima mas efectiva para incorporar &cidos grasas, de

cadena media al aceite de palma, el lipido estructurado con elevado

contenido de &cidos grasos de cadena media.
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METODOLOGIA

1. Materiales

Se utilizd aceite de palma crudo donado por la empresa Agroipsa (Agroindustrias
de Palenque S.A. de C.V.), en su planta localizada en el municipio de Jalapa,

Tabasco, México:

Aceite comercial rico~€n triacilglicéridos de cadena media de la marca Original

Thin Qil®, de la compafifa Seund Nutrition en Dover, Idaho.

Las enzimas Lipozyme TkL_IM (Thermomyces lanuginosa), Lipozyme RM IM
(Rhizomucor miehei), Novozym.435 (Candida antarctica B, CAL), adquiridas de la
comparfia NOVO® (Salem, VA).

2. Métodos
2.1. Obtencidén de la mezclasde acidos grasos de cadena media

La mezcla de acidos grasos de cadena media libres se obtuvo por saponificacion
del aceite comercial (Original Thin Qil®), de la’compafiia Sound Nutrition (Dover,
Idaho), de acuerdo con el método descrito-por Kim et al. (2007). Se tomaron 100 g
del aceite, se mezclaron con 40 g de NaOH en agua destilada (100 mL) y 300 mL
de etanol (99 %). La mezcla se calentd en reflujo por-80@ minutos con agitacién
(500 rpm), se enfri6 y se transfiri6 a un embudo de separacion de 2 L. Se le
adicionaron 200 mL de agua destilada y la materia insaponificable fue extraida con
300 mL de hexano. La fase acuosa, conteniendo los acidos grasos saponificados,
se trasfiri6 a un embudo de separacion, se le adicion6 HCI concentrado hasta
alcanzar un valor de pH 1.0; la capa inferior fue descartada y se le adicienaron 400
mL de hexano y 200 mL de agua destilada. La mezcla se agito y la capavinferior se
descartd; se realizO un segundo lavado con 200 mL de agua destilada
descartandose la fase inferior. La fase hexanica remanente, conteniendo "los
acidos grasos de cadena media, se filtré a través de una capa de sulfato de sodio
anhidro y se paso6 por una columna empacada con silica gel activada. El hexana

fue evaporado con un rotavapor a 40 °C y la mezcla de &cidos grasos de cadena
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media’ libres se almacend en congelacion bajo atmdsfera de nitrdgeno hasta su
emple6_en las reacciones de acidolisis. ElI peso molecular promedio de la mezcla
de acidos,grasos de cadena media se calcul6 en base a su analisis por
cromatografia de gases, para determinar la cantidad del saponificado a mezclar

con el aceite.de palma, de acuerdo con la relacion de sustratos a preparar.
2.2. Determinacion del porcentaje de acidos grasos libres

Se determind el poreentaje de acidos grasos libres a la mezcla de acidos grasos
de cadena media obtenida de la saponificacién del aceite comercial Original Thin
Qil®, por el método oficial para la cuantificacién de acidos grasos libres en aceites
vegetales crudos y refinados/Ca.5a-40 de la AOCS (2012).

2.3. Obtencidén de la fraccion de oleina de palma a partir del aceite de

palma crudo

La fraccion conocida como oleiha de palma, se obtuvo a partir del aceite de palma
crudo por separacién en frio; esta_se.realizo_por crio-centrifugacion, utilizando una
centrifuga refrigerada, a 500 rpm,/ por 10" minutos, a 4 °C. Después de la
centrifugacion, la fraccién de oleinase_sepand de la fraccién de estearina, con
ayuda de una pipeta. El peso molecular~promedio de la fraccion de oleina de
palma se calculd en base a su analisis por cromatografia de gases, para
determinar la cantidad de oleina de palma a mezclar.con los acidos grasos de

cadena media libres, de acuerdo con la relacidon de sustratos a preparar.

2.4. Determinacion por cromatografia de gases de(la.€omposicion en

acidos grasos (mol %)

La composicion porcentual en acidos grasos de la mezcla de acidos_grasos de
cadena media libres, asi como de la fraccion de oleina de palma, se” obtuvieron
por metilaciéon directa con HCI metandlico 1N. Se tomaron 100 pL de la mezela de
acidos grasos de cadena media libres, o de la fraccién de oleina de palma, se
mezclaron con 1 mL de HCI metandlicolN y la mezcla se calentd a 65 °C por 2
horas. Se agregaron entonces 100 pL de agua destilada para detener la reaccion-y

los metilésteres de los acidos grasos fueron extraidos con 2 mL de hexano. Una
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alicueta del extracto (1 yL) se inyectd a un cromatografo de gases Hewlett-
Packard. modelo 6890 equipado con un detector de ionizacion de flama y una
columna’capilar HP-INNOWAX Polietilenglicol (60 m X 0.25 mm X 0.25 mm). El
método cansistid en: para el horno, una temperatura inicial de 50 °C por 1 minuto,
seguido por‘unma,rampa de 15 °C por minuto hasta alcanzar una temperatura final
de 200 °C, esta'se mantuvo por 24 minutos, siendo el tiempo de corrida de 35
minutos. El puertd de, inyeccion se mantuvo a 200 °C y el detector a 230 °C. La
composicién en acides)grasos (mol %) fue analizada e integrada utilizando a

C17:0 como estandar interno.

2.5. Sintesis del lipidoestructurado ricos en acidos grasos de cadena

media

La sintesis de los lipidos estructurados ricos en acidos grasos de cadena media se
realiz6 a través de una reaccion enzimatica de aciddlisis, utilizando las lipasas
inmovilizadas Lipozyme TL IM de Thermomyces lanuginosa, Lipozyme RM IM de
Rhizomucor miehei y Novozym.435 de’ Candida antarctica B CAL, todas de
NOVO®. Las condiciones de reaccién.fueron,iha temperatura (T) de 50 °C, una
concentracion de enzima (CE) de 10 %,y una_relacion de sustratos (Oleina de
palma:acidos grasos de cadena media)/1:8 molarsPara todas las reacciones se
utilizaron 2.5 g de la mezcla de sustratosy se colocaron_en matraces Erlenmeyer
de 50 mL y se mezclaron con la enzima inmovilizada. k£a reaccién se llevé a cabo
en un agitador orbital operando a 200 rpm, a la temperatura de 50 °C por un
periodo de 24 horas. Se tomaron muestras a las 0, 1, 2, 3, 67 9,42 y 24 horas de
reaccion para determinar la incorporacion de acidos grasos dé ‘cadena media al

aceite de palma. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

2.6. Determinacion de la incorporacion de acidos grasos-descadena

media al aceite de palma por cromatografia de gases

La incorporacion de los acidos grasos de cadena media al aceite de palma_se
determind por metilacion alcalina; se tomaron 100 uL de la mezcla de reaccion; se
adicion6 1 mL de metoxido de sodio en metanol 0.5 N y se mantuvo a temperatura

ambiente por 5 minutos. Se agregaron 100 yL de agua destilada para detener la
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reaceion y los metil ésteres fueron extraidos con 2 mL de hexano. Una alicuota del
extraeto.(1uL) se inyectd al cromatografo de gases Hewlett-Packard modelo 6890
equipado con un detector de ionizacion de flama, la columna capilar fue una HP-
INNOWAX_Polietilenglicol (60 m X 0.25 mm X 0.25 mm), utilizando el método

descrito en el apartado 2.4.
2.7. Separacion de los lipidos estructurados en fase solida

La separacion del+#lipido estructurado, producto obtenido de la reaccion de
acidolisis para la incorporacion de acidos grasos de cadena media al aceite de
palma, se realiz6 por cromatografia en columna de acuerdo con la metodologia
descrita por Christie y Xan (2003). Para ello se utilizé una columna cromatogréfica
de 460 mm de largo por 57 mm+/de diametro, empacada con 600 g de silica gel
grado reactivo de diametro medio«de particula de 60-200 mesh y de diametro
medio de poro de 150 A. Se utilizd. como fase movil hexano, conteniendo
proporciones cada vez mayores de gter, dietilico para la separacion de los
triglicéridos o lipidos estructurados-ricos en-4cidos grasos de cadena media (5 %
de éter dietilico en hexano), diglicéridos (15°% de éter dietilico en hexano),
monoglicéridos (95 % de éter dietilico”en,hexano) y acidos grasos libres (98 % de
éter etilico, 2 % de acido acético). Eluyendase consaproximadamente 20, 30, 40 y
45 volumenes, respectivamente (Christie y<Xan, 2003):

3. Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental que se utilizé fue un disefio completamente aleatorizado,
con tres repeticiones, considerando como tratamientos, los realizados con las
diferentes enzimas lipasas (Lipozyme TL IM de Thermomyces_ lanuginosa,
Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei o Novozym 435 de Candida_Antarctica)
gue se utilizaron para incorporar acidos grasos de cadena media al acCeite de
palma a través de la reaccion de aciddlisis. La variable de respuesta ‘fue.la
incorporacion de acidos grasos de cadena media al aceite de palma, en porcentaje

molar (% molar).

26



Los tratamientos fueron los siguientes:

TRATAMIENTO

TIPO DE ENZIMA

1

Lipozyme TL IM de
Thermomyces lanuginosa

Lipozyme RM IM de
Rhizomucor miehei

Novozym 435 de
Candida Antarctica

Los resultados obtenidos del experimento se analizaron por medio de un andlisis

de varianza, con posterior analisis de comparaciéon de medias. Se emple6 para

ello una prueba de Tukey a una P < 0.05. El paquete estadistico utilizado fue

STATISTICA V. 6.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obteneidn de los acidos grasos de cadena media

Se obtuvo la*mezcla de los acidos grasos de cadena media, misma que se utilizé
para su incorporacion al aceite de palma, para la produccion del lipido
estructurado via‘las’enzimas lipasas. Se utilizé el aceite comercial rico en acidos
grasos de cadena media Original Thin Oil®, el cual fue sometido a saponificacion
con NaOH. La mezcla purificada de acidos grasos de cadena media libres fue
analizada por cromatografia de gases para la determinaciéon de su composicion

porcentual molar en acidos grasos.

De la saponificacion del aceite fico.en acidos grasos de cadena media, se obtuvo
un rendimiento del 85.32 % de la meézcla de acidos grasos de cadena media libres;
y de su analisis por cromatografia de gases, se obtuvo que su composicién molar
en acidos grasos fue de 0.04_%, de éecido caproico (C6:0), 71.20 % de &cido
caprilico (C8:0), 28.57 % de acido caprico (C10:0) y 0.19 % de acido laurico
(C12:0).

En relacion a la composicion de la mezcla de &cidos grasos de cadena media
obtenida a partir del saponificado del aceite, encontfamos que nuestros resultados
son consistentes con los reportados por Bach y Babayan (1982), quienes han
indicado que los aceites de acidos grasos de cadena.media, producidos por
hidrélisis del aceite de coco, separacion de los acidos grasos, de cadena media
libres y subsecuente reesterificacion con glicerol, contienen easi,exclusivamente

acidos caprilico y caprico, en proporciones desde 50:50 hasta 80:20.

El cromatograma obtenido para la mezcla de acidos grasos de cadena media
(Figura 5) muestra los tiempos de retencion en minutos, para cada uno de los metil
ésteres de los acidos grasos que forman parte de la mezcla: acido caproice(C6:0),
5.249 min; acido caprilico (C8:0), 8.250 min; acido caprico (C10:0), 10.254" min;
acido laurico (C12:0), 11.786 min. Esta fue la fuente de acidos grasos de cadena
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media” que se utiliz6 como donador de grupos acilo en la reaccion de acidélisis

para-la incorporacion de acidos grasos de cadena media al aceite de palma.
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Figura 5. Cromatograma obtenido_para/la.mezcla de acidos grasos de cadena
media

De la composicion porcentual molar~en acides. grasos obtenida del analisis
cromatografico de la mezcla de &cidos grasos de cadena media, se determind su
peso molecular que resulté de 498.23 g/mol. Con estespeso molecular se calcul6
la cantidad en gramos, de la mezcla de acidos grasos‘descadena media a utilizar

en las reacciones de acidolisis.

2. Obtencién de la fraccién de oleina de palma a partir del ‘aceite de palma

crudo

Se obtuvo la fraccion conocida como oleina de palma, a partir del aceite de palma
crudo y se determind su composicidon porcentual molar de acidos grases por

cromatografia de gases, para calcular su peso molecular.

De la separacion por centrifugacion en frio de las fracciones de oleina y estearina
a partir del aceite de palma, se obtuvo un rendimiento del 63.47 % de la fraccién

oleinica; de su analisis por cromatografia de gases, se obtuvo que su composicion
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molar‘en acidos grasos fue: acido miristico (C14:0) 1.55 %, acido palmitico (C16:0)
42.88%, acido palmitoleico (C16:1) 0.31 %, acido estearico (C18:0) 3.56 %, acido
oleico (€18:1) 39.42%, acido linoléico (C18:2) 11.69 %, acido linolénico (C18:3)
0.36 % y acido araquidico (C20:0) 0.23 %.

Velazquez-Martinez y GOmez-Vasquez (2010) obtuvieron también las fracciones
de oleina y estearina‘del aceite de palma, por fraccionamiento en seco, calentando
el aceite hasta lograr su fusion, para posteriormente enfriar lentamente durante 24
horas a 29°C, para‘lograr la formacién de los cristales de estearina que se
separaron primero por@ecantaciéon y después por filtracion; obteniéndose un

rendimiento del 61 % de oleina y 39 % de estearina de palma.

En relacion a la composicion en &cidos grasos de la fraccion conocida como oleina
de palma, obtenida a partir del aceite, de palma crudo, encontramos que nuestros
resultados son consistentes con los«eportados por Tang (2000), asi como con la
composicion en acidos grasos'de la oleina-de palma que se indica en la Norma del
Codex para aceites vegetales espegtificados{(CODEX STAN 210-1999).
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Figura 6. Cromatograma obtenido para la fraccion de oleina de palma
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En elcromatograma obtenido para la oleina de palma utilizada como sustrato para
la sintésis del lipido estructurado enriquecido con acidos grasos de cadena media
(Figura«6),.,se muestran los tiempos de retencién en minutos, para cada uno de los
metil ésteres-de los 4cidos grasos presentes en el aceite: acido miristico (C14:0),
13.244 minj.acido palmitico (C16:0), 14.836 min; &cido palmitoleico (C16:1),
15.030 min; acidg estearico (C18:0), 17.098 min; acido oleico (C18:1), 17.547 min;
acido linoléico (C18:2),. 18.248 min; acido linolénico (C18:3), 19.453 min; acido
araquidico (C20:0), 20-878 min.

De la composicion poreéntual molar en &cidos grasos obtenida del analisis
cromatografico de la fraccién.de oleina de palma; se determind su peso molecular
gue resultd de 849.92 g/mol.”Con~este peso molecular se calculd la cantidad en

gramos, de la fraccion de oleina‘'de palma a utilizar en las reacciones de acidolisis.

3. Sintesis de lipidos estructurados.ricos en acidos grasos de cadena media

Se llevd a cabo la sintesis de leS ipidos gestructurados ricos en acidos grasos de
cadena media a través de la reaccion enzimatica de acidolisis, utilizando las
enzimas Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM y Novozym 435, en matraces
Erlenmeyer de 25 mL, en un agitador orbital operando a 200 rpm, a 50 °C, con 10
% de enzima y una relacidon molar de sustratos (fraccion de oleina de palma:
mezcla de acidos grasos de cadena media) 1:8. Se tomaron muestras a las 0, 1, 2,
3, 6,9, 12 y 24 horas de reaccion para determinar la dhcorporacion de acidos
grasos de cadena media al aceite de palma para cada una_.de las enzimas
probadas y para cada uno de los puntos de las cinéticass/Las cinéticas de
incorporacion de acidos grasos de cadena media a la fraccion de oleina de palma

se observan en la Figura 7.

La incorporacion de los acidos grasos de cadena media a la fraccion de.eleina de
palma durante la reaccion enzimética de acidolisis puede evidenciarse. en el
cromatograma de la Figura 8, que corresponde a la incorporacion de acidas
grasos de cadena media a la fraccion de oleina de palma por la enzima Lipozyme

RM IM, a las 24 horas de reaccion. En éste cromatograma se observan los picos
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correspondientes a los metil ésteres de los acidos grasos de cadena media, que

se han Incorporado a la fraccion de oleina de palma.
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Figura 7. Cinéticas de incorporacion de acidos”grasos de cadena media a la
fraccion de oleina de palma,obtenidas/con las enzimas lipasas
inmovilizadas Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM y Novozym 435.
Las condiciones de reaccion fueron: “temperatura de 50 °C,
concentracion de enzima de 10 % y relacién,molar de sustratos
(oleina de palma: acidos grasos de cadena media) 1:10.

Los tiempos de retencion en minutos, para cada uno de los metil ésteres de los
acidos grasos de cadena media incorporados son: acido caproico (€6:0), 5.059
min; acido caprilico (C8:0), 7.982 min; acido caprico (C10:0), 10.063“min; acido
laurico (C12:0), 11.724 min.

Las reacciones de transesterificacion han sido estudiadas por algunos autores
como Otero et al. (2006), en la transesterificacion de aceite de sésamo con una

grasa completamente hidrogenada; Ronne et al. (2005), en la transesterificacion
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de grasa lactea con aceite de colsa; o Yang et al. (2005) en la transesterificacion
de aeceite de palma con aceite de palmiste. De acuerdo con Cert et al. (2000), la
transesterificacion de una mezcla de aceite de soya, aceite de palmiste, fue
monitoreada~por cromatografia de gases de alta resolucion, realizando la
identificaciéon.y’la cuantificacion de los &cidos grasos C:8, C:10y C:12, cuyos picos
presentaron losgtiempos de retencion de 8.87, 11.03 y 13.00 min, respectivamente.
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Figura 8. Cromatograma obtenido para la reaccion de incorporacion de
acidos grasos de cadena media a la fraccion de oleina de palma
por la enzima Lipozyme RM IM, a las 24 horas de reaccién. Las
condiciones de reaccién fueron: temperatura de 50 °C,
concentracion de enzima de 10 % y relacién molar de sustratos
(oleina de palma: acidos grasos de cadena media)1:10.

4. Efectividad de las enzimas lipasas Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM y

Novozym 435 para incorporar acidos grasos de cadena media al.aceite de

palma

La incorporacién de acidos grasos de cadena media a la fraccion de oleina~de
palma a través de la reaccion enzimatica de acidolisis, alcanzada a las 24 horas

de reaccion, utilizando las lipasas inmovilizadas Lipozyme TL IM de Thermomyces
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lanuginosa, Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei y Novozym 435 de Candida

antaretica, fue de 37.20, 59.10 y 48.86 % molar, respectivamente (Figura 7).

Del analisis) estadistico de estos resultados, a través de un analisis de varianza,
con posterior-analisis de comparacion de medias de Tukey a una P < 0.05, se
encontré que existen diferencias significativas entre los valores obtenidos para la
incorporacion de.acidos grasos de cadena media a la fraccion de oleina de palma,
para cada una de las tres enzimas lipasas probadas (ver Figura 9); obteniéndose
gue la mayor incorporacion de acidos grasos de cadena a la fraccion de oleina de
palma es alcanzada cem la enzima lipasa inmovilizada Lipozyme RM IM de
Rhizomucor miehei, seguida’por la enzima Novozym 435 de Candida antarctica.

35.04
21.9
b
L =
)
:K\
Lipozime TL IM Lipozime RM IM Novorym 435

Figura 9. Resultados obtenidos del analisis estadistico para la incorparacion
de acidos grasos de cadena media a la fraccion de oleina de palma
por las enzimas lipasas inmovilizadas Lipozyme TL IM, Lipozyme
RM IMy Novozym 435.
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Estos‘resultados son consistentes con los reportados por Herawan y Klaas (2014),
quienes, indican que, de 10 enzimas lipasas probadas, la enzima lipasa de
Candida” Antarctica, asi como Lipozyme RM IM, fueron las mas efectivas para
llevar a cabe-la transesterificacion del aceite de palmiste con dimetil carbonato y

etanol, respectivamente.

Moreno-Safra y~Perea-Villamil (2008) reporta también el uso de las enzimas
lipasas Lipozyme RM_M y Lipozyme TL IM como catalizadores en una reaccion de
interesterificacion entrexos aceites de palma y de palmiste, encontrando que para
todas las diferentes copdiciones de reaccién evaluadas, la enzima Lipozyme

RM.IM presentd mejores resultados, estadisticamente significativos.

De lo anterior podemos decir qué-de las tres enzimas lipasas evaluadas, Lipozyme
RM IM de Rhizomucor miehei demostré ser mas efectiva para incorporar acidos
grasos de cadena media a la frageidbn de oleina de palma; lograndose una
incorporacion del 59 % molar;a las 24 horas de reaccion, a una relacion molar de

sustratos 1:10, 10 % de enzima‘yuna temperatura de 50 °C.

5. Separacion de los lipidos estructurados en fase sdlida

Se llevd a cabo la separacion de los lipidos “€structurados obtenidos como
producto de la reaccion de acidolisis para la incorporacion de acidos grasos de
cadena media al aceite de palma, por cromatografia en columna. Se requirié de 21
volumenes (de 125 mL) de éter dietilico al 5 % en hexano para la separacion de
los lipidos estructurados o triglicéridos, 9 volumenes de éter_dietilico al 15 % en
hexano para la separacion de los diglicéridos, 10 volumenes de.eter dietilico al 95
% en hexano para la separacion de los monoglicéridos y finalmenteSe utilizaron 6
volumenes de acido acético al 2 % en éter dietilico para la extraccion‘de‘los acidos

grasos libres.

La identificacion de las diferentes clases de lipidos separados en fase (sdlida
(triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos) se realizé por cromatografia de placa
fina de silica gel, utilizando como fase mdévil una mezcla de hexano, éter dietilico,

acido acético (80:20:2 en volumen); las placas se revelaron con acido sulfarico en
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etanol (10:170 en volumen). Una de las placas de capa fina obtenidas a partir de

la de reaccion y de las fracciones separadas en fase solida se muestra en
la Figu }) donde TAG Fi9, TAG F20 y TAG F21, corresponden a las fracciones
19, 20y e éter dietilico al 5 % en hexano eluidos en la columna empacada,

empleadas @}‘Ia separacion de los lipidos estructurados o triglicéridos; APC
corresponde a (Igace‘ite de palma crudo; MR a la mezcla de reaccion y AGL, a la

fraccion de acido“aeético al 2 % en éter dietilico para la extraccion de los acidos

grasos libres. @

Figura 10. Capa fina revelada con acido sulfurico en etanol de la mezcl
reaccion y de las fracciones obtenidas a partir de su separaci
en fase soélida en columna empacada con silica gel, utilizando un
gradiente escalonado de éter dietilico en hexano.

36



La separacion en fase solida rindi6 un 32.69 % de lipidos estructurados o
triglieéridos, cuyo analisis por cromatografia de gases indic6 una composicién en

acidos grasos de cadena media de 59.10 % molar.

6. Lipido estructurado rico en &cidos grasos de cadena media

La transesterificacion-enzimatica del aceite de palma con acidos grasos de cadena
media, a través de una reaccion de acidolisis, permitié la obtencion de un lipido
estructurado rico en @cidos grasos de cadena media, con potenciales beneficios
nutracéuticos. En la Figufa 11, puede observarse su composicion en acidos
grasos, destacando su elevada proporcion en acidos caprilico (41.64 %) y caprico
(16.61 %), ademas de los acidos,eleico (19.44 %), palmitico (13.45 %) y linoleico
(5.78 %), incluye también pequefias proporciones los acidos caproico (0.61 %),
laurico (0.24 %), miristico (0.69 %), palmitoleico (0.28 %), estearico (1.17 %),
linolénico (0.05 %) y araquidica«(0.03'%).

41.64 %

30

19.44 %

% molar

20 - 16.61 %
13.45 %

10 1 5.78 %

5 9 £ D 9 SO
SRS N R I K
Acidos grasos

Figura 11. Composicién en acidos grasos del lipido estructurado obtenido
por transesterificacién enziméatica del aceite de palma con acidos
grasos de cadena media, através de una reacciéon de acidolisis.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo Una mezcla de acidos grasos de cadena media, a partir de un aceite
comercial rico.€n éstos acidos grasos, de cadena media, con una composicion
molar de 0.04 % de acido caproico (C6:0), 71.20 % de &cido caprilico (C8:0),
28.57 % de acido ¢aprico (C10:0) y 0.19 % de acido laurico (C12:0), con un peso

molecular promedio de 498.23 g/mol.

Se obtuvo una oleina de palma, a partir de aceite de palma crudo, con una
composicion molar de 1.55" % de &acido miristico (C14:0), 42.88 % de acido
palmitico (C16:0), 0.31 % de acido palmitoleico (C16:1), 3.56 % de acido estearico
(C18:0), 39.42 % de acido oleico (C18:1), 11.69 % de acido linoléico (C18:2), 0.36
% de acido linolénico (C18:3) y 0.23.%.de acido araquidico (C20:0), con un peso

molecular promedio de 849.92"g/mol.

De las tres enzimas lipasas evaluadas, Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei
demostré ser la mas efectiva para incorporar{acidos grasos de cadena media a la
oleina de palma, lograndose con ésta uha maximasdncorporacion de 59.10 % molar
de acidos grasos de cadena media, a las/24 horas~de reaccion, a una relacién

molar de sustratos 1:10, 10 % de enzima y una temperatura de 50 °C.

La enzima Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei produje ‘un lipido estructurado
rico en acidos grasos de cadena media, con potenciales beneficios nutracéuticos,
constituido mayoritariamente por los acidos caprilico C8:0 “(42:64 %), caprico
C10:0 (16.61 %), palmitico C16:0 (13.45 %), oleico C18:1 (19.44 %) y linoleico
C18:2 (5.78 %); ademas de pequefas proporciones de los &cidos caproico C6:0
(0.61 %), laurico C12:0 (0.24 %), miristico C14:0 (0.69 %), palmitoleico C16:1
(0.28 %), estearico C18:0 (1.17 %), linolénico C18:2 (0.05 %) y araquidico, €20:0
(0.03 %).
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