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CAPITULO |
RESUMEN

Los carotencides cuentan con und alta aceptacion como colorantes en ia
industia alimentaria. Enfre éstos se encuenita fa luteing que se empled
ampliamente en la industria avicola. En México, ia flor de Cempasuchil es
una fuente importante de ésteres de lufeina que deben ser hidrolizados
para llegar at producto final. Industicimente esta operacidn se lleva o
cabo mediante exfraccién con solventes orgdnicos seguide de ung
saponificacion alcalina, 1a cual genera jabones, como  subproductos sin
ningun valor.

Bl objetive principal de este ifrabajo fue obtener productos de
hidrélisis en hexanc (principaimente iuteina), con el propssitc de poder
reqlizar en un futuro proyecto, la exfraccion del colorante v la hidrélisis en
un solo paso.

En el presente frabojo se demuestra que una lipasa de Candida
chlindracea fiene una gfinidad sobre el diéster de luteina en medio
acuose en un sistema inmovilizado. La reacclén se condujo ¢ 37 ° C y fue
monitoreada por TLC y HPLC. En un tiempo de 075 hr comienza la
produccién de luteing libre con un 2% alcanzando su mdaxima produccion

a las 72hr con un 28% de rendimiento,



Previo a Ia reaccion en fase orgdnica se requind una hidratacién del
biocatalizador @ un Aw de 0.97, con la finalidad de proporcionar un
microambiente adecuado g la enama inmovilizada v el agua necesana
para la hidrdlisis, La reaccion se flevd a cabo a 37 ° C, y se enconird que la
produccidn de lutefna comienza a las 24 hr, con una conversidon  de un
246% alas 144 hr.

Una de las posibles causas por 1a cual [a produccidn de iuteina fue
baja en fase orgdnica es que la enzima podria desnoturalizarse of estar en
contacto tanto tiempo con el salvente. También se pudo deber a que o
relacion enzimaisustrato pudo no ser ia dptima.

Debido a que los carotencides son susceplibles a la degradacidn por
diversos factores, y uno de los mds importantes es el oxigeno, se estudid el
efecto de este oxdante. Se encontrd que tiene un efecto marcado en g
degradacién del sustrato, ya que  40°C se pierde un 87.99% de color a las
24 hr, mientras gue sin oxigeno se pierde 500 ef 43.63%. Por su parfe, g
albiming, presenta un efecto de estabilizaciéon de color ya que logra

disminuir un 20% o degradacion con respecio of control,



CAPITULOI
INTRODUCCION

Viviros en un mundo ileno de color, en los pﬁiscjes, las plantas, 1os
§

animales, en nosotros mismos. B color representa una parte esencial en e
desarrollo del hombre, en sus diversas manifestaciones sociales v culturales.
Los sensaciones que percibe el hombre cuando cbserva un objeto en
particular las asocia con las cosas que e rodean. Esto es importante en el
drea alimentaria, y se aplican comeo aditivos. La relacion entre el colory el
sabor es inseparable para que el consumidor adguiera un producte, pues
con tan sélo vero lo sustituird por ofro si no cumple conlas “normas de
calidad” del consumidor.

Los colores pueden ser sintéticos o naturales vy son  estos Jifimos 1os
de mayor demanda en el mercado {1). pues en su mayoria no requieren
de una cerificacién ni por la FDA ni la comunidad europed, ya gue son
productos no tdxicos, con lo cual se faciiita su comercializaciéon (2.

La flor de Cempasichil {Tagetfes erectal que es de origen mexicano,
ha tenido una gran importancia cultural ya que la utilizaban los aztecas
para culfos religiosos, debido a sus propiedades omamentales vy
farmacéuticas. Hoy en dia se utiliza en muchos estadoes de ta Republica en

la celebracion de! dia de muerfos. También es de gran importancia debido

a su aglto contenido de pigmentes.



Investigaciones recientes postulan que la ingesfa de luteinag puede
prevenir enfermedades como la degradacion macular (enfermedod
relacionada con la perdida de la vista} y algunos tipos de cdncer (3). La
aplicacidn principal  de los pigmenfos derivados de la flor se da en la
glimentacién avicola para propiciar 1a pigmentacién de la yema de
huevo, asi como de la piel v la carne. En la actudlidad esta aplicacion es
la que confiere importancia econdmica o 7. erecta. (4.5). El coloranie
debe ser hidrolizado para obtener lteina en su forma libre [no
esterificada)}, ya que se ha demostrado que su asimilacion es del orden del
15% mayor en los aves y por lo tanto tiene un moyor poder de
pigmentacion, que en su forma esterficada {6).

En el método tradicional de extraccion del colorante (Fig. 1), una de
las etapas mds imporfantes es la hidrdllsls el colorante [Fig. 2), I cual se

realiza quimicamente mediante una saponificacién.



La finalidad de esta invesfigacién fue realizar la hidrdlisis enzimdtica de los
pigmentos de la flor con una lipasa inmovilizada 'de Candida rugosa, en el
medio orgdnico con el cuadl se exiraen los colorantes en sisternas
industriales. Este proceso presentaria la  ventala con respecto al método
tradicional de hacer mas eficiente el proceso de extraccién def coloranfe,

al extraer e hidrolizar en un solo pase.

Prensado

Molido Seeado

{Harina de Cempasdchil Partienlado

EXraceion eon Hexano

Hidsolises Purificaciin
L 4
[ Consnomo A;ﬁeoh] L(Ennsmo Hmm?,

Fig 1. Proceso de extracclén de carofenos a partir de [a flor de Cempasdchil (2).
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Fig 2. Froceso de saponificacion industrial,



CAPITULO 1

OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

» Establecer s la lipasa de Cdandida cylindraceg (EC 3.1.1.3) tiene lo
capacidad de hidrolizar pigmentos de la flor de Cempastchil en

medios ricos en hexano

2,2 OBJETIVOS PARTICULARES:

« Obtener producios de hidrdlisis de pigmentos de la flor de Cempasdchif
{principalmente luteina)  via enzmdtica en fase acuosa y orgdnica
{hexano).

e Conocer el perfll de los producfos resuffantes, mediante técnicas
andliticas como espectroscopia uv/visible, cromatogrofia en capa fina

{TLC} y cromatografia liquida de alta presidn (HPLC).



CAPITULO I

ANTECEDENTES

3.1 CAROTENOS
3.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CAROTENOIDES
Los carotenocides se agislaron por primera vez de la zanahoria en 1831,
Son un grupe de pigmentos que varian del color rojo ol amarillo,
distribuidos a lo largo del reine vegetal v en algunos microorganismos. Los
animales no pueden sintetizarios por 1o que tienen que ser administrades
en su alimentacién.
Existen mds de 543 carotenoides de esfructura conocida siendo los mas
comunes en ia naturdleza 10s siguientes: fucoxantina, luteinag, viclaxaniing,
neoxanting, a-caroteno, p-caroteno, zeaxanting, licopeno. capsanting,
bixina y criptoxantina (7). Tienen fa capacidad de absorber energia en ia
regién visible, y por consecuencia se comportan como grupo cromodforo.
La mavyoria de los carotencides tienen un asqueleto de 40 carbonos,

Formado por 8 moléculas de isopreno (ver fig 3}.

© o
cﬁz'//’ —E - - - CEIZ

Fig 3 Bsfructura bésica del carofeno {moléculas de isoprenos)



Segdn su estructura quimica los carctencides se clasifican en {ver fig. 4}:

Hidrocarburos: gj. Alfa, beta y gama caroteno,
licopeno.
Alcoholes: £.Criptoxanting,luteina,zeaxanting,

flavoxanting, taraxanting, fucoxantina

Acidos: B. Bixing, crocenting, azafring,
Cetonas: Ei. Capsanting, rodoxanting, capsory-
bina.

Al frabagjar con carotencides es necesario tener en cuenta los siguientes

consideracicnes para evitar su degradacion,

Temperatura: Altas temperaturas fragmenton la molécula en los
puntos de unidn de los anilos de iononda. teniendo como
consecuencia pérdida de color.

Los metales de transicién (Fe+3, Fe+2, Cu+. Cu+2, Mn, Ni, Coj son
buenos promotores de los reacciones de radicales libres,
acelerando la oxidacién, va gue transfieren electrones durante
los cambios en 1as efapas de oxidacién(3).

Agentes quelantes: el EDTA es un secuestrante de |os metales que
inducen la oxidacion y se ufiliza para evitar degradacion de los
colorantes,

Agentes antioxidantes: fa mayoria de ios antioxidantes estabilizan

ios carotenocides, ejemplo BHA, BTH, y BHQ.



(lasificacion de los canotenos

Adides (Bixina)

Fig 4. Clasificacion de los carotencides, en base a su estructura Quimica,
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Oxigeno: promotor de reacciones de pérdida de color.

Luz v Geidos: promueven la isomernzacién de carotenoides trans a
su configuracién cis, teniendo como consecuencia ung pérdida
de color y actividad bioldgica, ya aue la forma trans es [a mas
estable. y més activa bioldégicamente. (3}

Los productos iniciales de degradacion por luz, calar y oxigeno
son los epoxicarotencides y apoxicarotenocides, 105 cuales son
facilmente formados durante la extraccion, aislamiento y olras
efapas de andlisis. Su presencia en un alimento debe ser
cuidadosamente controlada ya que puede proporcionar sabores
desagradables al alimento (3).

Para evitar la formacion de es’fos:~ productos. es necesario
almacencr los carotenocides en atmadsferas inertes, fuera de la
exposicion a ta luz, y a bajas temperaturas.

La naturgleza del medico juega un rol importante en la
estabilizacién del colorante. Se sabe que en medios anhidros la
cinéfica de degradacion del coloranie es de orden cero, vy en
medios acuosos sigue undg cinética de orden uno. Por su parte,
luz, temperatura y oxigeno aceleran la reaccion de degradacion

independientemente del medio de reaccidn presente (8).

11



Los métodos cldsicos para el andlisis de los carofenoides, incluyendo fas
xantofilos, involucran la  extraccidn con  solventes, saponificacién,
separacién cromatografica, y cuantificacién espectofotométrica. En esta
gitima técnica hay que fomar en cuenta la longitud de onda mdaxima de
absorciéon en ta regién del visible, fa cual varia dependiendo del fipo de
solvente. El espectro visible que inCluye varos méximos de obsorcion es
caracteristico para cada carotencide {9).

La saponificaciéon se recliza con 5-10% de una solucién de hidroxido de
potasio en metanol por periodos de tiempo de entre 20 min ¢ 16 hr, en un
rango de temperaturas de 25-60 °C, y flene como obietivo remaover
triglicéridos y clorofilas {2).

En cuanto a la determinacién de carotenoides es muy comin el uso
de cromatografias en capa fina y cromatografia de liguidos (HPLC), siendo
este Ultimo el mejor método de andlisis (10,7}, por su alta resolucidn vy la
rapidez con la gue minimiza la forrmacion de productos de degradacion,

Lo disponibilidaod de formas puras de estos pigmentos @ nivel
industdal  ha estado limitada, por lo gue su uso se ha restringido
principalmente a  preparaciones farmacolégicas, referiéndose

principalmente a su actividad como provitarmina A {11).

12



Sin embargo, ia produccién industial de estos pigmentos ha
enconfrado una via de sintesis orgdanica rentable vy un mercado &vido del
consumo de colorantes y antioxidantes. Debido a esto. el uso de los

carotenocides en el drea de alimentos se ha incrementado {2,7].
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3.1.2 PROPIEDADES RELEVANTES DE LO5 CAROTENOS

tas siguiente fabla resume las propiedades bicldgicas de los
carotencides en los alimentos {3,12).

Tabla |

Funciones

Algunos carotenoides tienen aclividad de provitamina A

Acciones.

Antioxidante
Aumenta |a respuesta inmuna
Qluizé aumenta la fertilidad

Inhipe ta mutagénesis
Inhibe la fransformacion de las células in vitro
Inhibe e] desarrolio de tumores en vivo

Asociaclones.

La ingesta de alimentos con alto contenido de carotencides
esté asociado a una disminucidn en el riesgo de
contraer cancer ds pulmdn y otres tipos de canceres

14



En la figura (5) se resumen las propiedades fisicoguimicos de los

carolenoides (9).

Temnoldbites Bloaween feaceiones
Pot racicales fibres

o T /'

Absarban luz — CAROTENOIDES —)
l Lipasolubles

Secuestran oxigano

Fecilmente isamerizadas y oxidndas

Fig 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los carotenoides.
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3.1.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LUTEINA

La luteina es una xantofila gque se encuentra en la noturgleza en

frutas ¥ vegetales asociada a proteings . clorofilas, & dcidos grasos {4).
Su fuente principal de obtencidn indusirial es la flor de Cempasichil,
comercialimente cultivada en Cenfroamérica v o India, cuyos pétalos
secos lienen altas concenfraciones de luteina  esterificada
{aproximadamente el 0% del total de sus pigmentos) (13).Por encontrarse
la lutefina acilada con diferentes Geidos grasos, la solubilidad en grasas es
alta. Los dcidos grasos con los que se encuentra esterificada son: ladrico,
rniristico, palmitico vy esterarico {13).

La mejor separacidn de los diésteres de luteing, en la flor de
cempastchil es por HPLC fase reversa  [octadecising), usando sudan |
como estdndar infernc, Con eflo es posible separar los digsteres de lufeing
{dimiristato de lteina, mirstato-palmitato de luteing, dipalmitato de iuteina
y estereato-palmitato de luteina).

La separacion en fase normal {silica gel), tiene la desvenicja de
inducir la formacion de isémeros cis de los carotencides. La separacién en
fase reversa se fundamenta en el nimero de acilcarbonos de 1os acidos
grasos, por {o gue es un método conveniente pdra proporciohar  datos

cuantitativos de los diferentes acidos grasos esterificados individuales.

16



Una de las propiedades que se deben de tomar en cuenta en el
andlisis de Jos carotencides, es su espectro médximo de absorcion, el cual es
caracternstico para cada carotencide. En la tabla | se muestran los
maximos de absorcion de la luteing en diferentes selventes (13}, Junto con

otras propiedades flsicoquimicas.

TABLA IL Propiedades fisicoquimicas de }a luteina en solventes organicos (29)

! Sotvente Selubilidad Méx nm Absortividad Absortividad
: Mg/L Molar,
[ Acetona 800 445 2540 144500
[ Acetonitrifo 100 446 2559 145600
Benzeno 600 456(458) 2350 133700(127200)
Cloroforms 6000 454(458) 2369 134800
Cicloherano 50 448 2520 143400
Ciclohexanen 40080 454 2359 134200
diclorometano 300 452 2320 132000
i
! DMF 1600 454 2390 136000
, DMSO 1000 460 7369 134800
Etanol 300 444 (445) 2550 145100
: Etilacetato 800 446 2529 143900
Etileter 2000 444 2629 149600
i Hexano 20 444 (445) 2589 147300
; 2-propauck 460 444 2599 147900
L
;
; Metanol 200 442(444) 2629 149600
i MTBE 2000 444 2589 147300
! THF 8000 450 2469 140500
a

17




3.1.4 PROPIEDADES RELEVANTES DE LA LUTEINA

Al ser carotencide tiene propiedades de actuar como anfioxidante. La
luteing participa en el atrapamienio de perdxidos, profegiendo ast a las
células de un dafo oxidativo(3}).

El prncipal uso de la lufeina v sus derivados es como coleorante en la
pigmentacion animal, pero se ha encontrado que tiene vna impertancia
en el consume humano {ver tabla ). Forma parte de los 50 carotencides
que pueden ser metabolizados y absorbidos por el hombre, a pesar de no
tener una actividad de provitamina A, como el o-carofeno y el §-
carotenc(12). Se ha encontradeo que una ingesia diaria de luteina de 6 mg
por dia es suficiente para prevenir enfermedades como [ degradacion
macular {enfermedad relacionada con [a perdida de la vista en personas
de edad avanzada), ya que la luteina vy la zeaxantina son ios Unicos
antioxidantes que son depositados especificamente en la regidn mocular
del ojo. Su funcién es de fotonuiriente, ya que abscrbe la luz uliravioletq, v
evitan asi una peroxidacion de los lipidos gue resulie en productos 1dxicos

para la retina (3).

18



En general, durante ias reacciones metabdlicas de los carctenoides gue
no fienen una actividad de provitlaming A, &l esqusleto de Ig cadena
poliénica permanece intacto. La fransformacién quimica se da en [os
grupos funcionales al final de la cadena los cuales, como en el caso de la
luteina, puede suftir reacciones de oxidacién, reduccidn, deshidratacion,
& migracion de una doble ligadura (ver fig. 8} . formandose productos

como la oxoluteina , entre ofres .

TABLA HL Concentracién de luteina , aifay beta carofeno en vegetales,

{ microgramos / 100 gramos ) (5).
FRUTAS Y VEGETALES LUTEINA g-LARDTENO

Brocoli 1,900 F08

Col de bruselas 1,300 480
Zanahoria 260 7,900

Chicharos T4 44
Col rizada 21,900 4,600
Lechuga 1,800 1,200

Malz 780 5t
Tomates 106 520
Espinaca 10,200 4,100

** Otras fuentes de luteina son: amaranto lechuga, berros, remolacha, camote
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Fig.6 Mé&tabelitos de carotenoides encontrados en el suero humano {12).
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3.1.5 IMPORTANCIA Y PRODUCCION DE CAROTENOIDES

Este grupo de compuestos tiene propiedades deseables para  su
comercializacion:nula  toxicidad, altq versatiidad y olfa  actividad
bioldgica. La actividad no sclamenie se refiere o que tienen una aclividad
de provitamina A, sino a que  han demostrado prevenir ulceras, procesos
degenerafivos y cancer (9,12}, Algunos de éstos  beneficios se deben o su
propiedad de actuar como antioxidantes.

México es un pais productor-exportador de diversas mezclas
de carofencides e imporfador de compuestos sintéticos idénficos o los
naturales.

Las 4 principales empresas productoras de colorantes naturales en
México son: Bioguimex , Industrias Alcosa , Induskia Crgénica .Mexicana
de Extraccién y Deshidratamex (2).

De los carotencs comerciales, €l beta caroteno es uno de 10s mads
importantes en el drea de aimenfos y en medicamentos pues e
reconocido que presenta la mdxima actividad de provitaming A entre los
carotenoides, ademds de que su precio es relativamente accesible

comparado con otres (7).
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Uno de los problemas mas sobresalienfes que enfrentan las empresas
productoras de carotencides noaturales es el suministro de materias primas
de calidad uniforme. La mayoria depende de Ia disponibilidad de diversos
sectores agricolas, gque en muchas ocasiones usan sus cosechas para oros
fines, lo que hace inseguro el suministro de maferiales, Estas maferias primas
son producidas en gran parte del teritorio nacional y son susceptibles de
variaciones en precio y en calidad debido & factores ambientales.

Lo biotecnologia en e campo de la produccién de colorantes
naturales ha incidide en forma importante en los Ulimos  ahos,
especialmente en aquéllos destinados o los dlimentos debido al interés de
los consumidores y de las instituciones normativas por ulilizar cada vez uha
rnayor cantidad de productos naturales.

La obtenciéon de carotencides por vias biotecnoldgicas se ha
centrado en tres estrategias:

« Fermentacion

s Utilizacion de enzimas,

« Culfivo de tejidos.

Con respecfo a los colorantes obtenidos por via fermentativa los

principales son el B-caroteno y la menascina.
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Los carotenocides existen en algunas especies bacterianas,
principalmente fas fotosintéticas y se ha pensado que estas especies
podrian ser una adecuada fuente. Algunos hongos comao las cepas
mutanies de Favobacterium, y clerfas algas verdiazules son
productoras de zeaxantina, Algunas levaduras han sido reportadas
como productoras de B-caroteno, como Rhodoforula  flava,
Rhodotorula gracllis vy Rhodotforula  sannieli. Dentro de 105
microoganismos productores de xantofilas los que han sido
estudiados extensivamente son los de [a familia Cacrymycefaceae

{ por ejemplo, Dacrymyces deliquensces ) (2).

Una de las alternafivas para aumentar el rendimiento de extraccién
de colerantes, es la adicion de enzimas (generalmente pectinasas y
celulasas ). Al actuar las enZmas  sobre componentes de la pared
celvlor se ve favorecida  la liberacidén de los compuestos coloridos
atrapados en el tejido vegetal (14).

Ofro caso es el uso de lipasas propuesto para la extraccion de
carotenos a partir de paprika. También se han hidrolizado digsteres
de xantofilas per medic de una lipasa de Candida cyfndrocea, con
el fin de obtener xanfofilas libres que son inestables en medios

alcalinos {15}.
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Los cultivos de fejidos tienen una ventgja sobre o ulilizacidén de
plantas silvestres, ya que se puede tener un adecuado control de calidad,

asi como disminuir 1os fargos periodos de fioracion (2],
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3.2 ASPECTOS GENERALES DE LA FLOR DE CEMPASUCHIL

En México se tiene una flor indigena que debldo a sus pigmentos es
altamente apreciada en las industrias alimentaria, farmacéutica y avicola.
Debido a que es una fuente importante de luteing, es comercializada por
diversas compaiiias extranjeras y nacionales.

Esta flor es conocida como “Flor de muertos” en €l Valle de México v
también nombrada con su antiguo nombre azteca de Cempasiochif
falteracién del nombre azteca, Cempodaixochitl).

De acuerdo con la "Enciclopedia Agricold”™ y de conocimientos
afines pertenece al género Tagetes de la familia de las compuestas, Se
incluyen en &l unas 20 variedades distribuidas en América, desde el norte
de México hasta ta Republica de Argentina.

Es un cuifivo que desarrollaron los aztecas g partir de especies nativas, por
lo tanto es realmente una planta mexicana, siendo mds corecto llamarla
Caléndula mexicana, ¥ que hoy en dia es usada en ceremonias del mes
de Noviembre dedicadas ¢ los difunios, Ademds presenta usos diversos
en la medicina popular {como anfiespasmdédico, insecticida, antihelmifica,

imtacién de ojos, empacho etc..) (16).
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CAPITULO Hi

3.3 GENERALIDADES DE LIPASAS.

Las lipasas son enzimas que hidroflizan el enface éster de los acil-glicéridos
que se encuentran emulionados; son activas en la interface agua-iipido y
sdlo atacan la superficie de los glébulos de grasa que estdn en contacto
con la fase acuosa sin afectar el interior de los mismos. Se diferencian de
las estearasas en que estas Gltimas solamente actian sobre ésteres solubles
en agua dando como productos Gcidos grases libres, glicéridos parcloles y
glicerol{17).

En cucglauiera de los casos, Ia reaccion es reversible, o cual implica que
pueden efectuarse alternativamente reacciones de hidrdlisis © de sinfesis,
en funcién de! potencial gquimico de las especies presentes(17).

Las reacciones catalizadas por lipasas son: hidrélisis de grasas, la cual es
uiiizada para o produccién de dcidos grasos, esferificacién e
interesterficacion de grasas v ofros lipidos para ia preparaciéon de diversos
productos de aito valer comercial en la industria.

A partir de la decada de los 80's los reacciones catalizadas por lipasas
fueron propuestas para la preparacién de una amplia varedad de
productos especificos de dalte valor comercial, 1os cuales no pueden ser

preparados convenientemente por sintess guimica.
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Por ejemplo, los dcidos grasos peolinsaturados que pueden ser utilizados
como productos dietéticos, los cuoles son preparados bajo condiciones de
nidrélisis suaves de aceites marines @ oceites de cierfas plantas con lipasas
no especificas. Un ejemplo de estos son los dcidos grases w-3 {18).
Algunos qdcidos grases de codend larga moncsafurgdos como €l
gadoleico, erdico y nervénico 10s cudles fienen un alto valor comercial en
la industrio cleoquimica, son preparados por hidrdiisis porcial de aceite de
cruciferos con Lipasas sn 1-3, especificas (Ver fig, 7).

Los moneacilglicercles son usados como emulsificantes v se pueden
obtener por medio de reacciones de esterdficacion con lipasas. Lo
interesterficacion de grasas con liposas especificas snl1-3, puede praduclr
sustitutos de manteca de cacao {verfig. 8).

La mayor ventaja de s reacciones catalizadas por lipasas sobre fas que
se llevan a cabo por cotdlisis quimica, es lo amplia varedad de productos
que se pueden cbiener, de diferente composicién vy propiedades,
dependiendo de la regicespecificidad de la enzma por el sustrato,

Otra de las  ventgjos que ofrecen, son las  condiciones suaves de
reaccién, con lo cual hay ung reduccion en el consumo de energic v un

menor dafio témico a los reactantes v productos (18],
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3.3.1 HIDROUSIS

La reqaccidn de hidrélisis se da con la finalidad de preparar alcoholes v
acidos grasos libres a partir de ésteres [ver fig. 7).

En la practica industrial, las grasas son hidrofizadas a temperaturas de
250°C vy presiones de 60 bar. Bgjo estas condiciones [0s Goidos grasos
polinsaturados se descomponen y dan productos poliméricos indeseables
comoe cetonas y compuestos hidrocarbonados.

Existen diversas técnicas para el incremento de la velocidad de hidrdiisis
de los grasas. Por ejemplo, combinaciones de lipasas de Penicilium y
Rhizopus niveous O Penicillium sp con Rhizopus delemar dan rendimientos
mucho mayores gue §i se utilizan estas lipasas de manera individual, Cira
técnica usada es la inmovilizacion de lipasas{18). El uso de solventes
orgénicos en el medio de reaccién, como el Isooctano, ciclohexano, ©
acetong, incrementa la velocidad de hidrélisis de las lipasas en los
tiacilglicercles {18,20,21), Existen numerosos investigaciones de lipasas en
medios no convencionales. La cinética v los aspectos termodindmicos de
las reacciones catalizadas por lipasas en solventes orgdnicos anhidros y en
sistemas bifdsicos han side ampilamente revisados (22,23,24).La mezcia
bifdsica cornsiste de una jase lipoffica, rica en aclglicercles y &eidos
grasos, y una fase hidrofilica compuesta por el glicerol formado vy la lipasa.

En este tipe de sistema la reaccion ocure en la interfase.
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Hidrdlisis ¥ esterificacion

a

T
0 C—0-RL  jurgusts OH

R2-g— C ﬂ & OH + R1+R2+ RS
C—0—R2 esteriticacidn OH

fig 7. Reaccidn de hidrélisls y esterificacién con una fipasa no especificd

3.3.2 ESTERIFICACION

En la reaccidn de esterificacion se obtienen como productos ésteres a
partir de aqlccholes y acidos grasos (ver fig7). Las reacciones de
esterificacién se pueden flevar a cabo usando lipasas en un medio
organico. En estos sistemas el contenido de agua y la actividad de agua
juegan un papel muy importante en el equilibrio de la reaccion {25).

Lo esterficacion al igual que la hidrélisis se puede llevar a cabo en un
sistema bif&sico utilizando reactores de membrana o micelas reversas.

La esterificacion o fransesterificacion catalizadas por lipasas se han usadoe
ampliomente para la preparacién de ésteres de cadena corta, cadena
mediana como el efil propionato , ischutilacetato, iscamilacetato, prenil 2
meftipentancato y ésteres de alcoholes con terpenos comoe el mentol y el
geraniol los cuales son usados como sabornizantes en la industria alimentaria

(18).
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Ofra venitgja es la posibiidad de obfener producios con cierfo
esteroespecificidad. Esta propiedad se ha usado para prepargcion de
isémeros cis- trans. Otra posible aplicacién es en la sintesis de ésteres de
dcidos grasos y carbohidratos, los cuales pueden ser utilizados como
emulsificantes, (esteres de sacarosd, glucosa, fructosa, sorbifel), v se han
reportado buenocs rendimientos utilizando una lipasa de Cdndida rugosa
para su preparacion (18). Las reacciones de esterficacién con lipasas
pueden producir ceras , como la jojoba o cual tlene un alio valor
comercial {ver fig 8).

3.3.3 INTERESTERIFICACION

Bxisten dos tipos de reacciones de inferesterficacion: la acidolisis y la
alcohotlisis. En la primera se sustituye un dacido graso no deseable en la
molécula por ofro, y en el segundo caso se sustituye un deido grase con un

alcohol. (Ver fig 8).

Aacidolisis
146:0 18:0 14530
w specifi
18:1 —I: « 1g:p WA TREANC 48 -| +  i8n -I
16:0 18:0 18:0
Aceite de patma Sustituto de cocoa

Alcohelisls

20m-23:1 11,3 specifi on
18:1 { + 20:1.28:1- Alcohol STES seecifle o, { . @sterss

20:1.24:1 OH can-cag
Semillas de Sinapsis alha sustituto de cora de jojoba

Fig 8 Aplicaciones de las reacciones de infrassterificacién catalizadas por tipasas
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En general ia interesterficacién se lleva a cabo con lipasas
inmovilizadas en un medio con o sin solvente orgdnico; se debe tomar en

cuenta pardmetros como el contenido de agua vy el tipo de sclvente (22).
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3.4 GENERALIDADES SOBRE BIOCATALISIS EN MEDIOS NO CONVENCIONALES

Debido a que la perspectiva de uso y espectro de accién de las
enzimas ha aumenfiado considerablemente a partir de que se descubre
que la actividad enimdatica no estd limitada a llevarse a cabo en medio
acuoso, la enzimologia no acuosa ha tenido un répido desarrollo. Esto se
ha reflejado en un  crecimiento explosivo de las publicaciones de estos
tépicos (26). Las enzimas pueden presentar acfividad catalitica en sistemas
muy alejados de ser simples soluciones dilvidas, pudiendo ser la fraccién
mavorifaria una fase orgdnica, una fase gaseosa o un fluido a alta presién.
Estos sistemas se conocen como medios no convencionales (MNC) {22},

En 1966 aparece la primera publicacién de una reacclédn catalizada
en fase orgdanica {27), Yy no es sing hasta la década de los 80's cuando se
estudian con mavyor intensidad y se dan a conocer [a mayoria de [os
frabagjos relevantes. El uso de estos MNC se ha impulsade a pariir de que
numerosos compuestos orgdnices de alte valor agregado  son poco
solubles en medios acuosos,

Los factores claves que influyen en la actividad y establlidad de los
enzimas en solventes organicos son el  estado idnico de la enzima, la
inmovilizacion enzimdtica, ef estado de hidratacién del biocatalizador, ef

solvente, contenido de agua en el sistema v ta fransferencia masa (24).
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3.4.1, FACTORES DETERMINANTES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MEDIOS
NO CONVENCIONALES

3.4.1.1 AGUA,

Un tema comun en todos los estudios de enzimas en medios orgdnicos es la
cantidad de agua asociada con la enzima, ya que Juega un papel clave
en propiedades como actividad, estabilidad vy especificidad. El control de
la cantidad vy la localizacién del agua es critico para tener und aplicacion
exifosa en un sisterna catalitico no acuoso. El agua es necesaria para la
adquisicién y el mantenimiento del sitto activo de la endma  en solventes
orgdnicos anhidros. Generalimente los solventes orgdnicos hidrofdbicos
requieren menor cantidad de agua para la actividad enzimdética .

La adicion de agua en preparaciones sélidas de enzima ingrementa la
polaridad y flexibilidad del sitio activo, pero el agua también estd
involucrada en muchos procesos de inacfivacion de las endmas. La
dependencia de la actividad de la endma con diferentes actividades de
agua varia de enzima a enzima (25).

Cuando ias reacciones son llevadas a cabo en medios orgdnicos, el agua

estd distribuida entre las diferentes fases presentes.
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Algunas moléculas de agua estdn unidas a la enzZima, y por lo tantfo fienen
una gran influencia en la actividad catdiitica; otfras moléculas estdn
disueltas en el solvente y en los soportes o sustancias que puedan fener fa
capacidad de absorber agua.

Lo canfidad de agua en [a mezcla de reaccidn puede ser medida de
diferentes maneras. Uno de los més comunes es la medicién de Ia
concentracién de agua comoe % & mol/l, Sin embargo, el conocer
concentracién total del agua no  dice mucho sobre 1o hidratacién de la
enzma. £ mejor camino para caracterizar el grado de hidratacion del
biocatalizador en un medic orgdnico es e uso del pardmetro
termodindmico conocido como Actividad de agua {aw] definida como la
relaciéon entre la presion de vapor del sistema de reaccion y la presién de
vapor del agua pura bajo las mismas condiciones (22,23,28). La actividad
de agua determina coémo estd el agua unida a la enzima.,

En caso de lipasas se conoce que a hajos niveles de aw el equilibrio
termodindmico se desplaza hacia reacciones de sintesis y se favorecen las
reacciones de hidrdlisis a niveles dltos de aw.

Se sabe que a aw bajos.de 0.2-0.3, las enzimas pueden tener actividad,

gracias a gue se forma una monocapa de agua dirededor de éstas (23).
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3.4.1.2 pH Y TEMPERATURA

Para que las enzimas tengan un adecuado funcionamiento deben
funcionar a ung temperatura v pH 6ptimos. El pH es importante porgque
determina el correcto esfado de ionizacidén de la enzima, dando como
consecuencia una flexibilidad adecuada del sitio activo. En reacciones en
fase acuosa, el pH es confrolado por el tipo de buffer seleccionado, asi
como también su concentracién. En reacciones en fase orgdnica el
estado de ionizacidn de la enzima debe de ser alcanzado en o
preporacion liofilizada. Esto se redliza gjustando el pH de ia solucion la cual
se va q liofilizar. La enzima adguiere el estado de ionizacion de la solucidn
acuosa. Esto ha sido llamado * pH memoria” de la enzima {26).

3.4.1.3 INMOVILIZACION ENZIMATICA.

Los liofilizados enzimdticos en polve son convenientes para muchas
aplicaciones cafalificas. Sin embargo |, las particulas de enzima  algunas
veces tienden o agregarse y adherise a las paredes del reactor,
especiaimente cuando la enzima esia hidratada. Estos problemds pueden
ser reducidos por inmovilizacién de la enzima én un soporte sdélido,
encontrandose en muchos casos que la actividad catalitica de 1o enzima
es mayor gue €l polvo de enzma, debido a que la enzima, ol estar
inmovilizada, tiene una mayor superficie de contacto y por (o tanfo sus
sittos activos estén mas expuestos, ademds de que se facllita o trasferencia

delsusfrato a la enzima. 35



El soporte protege a lg enzima de una inactivacion imeversible durante el
secado o liofilizacién, ademds de creqgr un microambiente  favorable
para [a endma. Con la enzima inmovilizada en un soporte se facilita la
recuperqcion para su posible rehuso posterior. Para aplicaciones practicas,
las propiedades mecdnicas del soporte fiene gran importancia, Por
ejemplo, las particulos frdgiles no deben de ser usadas en reactores que
necesitan agitacién., El precio del soporte es un facfor imporfanie
especiaimente en aplicaciones a gran escala (26,28).

Existen diferentes procesos de inmovilizacion los cuales se clasifican en [a

forma descrita en ia figura 9.

I Enzimas intnovilizadase l

Enzimas inclusas [ Enzimas Iigadas |
o strapadas

l | [ ADSORCIiON | el e
m eovalende

[ Microcapsuila l

Fig. 9 Closificacién de los diferentes métodos de inmovilizacién (28).
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3.4.1.4 SOLVENTE

Lo naturaleza del solvente orgénico es ofro factor importante en I
enzimologia no acuocsa. El solvenie no solamente afecta la actividad y
estabilidad de la enzima, sino que ditera la especificidad de ésta
{incluyendo la especificidad del sustrato, enantioselectividad, sslectividad
proquiral, regioselectividad y quimoselectividod). En general, el sclvente
afecta la actividad de la enzma via inferaccién con agua, enzima,
sustratos y productos.

Las enzimas y solventes compiten por el agua. Los solventes de naturaleza
hidrofiica son capaces de secuesirar molécuias de agua que se
encueniran unidas a la enzima, impiden una hidratacidn suficiente de lo
molécula y propician una disminucién de su actividad (25).El despeoio del
agua de la endma por el solvente esté relacionado con la polaridad del
solvente. Por efemplo el metanol desorbe alrededor del 60% det contenido
de agua vnida a la enzima y el hexano solamente el 0.5%.

Las moléculas de solvente pueden penetrar dentro det sitio activo de id
enzima, disminuyendo la polaridad local del sitio active, lo que tiene como

consecuencia una repulsion electrostdtica enire la enzima y el sustraio,
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Los solventes pueden alterar la concentfracion de sustratos y productos en
la capo acuosa de la enzima. Los sustratos deben penetrar en esta copa
para que la reaccién pueda ccunir, ¥ los producios deben salir de la

capai2é).
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4,1 MATERIALES

4.1.1 SUSTRATO.

Se trabajé con un puificade de harina de flor de Cempasichil, el
cudl fue proporcionado por Bioguimex Reka (Querétaro, México). Estd
constituido por un 85 % de diésteres de luteing, vy el restanfe un 15 % otros
constituyentes como triacilglicéridos.

Para evitar su degradacién se almacend empacada al vacio a 4 ° C, en
un cuario obscuro.

4.1.2 ENZIMA

La lipasa de Cdndida cyiindracea fue adquirida de la compafia
SIGMA Chemical Co, con las siguientes caracteristicas:
Actividad de 835 unidades / mg sdlide. Una unidad se define como un
microequivaiente de acido graso de aceite de oliva / hora a 37 ° C, pH de
7.2,

La enzima comercial fiene lactosa como excipienfe, y no se utilizd

ningun meétodo de purificacion para su eliminacion,
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4.1.3 SOPORTE

La amberlita IRA-400 fue adquirida de Sigma Chemical Co. Con las

siguientes caracteristicas: {ver tabla V)

Tabla IV Caracteristicas def soporfe,

| Grupo Activo: Amina cuaternaric
t

{Efectividad PH: 0-14

Temperatura méxima : 60° C

Forma 1dnica cloruro
Contenido de humedad 46%
Capacidad 38meg/g

La interaccion de la enzima con el soporte es por cargas. Bl grupo
activo del soporte {aming) interacita con las cargas negativas de o
enzima .

Se eligié un soporte @) hidrofflice para proporcionar agua como

reactivo a un sistema completamente hidrofébico como es el

hexano b) gelificado para evitar su destruccion durante I agitacion

mecdanica.
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4.1.4 SOLVENTES Y OTROS

- Solventes: Hexaneo, acetonq, acetato de efilo y etano! grade
reactivo analifico y HPLC, se adquireron de Mallinkradt.

- Estdndar de colorantes de la flor de Cempastchil: Se utilizd un
saponificado industial, el cual contiene yna mezcla de  diésteres,
moncesteres v futeing, proporcionado por Bioguimex,

- Sulfate de sodio anhidro grado reactivo, de Mallinkrodt,

- Buffer trizma base {tris{hidroximetit aminc metano) grado reactivo
Se adquirnd de Sigma Chemicat Co.

- Albumina: se adquirid de Sigma Chemical Co.

4.2 EQUIPO

- Bspectrofotdmetro Perkin Eimer Lamda 2 uv/visible.

- Potenciometro Corning modelo pH meter 320

- Balanza angiitica OHAUS con 5 decimales modelo AP2105

- Agitadores magnéticos tipo Thermolyne stir plate

- Baio Metabdlico controlado Heto, modelo Ch13-25E

- Tangue de nitrégeno Aga ONU con 95% de pureza.

- Rotavapor R-124 Buchi Waterbath B-481

- Placas de silica gel de vidro adquiridas de Merck

- Placas de slica gel de aluminio modelo 25 DC-Alufolien 20 x 20,

Kigselger 60 F254. Adquiridas de Merck.

41



- Cromatdgrafo HPLC con detector de ameglo de diodos, marca
Hewlett Packard serie 1100.
4.3 METODOS.
Para el andlisis experimentd se usaron las siguientes metodologias:
TLC, Espectroscopia, HPLC.
4.3.1 ESPECTROSCOPIA.
Con esta técnica se estudié la degradacion det diéster , por medio
de baridos de 200 nm - 800 nm {regidn u.v- visible).
Debido a que no existié ninguna diferencia en los espectros de los
diferentes compuestos de los diferentes productos de reaccion, no se utilizdé

esta fécnica para diferenciarios {ver fig.10).
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Fig. 10. Espectro de absorcion para el digsfer de uteina en Hexano. Para la degradacidn

det sustrato, se empleo calentamiento a 40 °C por 72 v en fase acuosa, a=sustrato

degradado, b=sustrato no degradado.

En ia regidn de! visible los 3 picos coracteristicos del sustrato no

degradado son: 440, 445, 475 105 cuales concuerdan con la literatura (15}

A 330 nm se observan isomeros cis de los carotenos {los cuales son

productos de degradacion),

Existe una perdida de color durante los experimentos debido a fas

condiciones manejadas .
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Esto se observa por  una disminucidn de absorbancia en la regién del
visible, asi como por un aumento de abscrbancia en Ea‘,régién uv ,debido
a la formacion de productos de degradacion incoloros , siendo el mads
comun la p-ionona.

4.3.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Se aplicé esta técnica para el monitoreo cualitative de los
reacciones y purificacion de estandares (diésteres, monoésteres, luteina).
4.3.2.1 PURIFICACION DE ESTANDARES

&l saponificado industrial se extrajo con 100 mi de éter y luego se
agregaron 100 mi de agua. Se desechd ta fase acuosa que contenia
jabones principalmente. Luego la fase organica se evapord y se apiicd en
la capa fina preparativa,

Cromuaiegrafia preparativa.

Se requind una purficacidn de esténdaores para su  posterior
aplicacién en HPLC. Se siguié la siguiente metodologia.

o Activar la capa fina de vidrio ¢ 110 ° C por 10 min, con el objeto
de eliminar la humedad v asi gsegurar ung adecuada separacion
de los componentes.

e Saturar la cdmara de elucién, con la fase movil (70:30 Hexano-

acetato de efilo).
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s Aplicar el estandar sobre la placa activada y eluir  ésta en la
cdmarg,

» Una vez separadas las bandas de [os compuestos visibles a simple
vista , raspartos y disolverios en una mezcla de solventes (hexano-
acetato de etilo 70: 30} . Secar las muestras con sulfato de sodio
anhidro. Determinar sus if (ver tabla V).

Filfrar las muestras vy evaporar con N2 d sequedad, parg su posterior

aimacenamiento en una atmaosfera inerfe,

Tabla V.Desplazamientos quimicos.

I Compuesto o |
Diéster 0.87
Monoéster apolar 0.5
Monoéster polar 0.46
—
Luteina 0.2
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En ia siguiente figura se muesira und representacidn pictdrica de una

capda fina tiplca.

< S——_
Diéster
Monoésteres
- Apolar (MA)
Monoésteres S
Polar (MP) S
Luteing ¢—— S
Fig.11.Diagrama de capa fina
En la figura 11, Se observa que primero eluye el diéster, el cual es de

naturateza no polar. La luteina, que es mas polar, eluye hasta el final. Con
respecto o los disfintos monoésferes, su polarndad es muy semejante entre
ellos ya que sus rf son muy cercanos. Para  diferenciarlos en 10s andlisis, se
definen como monoésteres apolares [ MA) los que estdn cercancs of

diéster, y monoésteres polares { MP) 1os que estén carcanos a la iuteina.,
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4.3.2.2 CROMATOGRAF(A CUALITATIVA
Se llevé a cabo en piacas de aiuminio de silica gel, con el objetivo

de moniforear los productos de reaccidn. La metodologia que se siguid fue
la misma que en la seccién 4.3.2.1, pero no se rasparon ias muesiras,
4.3.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
Esta técnica se utilizé para monitorear y cuantificar 1os productos de las
reacciones, asi como para medir la degradacion del sustrato. Lo
cuantificacién se llevd ¢ cabo por nomnalizacién de éreas.

Las condiciones del HPLC fueron  las siguientes:

Columna Nucleosll silica 150 mm x 4.5 mm con poro de 5

micras. Lectura del detector o 448,16 y A 540,10 nm.

Fase mévil: Hexano:Acetato de efilo: Acefona.,

65:30:5

Flyjo: 1.5 mt / min

Volumen de Inyeccidén 20 p |

La medicidn se realizd a temperatura ambiente,
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4.3.4 PREPARACION DEL BIQCATALIZADOR

Se preparé un biocatdlizador para aplicarse tanto en fase acuosa
como en fase orgdnica.

Se inmovilizé 1a enzima, por adsorcién, monitoreando a 280 nm la
disminucién de absorbancia en el sobrenadante (mdxime de
absorcion de aminodcidos arométicos). Con esta metodologia no
se logrd una adsorcidn adecuada del biocatdlizador, por las
siguientes razones:

Se requeria una gran canfidad de enzima para conseguir fa
concentracién adecuada en el soporte. A pesar de lievar a cabo
adscrciones sucesivas sobre el mismo soporte, no se consiguid
enrguecer su concentracién en proteina.

Para resolver los problemas mencionados, se  inmovilizd  por
liofilizacion directa una mezcla de  soporte con enzima, como se

describe a continuacion.
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4,3.4.1 LAVADO DEL SOPORTE

Este lavado se hizo con el objetivo de eliminar impurezas. Se pesd una
determinada canlidad de scporte v se suspendid en una solucidn
amortiguadora de trizma - base 0.05 M {pH 7.2} agitGndola por 10 min.

- La solucién se dejé sedimentar y se decanid el excedente acuoso.

- Se repitieron los dos pasos anteriores tres veces.

- B soporte fue lavado con sesa 10 mM y posterionmente con solucidn

de HCI 10 mM para eliminar impurezas y acendicionar las cargas,

4.3.4.2 INMOVILIZACION DE LA LIPASA DE CANDIDA CYLINDRACEA
La técnica empleada pora inmovilizar o la enzima fue [a siguiente:

- 14 gr. de soporte limpio se mezclaron con 30 mi de una solucidn
de enzima, con und cencentracion de 72.33 mg/ml, para obtener
una concentracién de 0.155g / g soporte,

- El preparado enzimdtico se liofilizd para efiminar ef remanente de
agua.

- Una vez seco el catalizador enzmdatico se almacend a una
temperatura de -~ 5 ° C, para su usa posterior en fase acuosa y

orgdnica.
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4.3.5 HIDROLISIS EN FASE ACUOSA
Se llevd a cabo con el fin de comprobar s la enzima es  afin al
diéster como sustrato (15), asi como saber si el sisfema de
inmovilizacion resultaba en inactivacién de la enzima.
Se prepard una solucion de sustrato de 0.05 mg / ml para lo cual se
pesaron 5 mg de sustrato {purificado de diésteres de luteinagl, v se
disolvieron en 1 mit de acetona.
Se colecaron 2 gramos de soporte con aprox, 155 mg enzima/ g soporte
en un matraz bola de 100 ml. Se adicionaron 92 mi de una solucidn
amortiguadora trizma base 0.05 M, pH 7.2
Se agregd iml de la solucién de sustrato. Se burbujed N2 para eliminar
el oxigeno, calentando la reaccion a una temperatura de 40 ° C con
agitacién magnética constante.
Se monifcred la reaccién en un intervale de tiempo de 0 —- 120 hr,
tomando S mt cada 24 hr de muestra para su posterior exfraccién.
Se exirgjoel colorante de la muestra de reaccidn con 15 ml
hexano/f etanol 2:1
La fase acuosa se desechd, se elimind el exceso de agua de la fase
organica con sulfato de sodio anhidro.
Por Gltimo, se evapord a muestra con nitrégeno v se almacend en
refriigeracién, para sy posterior andlisis por HPLC v cromatografia en

capa fina. 50



4.3.5.1 EFECTO DE LA ALBUMINA SOBRE EL SUSTRATO

Se observd que la enzima en fase acuosa estabiliza al colorante. ya que ia

degradaciéon de este sin endma es mds noforio, perdiendo

completamente el color a las 24 hr, Debido & ésto, se penso en comprobar

si la enzima, al ser de naturaleza proteica, estabilizaba al colorante. Por o

anterior se probd la estabilidad del colorante con albimina. Para estudiar

este efecto la metodologia fue la misma gue la empleada para el esfudio

de la reaccién en fase acuosa, sustituyendo con 5% de atbiminag, a ld

enzima.

4.3.6 HIDROLISIS EN FASE ORGANICA

Esta reaccion se llevd a cabo en hexano, porque es el sclvente con el cual

se extrae el colorante de la flor industrialmente, ademds de ser el sclvente

en el cual es mds soluble el diéster.

* Sepesaron 3 mg de sustrato vy se disolvieron en 100 ml de hexano

e Se mezcld la solucidn anterior con 2 gramos de biocatalizador
preparado como se indica en la seccién 4.3.4 debido a que el hexano
es un sistema hidrofobico. El biocatalizador fue hidraotado previo a la
reaccidn por 72 hr a un aw de 0.98 a temperatura ambiente .

+ Se llevd a cabo lka reaccidn a 40°C con aqgitacidn constante,
monitoreando ésta cada 24 hr en un intervalo de tiempo de 0-120hr,

« Las muestras se llevaron a sequedad con N2, para su posterior andlisis

por HPLC v cromatografia en  capd fina,
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 REACCION ENZIMATICA EN FASE ACUOSA.

Con el cbjeto de establecer el grado de especificidad de ia enzima
de Candida Cilyndracea por diésteres de Iuteing en redcciones de
hidrofisis, se llevd a cabo una reaccién en medio acuoso. Resultados
previos de Mafzuno {15) indican la factibilidad de esta reaccién, si bien o
concentraciones altas de esta enzima. La mezcla de enzima inmovillzadao
en amberita y sustrato previamente disuelto en acetona, fue incubada a
40 ° C y baijo flujo constante de nitrégeno para reducir la degradacién de
colorante.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla VI, donde M1 y M2
comresponden a los monoeasters no polares y M3 corresponde al monoesier
polar, Se observa que 1a hidrdlisis es deteciada a un tiempo de sélo 0.75 hr,
legando a obtenerse casi un 2% de luteina.

Tabla Vi, Dishibucién de productos,

Tiempo hr Consumo de M1l % M2 % M3 % Luteina %
diéster.
0 0 0 06,2476 0.8706 0
0.75 6.6 0.3226 0,5320 3.7860 i.96
5.0 20.37 (.3289 2,400 9,4490 8.61
8.45 25.88 0.3708 2,5300 10,1225 i3.81
14.00 35.12 0.422% 3,160 12.4660 18,38
30.00 36.8 04253 3.168 12,4870 13.42
i 72.00 44 0.6800 3.1517 10.580 27.70
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La figura 12 presenta el cromatograma de HPLC obtenido para la

muestra de reaccién corespondiente a las 24 hr.

i1 Fagse acu0ss 24 hr de resccidn
mAlY ]
0
M2 ¢
9] DESTER ] ,
/i LUTENA
" ] i
2 t
| s’
i ]
1 P |
VoRl ]
LR + -
0 T S I S e
0 1 ) 3 4 5 5 T 9 min

Fig 12.Cromatograma de 1os productos de reaccidn en fase acuosa

Claramente esta metodologia analica permmite una adecuada

separacion y el area bajo lg curva para la luteing comresponde al 18% en

peso.
Los datos de la tabla Vi se presentan en forma grafica en la Figura 13,

Puede apreciarse que la hidrdlisis continga hasta alcanzarse un 28% de
tuteina a las 72 horas de regccion.
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La produccion de luteing obtenida por el métedo en fase acuoso es de
bajo rendimiento, si lo comparamos con el método de saponificacion
oficial del AOAC con el cual a 56°C, 20 min. se logra un 100% de
conversion,

Es notorio que ka produccidn de M3 procede con mayor rapidez que las
formas no polares, suginendo un clerfo grado de discriminacion de o
enzdma por los acidos grasos susfituyentes. Sin embargo, desconoccemos i
composicion de los diésteres en la preparacién inicial para distinguir un
efecto claro de especificidad de ofro resultante de la distribucidon de
diésteres. En todo caso, ia reaccion es suficientemente lenta para reflgjar
dos pasos distintivos de hidrdlisis que llevan primero ol monoésfer y

posteriormente al diol final {luteinaj.
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5.2 REACCION ENZIMATICA EN FASE ORGANICA

Como se indicod previomente, tograr 1o hidrdfisis via fiposas del ciéster en un
medio orgdnico como el hexano representa un reto con importantes
ventajos potenciales sobre 1o hidréiisis en medio acuoso, como o
extraccidn-fidrdfisis en un solo puso, fa efiminacidn del uso de potasa ©
sosa y el evitar la formacién de jobones soponificudos como subproducto.
Para eflo es indispensable confor en un medio de reaccidén con o
suficiente  contidad de ogua pora gorantizor o) o demanda
estequioméinca de ia reaccidn de hidrdtisis, ) un nivel de hidratacion en
fa enzma que permita expresar su actividad por e sustrato. £n este coso, Ia
sotubilidad dei digster es mejorada en hexano, §i blen o endma puede
disminuir notablemente su nivel de interaccidén con el solvente {hexano vs.
Agua). En este sentido no existen reportes en ia fiteratura que demuestren
la factibiidod de {a reaccidon de hidrétisis en medio orgdnico.

Para contar con una idea det nivel de agua requernido para fa
reaccién de hidrdfisis, se levd o cabo un balonce aproxdmado del agua en
el sistema. Daotos de o fiteratura indican gue ef nivel de soturacion del
agua en hexano g 40°C es (.04 microlitros/mi {25).81 despreciomos &l agua
necesarfa para hidratar @ o enzima, bajo 8 argumento de que und
monocapa puede ser suficiente para lograr 1o expresidn de 1o uclividod
{ver Generdlidodes), foda e agua gue pueda incorporarse ol sistema

deberd estor disponible para {a  hidrddisis.
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Como se indicd en o seccidn de materiales, ia enzdma fue inmovifizada en
ambertita, soporte hidroffico con una alfa copocidad de retener agua.
Con el objefo de mantener un nivel de agua constante en diferentes
pruebos de reaccidn, el biocototizador fiofiizade fue prehidratade en
cémaras herméticas o una humedad refativa constate de 97% {obfenida
con una solucidén saturada de sutfato de potasio) o temperatura ambiente.
ta hidratacion fue moniforeada o diferenfes flempos v fa ganancia en

peso determinada por gravimetria {ver fig 14).
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fig. 14, Curva de saturacion con ta amberlita getificada o un Aw de 0.87. Hidrateicidn ded
biocatafizador en una afmdsfera conirdlada de soifato de poefasio o tempenatura
ambiente,
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Se observa que la contribucion de ia eniima cémo agente de hidratacion
no reboasa el 10% en ia mayoria de los casos. Bl proceso es lento reguiriendo
un minimo de 80 horas para dicanzcy el equiii’bﬁo, evaluago como ung
consiancia en ef contenido del aguo ol aumentor el iempo de contacio.
A estas condiciones, la gonancia en agua es de 700 mg agua/g de
soporte. Dado que solo se requieren 0.04 pg/mi para saturar af hexano, es
de esperarse que esla agud sea suficiente porao promover ias reacciones
de hidroiisis, 51 bien se desconoce la distibucion preciso del agua en el
sslema {soporte, enzima, espacio de cabeza, solvente, sustratos, acelona)

una vez puestos en contacto todos los componentes,
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Ei catalizador prehidratado a una Aw de 0.97 fue empleado en Ja reaccion en fase
orgdnica y con hexano prehidratado en un embudo de separacién. Los resultados

se muestran en la figura 15 y tabla VIL.
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Fig 15. Caracterizacidn en fase organica. Fomnacion de preductos de reaccidn con respecto al
tiempo.

Se observa que la reaccion franscurre con el tiempo si hien con una
velecidad disminuida con respeclio a la reaccion en fase acuosa. Las muestras a
liempos menares a 24 horas no mostraron suficiente resolucién para comprebar la

presencia de productos de reaccion.
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Tabla Vil Distribucidn de productos

Tlempo fir | Comsumo def "% M2% M$Z | Luleing
Dléster%

0 0 - 037 0.56 -
2 157 - 1.66 1.30 0.209
% 8 3.65 0.65 25 T4 0.13

72 681 0.65 498 2.10 0.4t

96 10.41 7.087 .98 2.66 6.76

120 1472 A1 9.17 39 1.46

144 18.45 1.7 10.9 3.4 2.4

A parir de este fiempo los productos aumentan progresivamente
apareciendo la luteina o las 50 horas y continuando en aumento hasta las
144 horas en que se detuvo la reaccion donde se alcanzéd un 2.6% en peso.
Es importante notar que en el medic orgdnico, a diferencia del acuoso, el
aumento de los monoésteres no polares M2 progresa con mayor rapidez
que 105 M3 polares,

Este aparente cambio de especificidad refleja la importancia del soivente
en la interaccidon enzma-sustrato, afectando las constantes de adsorcién,
El cromatograma de HPLC para la muesira obtenida a las 144 horas de

reaccion se presenta en figura 16.
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fig. 16. Cromatogroma de los productos de reaccidn en fase  ofgdnico a las 144 horas
de reaccion.

La actividad residuat de esta muestra fue determinada o recuperar por
fitracion la enzima después de 144, v lavada con buffer pH 7.3. Con esia
muesira se evalic ia actividad en el medio acuoso.

Al hacer esto s& obluve una conversidén margingt lo que sugiere que ia
endma se desacliva con clerta faclidad al ubicarse en el medio orgdnico.
Los resuttados de actividad obtenidos se presentan en la tabla Vil

Tabla Vill comparacién de la apaticlon de ia Luleina en dferenies sistemos
de reaccidn.

Sistemna de reaccién MAU de Iideing
Fose aouosa 35
Fase o1gdnica 18
Actividad residuc] 1
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Esto podria explicar la baja conversion alecanzada en comparacion con la

reaccion  en fase acuoesa. Ofras  posibles  cousos,  acluando

simultdneamente o en forma independiente son:

La mayor solublidad o contacto enzimo-agua hace mds eficiente g la
endma.

£n fose acuosa e sustrato se encuenira emulsionado, o que favorece o
accién de las lipasas en la inferfase. En fase orgdnica, of no haber

emulsion se eliming 1o posibifidad regl de accion de la fipasa.

En e medic orgdnico ocume una gglomeracién del biocaoiglizador

favorecido por lo offe hidratocién con que fue acondicionado. Esto

reduce el contacto de ka erdima con & susirato.

A pesar de gque lg cantidad de agua en medio orgdnico parece ser
suficients, podria ocurir un equilibrio entre reacciones de hidrdlisis v de
sirtesis que levan o ung baja produccion de luteing, Bsto para iempos
cortos en fos que o inactivacion de la enzimo ain no es sustancial,

5.3 ESTUDIOS DE DEGRADACION DEL COLORANTE

Ante lo dolta suceptibiidad del colorante o ias condiciones de
incubacién, resulta necesario contar con elemenios para separar asios
efectos que pueden enmascarar estudios cinélicos. Ha sido reportado
que la degradacion de clerios corotenos en fase acuosa depende de

la concentracion del sustrato (8).
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Fig. 17. Degradacion del diester. Comparacion de la degradacion del diéster en fase
acuosa y fase orgdnica con enzma inmovilzada en aomberiita. Perdida de color en base

al drea total del colorante medido por HPLC confra fiempo.

Se puede observar que la pérdida de color en agua es
notablemente mds intensa que en hexano. En este Ollimo coso la sefal se
estabiliza después de 30 horas, sugiiends que hay formas Iabiles y formas

resistentes. £n contraparte, la perdida de seiial es total a las 100 horas de

incubacién en agua.
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Se conoce que el oxigeno ofecta de manera importante el grado de
oxidacién y per ende la estabilidad del color. Se llevaron a cabo estudios
en presencia y ausencia de oxigeno por 24 horas g 40°C y se observd un
88% de pérdida de abscorbancia para el primer casc. Aln en ausencia de
oxigeno la pérdida fue de 44%. Es también conocido que la presencia de
proteina en el medio acuoso ejerce un efecto estabilizador del colorante
(7). Con este fundamento, se llevd a cabo un estudio de degradacién en
presencia de albimina como proteina estabilizante. Los resulttados
obfenidos, combinando el efecto del oxigeno con la proteing, se muestran

en la figura 18,
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Fig. 18. Efecto de la proteina en la degradacién del color. Ffacto del axigeno vy la

concenlracién de albiminag en la estabilizacion del colorante en fase acuosa,

La albmina a un nivel de 1.5% reduce significativamente la degradacion,
al bajar la pérdida en ausencia de oxigeno de 50% a un 30%,. Es posible por
lo tanto que la presencia de enzdma en €l sistema juegue un papel
estabilizador similar. En el presente estudio no se efectuaron ensayos de

estabilizacion por proteinas en medios con oxigeno.
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CARITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

La lipasa de Candida cylindracea tiene la capacidad de hidrolizar
pigmentos de la flor de cempasdchil en medio orgdnico y fase acuosa.

Se logro obtener luteina en fase orgdnica con un bajo rendimiento
del 2.6 % en comparacion con la fase acuosa.

Bl consumo de diéster a las 24 hr de reaccion es del orden de 15
veces mayor en fase acuosa que en fase orgdnica.

La m&dma formacion de luteing se da a las 144hr en fase organica,
mientras que en fase acuosa se alcanza alas 24 hr.

En fase orgdnica, la enzima combia su especificidad por lo
formacién de monoesteres, con una mayor produccion de M2, En fase
acuosa la preferencia es por M3,

La degradacidon del colorante es mds evidente en fase acuosa gue
en fase orgdnica.

La dalbiming, fienen un efecto positivo en la estabilizacién del
colorante.

Las técnicas andlificas utiizadas en el presente frabajo son
adecuadas para conocer el perfil de los productos resultantes en la

hidréilisis,
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4.2 RECOMENDACIONES PARA MEJORAR LAS CONDICIONES DE REACCION,

Probar ofro tipo de fipasa, que sea mds estable en medios orgdnicos.
como seria Pseudomonas sp vy Alcaligenes sp. Se ha comprobado que
estas enzimas tienen preferencia por hidrdlizar dcidos grasos de cadena
larga, asi como una adecuada estabilidad en solventes orgc’xnicc?s (18).

También resulta conveniente medir el contenido de agua
cuantitativamente en el sisfema de reaccidn (fase orgdnical., para
enconfrar la cantidad 6ptima, asi como medir el consumo de ésta
durante el franscurse de la reqccién.

Debldo ¢ que no se logré una adecuada reproducibilidad en el
sistema de reaccidbn en fase acuosa v fase orgdnica, seria convenlente
buscar otros métodos de inmovilizacidn, para tener una adecyada
absorcién de enzZma dando un biecatalizador mds-homogéneo.

Es recomendable que se abra paso o nuevas lineas de investigacion en la
hidrofisis  enzimdtica de la flor de cempasichi en medios no
convencionales.

Actualmente la informacion existente es limitada, por lo que se puede

considerar que el campo de investigacion es sumamente amplio.
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