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RESUMEN

RESUMEN

La reaccion de hidrdlisis de diésteres de lutaihseina en isooctano como medio de
reaccion, catalizada por la lipasa comerciaRdieomucor miehei (Lipozyme RM IM), T = 60
°C y actividad de agua inicial en la lipasa)(a 0.113, fue llevada a cabo en un reactor de
lecho empacado con recirculacion. Los fines ppaleis a buscar al utilizar este reactor
fueron: el efecto que tiene la concentracion ihide sustrato y el flujo a través del reactor
sobre la conversién y la velocidad inicial de réatcla variacion de la productividad del
reactor con el tiempo, la retencién de actividadadenzima durante ciclos de reaccion y la
comparacion del reactor de lecho empacado conaetaepor lotes, previamente estudiado

(Gonzaélez, 2006), en términos de la conversionwelacidad inicial de reaccion.

El reactor de lecho empacado consiste de un tubtdde enchaquetado y mantenido
a 60 °C por un bafio de agua. Para la recirculat@bsustrato con flujo descendente se utilizd
una bomba peristaltica. Todo el equipo fue aislamolana de vidrio para evitar pérdidas de
calor y para la proteccion de la luz. Se utilizdaomatégrafo de liquidos Hewelt Packard
HPLC para determinar la concentracién de reactaptpsoductos en el transcurso de la

reaccion.

Se encontré que la conversion y la velocidad ihicla la reaccion dependen
inversamente con el flujo a través del reactoreddd empacado. La velocidad inicial de
reaccion aumentod con la concentracion inicial dgrato. En 18 horas se llegd a un 100% de
conversion de diésteres de luteina a monoéstdeinaulibre con una concentracion inicial de
sustrato de 0.05 mg/mL y un flujo de 370 mL/h. praductividad del reactor disminuye
notablemente a partir de las 24 horas de reacci@ndo el rendimiento de luteina obtenido es
de 0.87.

La actividad enzimética se mantuvo con ligera dismidon a lo largo de cinco ciclos
de reaccion, operados a una concentracion inieiaiésteres de 0.05 mg/mL, una velocidad
de flujo de recirculacién de 370 mL/h y tiempogeaccion de 18 horas.
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Por otro lado, bajo las mismas condiciones de r@actemperatura, concentracion
inicial de sustrato y enzima en los dos reactooedqies, el reactor de lecho empacado con
recirculacion total mostré una mayor conversionejoridad inicial de reaccion comparado
con el reactor de tanque agitado. Esto pudo r@aherido porque la forma de mezclado en el
reactor de lecho empacado mejoré el proceso despwaie del diéster de luteina al

biocatalizador.



ABSTRACT

ABSTRACT

The hydrolysis reaction of lutein diester to lutem isooctane, catalyzed by the
commercial lipase fronRhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), T = 60 °C and initial water
activity in the lipase (g = 0.113, was carried out in a packed bed reacttr rcirculation.
The main objectives were: determining the effecthe initial substrate concentration and
flow rate through the reactor on the conversion iitthl reaction rate, the variation of the
productivity of the reactor with time, retention efizyme activity during reaction cycles, and
comparison of the packed bed reactor with the bateletor previously studied (Gonzélez,
2006) in terms of the conversion and initial reaictiate.

The packed bed reactor consists of a jacketed glaissnn maintained at 60 °C by a
water bath. We used a peristaltic pump for th&celation of the substrate with down flow.
The whole equipment was isolated with glass woawuoid lost of heat and protection of the
light. A Hewelt Packard HPLC was used to determntime concentration of reactants and

products in the course of the reaction.

It was found that the conversion and initial reaictrate inversely depends with the
flow rate through the packed bed reactor. Theainreaction rate increased with the initial
substrate concentration. In 18 hours, the reaceached a 100% of conversion of diester
lutein to monoester and free lutein with an inisabstrate concentration of 0.05 mg/mL and a
flow rate of 370 mL/h. The productivity of the otar notably diminished starting from the 24

hours of reaction at a yield of obtained luteirDd@7.

The enzymatic activity steadily decreased along fieaction cycles, operated to an
initial lutein diester concentration of 0.05 mg L na flow rate of recirculation of 370 mL / h
and reaction time of 18 hours.
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On the other hand, with the same conditions oftr@actemperature, initial substrate
concentration and enzyme, the packed bed reactibr twial recirculation showed bigger
conversion and initial rate reaction when compdcethe batch reactor. The better might be

occurred through an improved mixing inside the packed reactor that enhanced the
transport of lutein diester to the biocatalyst.
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1. INTRODUCCION

La luteina es clasificada como una xantofila dedbgrupo de pigmentos llamados
carotenoides y se encuentra en forma natural pafroente en verduras, frutas, pétalos de
flores y en algunos granos. En algunos vegetalesocespinaca, alfalfa, perejil, brécoli,
lechuga, la luteina se encuentra en su forma llbrgue significa que no tiene ningun otro
tipo de molécula enlazada a ella. Por otra pdatdyteina encontrada en frutas, granos y
pétalos de flor como la flor de Cempasuchitgdetes erecta), esta quimicamente enlazada a
varios tipos de acidos grasos, por lo que se diedaluteina esté esterificada. Los humanos
no pueden sintetizar la luteina, por lo que es s@ae obtenerla de la dieta (Kritchevski,
1999). La luteina en forma libre es asimilada fag8mente por el cuerpo que sus diésteres
(Hadderet al., 1999).

La luteina en el cuerpo humano tiene varios usbengeficios. En la salud del ojo
tiene un papel especifico como agente protectodal@d por exposicion a la luz ultravioleta
del sol, donde la luteina podria ofrecer una poddeca las células de la macula ocular
actuando como antioxidante. El consumo de lutginade reducir el riesgo de sufrir
degeneracion macular asociado a la edad, catyratass enfermedades oculares. La luteina
como carotenoide, puede ayudar a evitar las entides cardiovasculares (Howaatdal .,
1996). En la salud de la piel, puede tener untefetector contra el dafio inducido por los
rayos ultravioleta, pero también como un colecnradicales libres. Otra aplicacion de la
luteina es como colorante natural para alimentaxgsados para humanos y animales,
principalmente como suplemento alimenticio en Rustria de aves de corral (Tyczkowski y
Hamilton, 1991), para coloracién de la piel de gl la yema del huevo (Alaabal., 1968).

Industrialmente, la luteina se extrae de la florGEmpasuchil ya que presenta la
ventaja que el 80% de sus pigmentos son diésterdateina. Para la extraccion de los
diésteres se utiliza hexano, seguido de un progdesaponificacion con hidréxido de potasio
del extracto de diésteres con el que se obtiech#dma en forma libre, asi como la sal sodica
de acidos grasos. Un proceso alternativo a egtangaacion y de corte biotecnolégico

resulta del uso de enzimas lipasas que son enzjowmsatalizan la hidrdlisis de diésteres de
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luteina para la produccion de luteina libre, en imexdganico. Por lo que utilizando la
enzima, podrian realizarse simultaneamente lospads®s, la extraccion con hexano y la
desesterificacion, sin necesidad de realizar largfipacion que es un paso adicional en el

proceso.

La reacciéon de hidrdlisis de ésteres de luteinaitha investigada en un reactor por
lotes con agitacion para evaluar qué lipasa, deswés y actividad de agua dan mejor
resultado, encontrando que las mejores conversipmesividad enzimatica se llevan a cabo
con la lipasa d&hizomucor miehei (Lipozyme RM 1M) en isooctano y con una activiaied
agua @ = 0.113 (Gonzalez, 2006).

De acuerdo con especificaciones del fabricantea dgiasa inmovilizada es
termoestable, activa en un gran nimero de dis@genmtganicos y puede ser usada tanto en
operacion con reactor agitado por lotes, como tdmla@n reactor tipo columna, pero se

prefiere en reactores de lecho empacado (Novozyi®)s
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2.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar una columna isotérmica con lecho eagmacde enzima

inmovilizada lipasa d&hizomucor miehel (Lipozyme RM IM) con recirculacion total,

para saber si puede ser mejorada la reaccion didibisl de diésteres de luteina.

OBJETIVOSPARTICULARES

X/
L X4

X/
L X4

Establecer la funcionalidad existente entre la eotracion inicial de sustrato y
el flujo de recirculacion sobre la conversion y Jelocidad inicial de la

reaccion.

Determinar la productividad del reactor de lechopacado para una
concentracion inicial de diéster de luteina y ujofide recirculacién en funcion

del tiempo de reaccion.

Comparar la conversion y velocidad inicial de ré@tae diéster de luteina
obtenidas en el reactor de lecho empacado concuéiion, contra las

mostradas en el reactor por lotes.

Determinar la estabilidad de la lipasa Ri@zomucor miehei en el reactor de

lecho empacado.
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3. HIPOTESIS

La hidrolisis enziméatica de diésteres de luteinmentara su conversion y velocidad
inicial al operar la reaccion en un reactor de de@mpacado con recirculacion, en
comparacion con el arreglo tipo tanque agitadojdidel una mejora en el transporte de
sustratos y productos al catalizador.
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4.1

ANTECEDENTES

SUSTRATO Y PRODUCTO DE LA REACCION:
DIESTER DE LUTEINA Y LUTEINA

4.1.1 CAROTENOIDES

Los carotenoides o tetraterpenoides son una ckageginentos formados por
40 atomos de carbono organizados bajo un “esquiptaterpenoide como se muestra
en la Figura 1, derivados biosintéticamente de oghimlades juntas de isopreno
(CsHg). En su mayoria son solubles en disolventes mgm®ha de coloraciones que
estan entre el amarillo (B-caroteno) y el rojooflieno) (Tafoya y Garcia Hernandez,
1993).

;‘; ;_&_; IS

- uri},' -‘: * -‘-

FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE UN CAROTENOIDE

Los carotenoides debido principalmente a la altgugacion de enlaces dobles
presentes en sus moléculas se descomponen faainpent efecto de la luz, la
temperatura y el aire, factores que se deben amasiAl momento de realizar su
extraccion y purificacion. La luz favorece reaoes fotoquimicas que cambian la
estructura original del carotenoide (isomeriso®y trans), la temperatura también
favorece reacciones térmicas de degradacion. r&| @éebido al oxigeno favorece la
oxigenacion de los enlaces dobles a funciones dppokidroxilos y peréxidos, entre
otros (Mercadante, 1998).
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Por estas razones, la extraccion de carotenoidesafiea preferiblemente en
condiciones de ausencia de luz, a temperatura ateb@ menor, en ausencia de
oxigeno (con una atmésfera artificial de nitrGgeno)las muestras deben ser
almacenadas en la oscuridad a una temperaturaneeecdos —20 °C (Mercadante,
1998). Ademas se debe realizar lo mas rapido jgogia partir de tejidos frescos, para

evitar la degradacion por la accion conjunta desefstctores adversos.

Los carotenoides se clasifican en dos grupos: eaost y xantofilas. Los
carotenos solo contienen carbono e hidrégeno @era, licopeno) mientras que las
xantofilas contienen ademas oxigeno (luteina) @l Palou, 2000). La Figura 2

muestra algunos ejemplos de los carotenoides cgormastribucion en la naturaleza.

Los carotenoides se encuentran ampliamente digtaben el reino vegetal, en
bacterias y muy pocos se han reportado en animadescularmente invertebrados
marinos como las esponjas, estrellas de mar, pemlaomar, erizos de mar y otros
como los colores rojizos de las plumas del flamigge son debidos a la cataxantina.
En los animales superiores, el 3-caroteno es wreregjento dietario esencial pues es

precursor de la vitamina A.
A los carotenoides se les encuentra en forma libmejo ésteres de acidos

grasos o como glucdésidos. Sin embargo, los gldoéstarotenoides son muy raros,

un ejemplo de estos ultimos es la crocina.
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v-Catotenn 2= Catotetio
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Crocita

FIGURA 2. CAROTENOIDES MAS DISTRIBUIDOS EN LA NATURALEZA(OLIVER Y PALOU, 2000)
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ABSORBANCIA

Los carotenoides en el reino vegetal se encuemiracipalmente en partes
aéreas de las plantas, especialmente en: hojhss, thores, frutos (como tomate y

pimentdn) y en menor proporcion en raices (zanajori

Es relativamente facil identificar la mayoria deot@noides por comparacion
de muestras y estandares mediante la cromatogtafieapa fina y cromatografia
liquida de alta eficiencia. Sin embargo cuandiesen carotenoides que no es posible
identificar por tales métodos, es necesario recatos métodos espectrales como UV-

visible, IR-infrarrojo, EM —masas y RMN-resonangiagnética nuclear.

El espectro visible de los carotenoides es bastateteristico en el intervalo
de 400 a 500 nm. Se observa un maximo alreded@5@enm y generalmente se
aprecian dos maximos a cada lado. La Figura 3 tneuet espectro UV-visible de
luteina en hexano y metanol (Zagigal, 1997). La Tabla 1 presenta los datos de los

espectros visibles de algunos carotenoides en arloex en cloroformo (Mercadante,

1998).
1.5

5 — Hexane 12 Hexane

{ - MeOH 3 Al HeOH FIGURA 3.
E 10 -

] z
= ESPECTROUV-VISIBLE

DE LUTEINA (7uM)

; { e G EN HEXANO (LINEA
Lutein (pM) SOLIDA) Y METANOL
(LINEA PUNTEADA) EN
PRESENCIA DE
10pg/mL DEBHT
(ZANG ET AL, 1997).

ﬂ-.ﬂ llll.ll.llllr'l'rll'l"‘T;:Flllll

350 400 450) 500 350 600
LONGITUD DE ONDA (nn)
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TABLA 1. DATOS DEL ESPECTRO VISIBLE DE VARIOS CAROTENOIDES
EN DOS DISOLVENTEY MERCADANTE, 1998).
PIGMENTO MAXIMOS DE ABSORCION (NM)
_ N-Hexano o Cloroformo
Eter de Petroleo
a-Caroteno 422, 444, 473 454, 485
-Caroteno 425, 451, 482 466, 497
y-Caroteno 437, 462, 494 447, 475, 508
e-Caroteno 419, 444, 475 418, 442, 471 (Etanol|
Licopeno 446, 472, 505 456, 485, 520
Luteina 420, 447, 477 428, 456, 487
Violaxantina 443, 472 424, 452, 482
Zeaxantina 423, 451, 483 429, 462, 494
Neoxantina 415, 437, 466 421, 447, 477
Rubixantina 432, 462, 494 439, 474, 509
Fucoxantina 425, 450, 478 457, 492
Criptoxantina 425, 451, 483 433, 463, 497

En la pasada década, la investigacion en el muadgeherado un creciente
interés sobre los compuestos naturales carotenoiddsesfuerzo de cientificos y
nutridlogos en todo el mundo se ha enfocado enlglatencial de carotenoides en la
prevencion de varias enfermedades cronicas. De&ssde 600 carotenoides que han

sido identificados, sélo de 40 a 50 estan presamtema dieta tipica occidental.

Algunos de ellos tienen una actividad pro vitandngue son de interés en las
poblaciones con deficiencias en vitamina A. Adicilonente, estudiom vitro e in
Vvivo sugieren que los carotenoides son excelentesxataides y podrian tener otras

propiedades funcionales en humanos aparte de sidadtde vitamina A (Alves y

Shao, 2004).
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Muchos estudios epidemiolégicos han encontrado wquencremento en el
consumo de frutas y vegetales ricos en caroten@sdiEs asociados en la reducciéon
del riesgo de desarrollar ciertos tipos de canast,como en la disminucién de

problemas relacionados con el corazon (Alves y Sha4).

Los mas importantes carotenoides encontrados sarigre humana incluyen
a-carotenof3-caroteno, licopeno, luteina y zeaxantina (Figyral@e éstos, solamente
la luteina y la zeaxantina son encontrados entilareel ojo humano (Alves y Shao,
2004).

Lycopene
| ]
FIGURA 4. -
CAROTENOS [-carotene

ENCONTRADOS EN &V\W

LOS TEJIDOS Y

PLASMA HUMANOS Feaxanthin
O
(ALVES Y W
SHAO, 2004). na
Lutein

4.1.2 LUTEINA

Una clasificacion de la luteina comonpémto natural se observa en la Figura 5.
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| PIGMENTOS NATURALES

600TIPOS DECAROTENOIDES

XANTOFILA (CAROTENOIDE POLAR
OUE CONTIENE OXIGEN()

ESTEREOISOMEROS

ZEAXANTINA (ROJO LUTEINA
(AMARILLO -NARANJA)

:

CIS-LUTEINA TRANSLUTEINA

(CONFIGURACION
DESEADA)

FIGURA 5. CLASIFICACION DE LA LUTEINA COMO PIGMENTO NATURAL
(ALVES Y SHAO, 2004).

La luteina es una xantofila. El término xantofka refiere a un oxicaroteno.
La luteina ¢-Xantofila, 3-3" dihidroxiel caroteno) viene del latinuted’ amarillo y es
un pigmento natural de la familia de los caroteesid La luteina tiene aplicacion
como colorante, suplemento alimenticio, propiedacheslicinales y prevencion de
enfermedades, como se detallard mas adelante.edél olecular de la luteina es
568.9 g/mol (Gaet al, 1983).
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La luteina es ampliamente encontrada en la reaaa principalmente en

vegetales y frutas (Tabla 2).

TABLA 2.

FORMAS EN
QUE SE
ENCUENTRA
LA LUTEINA

Libre

Esteres de
acidos grasos

FUENTES NATURALES DE LUTEINA

(HART Y ScoTT, 1995; SOMMERBURGET AL, 1998).

FUENTE
NATURAL

Vegetales

Flores

Frutos

Planta
forrajera

Granos

EJEmMPLO

Espinaca, tomate, alfalfa, col, perejil, brocai,
lechuga, col de bruselas, repollo, zanahcria
pequefia, alverja verde y calabaza

La planta mas abundante fuente de luteina €5 la
flor de Cempasuchil.

Melon, toronja roja, naranja, papaya
Alfalfa

Maiz

A pesar de que la luteina no es evidentemente \@ider en los vegetales

verdes y frondosos (Figura 7), debido al enmasdardamdel efecto de la clorofila,

cristales purificados de luteina de estos vegetidesun color naranja amarillo como

se observa en la Figura 6.

FIGURA 6.

CRISTALES DE
LUTEINA

PURIFICADA

(ALVES Y SHAO, 2004).
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OH
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FIGURA 7. LUTEINA LIBRE ENCONTRADA EN VEGETALES

R e

B S S Nl e i

0

nﬁil'\f\,/‘\N\./‘\./‘\/"\\

FIGURA 8. ESTER DE LUTEINA ENCONTRADA EN PETALOS DE FLORES

COMO LA FLOR DEEMPASUCHIL (TAGETES ERECTA

La luteina en la naturaleza es generalmente emcanttomo una mezcla en
combinacion con diferentes proporciones de carideso Desde el punto de vista
industrial, la flor de Cempasuchil tiene la ventdgm que las mezclas de xantofilas
obtenidas de las flores son extremadamente altas salo compuesto, 80% de luteina
esterificada con acidos grasos (Rivas, 1989).

La naturaleza de los acidos grasos varia deperaiéada variedad de flor de
Cempasuchil usada (Figura 8), asi como de facexesnos tales como localizacion
geografica de cultivo, condiciones climaticas (weravs. invierno) y las practicas
agricolas como el riego y la fertilizacién. Unfidfpico de acidos grasos encontrados
en las xantofilas de flor de Cempasuchil se muestia Tabla 3.
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TABLA 3. ACIDOS GRASOS ENCONTRADOS EN LAS XANTOFILAS

DE LA FLOR DECEMPASUCHIL (BIOQUIMEX, 2002).

AcCIDOS GRASOS SATURADOS COMPOSICION (%)
Acido palmitico | (Ge) 445
Acido miristico . (Ga) 23.0

Acido araquidonicc, (&) 12.0
Acido estearico. (@) 11.0

Acido laurico | (G») 2

ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Acido linoléico | (Gg:) 3.0
Acido oléico | (Gs:) 2.0
Acido linolénico | (Gg:3) 1.0
OTROS ACIDOS GRASOS 1.5

Entre los isdmeros conocidos,tlansluteina es la estructura quimica normal

de la luteina encontrada en la naturaleza (Figura 9

oH

T TR e e T ey e e el

HO

FIGURA 9. ESTRUCTURA QUIMICA DE LATRANSLUTEINA
(BloQUIMEX, 2002).

Por su parte, lais-luteina es el nombre genérico de una serie deatks de la
luteina obtenidos por la accion del calor, oxiggfmluz por una reaccién conocida
como isomerizaciotrangcis (Britton, 1995). Ellos pueden ser varios prodscis-
luteina pero los mas comunes son aquellos mosteda Figura 10. Toda ks
luteina puede ser derivada de la luteina libreen b los ésteres de luteina.
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RO

S \W\ BN
LUTEINA (LIBRE O ESTERIFICADA

CUR

/ s'¢

9-ciIs-
LUTEINA

CALOR,
OXIGENO
oLuz

RO

15CIS-LUTEINA S

OR

R=H, COCHy(CH,)17CH3, COCH(CH>)13CHz, COCH,(CH>)11CHs

FIGURA 10. REACCION DE ISOMERIZACIONTRANSCIS LUTEINA. ESTA REACCION ES

REVERSIBLE, ASI QUE BAJO CIERTAS CONDICIONES ALGUNASCIS
LUTEINAS PUEDEN SER REVERTIDAS A LAS ORIGINALESRANS LUTEINAS
(BloQuUIMEX, 2002).

41.2.1 ANALISIS DE ESTERES DE LUTEINA Y LUTEINA LIBRE

41.2.1.1 BPECTROSCOPIAUV-VISIBLE

La luteina presenta un pico de absorcibn maximdémn en el espectro de

luz visual (Figura 11). Sin embargo, esta sefigdermite distinguir entre la forma de

luteina libre o esterificada.
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Absorbancia (mAU)
FIGURA 11. 300
Anma=446 nm
ESPECTRO DE ABSORCION PARA 250 4 <
LA LUTEINA. 200 4 o
EL PICO DE ABSORCION DE 150 4 WW\H
. o [\ %] HO
LUTEINA MAX . ESTA EN446nm - i i CaHeD,
LO CUAL CORRESPONDE EN EL &5 ] / PM=568.¢
ESPECTRO DE LUZ VISIBLE A LA N
LONGITUD DE ONDA DE LUZ AZUL. - 900 350 400 450 500 550 600
LA LUZ AZUL ES LA MAS ALTA Longitud de onda (n)
(ALVES Y SHAO, 2004). ¢ 440 nm = luz azul de alta energia -
Ultravioleta Infrarrojo

4.1.2.1.2 @OMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTO DESEMPENO (HPLC)

Para distinguir y cuantificar las especies de hateds necesario aplicar una
separacion cromatografica. El HPLC da el perfildiierentes diésteres de acidos
grasos de luteina como porcentaje de cada diéstplespresente en la muestra y por

lo tanto su concentracion (Dachtéral, 1998).

2 e
1807 . FIGURA 12.
16287 ANALISIS HPLC
ig04 |
DE ESTERES DE
1287
g 100 LUTEINA

i (BIOQUIMEX, 2002).
TE

48]

297 \

B - - -
e

e — —
1a bl ] 48 10 58
Tima (min_1%
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En la Figura 12, los 6 picos principales correspond 6 diferentes ésteres de
luteina. En la Figura 13 se muestra un andlisigéstieres de luteina HPLC después de
ser saponificados. Los picos 4 y 5 representana aluteina y zeaxantina
respectivamente. Los picos 1, 2, 3, 6 y 7 han aglgnados como isémeros de

luteina libre.
370
200 4
128
16 4
@ 140
E; 1.20 |
g "
= 1.00
080
0.40 H
0 40 & 7
!
020 ] 3 2 !FL, .-': \
P 1 2 £ | 1“ \“th_fl
aoo | L O e e e r"J  EESERLIREE
2 10 20 30 40 0 ] 70 20 o0 100
marato s
FIGura 13.

ANALISIS DE ESTERES DE LUTEINAHPLC DESPUES DE SER SAPONIFICADOS
LA MUESTRA QUE SE SAPONIFICO CORRESPONDE A EXTRACTORUDO DE

FLOR DECEMPASUCHIL. (BIOQUIMEX, 2002).
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4.1.2.2 YOS DE LA LUTEINA

La luteina es un colorante natural que se utilizalenentos procesados para
humanos y animales, principalmente como suplemealeenticio en la industria de
aves de corral, para coloracion de los tejidosograie pollos y la yema del huevo
(Alam et al, 1968), crustaceos como el camaron y pescado ebsadmon (Navarrete
et al, 2005). También como pigmento amarillo vegetahpel tefiido de lana, pieles,

telas e hilos a un nivel semi industrializado (Elst 1988).

La luteina también es usada como suplemento randti basado esto en su
importante funcién bioldgica ya que se ha reportamoo agente de prevencion contra
el cancer (Chewt al, 1996), inhibicion de auto oxidacion de lipidetutares (Zhang
et al, 1991), proteccion en contra del dafio celulandndb por oxigeno (Martiet al,
1996) y prevencion de la degeneracion macularnvalatla edad (Seddat al, 1994).

La luteina no puede ser sintetizada por el humandopgue debe ser obtenida
a través de la dieta (Kritchevski, 1999). En e@rpo humano, la luteina es encontrada
en tejidos tales como: higado, pancreas, ovaestictilos, macula, cristalino y retina
del ojo. Recientemente, la luteina ha incrementadpopularidad como ingrediente
activo usado en las industrias de suplementosciurigles, encontrandose entre los 10
fitoquimicos recomendados por Food and Drug Adrration (FDA) como

suplemento nutricional (Alves y Shao, 2004).

La biodisponibilidad de luteina es la fraccion dériente ingerido que esta
disponible para la utilizacion en funciones normdisiol6gicas o de almacenamiento.
Esta basada principalmente como una medida denleentracion de nutriente en el
plasma después de la ingestion y como una funcéntidmpo. Estudios de
biodisponibilidad han mostrado que la luteina esdida en el cuerpo humano y se
encuentra en el plasma sanguineo en forma dedutbfe (Figura 14).
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FIGURA 14. PROCESO DE INGESTION DE LA LUTEINA EN EL HUMANO

(CASTENMILLER Y WEST, 1998).

Al igual que en el caso de, B caroteno y las vitaminas liposolubles, la
velocidad de absorcion de la luteina en el plaseperide del contenido de grasa y
proteinas en la dieta (®u al, 2002).

Se ha reportado que la biodisponibilidad relatiedudeina de vegetales es mas

alta que la dett caroteno. Existen también reportes indicandolgwantidad de fibra

dietética afecta la absorcion de luteina y caratiersoen general (Bioquimex, 2002).
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En la misma forma que los triglicéridos y grasas kumlrolizados en el tracto
digestivo a los correspondientes acidos grasos garaabsorbidos, los ésteres de
luteina son también hidrolizados a acidos grasagejna libre; la cual es entonces
absorbida dentro del plasma sanguineo y de alisadiferentes tejidos, dénde es

depositada, tales como la macula del ojo.

Ciertas enzimas como las lipasas son activas éidtalisis de ésteres en el
tracto digestivo. Estas enzimas son producidaasl @ancreas por un mecanismo que
es regulado por la presencia de grasa en el estdynalgduodeno. Al igual que en el
caso de luteina libre, la biodisponibilidad de kestele luteina es también mejorada por

el contenido de grasas en alimentos (Gramadd, 1998).

4.1.2.2.1 LA LUTEINAEN EL 0JO

La luteina y la zeaxantina son los dos carotenoitesinantes de la retina
humana. Estan presentes sobre el 36% y 18% @éld®lit contenido de carotenoides

en la retina, respectivamente (Landrum y Bone, 2001

La luteina y la zeaxantina son selectivamente digolos en la sangre a la
macula. La macula es una pequefia area de la reipansable de la vision central y
rica en conos receptores que permiten tener lam@aagudeza visual (Krinslkat al,
2003). La luteina y la zeaxantina son los Unicasotenoides detectados en el
cristalino humano, el cual es otro tejido critiao la vision (Yeum, 1995). Se ha
incrementado la evidencia que sugiere que la iagestla dieta de antioxidantes
(carotenoides) puede proteger contra la oxidacead proteinas del cristalino y el

subsecuente desarrollo de cataratas.
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En particular, el pigmento macular es un punto dlmarisible (macula Iutea)
encontrado principalmente en la parte central detiaa. La mas alta concentracion
de pigmento es encontrada en esta region y caeapidamente hacia la parte exterior

como se muestra en la Figura 15.

Concentracién de pigmento macular
TTAax. 16

Excentricidad (mm)

FIGURA 15. DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE LUTEINA EN EL PIGMENTO MACULAR
(BIOQUIMEX, 2002).

Es bien conocida la importancia de la luteina pasalud del ojo. Los niveles
de luteina han mostrado que estan inversamenteiaedalos con el riesgo de
enfermedades oculares, incluyendo la degeneraci@ular relativa a la edad (AMD)
(Eye Disease Case—Control Study Group, 1993; MRezbnanet al, 2002; Seddoet
al., 1994) e incluso podria ayudar a mejorar la fmorisual de pacientes que ya
sufren de AMD vy otras enfermedades oculares.

La degeneracion macular asociada con la edad esnfeanedad progresiva y

no tratable que es la causa principal de ceguenéensible en personas de alrededor de
65 afios de edad.
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4.1.2.2.2 OTROS BENEFICIOS DE LA LUTEINA EN LA SALUD

También los carotenoides han sido extensamentdi@adtis como agentes que
previenen el cancer. Datos disponibles de estudmlizados sugieren que la luteina
tiene un efecto protector en contra del cancer Wimgn (Holick et al, 2002; Le
Marchandet al, 1995, 1993; Michaudt al, 2000).

Asimismo, la presencia de luteina en la piel ayada reduccion del dafio
inducido por rayos ultravioleta (Chenal, 2002; Pengt al, 1995; Stahét al, 2000,
2002; Wingeratlet al, 1998).

Los carotenoides y los tocoferoles son conocidos per eficientes
antioxidantes y capaces de remover especies deraxfgactivas generadas durante un
esfuerzo foto oxidativo, que podria proteger ld diela luz ultravioleta que induce

eritema.

Se ha reportado que la ingesta de luteina reduagesdo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (Alves y Shao, 200Bambién podria ayudar a
mantener la salud del corazén disminuyendo el oiadg arteriosclerosis provocado
por la edad (Dwyeret al, 2001; Mares-Perimamt al, 2002) y enfermedades

coronarias del corazon.

4.1.2.3 FLOR DE CEMPASUCHIL

La luteina puede ser obtenida de las paredes detligiss de los pétalos de la
flor Cempasuchil Tagetes erec)a la cual contiene 1.6% de carotenoides y
aproximadamente el 80% de esa parte corresponstera® de luteina (Philip y Berry,
1976). Mientras otras fuentes, tales como la espirdeshidratada o el alfalfa tienen
un muy bajo contenido de luteina libre (<0.5%) yaumezcla variada de otros

nutrientes.
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La flor de “Cempasuchil” (Figura 16) es una plamtativa de Meéxico.
Cempasuchil quiere decir en Nahuatl "flor de 2(jost' (Tabla 4). Se ha utilizado
desde hace siglos como una planta ornamental ycmali Es una flor compuesta que
varia en las tonalidades de anaranjado a amaifiogdo muy aromatica.

En México existen 32 de las 55 especies conocidassth flor, tanto de forma
silvestre como cultivada; su cultivo se extiendegpalmente por los Estados de
Chiapas, Tabasco, Michoacan, Jalisco, Durango,réuwerEstado de México, Puebla,
San Luis Potosi, Sinaloa, Tlaxcala y Veracruz, cdambién se puede encontrar en
Centro América y Panama (Cortés, 2006). La plalt@nza alturas entre 50 y 100 cm.

FIGURA 16.
LA FLOR DE

CEMPASUCHIL

REINO | PLANTAE
DIVISION | MAGNOLIOPHYTA

TABLA 4.
CLASE | MAGNOLIOPSIDA
CLASIFICACION DE LA ORDEN | ASTERALES
FLOR DE CEMPASUCHIL FAMILIA | ASTERACEAE

GENERO | TAGETES
EsPecIE | ERECTA

27



ANTECEDENTE¢

4.1.2.4 PRODUCCION INDUSTRIAL DE LUTEINA

Los diésteres de luteina se pueden obtener pacekin con hexano de la flor
de Cempasuchil y posteriormente por un procesoagerdficacion del extracto de
diésteres, se obtiene la luteina. El diagramardeepo se observa en la Figura 17
(Navarreteet al, 2005).

CULTIVO
COSECHA

ALMACENADO

HARINA DE
CEMPASUCHIL

FIGURA 17.

PARTICULADO |

EXTRACCION DE LOS PARA LA OBTENCION DE

PROCESO INDUSTRIAL

DIESTERES DE LUTEINA LUTEINA A PARTIR DE LA

CON HEXANO
PRENSADO

SECADO
MOLIDO

FLOR DECEMPASUCHIL

(TAGETES ERECTA
OLEORESINA

SAPONIFICACION PURIFICACION
OLEORESINA EXTRAIDA
CONSUMO HUMANO

CONSUMO AGRICOL#

Un proceso alternativo a esta saponificacion esdessanzimas en medio
acuoso (Delgado y Paredes, 1997). Bajo este eafapiudios previos del grupo de
investigacion han determinado que la lipas&tbzomucor miehges una enzima que
cataliza eficientemente la hidrdlisis de diéstedss luteina en medio organico
(Gonzalez, 2006).
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4.2

Las ventajas de trabajar en disolventes organmosle aumentar la solubilidad
del sustrato, mejorar la termoestabilidad de lanemzuna mas eficiente recuperacion
del producto y la posibilidad de llevar a cabo cg@mes que son suprimidas por el
agua (Klibanov, 1986).

Por lo que utlizando la enzima podrian realizarks dos pasos
simultdneamente es decir, la extraccion con distéverganico y la desesterificacion
sin realizar entonces la saponificacion con quimicorrosivos, que es un paso

adicional en el proceso.

REACTORES ENZIMATICOS

4.2.1 CLASIFICACION

Un reactor enzimatico consiste en un recipientena serie de recipientes,
usados para obtener una conversion deseada parsradiimaticos. Considerando el
rol central de un biorreactor en una industriahae construido en una variedad de

tamafos y formas.

El objetivo de un biorreactor es minimizar el coste fabricacion de un
producto de alta calidad, con esto también, aumdataelocidad de formaciéon y
calidad de un producto, mejorar la operacién asgmiinnovar formas para eliminar
los pasos limitantes de velocidad especialmenteadsferencia de calor y de masa, asi

como mejorar la subsecuente recuperacion de pm@dobney, 1983).

Hay varios tipos de biorreactores y de biocatabrasl, la combinacion de estos

tipos provee la eleccion para un sistema de ogeTragsumido en la Figura 18.
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SOLUBLES INMOVILIZADAS (Cooney, 1983).
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4.2.2 REACTOR DE LECHO EMPACADO

Por su alta eficiencia, bajo costo, facil constiiecc operacion vy
mantenimiento, los reactores de lecho empacadsitlartradicionalmente usados para
reacciones cataliticas a gran escala en la indugtiimica en general. Para reacciones
catalizadas por enzimas inmovilizadas los reactdeetecho empacado son los mas

ampliamente usados.

En estos reactores, los granulos de enzima inmad#i son usualmente
empacados dentro de una tuberia o columna enclagugiara una operacion
isotérmica. Con esto se provee una mayor areapgfgcie por unidad de volumen de

reaccion.

En presencia de una fase simple, el bombeo pagirizasia arriba (evitando un
exceso de acanalamiento) o hacia abajo (tomandajaete las fuerzas de gravedad).
En una situacion bifasica, las dos fases podrinb@abeadas en direcciones opuestas
(flujos contracorriente) con la mas densa fluyehdoia abajo o en la misma direccion
(flujo paralelo). Existen caidas de presion nommalte asociadas con este tipo de
reactor, especialmente con granulos pequefios, panola contraparte que con

granulos pequefios las limitaciones difusionalesdssminuidas (Balcaet al, 1996).
En el presente estudio se seleccion6 un reactoaeadp operado por lotes con
recirculacion. El fabricante de la enzima lipaspokyme RM IM deRhizomucor

miehei(NOVO) sefiala en su hoja técnica que:

“Es un catalizador robusto y estable,

gue puede ser aplicado en procesos de reacci@olemna”.

Las caracteristicas de un biorreactor de lecho eagma con enzima

inmovilizada con recirculacién son (Balcao, 199&cHer, 1983; Vulfsoret al, 2001):
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X Las enzimas son a menudo usadas en forma inmalaliea la industria ya que
eso facilita su uso para ser operado en continofrgcen la posibilidad de
reutilizar la enzima repetidamente mientras éstanpeezca activa.

<> Una carga de biocatalizador variable.

X Una carga de fluido variable.

X La conversion por el paso a través del catalizadopequefia, por ello se le
considera diferencial.

<> Lograr reacciones libres de resistencia a la temestia de masa y calor
aumentando la velocidad en el lecho empacado dmanz

X Hacer mas lento el progreso de la reaccion utidlpaima carga mas grande de

fluido o menos catalizador.

Como en cualquier sistema catalitico heterogérediflision externa e interna
puede afectar grandemente la velocidad de reaccidmas consideraciones de
transferencia de masa indican que la forma, tandafia particula, tamafio del poro,
cantidad de enzima por particula y velocidad dg flle sustrato pueden afectar la
velocidad de reaccion (Vulfsaet al, 2001).

Como regla general, un rapido flujo alrededor deloste del catalizador da una
velocidad superficial alta, lo cual reducird laisesncia a la transferencia de masa
externa, pero en contraparte, puede reducir labgidsid de tiempo de contacto entre
las moléculas de sustrato y el sitio activo denldirea. La velocidad de flujo es usada
para controlar predominantemente el grado de ceitreren un reactor de flujo
continuo. En el caso presente, el reactor tiew@crdacion completa por lo que
también se utiliza como una forma de mezclado @rlé996; Pitcher, 1983; Vulfson
et al, 2001).

Un namero de estudios han sido publicados sobmpligacion de enzimas
inmovilizadas en reactores de lecho empacado pararl a cabo reacciones
enzimaticas. El trabajo reportado investiga ppaknente los siguientes topicos
(Vulfsonet al, 2001):
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1. Efecto de las condiciones de reaccion en el pro¢escontenido de agua, la
temperatura, el flujo y la concentracion inicialsiestrato).

2. Cinética de las reacciones enzimaticas en particula
Caidas de presion.

4. Transferencia de masa.

En esta investigacion se consideraron los efectwslad condiciones de
reaccion: velocidad de recirculacion a través éelktor y concentracion inicial de
sustrato. Los pardmetros que se fijaron para @antla reaccion enzimatica fueron la
temperatura (60 °C), la actividad de agua inicial la enzima, el tipo y la

concentracion de enzima.

La velocidad de disminucion de actividad del catalor es un parametro
crucial en la economia del proceso. Por consigeiettebe hacerse una medicion
exacta de la temperatura, control del agua y cbugocalidad de la alimentacion
(Vulfsonet al, 2001).

El criterio para calcular la cantidad de enzimakreactor de lecho empacado
es el mismo que en todos los casos, como en lasorea de lecho empacado que
utilizan catalizadores quimicos. Normalmente sedila necesidad de producir una
cierta cantidad de producto (en este caso a traeesuna hidrélisis) con una

determinada velocidad (expresada por el cauddimderatacion).

Para lograr esto hay que introducir en el react@ cantidad necesaria de
biocatalizador que permita realizar la reacciérug g la vez no reduzca el caudal que
se requiere. Es una solucidon de compromiso emtnertmucha capacidad para
producir una reaccion y que al mismo tiempo no prod una caida muy grande en el

caudal.
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4.3

BNZIMA LIPASA

4.3.1 LIPASAS

Las enzimas son catalizadores poderosos y altarespéezificos respecto a sus
sustratos. Las enzimas lipasas también conocioie® @&cil glicerol hidrolasas EC
3.1.1.3 (Verger, 1997) son capaces de catalizahitolisis y la sintesis de
acilgliceroles de cadena largan funciéon del potencial quimico de las especies
presentes, Figura 19 (Martinedéal, 1995).

,/E\/\N\ FIGURA 109.

. (1] .
lipasa REACCION DE
"EHEG' —— N I, TR ] !_GJL-J\M

HIDROLISIS,

CATALIZADA

triacilglicerol glicerol acido graso |eor unaipasa

Las enzimas lipasas se encuentran ampliamente @narganismos, plantas y
animales. Las lipasas comerciales son de origesrobiano, principalmente de
bacterias, hongosRpizomucor miehgiy levaduras Candida antarctica (Jaeger y
Reetz, 1998). La siguiente tabla enumera las ésgmincipales de lipasas que parecen

ser las mas ampliamente usadas en biotecnologia:
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TABLA 5. FUENTES PRINCIPALES DE LIPASA$JAEGER Y REETZ, 1998).

ORIGEN (kl\liga) ESPECIFICIDAD APLICACIONES
LIPASA
ORIGEN MAMIFERO
Lipasas de pancreas humano50 sn-1,3
, Lo sn-3 . , -
Lipasa géastrica humana 50 (estable en 4cido) Sintesis organica,
Lipasa pancreas porcino 50 sn-1,3 Ayuda digestiva
Lipasyy 40 sn-1,3

pancreatica de cerdo Guinea

LIPASA
ORIGEN FUNGAL

Céandida rugosa 60 No especifica Sintesis organica
Candida antarctica B 60 sn-1,3 Sintesis organica
Geotrichum candidum 60 Cis- Oleoquimica
Humicola lanuginosa 30 No especifica Detergentes
Rhizomucor miehei 30 sn-1,3 Sintesis organica,
manufactura de queso
. X Sintesis organica,
Aspergillus oryzag 30 manufactura de queso
Penicillium camembertji 30 sn-1,3 Monogliceridos
Rhizopus delemar 41 sn-1,3
Rhizopus oryzae 41 sn-1,3 Oleoquimica
Rhizopus arrhizus 41 sn-1,3

LIPASAS
ORIGEN BACTERIANO

Pseudomonas glumae 33

No especifica

Detergente, sintesis
organica

Burkholderia cepacia

33

No especifica

Sintesis organica

Pseudomonas alcaligenes 33 sn-1,3 Detergente
Pseudomonas mendoci\na 33 sn-1,3 Detergente
Chromobacterium viscosum 33 sn-1,3 Sintesis organica
Bacillus thermocatenulaturs 43 sn-1,3
Fusarium solanj 22 Detergente
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4.3.2 GENERALIDADES DE LAS LIPASAS

o Peso molecular 20 a 60 kDa.
o Contienen 2 a 15% de carbohidratos.

X pH 6ptimo = 8 a 9 lipasas animales; 5.5 a 8.5 rhiamas.
2 T 6ptima = 30 a 66C.

En la siguiente figura se observa el plegamientotoode las lipasas.

FIGURA 20. PLEGAMIENTO COMUN DE LAS LIPASAS (SCHMID Y VERGER 1998)
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En la Figura 20, se observa en rojo los motivoswwes a todas las lipasas; en
blanco, los motivos presentes en la mayoria dépgasas. Las hélices Ay F estan en
el lado concavo de las hebrfds La hélice D estd a menudo compuesta de una sola
vuelta. EIl patrén de plegamientd3 esta compuesto por un “centro” fehebras
rodeado por hélices tipico de numerosas hidrolasas. El sitio actisth @ompuesto

de una triada catalitica formada por Ser-His-Asp/@lradyet al, 1990).

El sitio catalitico de muchas lipasas no esta estpue la superficie, sino que
esta metido en un tunel hidrofébico protegido msiduos hidrofébicos que actian
como una “tapa”. Esta tapa hidrofébica cuandpas® en contacto con el disolvente
se abre, generando una estructura cataliticametite § da acceso al sustrato. Las
lipasas estan activas solamente cuando se harbattsen una interfase agua/lipido en
lo que se conoce como mecanismo de activaciérfactal en las lipasas (Uppenberg
et al, 1994). Esto se ilustra en la Figura 21.

4.3.3 CRITERIOS DE SELECCION DE UNA LIPASA

Los criterios para la seleccion de una lipasa coatalizador pueden ser
(Jaeger y Reetz, 1998):

X Amplia especificidad en el sistema de reaccion.
X Exhiben una alta enantioselectividad.

<> Actividad en el sistema de reaccion.

<> Estabilidad en el sistema de reaccion.

X Estables en disolventes organicos.

X No requieren cofactores.

X Disponibilidad para ser usada en el proceso.
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Tapa

B

ESTRUCTURA CERRADA ESTRUCTURA ABIERTA

ESTRUCTURA CERRADA ESTRUCTURA ABIERTA

FIGURA 21. (SCHMID Y VERGER 1998)
A) Y B) MUESTRA LA FORMA ESTRUCTURADA DE LA TAPA QUE CUBRE IE SITIO

CATALITICO DE LAS LIPASAS.

C)y D) VISTA DE ARRIBA DE LA LIPASA DE RHIZOMUCOR MIEHEI EN ROJO ZONAS
POLARES EN AZUL ZONAS HIDROFOBICAS Y EN AMARILLO EL SITIO

ACTIVO.

38



ANTECEDENTES

4.3.4 BOS INDUSTRIALES DE LAS LIPASAS

Las principales aplicaciones industriales de lgmsias microbianas estan

resumidas en la Tabla 6.

TABLA 6. APLICACION INDUSTRIAL DE LAS LIPASAS MICROBIANAS(VULFSON, 1994).

PRODUCTO O APLICACION

INDUSTRIA ACCION
Detergentes Hidrolisis de grasas Remocién de mardhaceites
Hidrolisis de grasas de leche,
. maduracion de queso, Desarrollo de agentes de sabor ¢n
Productos lacteos s ;
modificacién de grasas de leche, queso y mantequilla
mantequilla
Mejoramiento del sabor Prolongacion de la vida de
anaquel

Industria del pan
Bebidas

ydviasa, aderezos
Alimergakidables
Productos carnicos y pescado,

Mejoramiento del aroma
Mejoramiento de la calidad
Transesterificacion

Bebidas
Aderezos de alimentos
Alimentos saludables

Carne y pescado Desarrollo de sabor >
remocion de grasas
e Manteca de cacao, margarina,
. Transesterificacion e L .
Grasas y aceites A acidos grasos, glicerol, mono y
hidrdlisis SnT S
digliceridos
Quimicos Enantioselectividad, sintesis Quiral
- Transesterificacion e Lipidos especiales, ayudas
Farmacéuticos T i :
hidrolisis digestivas
Cosméticos Sintesis Emulsién, hidratantes
Cuero Hidrolisis Productos de cuero
Papel Hidrolisis Mejora de la calidad del pape:
Hidrolisis Remocion de grasas

Limpieza
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En particular, el uso de lipasas en sintesis ocgaesta siendo cada vez mas
importante debido a que catalizan una amplia vadede transformaciones quimio,
regio y estereoselectivas (Kazlauslatsal, 1998). Estas enzimas trabajan en la
interfase hidrofilica-lipofilica y ademas toleraisalventes organicos en la mezcla
reaccionante. Las enzimas en medio organico s dauosa, se sabe que despliegan
propiedades inusuales y utiles. Esto ha sido fimerde investigado y establecido en

sistemas enzimaticos no acuosos para sintesigrafsformaciones (Klibanov, 1997).

La estereoselectividad de las lipasas ha sido ysa@aresolver varias mezclas
racémicas de acidos organicos, alcoholes y aminasgseemas bifasicos inmiscibles
(Klibanov, 1990). Alcoholes racémicos pueden tambser resueltos hacia formas
enantiomericamente puras por lipasas. Asimisni@araciertos esteroides, azlcares y
derivados de azucares con una alta regio seleatii8harma, 2001). En particular,
las lipasas han sido usadas exitosamente comazediaies para la sintesis de ésteres
y amidas. Los ésteres producidos de 4cidos goesoadena corta, tienen aplicaciones

como agentes saborizantes en la industria de aas¢ulfson, 2001).

4.3.5 |INMOVILIZACION DE LIPASAS

Las lipasas son solubles en disoluciones acuosas,qus sustratos naturales
(lipidos) no lo son. Aungue el uso apropiado de disolvente organico o un
emulsificante ayuda a sobrepasar el problema datumo contacto entre el sustrato y
la enzima, el uso practico de las lipasas en sé¢rsia de reaccion posee dificultades
tecnoldgicas (contaminacion de los productos cdividad residual de la enzima) y
dificultades econdmicas (uso de la enzima parallmmEaso en el reactor). Si la lipasa
es inmovilizada, entonces ésta llega a ser unaridependiente dentro del sistema de
reaccion, la cual podria ser facilmente retenidaleractor por medios mecanicos con
las ventajas concominantes en prevenir contaminaélos productos y extender la

vida activa de la enzima (Katchalski, 1993).
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Las propiedades de una enzima inmovilizada estdpergadas por las
propiedades de la enzima y del material de sopdttesoporte podria ser un liquido
como en las micelas inversas o un solido, como oome@ite se encuentra en la
mayoria de los protocolos empleados de inmovil@adMulfsonet al, 2001). En
general, los métodos de inmovilizacion mas ampligemesados son aquellos basados
en procesos de adsorcion. Estos son generalmentes, efectivos, no requieren el
uso de quimicos potencialmente dafiinos y no provagandes pérdidas en la

actividad de las lipasas. Este es el caso dpdadicomercial empleada en el presente
estudio.

La eficiencia de una reaccidon catalizada por laine@zinmovilizada esta
también en funcién de la carga de enzima por grdengoporte, ya que esta carga
determinara que la reaccion sea controlada poricansbnformacionales de la enzima

en el soporte, o bien por el control de transfaeede masa, como se observa en la
Figura 22 (Vulfsoret al, 2001).
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FIGURA 22. EFECTO SOBRE LA EFICIENCIA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA RRA
ESTERIFICACION EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE LIPASA DE
RHIZOMUCOR MIEHEIABSORBIDA SOBREACCUREL EP100(VULFSON ET
AL.,2001).

41



ANTECEDENTE!

4.3.6 LPASA DE RHIZOMUCOR MIEHEI

La clasificacion de la enzima lipasa del hondthizomucor miehei

(www.pdb.org) es la siguiente:

X/
L X4

CLASE: Proteinax y 3.

PLEGAMIENTO: Hidrolasaa/3

SUPERFAMILIA: Hidrolasa (carboxilica estereasay
FAMILIA : Lipasa de hongos

DOMINIO: Lipasa triacilglicerol hidrolasa
ESPECIE HongoRhizomucor miehei

La estructura molecular de la enzima lipas&ktezomucor miehes conocida

y con las siguientes propiedades (Brathal, 1990):

X/
°e

Cadena polipeptidica de 269 residuos (peso moles28.472 kDa)

Residuos plegados en un dominio con Hog@mn ramales paralelos, conectados

por horquillas, asas y segmentos helicoidales.

Tres enlaces disulfuro estabilizan el plegamieettacdmolécula.

La estructura tridimensional esperada de la lipdsaRhizomucor miehei

obtenida de una base de datos de proteinas, ssaksea Figura 23.
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FIGura 23.

ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL
ESPERADA DE LA LIPASA
DE RHIZOMUCOR MIEHEI

(WwWWwW.PDB.ORG).

Tres residuos forman el centro catalitico: His 256 203 y Ser 144 (Bradst
al., 1990). Esta triada catalitica estd cercanasuperficie, pero no completamente
expuesta al disolvente ya que esta escondida bajaarta hélice anfipatica (residuos
85 a 91), la cual actia como “parpado”, abriénddsitio activo cuando la enzima es

absorbida en la interfase de agua-disolvente (Mitead, 2001).

La lipasa comercial deRhizomucor mieheilipozyme, se encuentra
inmovilizada en una resina macroporosa de inter@ambionico (Novozymes A/S),
con aproximadamente 14% (w/w) de proteina adsodmblee la resina (Valériet al,
1999).

MICROORGANISMO DE PRODUCCION Plasmido recombinante introducido y
expresado eAspergillus oryzae

MICROORGANISMO DONADOR Rhizomucor miehei
Esta lipasa es producida comercialmente en formé&aatular por

fermentacion sumergida del microorganismo de proidug el cual esta genéticamente

modificado.
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Resulta importante sefalar que cumple con las #spemnes de pureza
recomendadas para enzimas con grado alimenticiacderdo con las normas de las
siguientes organizaciones: (Novozymes A/S)

X Joint FAO/WHO. Expert Committee on Food Additives.
X Food Chemical Codex.

4.4 DSOLVENTE DE LA REACCION

Las reacciones enzimaticas se pueden llevar aaraboa gran variedad de

disolventes como medios de reaccion, como se nauestia siguiente tabla.

TABLA 7 SISTEMAS DE REACCION PARA LAS LIPASAS DISOLVENTE Y PROCESO
(Vulfsonet al, 2001).

DISOLVENTE USADO

] PROCESO
COMO MEDIO DE REACCION

Agua Hidrdlisis
Sistema disolvente miscible y agua Hidrolisis o
Sistema disolvente inmiscible y agua ~ sintesis
Medio de reaccion no acuoso

Medio de reaccion anhidro

Sistema

Fluidos supercriticos ) _ con bajo
Sintesis _

Sistema micelar inverso contenido

de agua

Fase gas

Liquidos i6nicos
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Recientemente el nUmero de estudios de enzimolmg&cuosa ha aumentado
considerablemente para usar enzimas en disolvergésicos. En éstos, al igual que
en el medio acuoso, la actividad, especificidadstalglidad de las enzimas son
fuertemente dependientes de las condiciones @éadzion.

El disolvente organico puede afectar las interamsoentre la enzima y el
sustrato por alterar las fuerzas intermoleculasdsstcomo enlaces de hidrégeno,
interacciones electroestaticas, van Der Waals sz&sehidrofébicas. Por lo tanto, es
posible que las propiedades del disolvente orgniaacantidad de agua enlazada a la
enzima determinen la actividad de la enzima, ctiéwidose esto en dos nuevos
factores que podrian jugar un rol en el sistemaeadecion, como la seleccién del

disolvente y el nivel de agua residual (Vulfsdral, 2001).

La polaridad del disolvente organico puede afetdaactividad catalitica al
distorsionar la capa esencial de agua que estahilibiocatalizador como se ve en la
Tabla 8 (Laanet al, 1987).

TABLA 8. FORMA EN QUE LA POLARIDAD DEL DISOLVENTE AFECTA LA ACTIVIDAD
CATALITICA DE LA ENZIMA. EL LOGARITMO DEL COEFICIENTE DE

PARTICION LOG P, ES UNA MEDIDA CUANTITATIVA DE LA POLARIDAD DEL

DISOLVENTE.
ACTIVIDAD CATALITICA
POLARIDAD (que ha sido afectada por la
DEL LoGcP polaridad del disolvental
DISOLVENTE distorsionar la cap
esencial de agua)
polar LogP <2 baja
moderada 2<lLogP<4 moderada
apolar LogP >4 alta
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4.5

De tal forma que la cantidad de agua exacta asoaad la enzima y la
reaccion varia dependiendo de la hidrofobicidaddisslvente organico (Laaret al.,
1987). Si el disolvente organico es de hidrofatsdi alta, mantendr4 una mayor
proporcion de agua disponible para la enzima géda&cion; que si el disolvente es mas
hidrofilico, ya que éste tiende a quitar el agusodoida de la superficie de la enzima y

de la reaccion.

Para el caso presente, la hidrolisis del diéster ldteina en 2,2,4-
Trimetilpentano o Isooctano (Figura 24) como medé reaccion ha dado buenos

resultados de velocidad de reaccion y conversi@mt&ez, 2006).

CH3 Ch
|

|

CH3— C— CH = C— CHs
| I
H CH

FIGURA 24. LAESTRUCTURA DEL2,2,4TRIMETILPENTANO
(Morrison y Boyd, 1976).

Se desprende de la Tabla 8, que el isooctano thlbon) tiene un logaritmo
de coeficiente de particion log p > 4, por lo qoedistorsiona la capa esencial de agua

manteniendo al biocatalizador en un estado actiar{eet al, 1987).

AGUA EN LA REACCION
El agua tiene dos funciones: es esencial para buwatalizador enzimatico

mantenga su estado activo hidratado y segundo w &g un reactante para las
reacciones de hidrdlisis. El nivel de agua redidigse grandes efectos sobre el

46



ANTECEDENTES

comportamiento del biocatalizador en medios no sasi¢Zaks y Klibanov, 1988), y

es critico para el mejor desempefio de un biocatiiz(Vulfsonet al, 2001).

El contenido de agua total del sistema es a mewadocido como la receta
usada para preparar dicho sistema. Sin embardo, res es usualmente (util,
particularmente como guia de comportamiento, posgjugua sera particionada entre
varias fases, por ejemplo en los limites del badtatdor o en el soporte, disuelto en la

fase organica o inclusive presente en la fase \@pooyo et al, 1996).

El descubrimiento de que las lipasas catalizan creaes de sintesis y
esterificacion exitosamente bajo condiciones calsidaas en medio organico (o sea el
agua es eliminada, excepto la capa delgada eselecaua, que mantiene a la enzima
y requiere para mantenimiento de su integridad)héeho el intervalo posible de

reacciones quimicas mas amplio.

Sin embargo, para el caso de la reaccion de tsikdlie diésteres de luteina
donde el agua es un reactivo, se ha encontraddadgiijgasa actia en un disolvente

organico con muy poca cantidad de agua (Mora, 2007)

4.5.1 ACTIVIDAD DE AGUA EN EL SISTEMA DE REACCION

La actividad de agua indica la cantidad de agupodible. Debido a que el
disolvente que se utiliza como medio de reacciorhidsofébico, con muy poca
cantidad de agua se tiene una alta actividad ensegsema de reaccion (Arrogt al.,
1996).

La actividad de agua se define como la presion aj@w generada por la
humedad presente en una muestray, = ®/p

donde:

p = presion parcial de vapor de agua.

ps = presion de saturacién de vapor de agua.
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La actividad del agua inicial en este experimentud de la enzima lipasa de

Rhizomucor miehaiomo del isooctano fue ajustada por equilibriay goa disolucion

saturada de cloruro de litio y con tamiz molecul@spectivamente, segun se ha

reportado previamente (Gonzalez, 2006).

Los valores de actividad de agua a 25 °C mas dme§iay precisos son

presentados para una seleccion de sales en la.abla

TABLA 9. ACTIVIDAD DE AGUA OBTENIDA A PARTIR DE SALES

SATURADAS EN AGUA A25°C (VULFSONET AL, 2001).

LiCl 0.113
KAt 0.225
MgCl, 0.328

K>COs 0.432
Mg(NOs), | 0.529
NaBr 0.576

Kl
NaCl
KCI
KNQ
kSO

0.689
0.753
0.843

0.936

0.973

Para el sistema estudiado, la temperatura emplasdale 60 °C, que de

acuerdo con lo que ha sido investigado, ofrecebwesma actividad y termoestabilidad
de la enzima. Asimismo, esta temperatura evitaadiegion de sustratos y productos,

ya que los carotenos son muy inestables con lagexnpa, especialmente la luteina

libre. La temperatura de ebullicién del disolveistoctano es de 99 °C, lo que resulta

ser otra razon para no trabajar a temperaturasmesmygoe la mencionada.
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4.6 DESCRIPCION DE LA REACCION ENZIMATICA

DE HIDROLISIS DE DIESTERES DE LUTEINA A LUTEINA

La enzima lipasa cataliza la hidrolisis de los widss de luteina en luteina

como se observa en la Figura 25.

HIDROLISIS DE COLORANTES DE LA LUTEINA

L IPASA DE .
RHIZOMUCOR MIEHEI NaOH 40% en MeOH

R = &cido graso.

FIGURA 25. REACCION ENZIMATICA Y QUIMICA DE HIDROLISIS DE ESTIRES DE
LUTEINA.

Los pasos del mecanismo de acilacibn—desacilacsbrglecérido en el sitio
activo se observan en la Figura 26 (Reyes y Hil§41 Marangoni y Rousseau, 1995;
Bousquet-Duboucht al, 2001).
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FIGURA 26. MECANISMO DE ACILACION-DESACILACION DEL GLICERIDO EN EL SITIO

ACTIVO, DESCRITO EN CUATRO PASQS

Pasol

Para la hidrdlisis del éster catalizada por lareazien el primer paso de esta
reaccion se forma un complejo covalente enzimaagdor el ataque
nucleofilico de la serina del sitio activo sobrecafbono del carbonilo del

sustrato.

Asi, la serina se convierte en un nucleodfilo fugrte la presencia de los
residuos de histidina y aspartato. El anillo imamlede la histidina se protona y

se carga positivamente, estabilizando la cargativegiel aspartato.

OXIGENO
ANILLO IMIDAZOL DE HI STIDINA ALFA DE
I / LA SERINA
HIS SgR “
0 h H’O ATAQUE
AS%C’/_\ N T N <«—1 NUCLEOFiLICO
g NS
R'-O._Y _R T SUSTRATC
"
HIS S?R
O O
/,
ASP—C, ~ N)=\N \_R/"O‘(i::;R
o X H
M %'\

COMPLEJOMICHAELIS—-MENTENES.
INTERMEDIARIO TETRAEDRICONO. 1
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ANTECEDENTE!

El hidrégeno de la histidina enlaza al oxigeno gtelpo alcohol saliente, es

entonces cuando el rompimiento

desplazamiento del alcohol.

del enlace carboxigeno causa el

l SER
HIS Cl)

/s,
ASP—(, \ R IR

ok N %

o HIS SER
ASP—C{I - 6 R INTERMEDIARIO

o i H-N N R-OH \g."—' [ AcCIL ENZIMA

< Paso 3

A continuacion, el atague nucleofilico del aguaseala adicion de un grupo

hidroxilo al carbono del carbonilo,

produciendointermediario tetraédrico.

HIS
L — SER
ASP—C , O‘C’R
S H-NoN  ROH g
H-OH
R'-OH SgR
O. _R
O HIS C
AsP—C < Y= Mo 8
< H‘(N,\?N\/ Pli
INTERMEDIARIO
L, TETRAEDRICO
No.2
O HIS
4
ASP—C\’\ === Sr':‘R
k- NalrdT NSO
(l: R
Og)
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ANTECEDENTE!

Paso 4

Este intermediario tetraédrico se colapsa, desedd el acilglicerol alterado

y regenerando el sitio activo de serina.

ASP—C — SER
-1 NacNrHT OO

K

o = H-O s T
~N__N %

) H T = \ O

\

SITIO ACTIVO DE LA ENZIMA
LIBRE DE NUEVO
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PARTE EXPERIMENTAL

5.1

5.2

PARTE EXPERIMENTAL

ENZIMA'Y SUSTRATO

La enzima comercial Lipasa dghizomucor miehei (Lipozyme RM IM) fue
amablemente donada por Novo, México. Esta inmeadik en una resina macroporosa
de intercambio anidnico y las particulas tienerdiéiimetro promedio entre 0.2 a 0.6
mm. La actividad enzimatica es de 150 IUN/g (dadiNovo de interesterificacion es

definida como 0.01 w/w de triestearina convertiffmihuto- gramg ).

Como sustrato se emple6 un extracto purificadoadfior de Cempasuchil
(Tagetes erecta) con 80% de ésteres de luteina, amablemente miopado por
Bioquimex-Natural S.A de C.V.

MATERIALES Y REACTIVOS

X Acetona, marca J.T. Baker, grado reactivo analiit89.7%.

<> Metanol, marca J.T. Baker, grado HPLC, al 99.9%.

X Acetato de etilo, marca J.T. Baker grado HPLC 0ala.

X Hexano, marca J.T. Baker grado reactivo analitit85%.

<> Isooctano (2,2,4-trimetilpentano), marca J.T. Baker
grado reactivo analitico, al 99.8%.

<> Cloruro de litio, marca Sigma, con una pureza 9éb9

X Tamiz molecular marca Sigma con tamafio de poro/le 3
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5.3

5.4

EQUIPO

<> Aparato para medir,anarca Rotronic, modelo A2101.

<> Balanza analitica, marca Ohaus, modelo AP2105.

X Congelador Revco, marca Legaci, modelo ULT390.

X Cromatografo de liquidos de alta resolucién, matdeaviett Packard serie
1100, con bomba cuaternaria, inyeccién automatisestgma de deteccidén de

arreglo de diodos.

El reactor consiste de una columna de vidrio enaodiagla con dimensiones de
2.0 cm de diametro interno y 35 cm de alto. Laalzede sustrato fue alimentada por
arriba de la columna, usando una bomba peristiffester Flex L/S de Cole Parmer
Easy-load modelo 7518-10. La temperatura del oedae mantenida constante por
circulacion de agua de un bafio marca Heto Lab. gagemt AT,. La columna
empacada con Lipozyme IM y todo el sistema de iéacfue aislado con lana de

vidrio para evitar pérdidas de calor.
METODOLOGIA
5.4.1 AJUSTE DEL a, DEL BIOCATALIZADOR

Para ajustar el ,adel biocatalizador a un valor de 0.113, se colet6
biocatalizador en placas de petri en desecadores cgmtenian una disolucion
sobresaturada de cloruro de litio, a presién retiudurante 45 minutos y almacenados
durante 60 horas a 4 °C. Las mediciones gskahicieron a 20 °C.
5.4.2 AJUSTE DEL a, DEL DISOLVENTE

Para deshidratar el disolvente isooctano se pusccagtacto con tamiz

molecular de alta capacidad deshidratante (0.Gvzt/ mL disolvente), durante 60

horas sin agitacion.
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5.4.3 PROCEDIMIENTO GENERAL DE LA REACCION

Se realizé el montaje de una columna para lechoaeatm de enzima
inmovilizada para laboratorio, un esquema se maiestia Figura 27. Se prepar6 una
disolucion “stock” de diésteres de luteina con ooacentracion de acuerdo con el
disefio experimental. La disolucion se dividié encpnes de 200 mL y se coloco en
la columna que contiene el lecho empacado de liiwador con 1 g de
biocatalizador/200 mL de disolucion (previamenteildzrado a un valor de,. La
circulacién del sustrato se inici6 una vez alcaazkdtemperatura de 60 °C en el
reactor. La reaccion se monitore0 a varios tienggagin disefio experimental, hasta

un tiempo maximo de 18 horas.

BOMBA PERISTALTICA

RELCTOR CON LECHD SALIDA
EMFPACATO DE

EN AL

HMIOVILIZ AT

SUSTRATO

ENTRADE —» [ 1]
DE AGUADE
CALENTAMIENTO

-
L

FIGURA 27. ESQUEMA DEL REACTOR DE LECHO EMPACADO UTILIZADO PARA

LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE DIESTERES DE LUTEINA
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Al término de la reaccion, se separ0 la disolucitah recipiente externo.
Asimismo, se extrajo el producto adsorbido en pbse de la enzima con un lavado
de hexano y varios de acetona. Se juntaron eésadante y el colorante extraido, y

la disolucién se llevd a un aforo.

Para la cuantificacion se tomaron dos muestras d#_,1a las cuales se les
eliminaron los disolventes con una corriente de/ Ne almacenaron a -70 °C. Para su
analisis en HPLC, las muestras fueron disueltas et de metanol y acetato de etilo

(70:30). Las mediciones se realizaron por dupticad

Las condiciones empleadas fueron las siguientes:

<> Columna cromatografica marca Waters: RP18 X-Terra,
150 mm x 4.6 mm, D.I. 5 pm.

X Lectura del detectok 330 nm yA 446 nm.

X Fase movil: metanol y acetato de etilo (70:30).

> Flujo: 0.8 mL/min.

X Volumen de inyeccion: 10 uL.

X Temperatura ambiente: 25 °C.

Se utiliz6 una curva patron previamente investgd@onzalez, 2006) y
mostrada en la Figura 28. Esta se construyé megaruna disolucion de 0.16 mg de
carotenos/mL de disolvente (hexano) y sus dilusopara cubrir el intervalo de

concentraciones. Se consideré que sélo el 80%udélato son xantofilas.
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18000 -
o y =80762 x + 32.902
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C Diésteres de Luteina (mg/ml—)

FIGURA 28. CURVA PATRON DE DIESTERES DE LUTEINAGONZALEZ, 2006).

5.4.4 DISENO EXPERIMENTAL

El diseiio que se uso fue un experimento bifactdiat 3 en un disefo
completamente al azar con dos repeticiones. Sediasdn los efectos de la

concentracion y el flujo sobre la conversidon. hogles de los dos factores fueron:

% Flujo: Dos nivelesFy R
¢+ Concentracion: Tres niveleg, @& y G;

El nimero total de todas las posibles combinaciemie los tres niveles del
factor concentracion y de los dos niveles del fafitgo fue de 2 x 3 = 6 tratamientos,

los cuales se indican en la Tabla 10.
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TABLA 10. DISTRIBUCION EXPERIMENTAL DE TRATAMIENTOS

No.

ol AW NP

Tratamiento | Flujo (mL/h) ,gg;’ij{e{?;;?r'?ff;a
RCy 370 0.05
EC, 370 0.1
ECs 370 0.2
RCi 740 0.05
5C, 740 0.1
5Cs 740 0.2

A cada conjunto de condiciones de reaccion (traato) se le asigné al azar

dos soluciones de sustrato (repeticiones) del mtamario (200 mL).

VARIABLES FIJADAS CONSTANTES :

X/
°

7
°e

Temperatura de reaccion 60 °C

Disolvente organico isooctano.
Tipo de enzima lipasa d®hizomucor miehei.
ayinicial de la enzima 0.113

Concentracion de enzima 5 mg/mL.

M ODELO ESTADISTICO DE LOS EFECTOS FIJOS:

Yik =1+ i + B + (@B)i + sk

2

3

2 repeticiones.

Variable respuesta, la conversion de diésteredutina bajo las
mismas condiciones de cada tratamiento y repeticion

Efecto promedio global.

Efecto del nivel i-esimo del factor flujoratés del reactor.

Efecto del nivel j-esimo del factor concentda inicial de diésteres de

luteina.
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7 = Efecto de interaccion entre el factor flujo yclancentracion inicial de
diésteres de luteina.
gijk = Error experimental sujeto al azar.

N = 12 unidades experimentales.

Los cuadrados medios esperados seguidos directardenfo calculada para

los dos efectos principales y su interaccion, sendan en la Tabla 11.

TABLA 11. ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO DE DOS FACTORES

CON EFECTOS FIJ0$0=0.05).

Fuentes de Grados de | Sumade @ Cuadrados Fo d.':o.btab."?‘
variacion libertad cuadrados medios calculada Istr Fuc'on
Flujo A 1 0.0803 0.0803 24.33 5.99
_ Concentracion 2 0.2456 0.1228 37.33 5.14
inicial diésteres B
AB 2 0.0096 0.0048 1.45 5.14
Error 6 0.0198 0.0033
Total 11 0.3553

Al comparar los valores de Fo, se observa quefstos principales de flujo y
concentracion inicial afectan significativamentéaaconversion de la reaccion. Al
realizar la prueba de Tukey=0.05) la conversion obtenida con el tratamientolNo
(Tabla 10), es significativamente mayor que lowatraentos 3, 5y 6.
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6.1

RESULTADOS Y DISCUSION

HIDROLISIS DE DIESTERES DE LUTEINA EN ISOOCTANO A DI FERENTES VALORES DE

FLUJO Y CONCENTRACION INICIAL UTILIZANDO COMO CATAL IZADOR DE LA

REACCION, A LA LIPASA DE RHIZOMUCOR MIEHEI

Basandose en los antecedentes investigados eworesagor lotes (Gonzalez,

2006), la hidrélisis enziméatica se trabajo de gaiginte forma:

X/
°e

La enzima que realiza la hidrélisis de una mejomfo es la lipasa del

hongoRhizomucor miehel.

La actividad de agua inicial de la enzima esge 8.113.

El medio de reaccion es el isooctano (2,2,4 trifpelitano) que es

hidrofébico.

La temperatura de reaccion es de 60 °C.

El reactor se trabaj6 con recirculacion.

Variando la concentracién inicial de diésteres wteiha y la velocidad de

recirculacion a través del lecho empacado paralefecto sobre la conversion de la

hidrolisis de diésteres, se obtuvieron los resokaglie se observan a continuacion.
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O Cdiésteres=0.05 mg/mL
1 + O Cdiésteres=0.1 mg/mL
0.9 I =7 m Cdiésteres=0.2 mg/mL
@)
<= 0.8
S o7 I
2 4 :
7 0.6
c 05
‘O
‘n 04 -
| -
O 0.3
>
C 0.2
O
O 0.1-
0
370 740
Flujo (mL/h)

FiIGUurA 29. CONVERSION DE DIESTERES DE LUTEINA EN ISOOCTANCPARA VARIOS
VALORES DE CONCENTRACION INICIAL DE DIESTERES DE LTEINA Y EN

FUNCION DEL FLUJO A TRAVES DEL REACTORT =60°C Y t =18h.

Para la obtencion de los datos de esta figurapraé £n cuenta que todos los
experimentos se trabajaron a la misma temperatarayn tiempo de reaccion de 18
horas y con la misma concentracion de enzima 5 Inggm el reactor de lecho
empacado. De acuerdo con lo esperado, al comfmeratatos experimentales con
diferentes concentraciones iniciales para un midlop, se puede ver que la

conversion mas alta se obtiene con la menor coramadi inicial de diéster de luteina.

Como se puede observar en la Figura 29, los pwekpsrimentales a cierta
concentracion inicial de diésteres, muestran qumiteversion de diésteres de luteina
disminuye conforme se duplica la velocidad de flajéravés del reactor. Esto no
concuerda con la teoria que dice que un flujo maladriera de producir una mayor

conversion (Fogler, 1999), ya que el flujo mayameia los problemas difusionales de
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la capa limite alrededor del biocatalizador famido el transporte de sustratos y
productos en el biocatalizador. Estudios realizadobre reactores con lechos
empacados sefialan que para particulas cataliécaepas y de formas poco esféricas
como el biocatalizador Lipozyme, tienden a formarrientes preferenciales en el
lecho empacado principalmente a la par de las pargel reactor Figura 30 (Nguygn
Balakotaiah, 1994; White y Tien, 1987; Winterbgrd sotsas, 2000).

Adicionalmente, a pesar de que el sustrato a 74 paso el doble de veces
por el lecho empacado, el sustrato pasé mas r@goidios caminos preferenciales por
lo que hubo menos contacto con el resto del leammaeado de enzimas; pero con el
flujo de sustrato a 370 mL/h pas6 menos veces Ip@ckeo empacado pero a menor
velocidad, lo que posiblemente provocd que hubieés contacto con el resto del
lecho empacado de enzimas.

Sustrat )
l G = enzima

 Caminos D = sustrato

Preferenciales

Lecho
Empacado
de enzima

FIGurRa 30.ESQUEMA DEL LECHO EMPACADO DE LA ENZIMALIPOZYME.

62



RESULTADOS YDISCUSION

@ 0,05 mg/mL, 370 mL/h
0,05 mg/mL, 740 mL/h
0.1 mg/mL, 370 mL/h
- 150 0.1 mg/mL, 740 mL/h
> ® 0.2 mg/mL, 370 mL/
S5 140 ® ) ® 0.2 mg/mL, 740 mL/h
R 130 - ® °
o 120 ~ ()
c 110 + [
E 100 -
> 90
3 80 -
-D 70 4H» é
» 60 - L 4
Q 40 & . *
\8 30 - - [ ] H
= 20 L J
© 10 - ° °
U 0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
tiempo (min)

FIGURA 31. HIDROLISIS DE LOS DIESTERES DE LUTEINA PARA VARIOSALORES DE

CONCENTRACION DE SUSTRATO INICIAL Y FLUJQ2 h DE REACCION.

Con los resultados de la Figura 31 y por medio deajuiste de minimos
cuadrados de los datos obtenidos a tiempos caegsudieron obtener las ecuaciones
que se observan en la Tabla 12, cuyo valor absaletta pendiente equivale a la

velocidad inicial de reaccion.

TABLA 12. ECUACIONES OBTENIDAS POR MINIMOS CUADRADOS DE LOS DS A
TIEMPOS CORTOYFIGURA 31) PARA CONOCER LA VELOCIDAD INICIAL DE

REACCION.

Concentracion y Flujo Ecuacion

0.05mg/mL - 370 mL/h C (uM) =-12.16t (h) + 35.88 (r=0.996)
0.05mg/mL - 740 mL/h C(uM)=-7.03 t (h)+35.81 (r=0.991)
0.10 mg/mL - 370 mL/h . C(uM)=-18.4 t (h)+72.61 (r=0.998)
0.10 mg/mL - 740 mL/h | C (uM) =-12.01t (h) + 72.83  (r=0.996)
0.20 mg/mL - 370 mL/h | C (uM) =-25.72t (h) + 145.47 (r=0.998)
0.20 mg/mL - 740 mL/h | C (uM) =-17.18t (h) + 145.89 (r=0.997)
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Los valores de velocidad inicial en funcion de taaentracion de diéster
inicial se presentan en la Figura 32. Se obseneald velocidad de reaccion inicial
disminuye al aumentar el flujo a través del reaptma una concentracion de sustrato

inicial.

Esta velocidad de reaccion inicial aumenta a mayporcentracion inicial de
sustrato, lo cual coincide con el clasico modeldedeinética de reacciones catalizadas
enzimaticamente, que dice que la velocidad inid&lreaccion es proporcional a la

concentracion inicial de sustrato.

7 Flujo=740 mL/h
] Flujo=370 mL/h

tol

Vi (uM/h)

28
26
24
22
20
18
16 -
14
12
10
8
6
4
2
0

0 0,05 0,1 0,15 0,2

CDiésteres de Luteina (mg/ ml—)

FIGURA 32. PERFIL DE VELOCIDAD DE REACCION INICIAL A DISTINTAS
CONCENTRACIONES INICIALES DE DIESTERPARA DOS FLUJOS A TRAVES

DEL REACTOR DE LECHO EMPACADO
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6.2 FERFIL DE CONCENTRACION DE SUSTRATOS Y PRODUCTOS

Basandose en el hecho de que la mayor conversidmi®gara la menor
concentracion inicial de diéster (0.05 mg/mL) yaarienor velocidad de recirculacién
(370 mL/h) se llevé a cabo esta reaccion hastaeompb de 72 horas, para obtener el

perfil final de concentraciones del diéster, moterég luteina (ver Figuras 33 y 34).

Diéstere
mal | 4 & N

il
illy
404

Monoéstere

il

0 1 2 3 4 5 B 7 B 9 min

FIGURA 33. CROMATOGRAMA DEL SUSTRATO EN ISOOCTANO SIN LIPASA =0h
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FIGURA 34. CROMATOGRAMA DEL SISTEMA DE REACCION EN ISOOCTANO COLIPASA.
A LAS 72h DE REACCION T =60°C, Cs=0.05mg/mLY F=370mL/h

Los resultados del perfil de concentracion de atedry productos se presentan

en la Figura 35.
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diéster monoéster — A luteina

401

35 ¢ ————A

30 A ‘

20 - A

15 ~ /

Concentracion( pM)

O ‘A T T T -1 L ) N I AL e HE B
0

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

tiempo (h)

FIGURA 35. CAMBIOS EN CONCENTRACION DE SUSTRATOS Y PRODUCTOS ENA

REACCION ENZIMATICA. T =60°C,Cs=0.05mg/mL Y F=370mL/h

Claramente a las dieciocho horas todo el diéstéutdéna ha reaccionado para
formar monoéster y luteina. Durante las primeeds Isoras de reaccion, el monoéster
se forma mas rapido de lo que se forma la luteigsto es seguido de una fase con
clara declinacién del monoéster como del diéstgiral. A tiempos largos se obtiene

una conversién de practicamente 100% al produgetiob, o sea la luteina libre.

En los antecedentes de esta investigacion se I meencion acerca de que
las lipasas son capaces de catalizar la reaccigrrsa de la hidrdlisis (la
esterificacién). Al inicio, la Unica reaccion goeede llevarse a cabo enziméaticamente
es la hidrdlisis de los diésteres de luteina yxisten otras especies que puedan llevar
a cabo las reacciones reversibles. Pero conformedecion procede, el agua se
consume y una alta concentracion de acidos grasmsyésteres y luteina se tienen en

el medio de reaccién; al darse estos elementodesmiestra que la reaccion de
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hidrolisis de diésteres de luteina a luteina esramacion reversible (Tyczkowski y

Hamilton, 1991), por lo que se debe alcanzar uiibga termodindmico.

De acuerdo al principio de Le Chatelier, si en rgacion con equilibrio uno
de los productos es eliminado del sistema, el ibqguilde la reaccion se desplaza hacia
la formacidén de mas producto que se ha elimindeir. ello es que aqui posiblemente
se llegé al 100% de conversién porque se redujooteentracion de uno de los
productos de la reaccion, como lo fue la luteinza forma en que se redujo la
concentracion de luteina del sistema de reaccionuesa medida que avanza la
reaccion se adsorbe la luteina en el biocatalizgeigura 36) sin embargo, la reaccion
de hidrdlisis continta (Figura 38) por lo que nddescurriendo inhibicion (Mora,
2007).

= luteina librg

acido gras¢

diéster de luteing

intermediarig
sustrato-enzimd

= enzima

>

o
e
000
O
@)
e

= soporte df
la enzima

FIGURA 36. ABSORCION DE CAROTENOIDES SOBRE EL CATALIZADOR

El llegar a conversiones tan altas como del cigrcjgmto, aunque este proceso
impligue mas tiempo, puede ser beneficioso ya cueelsnina el problema de
separaciéon en los pasos de purificacion posteriateseactor, en este caso, la
separacion del diéster de luteina y la luteingoegar de lo anterior, de todas maneras
siempre tiene que ser desorbida la luteina dehbatizador, por medio de lavados con

acetona.
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6.3 FRODUCTIVIDAD DEL BIORREACTOR EN FUNCION DEL TIEMPO DE REACCION

La productividad del reactor se define como losramwles de luteina

producidos por litro de mezcla reaccionante pomgrade enzima por tiempo de

reaccion en horas. Y el rendimiento de luteindesmié como micromoles de luteina

producidos por micromoles de diéster de luteimaaitados, simbolizado como qY

en la Figura 37.

N

©

(@] = _
- < 2,20 QYI/dI_ 0.57
clé 2,00 -
‘O i Y= 0.32
QE 180~
= E 1.60 - Y= 0.10 o
I Y, =077
Elo 140 - Wl & v, -087
2@ 1,20

3 1,00 -

| Y, = 0.94
0,80 I/l
0,60 - @™ 10

o |
= 0,40
2 0204 _,
= 000 ‘I/dl_
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FIGURA 37. PRODUCTIVIDAD DEL REACTOR DE LECHO EMPACADO PARA HIBOLISIS
DE LOS DIESTERES DE LUTEINA EN ISOOCTANO CATALIZADAPOR LA
LIPASA DE RHIZOMUCOR MIEHEI, T = 60°C, Cs=0.05mg/mL vy F=370
mL/h PARA CADA PUNTO EXPERIMENTAL OBTENIDO SE ESTABLECICEL
VALOR DEL RENDIMIENTO DE LUTEINA (Y1)

En esta figura se puede ver que a partir de urptietie reaccion de 24 horas

donde el rendimiento de luteina es de 0.87, la ymtbddad del reactor va

disminuyendo. Desde un punto de vista economicecpaser que no es recomendable

el buscar rendimientos mas altos a éste de 24 ,hgeagjue el rendimiento se

incrementa muy poco para tiempos largos de reagcanosta de una baja notable en

la productividad.
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QCLOS DE ACTIVIDAD DEL BIOCATALIZADOR EN EL REACTOR

Se llevd a cabo un experimento con varios ciclosraleso para ver si se
mantenia la misma actividad del biocatalizador lerea&ctor de lecho empacado. Los
resultados se presentan en la Figura 38. Paraatlfmal de cada paso se renovo la
cantidad de diéster disponible al valor inicialdd@5 mg/mL y se reajusté nuevamente

el gy inicial del biocatalizador (cada multiplo de 18d).

Se puede observar que la actividad enzimatica séur@con una disminucion

paulatina en cinco ciclos de reaccion.
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FIGURA 38. ACTIVIDAD DE LA LIPASA EN 6 CICLOS DE REACCION CADA CICLO DE 18
h,T=60°C, Cs=0.05mg/mL y F=370mL/h
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6.5

COMPARACION DE LA CONVERSION Y LA VELOCIDAD INICIAL  DE REACCION ENTRE EL
REACTOR DE LECHO EMPACADO CON RECIRCULACION TOTAL Y EL REACTOR DE

TANQUE AGITADO POR LOTES

La comparacion entre los reactores por lotes, lechpacado con recirculacion
total y tanque agitado (Gonzalez, 2006) se redha las mismas condiciones de
reaccion (temperatura, concentracion inicial deratesy concentracion de enzima).
En 24 horas, el diéster de luteina reacciono erl@0%% en el reactor de lecho
empacado (Figura 39), mientras que en el reactolopes, aproximadamente un 96%

(Gonzaélez, 2006) para el mismo periodo de tiempo.
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FIGURA 39. HIDROLISIS DE DIESTERES DE LUTEINA EN ISOOCTANO ENLEREACTOR DE

LECHO EMPACADQ T =60 °C, Cs=0.1mg/mLY Cen,.=5mg/mL

Al comparar las velocidades de reaccion inicialeseeambos reactores bajo
las mismas condiciones de reaccion, el reactoredbol empacado presentd una
velocidad inicial de 18.4 uM/h (Figura 32), miestrgue el reactor por lotes mostro
aproximadamente una velocidad inicial de 15.4 uN@onzalez, 2006). Esta
diferencia en las velocidades iniciales pudo haerrido debido a una mejora en la
transferencia de masa y eficiencia de contactoeptipo de mezclado del reactor de

lecho empacado y el reactor por lotes.
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CONCLUSIONES

La conversion de diésteres de luteina a lutein@syvelocidades iniciales de
reaccion disminuyen al aumentar la velocidad dé@aaeacion en el reactor,

debido a que se reduce el tiempo de contacto entiena y sustrato.

De las reacciones consecutivas de diéster a mangéde monoéster a luteina
libre, en las primeras horas de reaccion el intdran® se acumula, indicando

gue la primera reaccion es rapida y la segundaidaes lenta.

La reaccion de hidrolisis de diésteres de lutetauede llevar a cabo en un
reactor de lecho empacado con recirculacion tdikkando como medio de
reaccion isooctano y temperatura de reaccion 60l9€gando a obtener una
conversion del 100% de diésteres de luteina a nsterog luteina libre, cuando
la concentracion inicial de sustrato es de 0.05mhgy la velocidad de

recirculacion es de 370 mL/h en 18 h de reaccion.

El reactor de lecho empacado con recirculacionrdaeandimiento de luteina
producida respecto a los diésteres de luteina alades de 0.87 en 24 horas de
reaccion. No es recomendable buscar rendimientds attos, ya que el
rendimiento se incrementa muy poco para tiempg®$ade reaccion, mientras

gue la productividad baja.

La actividad enzimética present6 una ligera disgidnudurante los primeros 5

ciclos de reaccion.

Para las mismas condiciones de reaccion en isamnctarconversion de los
diésteres de luteina en el reactor de lecho empawad recirculacion fue del
100 % en 24 horas, comparado con 96% para el repotdotes (Gonzalez,
2006).
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X La velocidad inicial de reaccion para la hidroligis diésteres de luteina a
luteina fue mayor en 1.20 veces en el reactor dboleempacado con

recirculacion total que en el reactor por lotesr(gzdez, 2006).
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8. RECOMENDACIONES

Se proponen algunas ideas que pueden ser sugsasdso en el futuro.

1. Realizar la reaccion de hidrodlisis con el reaatdiferentes diametros y alturas

de lecho empacado alimentando la mezcla de suswatfiujo ascendente.

2. Inmovilizar la enzima lipasa d&hizomucor miehel a diferentes soportes,
determinando porcentajes de proteina inmoviliz&jfaimizar condiciones de
inmovilizacién, mediante disefio de experimentos.

3. Evaluar la estabilidad operacional del nuevaddializador inmovilizado en el
reactor de lecho empacado y comprobar los nivedeabdorcion del producto

de la reaccion, al soporte de inmovilizacion.

4. Definir y estudiar la reaccion en condicionedld@ continuo.
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