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RESUMEN

Los colorantes tienen un amplio uso en la industria de los
alimentos, y particularmente los carotenoides tienen una alta
aceptacién. Entre los colorantes utilizados en México, se encuentra la
luteina, misma que se emplea en la industria avicola para proporcionar
una coloracidon caracteristica a la piel de pollos y a la yema del huevo.
La luteina proviene de la flor de Cempasuchil, misma que es una
fuente de ésteres de luteina que deben ser hidrolizados para obtener el
producto final.

E! objetivo original del trabajo era llevar a cabo una reaccion de
alcohdlisis con el uso de un co-sustrato (metanol, propanol o etanol)
para obtener luteina libre, con base en reacciones estudiadas
previamente que permitieron realizar trans-esterificaciones con un
alcohol (Maugdard et al, 2000). Sin embargo, la falta de
reproducibilidad de los resultados llevaron a la conclusidn de que la
reaccién que ocurria no era promovida por el alcohol sino por el agua
presente, Consecuentemente, se abandoné esta parte de la
investigacion y se enfocd hacia la reaccién de hidrdlisis.

E! objetivo principal fue entonces el obtener productos de la
hidrélisis en hexano (principalmente luteina) por via enzimatica para
eliminar el consumo de sosa durante la saponificacion industrial.

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 10
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El presente trabajo demuestra que la lipasa inmovilizada de
Candida antarctica tiene la capacidad de llevar a cabo reacciones de
hidrdlisis en medio organico para dar luteina a partir de su diéster.
Estas reacciones se efectuaron a 60°C y fueron monitoreadas por TLC
y HPLC. El tiempo de reaccion fue de 144 horas, detectandose la
luteina a las 4 horas.

Debido a la alta temperatura de reaccién y a su duracién,
también se di6 un seguimiento de la degradaciéon del colorante

mediante espectrofotometria.

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 11
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CAPITULO I
INTRODUCCION

Los colorantes presentes en la flor de cempasuchil son de
importancia comercial y una actividad de relevancia en México. Existen
por lo menos 5 empresas dedicadas a la extracciéon y purificacion de
estos compuestos. El uso final estd orientado principalmente a la
alimentacion de aves, ya que proporciona una coloracién adecuada a la
yema del huevo y a la piel y carne de los pollos. Otros usos han sido
considerados como su inclusion en alimento en piscicultura e inclusive
dentro del tratamiento a la degeneracién de la macula ocular en
humanos y en algunos tipos de cancer.

Los colorantes en la flor son fundamentalmente diésteres de
luteina, compuesto de la familia de los carotenos. Su extraccion de la
flor deshidratada se lleva a cabo con hexano, para proceder a una
desesterificacion de la luteina mediante un tratamiento de
saponificacion con sosa. La razén de esta operacién reside en que la
forma no esterificada es asimilada con mayor eficiencia por las aves,
dando un mayor poder de pigmentacion. El esquema base de la luteina
y su reaccion industrial y enzimatica, se presentan en la Figura 1:

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 12
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Figura 1. Esquema de la hidrblisis enzimética y quimica del diéster de luteina.

La busqueda de otras opciones de desesterificacion que no
impliquen el empleo de sosa u otras bases fuertes y comrosivas resulta
de interés como alternativa de proceso. Asimismo, la posibilidad de
llevar a cabo simultaneamente la extraccion y desesterificacién en un
solo paso presenta relevanda economica en el proceso. La finalidad de

esta investigacion fue el determinar si es factible

llevar a cabo la

hidrdlisis de los pigmentos de la flor de Cempstchil con la lipasa
inmovilizada de Candida antarctica, en el mismo medio organico en el

cual se extraen industrialmente.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Determinar si la lipasa de Candida antarctica presenta
actividad enzimatica para romper los ésteres de luteina que
ocurren de manera natural en la flor de cempastchil.

2.2 Objetivos Especificos:

e Determinar los niveles de agua necesarios para |la
expresion de la actividad enzimatica.

e Establecer la funcionalidad de 1la reaccion de
desesterificacion de la luteina con respecto a variables
operativas como la concentracion de sustrato y de enzima.

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 14
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CAPITULO III

ANTECEDENTES
3.1 Caracteristicas generales de los carotenoides

Son compuestos poliisoprencides. Todos los carotenoides son
variaciones de un esqueleto de 40 carbonos. Hay dos tipos de
carotenoides; los llamados carotenos, que estan compuestos solo de
hidrogeno y carbono, y las xantofilas, que son carotenoides que
presentan algun grupo sustituyente con oxigeno en forma de grupos
hidroxi, ceto o epoxi. A los extremos de la molécula, los carotenoides
presentan grupos lineales o ciclicos (ciclohexano y ciclopentano).

Los carotenoides son un grupo de pigmentos que varian desde el
color rojo hasta el amarillo. Se encuentran distribuidos en reino
vegetal y también en algunos microorganismos. Los animales no
pueden sintetizarlos por lo que deben ser ingeridos en los alimentos, y
una vez absorbidos, son transformados en Vitamina A en el higado
gracias a la enzima carotinasa, y almacenados en el tejido adiposo (1).
Existen alrededor de 563 carotenocides de estructura conocida, de los
cuales los mas comunes en la naturaleza son la fucoxantina, luteina,
violaxantina, neoxantina, zeaxantina, licopeno, capsantina, bixina,
criptoxantina, a-caroteno y B-caroteno (2). Las principales propiedades
fisicoquimicas de los carotenoides son:

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 15
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a) Eliminan radicales libres y con ello bloquean las reacciones que
promueven éstos

b) Son liposolubles

¢) Son facilmente isomerizados y oxidados

d) Absorben la luz

e) Secuestran oxigeno

f) Son termolabiles

Seglin su estructura quimica los carotenoides se clasifican en
hidrocarburos (ej. alfa y beta caroteno), alcoholes (ej. fucoxantina,
luteina), acidos (ej. Bixina) y cetonas (ej. Capsantina).

Al manipular los carotenoides debe tomarse en cuenta que son
sensibles a las altas temperaturas, lo que provoca la pérdida de color
debido a la ruptura de los anillos ionona. También se ven afectados
por la presencia de metales de transicion como el cobre y el hierro
debido a que aceleran las reacciones de oxidacion; el oxigeno también
provoca pérdida de color y la luz y los acidos provocan la isomerizacion
de la forma trans a la forma cis conduciendo a pérdida de color y de
actividad biolégica (3).

3.1.2 Extraccion y saponificacion de los carotenoides

-

raccion

La manipulacion de los carotenoides es complicada, ya que son
particularmente inestables a la luz, al oxigeno y al calor. Las

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 16
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condiciones acidas o alcalinas también pueden afectar a ciertos tipos
de carotenoides. Cualquiera de estos factores puede provocar la
degradacion y/o transformacion de los carotenoides presentes en una
muestra, y el cambio en su composicion. Para llevar a cabo su
extraccién a partir de productos naturales es necesario tomar muchas
precauciones. Por ejemplo hacer uso de antioxidantes, especialmente
cuando las muestras son saponificadas para obtener carotenoides
libres. Algunos ejemplos de antioxidantes utilizados son acido
ascorbico, ascorbato de sodio y pirogallol, pero el mas utilizado es el
BHT (hidroxitolueno butilado). Generalmente se utiliza al 0.01% o
0.1% en la solucién de extraccidon. Para extraer carotenoides no hay
un procedimiento general debido a la gran variedad de muestras que
los contienen, pero para productos alimenticios usualmente se utiliza
MeOH o una mezcla de MeOH y otro solvente apolar (4).

Saponificacién

Después de la extraccion, el segundo paso es la saponificacion.
Los carotenoides presentes en vegetales y frutas se encuentran
esterificados con acidos grasos de cadena larga. La luteina puede
encontrarse libre, o esterificada por uno (monoéster) o dos (diéster)
acidos grados. La saponificacion se lleva a cabo en una solucién de
KOH que puede ser acuosa, metandlica o etandlica, y la concentracion
puede variar del 10 al 60% y tiene como objetivo remover triglicéridos
y clorofilas (5). Después de la saponificacion, la muestra es extraida
con éter dietilico o con hexano. (4) '

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 17
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3.2 Caracteristicas generales de la luteina

La luteina es una xantofila que se encuentra naturalmente en
frutas y vegetales. Industrialmente, se obtiene a partir de la flor de
Cempaslichil, y sus pétalos secos tienen una concentracion de luteina
esterificada de alrededor del 60% de! total de sus pigmentos. Los
acidos grasos con los que se encuentra esterificada son: laurico,
miristico, palmitico y estearico (6). Para analizar los carotenoides, es
importante considerar que sus espectros maximos de absorcion varian
de acuerdo al solvente utilizado. En la siguiente tabla se muestran las
propiedades fisicoquimicas de la luteina libre en diferentes solventes
organicos (7):

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 18
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_Solvente (SO IIAY: Max (nm) | Absortividad | ABSRGIEA
Acetona | ., _.B00 446 - | 2540 .14a500 "~
Acetonitrilo. L 100" 446 - i _2559 " ;145600 ____
Benceno (... 600 | 456 (458): 2350 ___ 133700 (127 200)_
Cloroformo ___:_ 6000 _ ' 454 (458) 2369 134800 _______
Ciciohexano "+~ "50 " 448" . - 2620 1143200
Ciciohexanona @ 4000 . 454 2359 1134200
Diciorometano .~ 800 _ @ 452 = 2320 - 132000
DMF_ ~ [ 71000 ~ 458 2390 136000
DMsO - 11000 _ . 480 2369 ,13a800_ _ _ ___
Etanol ! 300’ 444 (a45)' = 2550 - 145100 -
Acetatodeetio '~ 800 _ _: 446~ . 2529 1143900 _______
Eteretiico. . 2000 _ « 444 - . _2629 1149600
Hexano | 20 . 444 (445). 2589 1147300 .
2-propanol | 400 [ 444 = "~ . (2599 147900 -
Metanol =~ _ ._._ 200 | 442" (444), 2629 _ (149600 ___~_
MTBE =~~~ 12000 | 444 - .. 2589 1147300 _ _~ ~
THF ' 8 000 ' 450 ' 2 469 ' 140 500

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la luteina en solventes orgénicos (7)

Por otro lado, la importancia de la forma isomérica de los
carotenoides en su funcién biolégica radica en que los trans
carotenoides son pigmentos con mayor estabilidad. En la naturaleza,
en general, ocurren como una mezcla de trans (60-90%) y cis —
carotenoides (10-40%). Los trans —carotenoides cambian a su forma
cis por factores como luz, temperatura, alta actividad acuosa (Aw) y
oxigeno (8). En el caso de la luteina, pueden llegar a formarse hasta
cuatro isdmeros cis de luteina a partir de su forma &ans (la cual es la
forma bioldgicamente activa), cuando ésta se somete a tratamientos
térmicos (9).

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 19
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La estabilidad de la luteina es baja ante el calor y la luz UV, en
comparacién con su monoester y su diéster, lo que sugiere que la
esterificacion de sus grupos —OH le confiere estabilidad (10).

3.2.1 Otras caracteristicas de la luteina

La luteina también tiene propiedades de antioxidante. Participa
principalmente en el atrapamiento de perdxidos y superdxidos, lo que
protege a las células de dafios por oxidacion. Ademds, forma parte de
los carotenoides que pueden ser metabolizados y absorbidos por el
hombre, por lo que puede prevenir enfermedades como la degradacion
macular, teniendo una funcion como fotonutriente, absorbiendo la luz
ultravioleta y evitando una peroxidacion de los lipidos que resulten en
productos téxicos para la retina.

Algunas fuentes naturales de luteina son el maiz, la espinaca, el
brécoli, la zanahoria, la lechuga y los chicharos.

Lipasas

3.3 Generalidades de las lipasas

Las lipasas son enzimas que hidrofizan el enlace éster de los acil-
glicéridos. Su reaccidén es reversible, por lo que pueden efectuarse
alternativamente reacciones de hidrélisis o de sintesis en funcién del
potencial quimico de las especies presentes.

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 20
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Algunas de las reacciones que catalizan las lipasas son: hidrdlisis
de grasas, esterificacion e interesterificacion de grasas y otros lipidos
para la preparacion de diversos productos con alto valor en la
industria. La mayor ventaja de las reacciones catalizadas por lipasas
sobre Ia catalisis quimica, es que se pueden obtener una gran variedad
de productos con diferente composicion y propiedades dependiendo de
la regio-especificidad de la enzima por el sustrato.

Las reacciones de hidrdlisis tienen la finalidad de preparar
alcoholes y acidos grasos libres a partir de ésteres. Las reacciones
catalizadas por lipasas pueden llevarse a cabo en solventes con muy
poca cantidad de agua o en sistemas bifasicos, los cuales consisten en
una fase lipofilica y una fase hidrofilica, y en este tipo de sistema la
reaccion ocurre en la interfase.

La reaccion reversa de hidrdlisis es la reaccién de esterificacion,
donde se obtienen ésteres a partir de alcoholes y acidos grasos. En
este tipo de reaccion se pueden utilizar lipasas en medios organicos,
donde el contenido de agua y el Aw juegan un papel muy importante.

Otras reacciones similares son las de interesterificacion, que
incluyen la aciddlisis y la alcohdlisis. En la aciddlisis, se sustituye un
acido graso por otro, y en la alcohdlisis se sustituye un acido graso por
un alcohol. Los factores que mas deben considerarse en este tipo de
reacciones son el contenido de agua y el tipo de solvente.

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 21
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3.3.1 utilizacién de lipasas en medio organico

Existen numerosas investigaciones de la utilizacion de lipasas en
medios no convencionales. Estos estudios han aumentado a partir de
que se descubridé a principios de los 80°s que la actividad enzimatica
no esta limitada a llevarse a cabo en medio acuoso. Los factores que
influyen en la actividad y estabilidad de las enzimas en solventes
organicos son: el estado idnico de la enzima, inmovilizaciéon enzimatica,
hidratacion del biocatalizador, el solvente, contenido de agua en el
sistema y transferencia de masa.

El agua

E! agua tiene un papel ambiguo en las reacciones de lipasas en
fase organica. Para favorecer la sintesis, la actividad termodinamica del
agua debe mantenerse 1o mas baja posible. Sin embargo, el agua
juega un papel importante en la estructura tridimensional de la
proteina, y de ahi su actividad catalitica. La cantidad de agua presente
es importante tanto para la estabilidad térmica como para la actividad
de las enzimas en medios no acuosos. Siendo el nucledfilo en las
reacciones de hidrdlisis, el agua también puede ser un inhibidor
competitivo.(11)

Si las enzimas son utilizadas en medios organicos ligeramente
hidratados, una pequeiia cantidad de agua en el solvente es necesaria
para activar a la enzima. La cantidad de agua varia dependiendo de la
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naturaleza del soporte de las enzimas inmovilizadas. Esto refleja
diferencias en la distribucidn del agua entre el solvente organico, la
enzima y el soporte. La liofilizacion puede reducir dramaticamente la
actividad de sintesis de una enzima inmovilizada en agarosa, silica y
alimina (12).

El solvente

La influencia del solvente abarca varios fendmenos: los cambios
en la rigidez de la enzima, la estabilizacién de los estados de transicion
por la modificaciéon de la polaridad del sitio activo y las variaciones en
el total de energia libre asociada con las diferentes energias de
solvatacion. El pardametro mas usado para describir la influencia del
solvente en las reacciones enzimaticas es log P, mismo que es el
coeficiente de particion entre el 1-octanol y el agua. Sin embargo, log
P no tiene ninguna correlacion con la eficiencia de la enzima. (11).

La temperatura

La causa de la inactivacion de las enzimas a temperaturas
elevadas, es la pérdida de su conformacion nativa. Recientemente, se
ha demostrado que la temperatura a la cual las proteinas llegan a su
desnaturalizacién térmica, depende fuertemente de la cantidad de
agua asociada a la proteina (13).
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3.3.2 Utilizacién de lipasas en extraccién de colorantes

Entre las alternativas para buscar incrementar el rendimiento de
extraccion de colorantes, se han utilizando lipasas como la de Candida
cylindracea que hidroliza diésteres de xantofilas con el fin de obtener
xantofilas libres que son inestables en medios alcalinos. (14).

El solvente que se utliza industriaimente para extraer el
colorante de la flor de cempasutchil es el hexano. Las ventajas de
utilizar hexano como medio organico en reacciones catalizadas por
lipasas son la extraccidn-hidrélisis en un solo paso, la eliminaciéon det
uso de potasa o sosa, con lo que se evita la formacion de sales de
acidos grasos © jabones saponificados como subproducto. Sin
embargo, para ello se debe contar con un medio de reaccion con la
suficiente cantidad de agua para garantizar la demanda
estequiométrica de la reaccion de hidrélisis y un adecuado nivel de
hidrataciéon en la enzima que le permita expresar su actividad por el
sustrato.

En estudios anteriores se demostré que la lipasa de Candida
cylindracea tiene la capacidad de hidrolizar pigmentos de la flor de
cempastchil en medio organico a 40°C, pero que la velocidad de
formacién de productos de hidrélisis es mayor en fase acuosa que en
fase organica (14,15). La maxima formacién de luteina se da a las 144
h en fase organica (2.6%), mientras que en la fase acuosa se alcanza
a las 24 h (28%). La formacion de luteina en medio organico no
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resulta ser la adecuada debido a que la enzima disminuye su actividad
al estar en contacto tanto tiempo con el solvente. En fase organica, la
enzima cambia su especificidad favoreciendo la formacion de
monoésteres con respecto a la luteina (15).

Sin embargo, otro trabajo demostrd que la lipasa inmovilizada de
Candida antarctica puede ser utilizada en medio organico para
catalizar esterificaciones de vitaminas de hidroxi acidos. Se logré la
sintesis de retinil L-factato por ia transesterificacion entre el retinol y
el L-metil lactato con un rendimiento del 90%. Durante este trabajo, se
probaron varias enzimas, sin embargo las que dieron mayores
rendimientos fueron la lipasa de Candida antarctica y |a lipasa de R.
miehei utilizando hexano como medio no polar. La reaccién con
Candida antarctica se llevé a cabo a 55°C, y después de 5 horas, se
observé la conversion del 60% del retinol. EI maximo rendimiento
(90%), se alcanzo a las 20 horas. (16)

3.4 Generalidades de la lipasa de Candida antarctica.

La levadura Candida antarctica produce dos diferentes lipasas,
Ilamadas A y B. Ambas enzimas son muy diferentes: La lipasa A es
dependiente del calcio y altamente termoestable, mientras que la
lipasa B es menos termoestable pero independiente del calcio. La
especificidad del sustrato también difiere. La lipasa A tiene baja
actividad con los ésteres simples, mientras que la lipasa B es muy
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activa con una gran variedad de ésteres, amidas y tioles. La lipasa B
tiene un peso molecular de 33 kD y un p.1. de 6.0 (17).

Una forma comercial comun de esta lipasa es Novozym 435 de
la compaiiia Novo, la cual esta inmovilizada en una resina acrilica. Se
utiliza en la sintesis de ésteres y amidas. Es lipasa B y se obtiene a
partir de Aspergillus oryzae modificado genéticamente. La especificidad
posicional de Novozym 435 depende de los reactivos utilizados. En
algunas reacciones muestra especificidad por la posicién 1,3 . Funciona
como triacilglicerol hidrolasa y también como carboxilesterasa. (18).

La cadena polipeptidica de Candida antarctica estd compuesta de
317 aminodcidos, y el tamaiio de la lipasa es de aproximadamente 30
X 40 x 50 angstroms. La triada Ser-His-Asp es la responsable de la
reaccion catalitica. En general, las lipasas se activan cuando son
expuestas a una interfase entre aceite y agua. Esta activaciér)
interfacial no se ha observado en Candida antarctica.

Su pH optimo es 7, pero la enzima es estable en un medio
acuoso en el rango de pH de entre 3.5 y 9.5. El rango de temperatura
en el que disminuye su actividad estd entre 50 y 60°C dependiendo del
buffer que se utilice. La temperatura de desnaturalizacidon es mas alta
cuanto mas bajo sea el pH. La inmovilizacién de la enzima la estabiliza
y le permite ser utilizada en medios organicos. Cuando Candida
antarctica esta inmovilizada es muy termoestable y puede ser utilizada
continuamente entre 60 y 80°C sin perder significativamente su
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actividad por varios cientos de horas. En cuanto a solventes, puede ser
utilizada con éxito en varios solventes apolares como hexano e iso-
octano. Por otro lado Candida antarctica puede ser utilizada para
reacciones de sintesis y de hidrdlisis en medios no polares e inclusive
en reacciones sin solvente (17).

En cuanto al Aw, se ha observado que un incremento pequefio
en la cantidad de agua en la regibn de Aw=8, provoca una gran
variacion en los mg de agua/g de catalizador seco, como lo muestra su
curva de adsorcion de agua en la siguiente Figura (2):
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Figura 2 [a] 0.2 o.4 0.6 P.B 1
measured watetr activity
. Water adsorption curve for Novozym 43S at 20°C.

Figura2 Curva de adsorcion del agua de Candida antarctica

Observaciones hechas en el microscopio electrénico de esta
enzima inmovilizada a diferentes valores de Aw, muestran que el agua
que rodea a la particula del biocatalizador forma una capa que impide
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que el sustrato lipofilico acceda a la enzima, produciéndose una
agregacion de particulas (19).

3.4.1 Algunas aplicaciones de la lipasa de Candida antarctica
Sintesis e hidrolisis de ésteres simples

Los acidos grasos y sus ésteres con el glicerol son los sustratos
naturales para las lipasas. Sin embargo, el uso de Candida antarctica
no se limita a los triglicéridos.

Un ejemplo de éster que puede ser sintetizado con Candida
antarctica es el miristrato de isopropilo, compuesto ampliamente
utilizado en cosméticos. Una de las mayores ventajas de utilizar esta
lipasa es que sus condiciones de reaccion permiten evitar la formacion
de subproductos no deseados. Otra aplicacién es la esterificacion del
acido oleico con metanol, que se Heva a cabo selectivamente en
presencia de diferentes tocoferoles y esteroles que no son sustratos de
Candida antarctica .

Esta lipasa también ha sido utilizada para la hidrdlisis de ésteres
simples que contengan grupos funcionales especificos. Por ejemplo, los
esteroides que han sido utilizados como sustratos para GCandida
antarctica. En cuanto a la sintesis de ésteres simples, los acidos grasos
pequeiios son sustratos relativamente pobres mientras que los acidos
grasos desde el butandico hasta el octadendico son igualmente
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buenos. Los alcoholes primarios son en general excelentes sustratos y
también algunos alcoholes secundarios como el 2-propanol, pero los
alcoholes terciarios no lo son (17).

Reacciones de polimerizacion

Una extension de la sintesis de ésteres catalizada por lipasas, es
la polimerizacion de acidos hidroxilicos alifaticos o mezclas de di o
polioles y diacidos alifaticos. Candida antarctica ha sido utilizada con
éxito para obtener poliésteres alifaticos. Un ejemplo es Ila
polimerizacién de una mezcla de acido adipico y 1,4-butanodiol (17).

Reacciones de alcohdlisis

En un estudio de la produccién de combustible a partir de aceite
vegetal, se observo que la lipasa inmovilizada de Candida antartica se
inactiva cuando hay una mezcla 1:2 de equivalente molar entre el
aceite vegetal y el total de acidos grasos. Esta inactivacion se elimina
con tres adiciones sucesivas 1:3 de equivalente molar de metanol,
lograndose la metandlisis con un 95% de conversidon a los ésteres
metilicos correspondientes (20)

Otro estudio de la etandlisis de aceite de atin mostré que la
lipasa se inactiva en presencia de 2:3 de equivalente molar entre el
etanol y el total de acidos grasos. La inactivacion se elimina con
adiciones sucesivas del alcohol lograndose una conversion del 95% a
los ésteres etilicos correspondientes (21). ‘
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Sustrato

Se empleé un sustrato purificado de harina de flor de
Cempastlchil, proporcionado por Bioquimex Reka (Querétaro, México).
Se almacend a -70°C, empacado al vacio y sin luz.

Enzima

La lipasa de Candida antarctica (Novozym 435) fue un donativo
de la compaiiia Novo (Dinamarca), con las siguientes caracteristicas:

Actividad 10.000 PLU/g, expresada en unidades de laurato de
propilo por gramo. La enzima estd inmovilizada en una resina de
acrilico, y las particulas tienen un didametro de 0.3-0.9 mm. El
contenido de agua es de 1-2%.

Solventes

Hexano y acetona, grado reactivo analitico; Metanol y acetato
de etilo, grado HPLC.
4.2 Equipo y Materiales

- Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lamda 2 UV/Vis
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- Placas de silica gel de aluminio Alugram sil G/UV de 20 x 20 cm,
Macherey-Nagel.

- Cromatdgrafo HPLC con detector de arreglo de diodos, marca
Hewlett Packard serie 1100

- Incubadora Innova 4330, New Brunswick Scientific

- Balanza analitica OHAUS con S decimales modelo AP2105

- Agitador orbital Thermolyne AROS 160

- Congelador REVCO modelo ULT390 marca Legaci

- Aparato para medir Aw, marca Rotronic

- Aparato Karl Fischer Aquatest 8, Photovolt

- Liofilizadora Heto FD 1.0

4.3 Métodos
4.3.1 Espectroscopia

Esta técnica se utiliz6 para el estudio de la degradacion del
diéster. Los barridos fueron de 200-800 nm (UV/vis).

4.3.2 Cromatografia en capa fina

Se utilizé una fase mévil con composicién hexano-acetato de etilo
70:30, y se aplico para el monitoreo cualitativo de las reacciones.

4.3.3 Cromatografia de liquidos de aita resolucién (HPLC)

Las condiciones fueron las siguientes:
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Columna ODS 150 mm x 4.5 mm con poro de 5 um. Lectura del
detector A 443,8 y A 510,8 nm

Fase mdvil: Metanol: Acetato de etilo 70:30

Flujo: 1.0 mL/min

Volumen de inyeccion: 10 uL

La medicion se realizd a temperatura ambiente.
Hidrélisis en medio organico

Las reacciones se llevaron a cabo en hexano, debido a que es el
solvente en el cual se extrae industrialmente el colorante de la flor de
Cempaslchil. Se evaluaron tres aspectos:

1) Diferentes concentraciones de sustrato para obsqrvar su efecto
en la velocidad de reaccion y el rendimiento

2) Diferentes concentraciones de biocatalizador para observar su
efecto en la velocidad de reaccion y el rendimiento

3) Aw optimo del biocatalizador

Una vez determinadas las mejores condiciones de estas variables se
siguié una cinética por 144 horas y se evalud el rendimiento de la
reaccion.

La reaccidon de hidrdlisis sin modificar condiciones se llevé a cabo de la
siguiente forma:
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1) En un matraz aforado de 250 mL, se pesaron 25 mg de sustrato
en cada uno y se llevé al aforo con hexano, para tener una
concentracién de 0.1 mg/mL de diéster.

2) Se tomaron 20 mL y se afadieron a diferentes matraces con
tapa de rosca de 50 mL.

3) Se agregaron 100 mg de biocatalizador a cada matraz, se
taparon y se metieron a la incubadora a 60°Cy 120 rpm

4) El matraz control tenia las mismas cantidades, pero la enzima
habia sido previamente termoinactivada en un autoclave a 121°C
por 20 minutos.

5) La reaccidn se monitoreé cada 24 horas por medio de
cromatografia en capa fina en un intervalo de tiempo de 0-144
horas.

6) Las muestras fueron separadas en el sobrenadante y la enzima
con el colorante adsorbido en el soporte. Este fue lavado dos
veces con 2.5 mL de acetona cada vez, durante 10 minutos, y
finalmente se juntaron sobrenadante y colorante extraido del
soporte, y se llevaron al aforo con hexano en un matraz de 25
mL.

7) Las muestras se llevaron a sequedad con N;; después fueron
redisueltas en 1 mL de una mezcla de Metanol/Acetato de Etilo
70:30. Posteriormente se filtraron y se almacenaron para su
analisis por HPLC.
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Un procedimiento similar se llevd a cabo en los casos de las
reacciones donde se modificé la cantidad de biocatalizador, la cantidad
de sustrato y el Aw del biocatalizador.

En la cinética donde se vario la cantidad de biocatalizador:

1) Se utiliz6 la concentracién 0.1 mg/mL de diéster.

2) Se utilizaron las siguientes cantidades de biocatalizador: 10, 50,
100, 200 y 500 mg.

3) El monitoreo se llevdé a cabo por HPLC en dos tiempos: 4 y 24
horas de reaccién.

En la cinética donde se varid la cantidad de sustrato:

1) Se utilizaron las siguientes concentraciones de diéster: 0.01,
0.05, 0.1, 0.2 y 0.5 mg/mL.

2) La cantidad de biocatalizador utilizada fue de 200 mg para todas
las concentraciones de sustrato.

3) El monitoreo se llevé a cabo por HPLC en dos tiempos: 4 y 24
horas de reaccion.

4.3.4 Ajuste del Aw del biocatalizador con soluciones
saturadas y liofilizacién del biocatalizador

En la cinética donde se vario el Aw del biocatalizador:
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1) Se utilizaron las siguientes sales: Mg®* Cl,", CH3 COO™ K* , K;*
COs% , (NHy); * SO4 ¥ . Ademas también se ajusté el Aw del
biocatalizador con agua de la llave y mediante liofilizacion. Para
alcanzar el equilibrio, el biocatalizador permanecié durante cinco
dias en un desecador con vacio a 5°C con cada sal y con el agua
de la llave. En el caso del biocatalizador que fue liofilizado, una
noche antes de iniciar, éste era congelado a -70°C y luego
llevado a la liofilizadora por 12 horas.

2) La concentracién utilizada de sustrato fue de 0.1 mg/mlL de
diéster en todas las condiciones de Aw probadas.

3) La cantidad de biocatalizador fue de 100 mg en todas las
condiciones de Aw probadas.

4) El monitoreo se llevé a cabo por HPLC en dos tiempos: 8 y 30
horas de reaccién.
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CAPITULOV

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Reaccion de alcohdlisis

La primera parte del trabajo consistié en llevar a cabo la reaccion
de alcohdlisis para obtener luteina libre, probando tres tipos de
alcohol: Metanol, propanol y etanol, con concentraciones de 0.5, 0.75,
1.0 y 2.0% (v/v). Aparentemente la reaccion sdlo era posible con
etanol en la concentracion 0.5% (v/v), debido a que se llegd a
observar la produccién de luteina y a veces en concentraciones de
hasta 20%. Sin embargo, no hubo reproducibilidad de resultados por
lo que se abandond la alcohdlisis y el trabajo se enfocd hacia la
hidrdlisis. La razén fue que se encontrd que en el control de las
reacciones de alcohdlisis, donde lo Uinico que se omitia era el alcohol,
sucedia la reaccion, observandose esto al hacer el andlisis por HPLC.
Tal resultado parecia sugerir que la reaccion dominante era la hidrolisis
y no la alcohdlisis, alin en presencia de cantidades estequiométricas de
alcohol(es).

5.2 Reaccion de hidrolisis

Una vez establecido que se iba a dar el seguimiento a la reaccion
de hidrdlisis, se tuvo como primer objetivo hacer una cinética para
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determinar los rendimientos de los diferentes productos. Para tener
claridad en las condiciones de inicio de la reaccion, al biocatalizador,
que estaba almacenado en refrigeracion a 4°C, se le midi6 el Aw y
resultd ser de 0.45. La cantidad de agua en el hexano, medida por Karl
Fischer, fue de 21 ug H,O/mL.

Con el fin de ver si los resultados eran repetibles, la cinética se
hizo por duplicado. Cada cinética tomé 144 horas, equivalente a seis
dias, asi que se hicieron de manera consecutiva una semana tras la
otra. Ademas de observar la transformacion de los diferentes
productos con respecto al tiempo, también se hizo un seguimiento del
area total con respecto al tiempo.

En un tiempo de 144 horas, a 60° C y 120 rpm, los resuitados
obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 3:
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Figura 3: Comridas duplicadas
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Estos resuitados muestran que fa cantidad de agua presente en
el sistema debié de ser suficiente para garantizar la demanda
estequiométrica en la reaccién de hidrdlisis, y tener también un nivel
de hidratacién suficiente en la enzima para que ésta pudiera expresar
su actividad. Esto quiere decir que si el peso molecular aproximado del
diéster de luteina es de 1,000 g/mol, en un volumen de 20 mL hay 2
mg que necesitan de al menos 72 uL de agua para romper ambos
enlaces del éster en los extremos de la molécula de luteina. Si la
medicion por Karl Fischer de agua en hexano dio 21 ulL/mL, quiere
decir que en 20 mL habia al menos 420 ul. de agua. En cuanto a los
productos, después de 144 horas, se observa un maximo de
conversién a luteina de 20.32%, a monoéster de 44.75% Y el diéster
que queda sin reaccionar representa el 34.83%. También vemos que
los resultados no tuvieron una gran variacion de una semana a la otra,
y que la transformacion hacia luteina es bastante lenta, dado que
después de 72 horas todavia no se alcanza ni el 10%

5.2.1 Ad'sorcion del colorante en el soporte

Por otro lado, de la Figura 1-B se desprende que el colorante se
adsorbe rapidamente en el soporte de la enzima. Debido a esto, es
necesario hacer una extraccion del colorante adsorbido. Sin embargo,
como se puede observar en la grafica, del area total a t= 0, al area
total del primer tiempo de analisis por HPLC (t= 24 horas) hay una
pérdida de casi 2,500 unidades de area. Esto significaba que el
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porciento de recuperacién durante la extraccion era de menos del
60%. Con el fin de establecer si esta disminucion de area se debia a
que una fraccion del colorante no podia recuperarse por medio de la
extraccion, o a una fuerte degradacion del colorante durante las
primeras 24 horas, se siguid una cinética paralela de dos condiciones:

1) Con el diéster en solucion, sin biocatalizador, con el objetivo de
eliminar la superficie de contacto.

2) Con el diéster en solucion y enzima termoinactivada (segin se
describe en la seccion de Métodos), con el objetivo de poder
hacer la extraccion, pero que la enzima no transformara al
sustrato.
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Los resultados se muestran en ia Figura 4:
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Figura 4. Cinética de degradacién del colorante en cuatro horas.

La caida en el area de casi 1,000 unidades, significa que
probablemente hay una fraccion del colorante que es sumamente
termolabil, ya que en el primer tiempo en el que se tomd muestra fue
de tan sélo 30 minutos, se observd una degradacién de casi un 20%
del colorante. Posteriormente, el drea total permanecié casi constante.
Por otra parte, se logra recuperar alrededor del 90% del colorante
adsorbido con respecto al control sin particulas adsorbentes de acrilico.
Esto indica que la extraccién del colorante es bastante eficiente.
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Durante la cinética duplicada también se realizd un monitoreo
cualitativo por cromatografia en capa fina cada 24 horas (segun se
describe en la seccion de Métodos). A pesar de que esta técnica no
permite resolver todos los monoésteres y sélo un diéster, es UGtil para
identificar la luteina antes de hacer un analisis cuantitativo por HPLC.
Primero eluye el compuesto menos polar, es decir el diéster, después
los monoésteres y al final la luteina. Los Rf calculados de las especies

presentes fueron los siguientes:

Compuesto ] Rf
Didster " T TT T Pt 692 T
Monoéster ép_oI—aF _________ :- ———————— 065
Monodster polar " FTTTTTT 055 7777
Luteina : 0.19

Tabla 2. Rf de las especies observadas por TL.C

5.2.2 Concentracion del sustrato

Con el fin de determinar la mejor concentracion de sustrato, se
hicieron reacciones variando este parametro. EI monitoreo fue por
HPLC y se tomaron muestras a los tiempos 4 y 24 horas. Las
concentraciones probadas fueron las siguientes: 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 y
0.5 mg/mL de diéster, y los resultados se presentan en la Figura 5:
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La mayor pendiente se observa con la concentracion 0.1 mg/mL,
mientras que ambos extremos de concentraciéon probados (0.01 y 0.5
mg/mL) dan velocidades muy bajas de conversion en 24 horas. Con la
concentracion mas alta, la extraccion no es suficiente para recuperar
todo el colorante adsorbido al soporte, y seguramente forma una capa
que impide que mas sustrato acceda a la enzima, mientras que la
concentracion mas baja no favorece una rapida transformacion del
sustrato. Este comportamiento es andlogo al fenémeno de inhibicion
por exceso de sustrato conocido para muchas enzimas. ’

5.2.3 Concentracion del biocatalizador

Posteriormente se siguio una cinética con diferentes cantidades
de biocatalizador para encontrar la mejor. Se utilizaron 10, 50, 100,
200 y 550 mg en 50 mL de volumen de reaccién. El monitoreo fue por
HPLC en los tiempos 4 y 24 horas Yy los resultados se presentan en la
Figura 6:
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Segun era de esperarse, {a tasa de disminucion del area en HPLC
disminuyé en proporcion a la cantidad de biocatalizador. A partir de los
datos a las 24 horas de reaccidn, se obtuvo la actividad especifica de la
enzima, encontrandose 200 mg de biocatalizador como la primera
cantidad que maximiza la conversion. Sin embargo puede verse que
hay una saturacidon muy rapida del biocatalizador a partir de los 50 mg,
pues no varia significativamente la actividad, como muestra la Figura
7. Por otro lado, sélo el 2% del total del peso es proteina (22). Por
tanto, de los 200 mg, la cantidad de lipasa es de 4 mg.

Actividad especifica de Candida antarctica

porciento conversion/hora

(] 100 200 300 400 s00 600
mg biocatalizador

Figura 7: Actividad especifica de Candida antarctica

La actividad especifica es 0.57 % de transformaciéon por hora/
mg de biocatalizador.
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5.2.4 Aw del biocatalizador

Probablemente el parametro que causa mayores variaciones en
la velocidad y el rendimiento de la reaccion, es el Aw del sistema y por
tanto del Aw inicial del biocatalizador y del solvente. Para modificar el
Aw del biocatalizador, se utilizaron diferentes soluciones saturadas de
acuerdo con procedimientos de hidrataciéon conocidos:

a) enzima liofilizada, Aw 0.018
b) MgCl,, Aw 0.22

c) CH;COOK, Aw 0.32

d) Ko.CO;, Aw 0.43

e) (NH,)2S0;, Aw 0.8

f) agua de la llave, Aw 0.92
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En la Figura 8, se observa que la mayor pendiente, en términos de
velocidad de conversion, se obtuvo a la menor Aw (i.e. enzima
liofilizada). Sin embargo, debe de haber suficiente agua en el medio
para permitir que se lleve a cabo la hidrdlisis. Esto podria explicar que
cuando se repite esta condicion pero el medio (hexano) es
deshidratado, no hay reaccién. En realidad, deber de existir una
cantidad de agua tal en el medio (0.036 mg de agua por cada mg de
diéster, segiin la relacion de dos moles de agua por cada mol de
diéster) para favorecer la reaccion de hidrélisis. En una reaccién tipica,
un Aw bajo eleva la actividad sintética de Candida antarctica, mientras
que para la hidrdlisis se requieren de valores de Aw mas aitos (19). Sin
embargo, en esta reaccién en particular, una cantidad minima de agua
puede ser un exceso y es por eso que fa condicion de liofilizacion de la
enzima y una cantidad minima de agua por mL de hexano, son
suficientes para que se lleve a cabo la hidrolisis.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

5.3 Degradacion del colorante

Con el fin de observar la degradacion del colorante con respecto al
tiempo, se llevd a cabo un seguimiento a la reaccién por
espectrofotometria. Los resultados se presentan en la Figura 9. Se
observa en la region visible los tres picos caracteristicos del sustrato no
degradado ocurren a 443, 473 y 422 nm. A 330 nm se observan los
isomeros cis de los carotenos, los cuales son productos de
degradacion. Por lo tanto, a t=0 vemos cémo practicamente no hay
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degradacion, y a medida que aumenta el tiempo disminuyen los picos
del sustrato no degradado, mientras que los picos de los ismeros cis
saturan el detector a partir del primer tiempo, t = 20.5 horas.

288 _

3
26 4
24
22 .. ...
20].
1.8 . .

16 .

14 3

T T s T T N R
Figura 9. Vanaciones en el espectro de absorcién del colorante con respecto al
tiempo

Finalmente, el andlisis cuantitativo de todos los experimentos se
llevéd a cabo por HPLC. A continuacidn se muestran a manera de
ejemplo dos cromatogramas: Del sustrato sin reaccién (Figura 10) y de
una reaccion a las 144 horas (Figura 11).

QUIMICA DE ALIMENTOS MARISELA LOPEZ VARGAS 50




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO FACULTAD DE QUIMICA
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Figura 10. Sustrato sin reaccién a t = 0 horas
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Figura T1. Reaccion a t =144 horas

En el primer cromatograma, se pueden ver los seis picos

caracteristicos del diéster, desde los cuatro y arriba de los seis

minutos, donde se encuentran sus tiempos de retencion. En el

segundo cromatograma, pueden observarse los picos secuenciales que

caracterizan tanto a la luteina (dos minutos), como a los monoésteres
(hacia los tres minutos) y al diéster que no reaccioné.
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

La lipasa inmovilizada de Candida antarctica es capaz de llevar a
cabo reacciones de hidrélisis en medio organico para obtener
luteina a partir de su diéster, teniéndose un maximo de
conversion del 20% a las 144 horas.

La concentraciéon adecuada de sustrato para esta reaccion es de
0.1 mg/mL de diéster.

La cantidad de biocatalizador que se encontré como mejor para
esta reaccion, en términos de la primera cantidad que maximiza
la conversion, es de 200 mg en 20 mL de medio, lo cual equivale
a 4 mg de lipasa. Su actividad especifica es de 0.57 % de
transformacion por hora/mg de biocatalizador.

El Aw del biocatalizador mas adecuado para esta reaccion es
cercano a cero, es decir, cuando la enzima es liofilizada (Aw
0.018), pero el medio debe contar con la cantidad suficiente de
agua para que la hidrdlisis sea posible. A Aw mayores el
rendimiento (porciento de tranformacién/hora) disminuye de
manera sustancial. Sin embargo, parece ser que el agua
determinante para la reaccion proviene del solvente. Si hay un
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“exceso” de agua, ésta forma una capa alrededor de la enzima,
impidiendo que el sustrato tenga contacto con la enzima, y sin
embargo, suprimir el agua por completo imposibilita la reaccion
de hidrdlisis. Por tanto el resultado de este trabajo presenta una
mejoria en cuanto .a la conversidn a luteina con respecto al
tiempo, aunque esta lejos de ser viable para una aplicacion en la
industria.

= Debido a que el colorante (ésteres o luteina) es adsorbido por el

soporte de la enzima, es necesario llevar a cabo una extraccion

" mediante acetona, con lo cual se logra tener alrededor de 90%
de recuperacion.

= Existe una degradacion del colorante con respecto al tiempo, de
cerca del 40% con respecto al area inicial, principaimente
durante las primeras 24 horas.
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