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CAPITULO |
RESUMEN

Los carotencides cuentan con una alta aceptacion como colorantes en la
industria afimentaria. Enfre éstos se encuentra la lufeina que se empled
ompliamente en la industia avicola. En México, la flor de Cempasichil es
una fuente importante de ésteres de luteinag que deben ser hidrolizados
para llegar al producto final, Industricimenie esta operacidn se lleva ¢
cabo mediante extraccién con solventes orgdnicos seguide de una
saponificacion alcaling, la cual genera jabones, como  subproductos sin
ningun valor,

El objefive principal de este ifrabajo fue obtener productos de
hidrélisis en hexano {principaimente luteina), con el propésito de poder
realizar en un fufuro proyecto, la extraccién del colorante y fa hidrélisis en
un salo paso.

En el presente hrabajo se demuestra que una lipasa de Candida
chvindracea fiene una afinidad sobre el diéster de luteina en medio
acuoso en un sistema inmovilizado. La reaccion se condujo a 37 ° C y fue
monitoreada por TLC y HPLC. En un tiempo de 0.75 hr comienza la
produccién de luteina libre con un 2% alcanzando sy maxima produccién

o las 72hr con un 28% de rendimiento.



Previo a la reaccion en fase organica se requirid una hidrafacién del
biocatatizador a un Aw de 0.97, con la findlidad de proporcionar  un
microambiente adecuado a la enzima inmovilizada vy el agua necesana
para ia hidrolisis. La reaccion se lievé a cabo a 37 ° C, y se enconiro que la
produccion de luteina comienza a los 24 hr, con ung conversion de un
2.6% ¢ las 144 hr.

Una de las posibles causas por la cual la produccion de luteina fue
baja en fase orgdnica es que [a enzima podria desnaturalizarse i estar en
contacto tanto fiempo con el solvente. También se pudo deber a que la
relacion enzimaisustrato pudo no ser la éptima.

Debido a gue los carotencides son susceptibles ala degradacién por
diversos factores, y uno de los mds importantes es el oxigeno, se estudié el
efecto de este oxidante. Se encontréd que tfiene un efecto marcado en la
degradacién del sustrato, ya que @ 40°C se pierde un 87.99% de coior a las
24 hr, mientras que sin oxigeno se pierde sélo el 43.63%. Por su parte, o
albumina, presenta un efecto de estabilizacion de color ya que logra

disminuir un 20% la degradacion con respecto af control,



CAPITULOI
INTRODUCCION

vivimos en un mundo lleno de color, en los pﬁisojes, las plantas, los
§

animales, en nosotros mismos. El color representa una parte esencial en el
desarolio del hombre, en sus diversas manifestaciones sociales y culturales.
Las sensaciones que percibe el hombre cuando observa un objeto en
particular las asocia con las cosas que le rodean. Fsto es importante en el
drea alimentaria, y se aplfican como adifives. La relacion entre el colory el
sabor es inseparable para que el consumidor adguiera un producto, pues
can fan sélo verlo lo sustituirG por ofro si no cumple con fas  “normas de
calidad” del consumidor.

Los colores pueden ser sintéticos ¢ naturales y son  estos Ulfimos fos
de mayor demanda en el mercado (1). pues en su mayoricl no requieren
de una cerlificaciéon ni por la FDA ni la comunidad eurcpea, yd gue son
productos no téxicos, con lo cual se faciiita su comercializacion (2].

La flor de Cempastchii {Tagetes erecta) que es de origen mexicano,
ha tenido una gran importancia cultural ya que la utilizaban los aztecas
para culfos religiosos, debido a sus propiedades ornamentales vy
tarmacéuticas. Hoy en dia se vtiliza en muchos estados de la Republica en

la celebracién del dia de muertos. También es de gran importancia debido

a su alto contenido de pigmentos.



Investigaciones recienfes postulan que ia ingesta de luteina puede
prevenir enfermedades como lo degradacion macular (enfermedoad
relacionada con la perdida de fa vista} y algunos tipos de céncer (3). La
aplicacién principal  de los pigmentos derivados de la flor se da en lo
alimentacién avicola para propiciar 1a pigmentacion de la yema de
huevo, asi como de la piel vy la carne. En la actualidad esta aplicacion es
la que confiere importancia econdémica d T. erecta. {4,5). Ei colorante
debe ser hidrolizado para obtener luteing en su forma libre {no
esterificada), ya que se ha demostrado que su asimilacién es del orden del
15% mayor en las aves y por o tanto tiene un mayor poder de
pigmentacién, que en su forma esterificada (6).

En el método tradicional de extraccion del colorante (Fig. 1}, una de
tas etapas mds importantes es la hidrélisis del colorante (Fig. 2}, lo cuai se

realiza quimicamente mediante una saponificacion.



La finglidad de esta investigacion fue realizar fa hidrdlisls enzimdtica de los
pigmentos de la flor con una lipasa inmovilizada 'de Cdandida rugosd, en el
medio orgdnico con el cual se exfraen los colorantes en sisternas
industriales. Este proceso presentaria la ventaja con respecio al método
fradicional de hacer més eficiente el proceso de extraccion def colorante,

al extraer e hidrolizar en un solo paso.

Prensado

| Molido fF—— Seeado

{Hazina de Cempasdichil Partienlado

[E'xu'atcmn con Hexano)

Hidsdlicss Puorificacion
L K
[ Consnmoa AgricahJ Eonsmno Hnm:no—,

Fig 1. Proceso de extraccidn de carotenos a partir de [a flor de Cempasdchil (2).



HIDROLISIS DE COLORANTES DE LA LUTEIHA

o—C—R
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0 0

R = acido graso.

Fg 2. Frocesc de saponificacion industrial.




CAPITULO 1

OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

« Establecer s la fipasa de Cdéndida cyindracea (EC 3.1.1.3) tiene o
capacidad de hidrolizar pigmentos de G flor de Cempastchil en

medios ricos en hexano

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

« Obtener productos de hidrolisis de pigmentos de ia flor de Cempasuchil
(principaimente luteina)  via enZmdtica en fase acuosa y orgdnica
{hexano).

o Conocer el perfl de los productos resulfantes. mediante técnicas
analiticas como espectroscopia uv/visibie, cromatografia en capd fina

{TLC) y cromatografia liquida de alta presidn {HPLC]).



CAPITULO I

ANTECEDENTES

3.1 CAROTENOS
3.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE £tOS CAROTENOIDES
Los carotenoides se aisiaron por primera vez de la zanahoria en 1831,
Son un giupo de pigmentos que varian del color rojo al amarllo,
distribuidos a lo largo del reino vegetal y en algunos microorganismos. Los
animales no pueden sintetizarios por lo que fienen que ser administrados
en su alimentacion.
Existen m@s de 563 carotenocides de estructura conocida siendo fos mas
comunes en la naturaleza fos siguientes: fucoxanting, luteing, viclaxanting,
neoxanfing, a-caroteno, B-caroteno, zeaxaniing, licopeno, capsanting,
bixina v criptoxantina (7}. Tienen la capacidad de absorber energia en ia
regidn visible, y por consecuencia se comportan como grupo cromdéforo.
La mayoria de los carotenoides tienen un esqueleto de 40 carbonos,

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

Fig 3 Esfructura bdsica det caroteno {moléculas de isoprenos)



Segun su estructura quimica los carotencides se clasifican en {ver fig. 4}

Hidrocarburos: f. Alfa, beta y gama caroteno,
licopeno.

Alcoholes: 5.Criptoxanting, luteina,zeaxaring,
fiavoxantina, taraxanting, fucoxantina

Acidos: E. Bixing, crocenting, azafina.

Cetonas: Ej. Capsantina, rodoxanting, capsoru-
bina.

Al trabajar con carotenoides es necesario fener en cuenta las siguientes
consideraciones para evitar su degradacion,

» Temperatura: Altas temperaturas fragmentan la molécula en los
puntos de unidn de los anillos de lonona, feniendo como
consecuencia pérdida de color,

« Los metales de transicién (Fe+3, Fe+2, Cu+, Cu+2, Mn, Ni, Coj son
buenos promotores de las reacciones de radicales libres,
acelerando la oxidacién, ya gque transfieren electrones durante
los cambios en fas etapas de oxidacién(3).

» Agentes quelantes: el EDTA es un secuestrante de los metales que
inducen la oxidacion v se ufiliza para evitar degradacion de los
colorantes.

« Agentes antioxidanfes: ia mayorfa de ios antioxidantes esfabifizan

jos carotenoides, ejemplo BHA, BTH, y BHQ.



(lasificacion de los carcienos

Acidos (Bixina)

HO

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

Luz y Geidos: promueven la isomerizacidn de carotenoides trans o
su configuracién cis, teniendo como consecuencia una pérdida
de color y actividad biolégica, ya que la forma trans es la mas
estable, y md&s activa bioldgicamente. (3}

Los productos iniciales de degradacion por luz, calor y oxigeno
son fos epoxicarotencides v apoxicarotenoides, [os cuales son
facilmente formados durante la exiraccion, qislamiento y otras
efapas de andlisis, Su presencia en un alimento debe ser
cuidadosamenie controlada ya que puede proporcionar sabores

desagradables al alimento ({3).

»
-

Para evitar la formacidn de es‘ros: productos, es necesario
almacenar los carotencides en atmdsferas inertes, fuera de la
exposicidon a laluz, y a bajas temperaturas.

la nafuraleza del medio juega un rol importante en la
estabilizacion del colorante. Se sabe que en medios anhidres la
cinética de degradacion del coloranie es de orden cero, y en
medios acuosos sigue una cinética de orden uno. Por su parte,
luz, temperatura y oxigenec aceleran la reaccion de degradacion

independientemente det medio de reaccidn presente (8).
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Los métodos clasicos para el andiisis de los carotenocides, incluyendo las
xantofilas, involucran la  extraccion  con solventes, saponificacion,
separacion cromatografica, y cuantificacién espectofotomética. En esta
gifima técnica hay que tomar en cuenta la iongitud de onda mdéxima de
absorcion en la regién del visible, la cuat varia dependiendo del fipo de
solvenie. El espectro visible que incluye varios maximos de absorcién es
caracteristico para cada carotenoide ().

Lo saponificacion se recliza con 5-10% de una solucién de hidroxido de
potasio en metanol por periodos de tiempo de entre 20 min @ 14 hr, en un
rango de temperaturas de 25-40 °C, y ilene como objetivo remover
triglicéridos y clorofilas {2).

En cuanto a la determinacién de carotenocides es muy comuin el uso
de cromatografias en capa finay cromatografia de liguidos (HPLC), siendo
este Ultimo el mejor método de andlisis (10,7}, por su alta resolucién y la
rapidez con la gue minimiza |a forrmnaciéon de productos de degradacion.

Lo disponibiidad de formas puras de estos pigmentos a nivel
industial  ha estado limitada, por 1o gue su UsO S€ ha restringido
principalmente o preparaciones farmacolégicas,  referiéndose

orincipaimente a su actividad como provitamina A {11}

12



Sin embargo, fa produccion industrial de estos pigmentos ha
encontrado una via de sintesis orgdnica rentable y un mercado dvido del
consumeo de colorantes y anfioxidantes. Debido a esto, el uso de los

carotenoides en el drea de alimentos se ha incrementado (2.7].

13



3.1.2 PROPIEDADES RELEVANTES DE LOS CAROTENOS

Las siguiente fabla resume las propiedades biolégicas de los
carotenocides en los alimentos (3,12).

Tabla |

Funciones

Algunos carotenoidss tienen actividad de provitamina A

Acciones.

Antioxidante
Aumenta [a respuesta inmune
Quizé aumenta la fertilidad

Inhibe la mutagénesis
Inhibe la transformacion de las células in vifro
Inhibe &l desarrclic de tumores en vivo

Asociaclones.

La ingesta de alimentos con alto contenido de carotenoides
esta asociado a una disminucion en el riesgo de
contraer cancer de pulmén y otros tipos de cénceres

14



En la figura {5) se resumen las propiedades fislcoguimicas de losg

carotenoides {%).

o Temnaldbiles Blotuann reaccionss
SECURSIIN OHGEND Por reclicales libras

" T /'

¢  CAROTENODES ——

Ahsarben luz
l Liposclubles

icilmente isomerizados y oxidadas

Fig 5. Caracteristicas fisicoquimicas de [os carofencides.
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3.1.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LUTEINA

La luteina es una xantofila  que se encuentra en la naturaleza en
frutas y vegetales asociada a proteinas , clorofilas, & Geidos grasos (4).

Su fuente principal de obfencién industial es la flor de Cempasuchil,
comerciaimente cultivada en Cenfroamérica y la India, cuyos pétaios
secos fienen altas concentraciones de luteina  esterificada
{aproximadamente el 60% del total de sus pigmentos){13].Por enconirarse
la iutefna acilada con diferentes acidos grasos, la solubilidad en grasas es
alta. Los dcidos grasos con los que se encuentra esterificada son. ladrico,
miristico. paimitico y esterarico {13],

La mejor separacién de los diésteres de luteina, en la flor de
cempastchil es por HPLC fase reversa  (octadecilsing), usando sudan |
como esténdar interno. Con elffo es posible separar los diésteres de luteina
(dimiristato de luteina, mitistato-palmitato de luteina, dipatmitato de luteina
y estereato-palmitato de luteina).

La separacién en fase normal (sifca gel), tiene la desvenidja de
inducir la formacion de isémeros cis de los carofenoides. La separacion en
fase reversa se fundamenta en el nimero de acilcarbonos de los acidos
grasos, por lo que es un método conveniente para proporcionar  datos

cuantitativos de ios diferentes Geidos grasos esterificados individuales.

16



Una de las propiedades que se deben de tomar en cuenta en el
andlisis de los carotencides, es su espectro méximo de absorcion, el cual es
caracteristico para cada carotencide. En la tabla I se muestran [os
maximos de absorcion de la luteina en diferenies solventes (13). Junto con

otras propiedades fisicoquimicas.

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

! Solvente Selubilidad Mix nm Absortividad Absortividad
: Mg/L Molar.
[ Acetona 800 446 2549 144500
| Acetonitrilo 190 448 2559 145600
Benzeno 600 456(458) 2350 133700(127200)
Cloroformo 6000 454(458) 2369 134800
Cicloberano 50 448 2520 143400
Ciclohexanon 4000 454 2359 134200
diclorometano 300 452 2320 132000
i
i DMF 1600 454 2390 136000
DMSO 1000 460 2369 134800
Etanol 300 444 (445) 2550 145100
: Etitacetato 860 446 2529 143900
Etileter 2000 444 2629 149600
i Hesano 20 144 (445) 2589 147300
2-propsnol 409 444 2599 147900
! Metanol 200 442(444) 2629 149600
i MTBE 2000 448 2589 147300
§ THF 8000 450 2469 140500
1

17



3.1.4 PROPIEDADES RELEVANTES DE LA LUTEINA

Al ser carotenoide tiene propledades de actuar como antioxidante. Lo
luteina participa en el atrapamienio de perdxidos, protegiendo asi ¢ los
células de un dafiic oxidativo(3).

El principal uso de la luteina y sus derivados es como coloranfe en la
pigmentacidon animal, pero se ha encontrado gue tiene vna impoertancia
en el consumo humano (ver tabla ). Forma parte de los 50 carotenoides
que pueden ser metabolizados y absorbidos por el hombre, a pesar de no
tener una actividad de provitaming A, como el a-caroteno y e g-
caroteno(12). Se ha encontradeo que una ingesta diaria de luteina de 6 mg
por dia es suficiente para prevenir enfermedades como la degradacion
macular {(enfermedad relacionada con la perdida de la vista en personas
de edad avanzada), ya que fa luteina y la zeaxanting son Ios Unicos
antioxidantes que son depositados especificamente en la region macuior
del ojo. Su funcién es de fotonutriente, ya gue absorbe la luz ultravioleta, v
evitan asi una peroxidacion de los lipidos que resulte en productos 1Oxicos

para la refina (5).

18



En general, duranie las reacciones metabdlicas de los carotencides gue
no tienen una actividad de provitamina A, el esqueleto de la cadena
poliénica permanece intacto. La franstormacion quimica se da en los
grupos funcionales ol final de la cadena los cuales, como en el caso de la
luteina. puede sufrir reacciones de oxidacion, reduccion, deshidratacion,
6 migracion de una doble ligadura (ver fig. 6} . formandose productos

como la oxoluteina , entre ofros .

TABLA HI. Concentracitn de luteina , alfa y beta caroteno en vegetales,

{ microgrames / 100 gramos ) (5).
[ FRUTAS Y VEGETALES LUTEINA §-LAROTENO

Brecoli 1,900 700

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

Chicharos T4 44
Col rizada 21900 4,600
Lechuga_ 1,800 1,260

Maiz 780 51

Tomates 100 520
Espinaca 10,200 4,100

19

** Otras fuentes de luteina son: amaranto lechuga, berros, remolacha, camote




FUENTE
LUTEINA Y/0 ZEAXANTINA

AR an
WWWVQ

Hidrexi -£.2- caraten-3'sua

OM ¢ e~ coreten -3,3'- disna

LUTEINA

i

¥
.,

q. hidmexi -374°- Mlh&ﬂ

QW

uo/\/‘\ 3. hidrexd 2.3~ didebidre.

f.x- carotens

LIGOPENO

“o 5,6- dikideexi -5.6- d;ﬁén%ieapene

MO

fig.6 Métabotitos de caratenoldes enconfrados en el suero humano (12},

20



3.1.5 IMPORTANCIA Y PRODUCCION DE CAROTENOIDES

Este grupo de compuestos tiene propledades deseables para  su
comercializacién:nuia  toxicidad, cfta versafiided y alfe  acfividad
bioldgica. La actividad no solamente se refiere G que tienen una actividad
de provitamina A, sinc @ que han demostrado prevenir ulceras, procesos
degenerafivos y cancer (9,12}, Algunos de estos beneficios se deben a su
propiedad de actuar como antioxidantes,

México es un pdis productor-exportader de diversas mezclas
de carofenoides e importador de compuestas sinféticos idénticos g fos
naturaies,

Las 4 principales empresas productoras de cclorantes naturales en
México son: Bioguimex , industrias Alcosa , industia Organica ,Mexicana
de Extraccién y Deshidratamex (2).

De los carotenos comerciales, el beta caroteno es uno de los mds
importantes en el drea de alimentos y en medicamentos pues &3
reconocido que presenta la méxime actividad de provitamina A entre los
carotencides, ademds de que su precio es relativamente accesible

comparade con otros {7).
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Uno de los problemas mas sobresalientes que enfrentan las empresas
productoras de carotencides naturales es ef suministro de materias primas
de calidad uniforme. La mayoria depende de ia disponibilidad de diversos
sectores agricolas, que en muchas ocasiones usan sus cosechas para otros
fines, 0 que hace inseguro el suministro de materiales. Estas matetias primas
son producidas en gran parte del fenitorio nacional y son susceptibles de
varaciones en precio y en calidad debido « factores ambienfales.

Lo biotecnolegia en el campe de la produccion de colorantes
natyrales ha incidido en forma importante en fos Ultimos afios,
especialmente en aquéllos destinados a los alimenios debido al interés de
los consumidores y de las instituciones normaotivas por ufilizar cada vez una
mayor cantidad de productos naturales.

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

« Fermentacion

s Utilizacion de enzimas,

« Culfivo de tejidos.

Con respecfo a los colorantes obtenidos por via fermentativa los

principales son €l p-carcteno y la monascing.

22



Los carotencides existen en algunas especies bacterianas,
principaimente fas fotosintéticas y se ha pensado que estas especies
podrian ser una adecuada fuente. Algunos hongos como ias cepas
mutantes de Flavobacterium, y clertas algas verdiozules son
productoras de zeaxantina. Algunas levaduras han sido reportadas
como productoras de B-caroteno, como Rhodotorula  flava,
Rhodotorula gracilis 'y Rhodotorula  sanniefi. Dentro de  [os
microoganismos productores de xantoflas los que han sido
estudiados extensivamente son los de fa familia Cacrymycefaceae

( por ejemplo, Dacrymyces deliquensces } (2).

Una de las alternativas para aumentar el rendimiento de extraccion
de colorantes, es la adicidon de enzimas {generalmente pectindsas y
celulasas ). Al actuar las enzimas  sobre componentes de Ia pared
celular se ve favorecida la liberacion de los compuestos  coloridos
atrapados en el tejido vegetal (14},

Otro caso es el uso de  lipasas propuesto para la extraccion de
carotenos a partir de paprika. También se han hidrolizado diésteres
de xantofilas por medio de una lipasa de Candida cylindracea, con
el fin de obtener xantofias fibres que son inestables en medios

alcalinos {15}.
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Los cultivos de fejidos tienen una ventaja sobre la ufiizacidn de
plantas silvestres, ya que se puede tener un adecuado control de caiidad,

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

En México se tiene una flor indigena que debido a sus pigmentos es
aitamente apreciada en las industrias alimentaria, farmacéutica y avicola.
Debido a que es una fuente importante de luteina, es comercializada por
diversas compaiifas exfranjeras y nacionales.

Esta fior es conocida como “Flor de muertos” en el Valle de México y
también nombrada con su antiguo nombre azteca de Cempasuchil
{alteracion del nombre azteca, Cempoaixechitl}.

De acuerdo con lg "Enciclopedia Agricola™ v de conocimientos
afines pertenece al género Tagetes de la familia de las compuestas, Se
incluyen en &l unas 20 variedades distribuidas en América, desde el norte
de México hasta i Republica de Argenting.,

Es un cultivo que desarroliaron los aztecas a partir de especies nativas, por
lo tanto es realimente una planta mexicana, siendo mas comrecto llamarla
Caléndula mexicana, y gue hoy en dia es usada en ceremonias del mes
de Noviembre dedicadas a los difunios. Ademds presenta usos diversos
en la medicina popular (como antfiespasmdédico, insecticida, antihelmitica,

imtacién de ojos, empacho eic..) {16}
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CAPITULO I
3.3 GENERALIDADES DE LIPASAS,
Las lipasas son endmas que hidrofizan ef enlace éster de fos cacil-glicéridos
que se encuentran emutsionados; son activas en la interface agua-ipido y
sdlo atacan la superficie de los gldbulos de grasa que estdn en contacto
con lo fase acuosa sin afectar el interior de los mismos. Se diferencian de
las estearasas en que estas Uitimas solamente actoan sobre ésteres solubles
en agua dando como productos Geidos grasos libres, glicéridos parciales y
glicerol[17).
En cuglguiera de los casos, la reaccién es reversible, lo cual implica que
pueden efectuarse alternativamente reacciones de hidrélisis o de sintesis,
en funcién del potencial quimico de las especies presentes(17).
Las reacciones catalizados por lipasas son: hidrélisis de grasas, ia cual es
utiizada para la produccién de dcidos grasos, esterificacion e
interesterficacion de grasas y ofros lipidos para la preparacién de diversos
productos de alto valor comercial en la industria.
A partir de la década de los 80's las reacciones catalizadas por lipasas
fueron propuestas para fa preparacidn de una amplia variedad de
productos especificos de alto valor comercial, los cuales no pueden ser

preparados convenientemente por sinfesis quimica.
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Por ejemplo, los dcidos grases polinsafurados que pueden ser utilizados
como productos dietéticos, los cuales son preparados bajo condiciones de
hidralisis suaves de aceites marinas ¢ aceites de ciertas plantas con lipasas
no especificas. Un ejemplo de estos son los éeidos grasos m-3 {18).
Algunos dcidos grases de cadena larga menosaturqdos como €l
gadoleico, erdico y nervénico los cuales fienen un alto valor comercial en
la industrio cleoquimica, son preparados por hidrélisis porcial de aceite de
cruciferos con Liposas sn 1-3. especificas (Ver fig. 7).

Los monoacigliceroles son usados como emulsificantes y se pueden
obtener por medio de reacciones de esterficacion con lipasas. Lo
interesterficacién de grasas con lipasas especificas snl-3, puede praducir
susfitutos de manteca de cacao (ver fig. 8.

La mayer ventaja de las reacciones catalizadas por lipasas sobre las que
se llevan a cabe por cotdlisis guimico, es la amplia variedad de productos
que se pueden obtener, de diferente cemposicion vy propiedades,
dependiendo de lo regioespecificidad de la engma por el sustroto,

Ofra de los  ventgios que ofrecen, son ias  condiciones suaves de
reaccién, con lo cual hay ung reduccion en el consumo de energio v un

menaor dafio témico a los reactantes y productos (18).
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3.3.1 HIDROLISIS

La reaccién de hidrélisis se da con ia finglidad de preparar alconhcles vy
dcidos grasos libres a partir de ésteres [ver fig. 7).

En la préctica industrial, las grasas son hidrofizadas a temperaturas de
250°C y presiones de 60 bar. Bajo estas condiciones los acidos grasos
polinsaturados se descomponen y dan productos poliméricos indeseables
como cetonas y compuestos hidrocarbonados.

Existen diversas técnicas para el incremento de la velocidad de hidrdlisis
de los grasas. Por ejemplo, combinaciones de lipasas de Penicilium y
Rhizopus niveous o Penicillium sp con Rhizopus delemar dan rendimientos
mucho mayores que si se utilizan estas lipasas de manera individual, Ofra
técnica usada es la inmovilizaciéon de lipasas(18). Ef uso de solventes
orgdnicos en el medio de reaccién, como el isooctano, ciclohexano, o
acetonq, incremenfa la velocidad de hidrdlisis de las fpasas en los
tiacilgliceroles {18,20,21). Existen numerosos investigaciones de lipasas en
medios no convencionales, La cinética v los aspectos termodinémices de
las reacciones catalizadas por lipasas en solventes orgénicos anhidros y en
sistemas bifdsicos han sido ampliamente revisados (22,23,24).La mezcia
bifésica consiste de una fase lipofiica, rica en acligliceroles y Geidos
grasos, y una fase hidrofiica compuesta por el glicerol formado y la lipasa.

En este tipo de sistemna la reaccién ocurre en la interfase.
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Hidrdlisis ¥ esterificacidn

0

T
0 C—0-RL  yrgists 0H
R2-g—-C ﬂ & GH + R1+R2+RS3
C —~ 0 —R2 esterificacién OH

fig 7. Reaccién de hidréiisls y esteriflcacién con una fipasa no especifica
3.3.2 ESTERIFICACION
En la reaccidn de esterificacion se obtienen como productos ésteres a
partir de alcoholes y dcidos grasos [ver fig7}. Las reacciones de
esterificacién se pueden llevar a cabo usando lipasas en un medio
organico. En estos sisteras el contenido de agua vy la actividad de agua
juegan un papel muy importante en ef equilibrio de [a reaccion {25).
La esterificacion al igual que la hidrdlisis se puede llevar a cabo en un
sisterna bifdsico vtilizando reactores de membrana o micelas reversas.
La esterificacién o transesterificacién catalizadas por lipasas se han vsado
ampliamente para o preparacién de ésteres de cadena corta, cadena
mediana como el etil propionato , isobutilacetato, iscamilacetato, preni 2
meftilpentanoato y ésteres de alcoholes con terpenos come el mentol y el
geraniel los cuales son usados comao saborizantes en la industria alimentaria

{18).
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Ofra ventgja es la posibilidad de obtener productos con Clerta
esteroespecificidad.  Esta propiedad se ha usado para preparacion de
isémeros cis- frans. Otra posible aplicacién es en la sintesis de ésteres de
acidos grasos y carbohidratos, los cuales pueden ser ufilizados como
emulsificantes, (esteres de sacarosa, glucosa, fructosa, sorbitol}, y se han
reportado buenos rendimientos utiizando una lipasa de Cdndida rugosa
para su preparacion (18). Las reacciones de estferificacion con lipasas
pueden producir ceras , como la jojoba la cual tiene un alio valor
comercial {ver fig 8}.

3.3.3 INTERESTERIFICACION

Existen dos tipos de reacciones de interesterificacion: la acidofisis y la
alcoholisis. En la primera se sustituye un dcido graso no deseable en la
molécula por ofro, ¥ en el segundo caso se sustifuye un Geido graso con un

alcohol. (Ver fig 8).

Aacidalisis
16:0 18:0 1450
s+l ,2 specific "
18:2 —I: ~ 1g:p ST specitic 19:1v| + 13:1‘|
16:0 18:0 180
Aceite de patima sustitutlo de cocoa

Alcoholisis

20:5-24:1 1 ifi OH
18:1{ + 20r1-24:1- Alcoho) STH1-3 seect g 18:1 { . osteres

20:1-24:1 OH can-cag
Semillas de Sinapsis alha sustituto de cera de jojoba

Fig 8 Apilcaciones de las reacciones de infraestenficacion catalizadas por lipasas
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En general la Interesterficacion se lleva a cabo con lipasas
inmovilizadas en un medio con o sin solvente orgdnico; se debe tomar en

cuenta pardmetros como el contenide de agua y el tipo de salvente (22).
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3.4 GENERALIDADES SOBRE BIOCATALISIS EN MEDIOS NO CONVENCIONALES

Debido a que la perspectiva de uso y espectro de accién de los
enzimas ha aumeniado considerablemente a partlr de que se descubre
que la actividad enzimatica no estd limitada a llevarse a cabo en medio
acuoso, la enzimologia no acuosa ha tenido un répido desarrolio. Esfo se
ha reflejado en un crecimiento explosivo de las publicaciones de estos
tépicos (26). Las enzimas pueden presentar acfividad catalifica en sistemnas
muy alejados de ser simples soluciones dilvidas, pudiendo ser la fraccion
mayoritaria una fase orgdnica, una fase gaseosa o un fluido a aifa presion.
Estos sistemas se conocen como medios no convencionales {MNC]) {22},

En 1966 aparece la primera publicacién de una reaccion catalizada
en fase orgdnica {27), y no es sino hasta la década de los 80's cuando se
estudian con mayor intensidad y se dan a conocer la mayoric de [os
trabajos relevantes, El uso de estos MNC se ha impulsado a partir de gue
numerosos compuestos organicos de alto valor agregado  son poco
solubles en medios acuosos.

Los factores claves que influyen en la actividad y estabilidad de fas
enzimas en solventes orgdanicos son el  estado ibnico de la enzima, la
inmovilizacion enzimdtica, el estado de hidratacion del biocatalizador, el

solvente, contenido de agua en el sistema v la transferencia masa (26).
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3.4.1. FACTORES DETERMINANTES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MEDIOS
NO CONVENCIONALES

3.4.1.1 AGUA,

Un tema comin en todos los estudios de enzimas en medios organicos es la
cantidad de agua asociada con la endma, ya que juegd un papel clave
en propiedades como actividad, estabilidad y especificidad. Ef control de
la cantidad y la localizacién del agua es critico para tener una aplicacion
exitosa en un sisfema cataliico no acuoso. Bl agua &s necesaria para [
adquisicién y e mantenimiento del sitto activo de la endma  en solventes
orgdnicos anhidros. Generaimente los solvenfes orgdanicos hidrofébicos
requieren menor cantidad de agua para la actividad enzimdtica .

La adicion de agua en preparaciones sélidas de enzima incrementa Ia
paolaridad vy flexibiidad del sitio active, pero el agua fambién esta
involucrado en muchos procesos de inacfivacion de las enzidmaos. Lo
dependencia de la actividad de la enzima con diferentes actividades de
agua varia de enzima a endma (25).

Cuando las reacciones son llevadas a cabo en medios orgdanicos, el agua

esta distribuida entre Ias diferentes fases presentes.
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Algunas moléculas de agua estdn unidas a la enzima, y por lo tanto tienen
una gran influencia en la actividad catalitica; ofras moléculas estdn
disueltas en el solvente y en los sopories o sustancios que puedan fener fa
capacidad de absorber agua.

La cantidod de agua en la mezcla de reaccién puede ser medida de
diferentes maneras. Uno de los mds comunes es la medicion de la
concentracién de agua como % ¢ mol/l. Sin embargo, el conocer o}
concentracion total del agua no dice mucho sobre 1o hidrafacién de la
enzma. El mejor camino para caracterizar el grado de hidratacién del
biocatalizador en un medio orgdnico es el uso del pardmetro
termodinamico conocido como Actividad de agua {aw] definida como la
relacion endre la presidn de vapor del sistema de reaccion y la presion de
vapor del agua pura bajo las mismas condiciones (22,23,28). La actividad
de agua determina como esté el agua unida o la enzima,

En caso de lipasas se conoce que ¢ bajos niveles de aw el equilityio
termodindmico se desplaza hacia reacciones de sinfesis y se favorecen los
reacciones de hidrélisis a niveles aifos de aw.

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

gracias a que se forma una monccapa de agua alrededor de éstas (23).
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3.4.1.2 pH Y TEMPERATURA

Para que las enzmas tengan un adecuado funcionamiento deben
funcionar @ una temperatura y pH éptimos. El pH es importante porgue
determina el comecto esfado de ionizacién de la enzima, dando como
consecuencia una flexibiidad adecuada del sitio activo, En reacciones en
fase acuosa, el pH es controlado por el fipo de buffer seleccionado, asi
como también su concentracién. En reacciones en fase orgdnica el
estado de ionizacién de la enzma debe de ser alcanzado en la
preparacién liofilizada. Esto se realiza gjustando el pH de la solucion la cual
se va a fiofifizor, La enima adguiere el estade de ionizacién de la solucion
acuosa. Esto ha sido llamado * pH memoria” de la enzima (26).

3.4.1.3 INMOVILIZACION ENZIMATICA.

Los liofilizados enzimaticos en polvo son convenientes para muchas
aplicaciones catalificas, Sin embargo , las parficulas de enzima algunas
veces tienden o agregarse y adherise a las paredes del reactor,
especialmente cuando la enzima estd hidratada. Estos problemas pueden
ser reducidos por inmovilizacién de la enzma en un soporte sélido,
encontrandose en muchos casos que la actividad catalifica de la enzdma
es mayor que el polvo de enzima, debido a gue la enzima, al estar
inmovilizada, tiene una mayor superficie de contacto y por o tanfo sus
sitios activos estédn mas expuestos, ademds de que se facilita la trasferencia

del sustrate a la enzima. 35



El soporte protege a la enzima de una inactivacion imeversible durante el
secado o liofilizacion, ademds de crear un microambiente favorable
para la enzima. Con la enzima inmovilizada en un soporte se facilita la
recuperacion para su posible rehuso posterior. Para aplicaciones practicas,
ias propiedades mecdnicas del soporte tiene gran importancia, Por
ejempilo, las particulas fragiles no deben de ser usadas en reactores que
necesitan agitacién. El precio del soporte es un factor importante
especiaimente en aplicaciones a gran escala (26,28).

Existen diferentes procesos de inmovilizacién jos cuales se clasifican en la

forma descrita en la figura 9.

l Enzimas inmmovilizadas ‘
Enzimas inclusas [ Enzimas lIIgadas |
o atrapadas

] [ ADSORCION | “rlag e
covalsnte

|
[_'“:‘L} l Microcapsula l

Fig. $ Clasificacién de los diferentes métodos de inmovilizacion (28).
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3.4.1.4 SOIVENIE

La naturaleza del solvente orgdnico es ofro factor importante en o
enzmologia no acuosa. El solvente no solamente afecta la actividad y
estabiidad de la enima, sino que altera [a especificidad de ésta
{incluyendo la especificidad del sustrato, enantfioselectividad, selectividad
proquiral, regicselectividad y quimoselectividad). En general, el solvente
afecta la actividad de la endma via interaccion con agua, enzima,
sustratos y productos.

Las enzimas y solventes compiten por el agua. Los solventes de nafuraleza
hidrofiica son capaces de secuestrar moléculas de agua que se
encueniran unidas a la enzima, impiden una hidratacion suficiente de la
molécula y propician una disminucion de su actividad (25).El despojc del
agua de la enzima por el solvente estd relacionado con la polaridad del
solvente. Por ejemplo el metanol desorbe alrededor del 60% del contenido
de agua unida a la enzima y el hexano soiamente el 0.5%.

Las moléculas de solvente pueden penetrar dentro del sitio activo de Id
enzima, disminuyendo la polaridad local del sitio activo, o que fiene como

consecuencia unda repulsion electrostética entre fa enzima y el sustrato.
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Los solventes pueden alterar Ia concentracién de sustratos y productos en
la capa acuosa de la enzima. Los sustratos deben penetrar en esta copa
para que la reaccién pueda ocunir, ¥ los productos deben salir de la

capa{2é).
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 SUSTRATO.

Se trabajé con un purificado de harina de flor de Cempasuchil, el
cual fue proporcionado por Bioguimex Reka (Querétaro, México). Estd
constituido por un 85 % de diésteres de luteina, y el restanfe un 15 % otros
constituyentes como triacitglicéndos.

Para evitar su degradacién se aglmacend empacada al vacio a 4 ¢ C, en
un cuarto obscuro.

4.1.2 ENZIMA

La lipasa de Cdndida cylindraceo fue adquirida de la compaia

SIGMA Chemical Co, con las siguientes caracteristicas:
Actividad de 835 unidades / mg sdlide. Ung unidod se define como un
rmicroequivaiente de acido graso de aceite de oliva / hora @ 37 ° C, pH de
7.2,

La enzdima comercial tiene lactosa como excipiente, v no se utilizd

ningin método de purificacion para su eliminacion,
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4.1.3 SOPORTE

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

siguientes caracteristicas: (ver tabla V)

Tabla IV Caracteristicas del soporte,

| Grupo Activo: Amina cuatemaria
t

{Efectividad PH: 0-14

Temperatura maxima : 60° C

Forma 16nica clorure
Contenido de humedad 46%
Capacidad 38meqg/g

La interaccion de Ig enzima con el soporte es por cargas. B grupo
activo del soporte {amina} interactia con las cargas negativas de g
enzima .

Se eligié un soporte a) hidroffice para proporcionar agua como

reactivo a un sistema completamente hidrofdbico como es el

hexano b) gelificado para evitar su destruccidn durante la agitacion

mecdanica.
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4.1.4 SOLVENTES Y OTROS

- Solventes: Hexano, acetona, acefato de efilo y etano! grado
reactivo analitico y HPLC, se adquirieron de Mallinkrodt.

- Estandar de colorantes de la flor de Cempastchil: Se utilizd un
saponificado industrial, el cual contlene una mezcla de diésteres,
monoésteres y uteing, proporcionado por Bioguimex,

- Sulfato de sodio anhidro grado reactivo, de Mallinkrodt.

- Buffer trizma base (fris(hidroximetil amino metano) grado reactivo
Se adquird de Sigma Chemical Co.

- AlbUmina: se adquirid de Sigma Chemical Co.

4.2 EQUIPO

- Espectrofotdmetro Perkin Eimer Lamda 2 uv/visible.

- Potenciometro Corning modelo pH meter 320

- Balanza andglitica QHAUS con 5 decimales modele AP2105

- Agitadores magnéticos tipo Thermolyne sfir plate

- Bafio Metabdlico controlado Heto, modeto Co13-25E

- Tangue de nitfrégeno Aga ONU con 95% de purezq.

- Rotavapor R-124 Buchi Waterbath B-481

- Placas de silica gel de vidiio adquiridas de Merck

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

Kieselger 60 F254. Adquiridas de Merck,
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- Cromatégrafo HPLC con detector de arregle de diodos, marca
Hewlett Packard serie 1100.
4.3 METODOS.
Para el andlisis experimental se usaron las siguientes metodologias:
TLC, Espectroscopia, HPLC.
4.3.1 ESPECTROSCOPIA.
Con esta técnica se estudié la degradacion del diéster . por rmedio
de baridos de 200 nm — 800 nm {region u.v~ visible}.
Debido @ que no exisfié ninguna diferencia en los espectros de los
diferentes compuestos de los diferentes productos de reaccién, no se utilizd

esta técnica para diferenciarios {ver fig.10).
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Fig. 10. Espectro de absorcion para el digster de luteina en Hexano. Para la degradaciaon

del sustrato, se empleo calentamiento a 40 °C por 72 hr en fase acuosq, a=sustrato

degradado, b=sustrato no degradado.

En ia regién del visible los 3 picos coracteristicos del sustrato no
degradado son: 440, 445, 475 los cuales concuerdan con fa literatura (15).

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

productos de degradacion).

Existe una perdida de color durante los experimentos debido a las

condiciones manegjadas .
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Esto se observa por una disminucidn de absorbancia en la regién del
visible, asi como por un aumento de absorbancia en id,.re‘gién UV .debido
a la formacién de productos de degradacion incoloros . siendo el mds
comen fa B-ionona.

4.3.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA,

Se aplicé esta técnica para el moniforeo cudlitativo de las
reacciones y purificacion de estandares (diésteres, monoésteres, luteinaj.
4.3.2.1 PURIFICACION DE ESTANDARES

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

Cromatografia preparativa.

Se requiié una purificacion de estdndares para su  posterior
aplicacién en HPLC. Se sigui6 la siguiente metodologia.

s Activar la capa fina de vidrio @ 110 ° C por 10 min, con el objeto
de eliminar la humedad y asi asegurar una adecuada separacion
de los componentes.

e Saturar la cédmara de elucién, con la fase moévil (70:30 Hexano-

acetato de efilo).
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« Aplicar el estandar sobre la placa activada y eluir  ésta en la
camara.

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

Filtrar las muestras y evaporar con N2 a sequedad, para su posterior

almacenamiento en una atmosfera inerfe.

Tabla V.Desplazamientos quimicos,

Compuesto f
Diéster 0.87
Monoéster apolar 0.5
Monoéster polar 0.46
Luteina 0.2
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En la siguiente figura se muestra una representacién pictdrica de una

capd fina fipica.

< ———
Diéster
Monoésteres
oS Apolar (MA)
Monoésteres
Polar (MP) +— L
tuteina  ¢—— L camin—
Fig.11.Diagrama de capa fina
En lo figura 11. Se observa que primero eluye el digster, ¢l cual es de

naturateza no polar. La luteing, que es més polar, eluye hasta el final. Con
respecto g los distintos monoésteres, su polaridad es muy semejante entre
ellos ya que sus rf son muy cercanos. Para diferenciarios en los andlisis, se
definen como monoésteres apolares { MA) los que estan cercanos ol

diégster, y monoésteres polares { MP} los que estén cercanos a la luteina.
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4.3.2.2 CROMATOGRAFIA CUALITATIVA
Se llevd a cabo en placas de aluminio de silica gel, con el objefivo
de monitorear los productos de reaccién. La metodologia que se siguid fue
la misma gue en la seccién 4.3.2.1, pero no se rasparon las muestras.
4.3.3 CROMATOGRAF(A DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC) )
Esta técnica se utilizdé para monitorear vy cuantificar los productos de  las
reacciones, asi como para medir la degradacion del sustrato. La
cuantificacion se llevd a cabo por normalizacion de drecs.
Las condiciones del HPLC fueron  las siguientes:
Columna Nucleosii siica 150 mm x 4.5 mm con poro de 5
micras. Lectura del detector A 448,16 y A 540,10 nm.
Fase mévil: Hexano:Acetato de etilo: Acetona.
65:30:5
Flujo: 1.5 mi / min
Volumen de inyeccion 20 p |

La medicién se rediizé a temperatura ambiente,
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4.3.4 PREPARACION DEL BIOCATALIZADOR

Se preparé un biocatdlizador para aplicarse tantc en fase acuosa
como en fase organica.

Se inmovilizé Ia enzima, por adsorcién, monitoreando a 280 nm lo
disminucién de absorbancia en el sobrenadante [moximo de
absorcién de aminodcidos aromdéticos). Con esta metodologia no
se logré una adsorcidén adecuada del biocatalizador, por las
siguientes razones:

Se requeria una gran cantidad de enzma para conseguir la
concentracién adecuada en el soporte. A pesar de llevar a cabo
adsorciénes sucesivas sobre el mismo soporte, no se consiguid
enriquecer su concentracién en protfeina.

Para resolver los problemas mencionados, se¢ inmovilizd por
liofiizacién directa una mezcla de  soporte con enzimd, como se

describe a continuacion.
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4.3.4.1 LAVADO DEL SOPORTE

Este lavado se hizo con el objetivo de eliminar impurezas, Se pesé und
determinada canfidad de soporte y se suspendio en una solucion
amortiguadora de frizma - base 0.05M (pH 7.2) agitdndola por 10 min.

- La solucién se dejé sedimentar y se decanté el excedente ACUOSO.

- Se repitieron los dos pasos anteriores fres veces.

- El soporte fue lavado con sosa 10 mM y posteriormente con solucién

de HCI 10 mM para eliminar impurezas y acondicionar las cargas.

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

- 14 gr. de soporte limpio se mezclaron con 30 mi de unQ solucion
de enzima, con una concentracion de 72.33 mg/mi, para obtener
una concentraciéon de 0.158g / g soporte.

- Et preparado enzimdtico se fiofilizé para eliminar ef remanente de
agua.

- Una vez seco el catalizador enzmdtico se amacend a una
temperatura de ~ 5 ° C, para su uso posterior en fase acuosa y

orgdnica.
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4.3.5 HIDROLISIS EN FASE ACUOSA
Se llevd a cabo con el fin de comprobar si la enzima es  afin al
diéster como sustrato (15}, asi como saber si el sistema de
inmovilizacién resultaba en inactivacion de g enzima.
Se prepard una solucion de sustrato de 0.05 mg / mi para lo cual se
pesaron 5 mg de sustrato (purificado de diésteres de luteinal, v se
disolvieron en 1 mi de acetona.
Se colocaron 2 gramos de soporte con aprox. 155 mg enzima/ g soporte
en un matraz bola de 100 ml. Se adicionaron 99 mi de und solucidn
amortiguadora trizma base .05 M, pH 7.2
Se agregd Tmi de la solucidn de sustrato. Se burbujed N2 para eliminar
el oxigeno, calenfando la reaccion o una temperatura de 40 ° C con
agitacion magnética constante.,
Se monitored la reaccidén en un intervalo de tiempo de 0 ~ 120 hr,
tomandoe & mt cada 24 hr de myesfra para su posterior extraccidon.
Se exirajoel colorante de la musstra de reaccidn con 15mi
hexano/ etanol 2:1
La fase acuosa se desechd, se elimind el exceso de agua de la fase
organica con sulfato de sodio anhidro.
Por Glfimo, se evapord la muestra con nitrdgenc v se almacend en
refigeracion, para sy posterior andlisis por HPLC v cromatografia en

capa fina. 50



4.3.5.1 EFECTO DE LA ALBUMINA SOBRE EL SUSTRATO

Se observod que la enzima en fase acuosa estabiliza al colorante, ya que 1o

degradacion de este sin enZma es mdés noforio.  perdiendo

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

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

onterior se probd la estabilidad del colorante con albiming. Para estudiar

este efecto la metodologia fue la misma que la empleada para el estudio

de la reaccién en fase acuosa, sustituyendo con 5% de albiming, a ia

engma.

4.3.6 HIDROLISIS EN FASE ORGANICA

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

se extrae el colorante de la flor industialmente, ademés de ser el solvente

en el cual es mds scluble el diéster.

+ Se pesaron 3 mg de sustrato y se disolvieron en 100 ml de hexano

+ Se mezcld la solucién anterior con 2 gramos de biocatalizador
preparado como se indica en la seccién 4.3.4 debido a gue el hexano
es un sistema hidréfobico. El biocatalizador fue hidratado previo a la
reaccion por 72 hr a un aw de 0.98 o temperatura ambiente .

e Se llevé a cabo la reaccién a 40°C con agitacién constante,
monitoreando ésta cada 24 hr en un intervalo de tiempo de 0-120hr,

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

por HPLC y cromatografia en capafina,
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 REACCION ENIIMATICA EN FASE ACUOSA.

Con el objeto de establecer el grado de especificidad de la enzZma
de Candida Cilyndracea por diésteres de luteina en reacciones de
hidrolisis, se llevd a cabo una reaccién en medio acuoso, Resultados
previos de Matzuno (15) indican la factibilidad de esta reaccion, si bien a
concentraciones altas de esta enzima. La mezcla de enzima inmovilizado
en amberlita y sustrato previamente disuelfo en acetona, fue incubada a
40 ° C y bajo fiujo constante de nitrégeno para reducir la degradacion de
colorante.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla VI, donde M1y M2
comesponden a los monossters no polares y M3 comesponde al monoester
polar. Se observa que la hidrdlisis es detectada a un tiempo de s6lo 0.75 hr,
llegando a obtenerse casi un 2% de luteina.

Tabla VI, Distribuclon de productos.

Tiempo hr Consumo de Ml % M2 % M3 % Luteina %
diéster,
o [ ] 06,2470 0.8706 0
0.75 6.6 0.3226 0.5320 3.7860 i.96
5.0 2037 0.3289 2.400 9,4450 8.61
8.45 25.88 0.3708 2,5300 10,1225 13.81
14.00 35,12 0.4229 3,160 12,4600 18,38
30.00 36.8 0.4253 3,168 12,4870 1842
72.00 44 0.6800 3.1517 10.50 27.7H)
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La figura 12 presenta el cromafograma de HPLC obtenido parga o

muestra de reaccion comespondiente a las 24 hr.

I Fase stu0sa 24 br de rescciin
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Fig 12.Cromatograma de fos productos de reaccion en fase acuosa

Claramente esta metodologia angilftica pemite una adecuada
separacién y el Grea bajo fa curva para ia luteina comresponde al 18% en

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

Puede apreciarse que la  hidréiisis continva hasta alcanzarse un 28% de

futeing a las 72 horas de reaccion.
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La produccion de luteina obtenida por el método en fase acuoso es de
bajo rendimiento, §i lo comparamos con el método de saponificacion
oficial del AQAC con el cual a 56°C, 20 min. se logra un 100% de
conversidn.

Es notofio que la produccion de M3 procede con mayor rapidez que las
formas no polares, suginendo un cierto grado de discriminacion de o
enzima por los dcidos grasos susfituyentes. Sin embargo, desconocemos ia
composiciéon de los diésteres en la preparacién inicial para distinguir un
efacto clare de especificidad de ofro resultante de la distibucion de
diésteres, €n todo caso, la reaccidén es suficientemente lenta para reflgjar
dos pasos distintivos de hidrélisis que Hevan ptimero ol monoéster y

posteriormente al diol final {luteina).
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Fig 13.Caracterizacion en fase acuosa. Formacion de productos de reaccion en fase acuosa, con
respecto al tiempo.
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5.2 REACCION ENZIMATICA EN FASE ORGANICA

Como se indicod previamente, tograr fa hidrdlisis via fipesas del diester en un
medio orgénico como ef hexano representa un reto con importantes
venigjos potenciales sobre fa hidréfisis en medio acvoso, como la
extraccion-hidréfiss en un solo paso, fa efiminacidn del uso de potasa ©
sosa y el evitar ia formacién de jobones saponificudes como subproducto.
Para effo es indispensable confar en un medio de recccidn con o
suficiente contidad de ogua para gorantizar o fo demanda
estequiométrica de fa reaccién de hidrdiisis, bj un nivel de hidratacion en
la enzdma gue permita expresar su actividad por el sustrato. En este caso, 1a
sotubfidad det diéster es mejorada en hexano, § bien fa endma puede
disminuir notablemente su nivel de interaceidn con el solvente (hexano vs.
Agua). En este sentido no existen reportes en la fiteratura que demuestren
la foctibiidad de o reaccién de hidrdlisis en medio orgdnico.

Para contar con ung idea del nivel de tgua requerido para ia
reaccion de hidrétisis, se evd a cabo un balonce aproximado del agua en
el sisterna. Datos de fa fiteratura indican que ef nivel de saturacion ded
agua en hexano a 40°C es 0.04 microtitros/mi {25).51 despreciamos el agua
necesaria para hidratar @ 1o enzima, bojo e argumento de que una
monocapa puede ser suficiente para fograr 1o expresion de o actividad
{ver Generdlidades}, foda el agua que pueda incorporarse ol sistemna

deberd estar disponible para o hidrdfiss.
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Como se indicd en g seccidn de matericies, ia enzma fue inmovitizada en
omberlita, soporte hidrofiico con una alfa capacidad de retener agua.
Con el objeto de mantener un nivel de agua constante en diferentes
pruebas de reaccidn, ef biocatatizador fioffizado fue prehidratado en
camaras herméticas a una humeduad refafiva constate de 97% {obtenida
con una solucién saturada de sulfato de potasio) o temperatura ambsiente.
La hidratacion fue monftoreada o diferentes tiempos v fa ganancia en

peso determinada por gravimetria {ver fig 14).
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fig. 14. Curva de saturacién con fa ambertita gefificada a un Aw de 0.97. Hidrotecién ded
plocatatizador en una afmdsfera conirolada de suifato de pofasio o fempenatura
ambiente,

57



Se observa gue la contribucién de ia enzimg cémo agente de hidratacion
no rebasa el 10% en la mayoria de los casos. El proceso es lento requiriendo
un minimo de 80 horas para alcanzer e equifibrio, evaluado como una
constancia en ef contenido del agua ol aumentar el fiempo de coniacio.
A estas condiciones, la ganancia en agua es de 700 mg agua/g de
soporte. Dado que solo se requieren 0.04 pg/mi para saturar af hexano, es
de esperarse que esta agua sea suficiente para promover las reacciones
de hidroiisis, si bien se desconoce la distribucion preciso del agua en el
sistema ({soporte, endima, espacio de cabeza, solvente, sustratos, acetona)

una vez puestos en contacto todos los componentes,
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El catalizador prehidratado a una Aw de 0.97 fue empleado en la reaccion en fase
organica y con hexano prehidratado en un embudo de separacion. Los resultados

se muestran en la figura 15 y tabla VIl
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Fig 15. Caracterizacién en fase organica. Fommnacion de productos de reaccion con respeclo al
tiempo.

Se observa que la reaccion transcurre con el tiempo si bien con una
velocidad disminuida con respecto a la reaccion en fase acuosa. Las muestras a
tiempos menores a 24 horas no mastraron suficiente resoiucién para compraobar la

presencia de productos de reaccion.
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Tabla Vil Distribucién de productos

flempe fir | Consumo def "% M2% M3% | Luteing
Dléster%

0 0 - 037 0.95 -
2 157 - 166 1.30 0.209
T 365 0.65 25 T4 0.13

72 681 0.65 498 2.10 0.4t

96 10.41 7.087 698 2.66 6.76

120 1472 A1 9.17 3.9 1.46
144 18.45 1.7 10.9 3.6 2.4

A partir de este tiempo los productos aumenfan progresivamente
apareciendo la luteina a las 50 horas y continuando en aumento hasta las
144 horas en que se detuvo la reaccion donde se alcanzé un 2.6% en peso.
Es importante notar que en el medio orgdnico, a diferencia del acuoso, &l
aumento de los monoésteres no polares M2 progresa con mayor rapidez
gue 105 M3 polares,

Este aparente cambio de especificidad refleja Ia importancia del solvente
en {a interaccion enzima-sustrato, afectando las constantes de adsorcién,
H cromatograma de HPLC para la muestra obtenida o las 144 horas de

reaccion se presenta en Figura 16.
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Fig. 16. Cromatograma de los productos de reaccién en fase  orgdnica a las 144 horas
de reaccion.

La actividad residual de esta muesiro fue determinada dl recuperar por
fitracion la endma después de 144hr, y lavada con buffer pH 7.3. Con esta
muestra se evaldo ia actividad en el medio acuoso.

Al hacer esto se obluvo una conversién margingl lo que sugiere que la
enzdma se desactiva con cierta faciidad al ubicarse en el medio organico.
Los resultados de actividad obtenidos se presentan en la tabla il

Tabla Vil comparacién de la aparicién de fa Lluleina en diferentes sistemaos
de reaccién.

shsterna de rescclén MAU de luteing
Fose aouosa 35
Fase orgdnica 18
Actividad residuc! }
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Esto podrio explicar la baja conversién dicanzada en comparacién con fa
reaccién  en fose acuosa. Ofras  posibles cousas, acluando
simultaneamente o en formao independiente son:

- La mayor solubilidad o contacto erzima-agua hace mds eficiente a la
enzdma,

- Enfase acuosa el sustrato se encuentra emulsionado, lo que favorece la
accion de las lipasas en o interfase. En fose orgdnica, ol no haber
emulsion se eliming 1a posibilidad redl de accion de la fiposa.

En e medio organico ocume una gagiomeracion del biccaidlizador

favorecido por la atta hidratacién con que fue acondicionado. Esio

reduce el contacto de ia enzima con el susirato.

- A pesar de que lo canfidad de agua en medio orgdnico parece ser
suficiente, podria ocurrir un squilibrio enfre reacciones de hidrdlisis y de
sintesis que evan a una baja produccion de lutelna. Esto para tlempos
cortos en los que la inactivacién de la enzima adn no es sustancial.

5.3 ESTUDIOS DE DEGRADACION DEL COLORANIE

Ante lo ofta suceplibiidad del colorante o los condiciones de
incubacién, resulta necesario contar con elementos para separar esfos
efectos que pueden enmascarar estudios cinéticos. Ha sido reporfado
que la degradacion de cierfos carotenos en fase acuosa depende de

la concentracion del sustrato (8).
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Fig. 17. Degradacién del diester. Comparacion de fa degradacion del diéster en fase
acuosa y fase orgdnkea con enzima inmovilizada en amberlita. Perdida de color en base
ai drea total del colorante medido por HPLC contra tiempo.

Se puede observar que la pérdida de color en agua es
notablemente mds intensa que en hexano. En este liimo caso la sefic! se
estabiliza después de 30 horas, sugiiendo gue hay formas IGbiles y formas
resistentes. En contraparte, la perdida de seial es fofal a las 100 horas de

incubgacién en agua.
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Se conoce que el oxigeno afecta de manera imporfante el grado de
oxidacién y por ende la estabilidad del color. Se llevaron a cabo estudios
en presencia y ausencia de oxigeno por 24 horas a 40°C y se observé un
88% de pérdida de absorbancia para el primer caso. Aln en ausencia de
oxigeno la pérdida fue de 44%. Es fambién conocido que la presencia de
proteina en el medio acuoso ejerce un efecto estabilizador del colorante
(7). Con este fundamento, se levd a cabo un estudio de degradacion en
presencia de albimina como protfeina esfabilizante. Los resuttados
obtenidos, combinando el efecto del oxigeno con la proteina, se muestran

en la figura 18.

64



ta 6

] Albumina 5% sin oxigEne
&l Control sin oxlgeno

e Albumina 8% sin oxigeno
Contrel con oxigans.

60 =

5
R
X
(X
teetetss
i .‘
25

o de pordids do cale:

‘.
%
ol
52

Pl

2
&
%ol

&
o;:*
ol

"0

%5

¥,

bl

&
0
b
$0585
(2 *‘
255

)
ok

RS
20525
&
Stegete
o}:
%
bodel

20 -

3
5

¥,

!

{
s
0.-*.0

5
L >
&

*

;

.
!
2

250

(>

-

3
Condiciones d e jeascidn a 1as 24 he

E
th

Fig. 18. Efecto de la proteina en la degradacién del color. Efecto del oxigenc y la

concentracién de albdming en la estabilizacién del colorante en fase acuosa.

Lo albUmina a un nivet de 1.5% reduce significativamente la degradacion,
al bajar la pérdida en ausencia de oxigenc de 50% a un 30%. Es posible por
lo tanto que la presencia de enzima en el sistema juegue un papel
estabilizador similar. En el presente estudio no se efectuaron ensayos de

estabilizacion por proteinas en medios con oxigeno.
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CARITULO Vi

$.1 CONCLUSIONES

La lipasa de Cdndida cylindracea tiene la capacidad de hidrolizor
pigmentos de la flor de cempastichil en medic organico y fase acuosa.

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

El consumo de digster a las 24 hr de reaccién es del orden de 15
veces mayor en fase acuosa que en fase orgdnica.

La mé&dma formacién de luteina se da a las 144hr en fase orgdnica,
mientras que en fase acuosa se alcanza alas 24 hr.

En fase organico, la enzma cambia su espscificidad por lo
formacion de monoesteres, con una mayor produccion de M2, En fase
acuosa la preferencia es por M3,

La degradacion del colorante es mds evidente en fase acuosa que
en fase orgdnica.

La albUming, fienen un efecto positivo en la estabilizacion del
colorante.

Las técnicas andliticas ufiizadas en el presenfe frabgjo son
adecvadas para conocer el perfi de los productos resultantes en ia

hidrolisis.
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4.2 RECOMENDACIONES PARA MEJORAR LAS CONDICIONES DE REACCION.

Probar otro tipo de lipasa, que sea mdés estable en medios orgdnicos,
como seria Pseudomonas sp vy Alcaligenes sp. $e ha comprobado que
estas enzdmas tienen preferencia por hidrélizar Geidos grasos de cadenda
larga, asi como una adecuada estabilidad en solventes orgc’:nicqs (18).

También resulta conveniente medlr el contenido de agua
cuantitativamente en el sisfema de reaccién (fase orgdnical, para
enconirar la cantidad 6pfima, asi como medir el consumo de ésta
durante el franscurso de la reaccién.

Debido g que no se logrd una adecuada reproducibiiidad en el
sistema de reaccion en fase acuosa y fase orgdnicaq, seria conveniente
buscar ofros métodos de inmovilizacién, para tener una adecuada
absorcion de enzima dando un biocatalizador mas-homogéneo.

Es recomendable gue se abra paso o nuevas lineas de investigacién en la
hidrélisis enziimdtica de la flor de cempasichi en medios no
convencionales.

Actualmente la informacion existente es limitada, por {o que se pusde

considerar que el campo de investigacion es sumamente amplio.
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