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I. RESUMEN

1.0 Resumen

En este proyecto se recurrié a la Ingenieria de Solventes para lograr la sintesis
selectiva de mono- o diglicéridos a través de una reaccién de glicerdlisis de trioleina
catalizada por una enzima sn-1,3-especifica. Se evalud el efecto de mezclas de solventes
con diferentes proporciones de n-hexano y 2-meti--2-butanol (2M2B) sobre la selectividad de
la reaccion, encontrandose que la sintesis de monooleina aumenta desde 10.6% mol en un
sistema con 100% n-hexano hasta 64% mol en un sistema 100% 2M2B. Por el contrario, Ia
mayor concentracion de dioleina (62% mol) se alcanza en el sistema con n-hexano puro.

Por otro lado, se evalud el efecto de la relacion n-hexanco/2M28 en la reaccion de
glicérolisis de tricleina en términos de la produccién de regioisémeres puros de dioleina. Dos
diferentes perfiles de regioisémeros de dioleina fueron observados como funcién de la
composicién del solvente: mientras que la produccidn de! isomero sn-1,2-dioleing se
favorece conforme la proporcién de 2M2B en n-hexano se incrementa, el isdmero sn-1,3 se
sinteliza preferenciaimente en reacciones donde predomina n-hexano.

Se determiné que este resultado esta estrechamente asociado al mecanismo de
reaccion por el que ocurre la glicerdlisis. Se prepone que dicho mecanismo puede ocurrir a
través de dos vias: la transesterificacion de ios grupos acilo de! trigicérido al gliceral o bien, a
lraveés de reacciones de hidrdlisis y esterificacién. Se comprobé también, por un lado, que
dichas reacciones son controladas termodinamicamente mediante e uso de un solvente
particular y por ofro, que la sintesis del isémero sn-1,2-dioleina ocurre principalmente a
través de la hidrélisis de triglicéridos, mientras que la sintesis del isémero de sn-1,3 ocurre a
través de la esterificacion de 4cidos grasos con los grupos oxhidrile del glicerol,

Finalmente se ilevd a cabo un estudio detallado del efecto de la actividad de agua
(aw) en el control de la cinética de ia reaccion y su consecuencia sobre las reaccic . de
hidrélisis y sintesis que ocurren en el sistema. En este estudio se determiné qu .2 es el
valor de a, 6ptimo, en el que se favorece la acumulacién de acilglicérid:  wisminuyendo
considerablemente las reacciones de hidrdlisis. Ademas, se determiné que conforme
aumenta el valor de a, la sintesis del isémero sn-1,2-dioleina se favorece, mientras que la
sintesis de! isémero sn-1,3 disminuye. Este dltimo resultado por un lado, confirma que la
sintesis del isémero sn-1,2-dioleina ocurre a través de la hidrdlisis de triglicéridos y que la
preduccion de moléculas de sn-1,3-digliceridos deriva de reacciones de esterificacién. Por
otro fado, refuerza la teoria que define el mecanismo por el cual ocurre la glicerdlisis.
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2.0 INTrODUCCION

Hace mas de cincuenta afios los acilglicéridos, concretamente los mono- y
diglicéridos, fueron utilizados por primera vez a nivel industrial como emulsificantes para la
elaboracién de margarina. Hoy en dia son los emulsificantes mas utilizados en la
elaboracién de diversos productos de las industrias de alimentos, de cosméticos y
farmacéutica. Si bien industriaimente los mono- y diglicénidos son sobre todo utilizados
come moléculas emulsificantes, en los (itimos afios se ha demostrado sy utiidad como
intermediarios sintéticos en a industria quimica. Ademas se ha reconocido, en su caracter
de regiocisémeros puros, su potencial como productos terapéuticos.

Asi, la importancia de los acilglicéridos no radica Gnicamente en su papel como
moléculas intermediarias en muchas reacciones bioquimicas. Actuaimente ios acilglicéridos
son reconocidos también por su versatilidad en cuanto a aplicaciones industriales se refiere.

Los mono- y digiicéridos, como otros muchos productos, han sido tradicionalmente
sintetizados a través de métodos quimicos energéticamente muy costosos y no selectivos,
lo que dificulta la obtencién de mezclas puras de mono- y/o diglicéridos.

Ante eslas desventajas, fos procesos enzimaticos han surgido como una excelente
altemativa. En estos, se busca aprovechar la aita selectividad de las enzimas y su capacidad
de acluar como catalizadores a temperaturas ¥y presiones moderadas para el desarrollo de
procesos de menor costo energético y selectivos para la sintesis de productos especificos.

En virtud de las ventajas que ofrece el uso de enzimas como catalizadores, frente a
los métodos tradicionales de sintesis quimica, se ha planteado la posibilidad de disefar
procesos enzimaticos para obtener rendimientos altos de acilglicéridos especificos. En este
sentido, y dado que las lipasas actian en la naturaleza eomo enzimas hidroliticas, la
hidrélisis de triglicéridos fue la primera opcion estudiada. Sin embargo, cuando se rompio el
dogma bioquimico de que las enzimas sélo actiian en sistemas acuosos al comprobarse que
diversas enzimas, entre ellas las lipasas, conservan su actividad catalitica en condiciones de
bajo contenido de agua, se abrieron posibilidades nuevas: Ia sintesis de acilglicéridos por
reacciones de hidrélisis inversa, es decir, a través de reacciones entre acidos grasos con
glicerol, o por glicerdlisis, es decir, a través de reacciones de transesterificacién de
triglicéridos con glicerol.

Una de las estrategias que ha probado ser util en diversos procesos enziméticos ha
sido el uso de solventes organicos. Su uso en procesos catalizados por lipasas ofrece la
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posibilidad de lograr medios de baja aclividad de agua en los que es posible, por un lado,
lograr una condicién de equilibrio en la cual las reacciones de sintesis se favorecen frente a
las de hidrélisis. Por otro, a través del uso de solventes particulares es posible manipular la
actividad termodinamica de las especies que intervienen en la reaccién, controlando de esta
manera el equilibrio termodindmico de una reaccién particular hacia la sintesis de
acilglicéridos especificos.

El propésite principal de este trabajo fue hacer uso de las propiedades de diversos
solventes para dirigir la reaccién hacia la sintesis de acilgliceridos especificos en sistemas de
baja actividad de agua. Para esto, se eligié estudiar un sistema de glicerdlisis enzimatica,
pues se ha reportado como una reaccién que tiene ventajas frente a cualquier otra de
sintesis de acilglicéridos. Ademas, en un intento por hacer la descripcién exacta de codmo
influye un solvente determinado en el medio de reaccién, se propuso el mecanismo de
reaccién por el que ocurre la glicerdlisis catalizada por una enzima sn-1,3-especifica.

Este trabajo constituye el primer informe detallado del efecto del uso de solventes en
¢l medio de reaccién sobre el equilibrio en una reaccién de glicerdlisis y forma parte del 4rea
de Catélisis en Medios no Convencionales del grupo de Ingenieria Enzimatica de! Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.
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3.1 AciLeLICERIDOS

Los acilglicéridos son moléculas que tienen funciones esenciales en la naturaleza,
Por un tado, son los mayores constituyentes de grasas y aceiles naturales (triglicéridos). Por
ofro lado, funcionan como intermediarios en muchas reacciones bioquimicas y juegan
también un papel importante en muches de los procesos de sefalizacion celufar (mone- y
diglicéridos) (Pandey et al., 1999, Godfrey & West, 1996).

Hace més de cincuenta afios los mono- y diglicéridos fueron utilizados por primera
vez a nivel industrial en la elaboracién de margarina (Bauman et af., 1988). Hoy en dia,
estos acilglicéridos y algunos de sus derivados son ingredientes fundamentales de
productos elaborados por las industrias de cosméticos, de alimentos y farmacéutica. De
aqui que la demanda de estos productos sea alta: 70% de los surfactantes que se
consumen por afio son mono- y diglicéridos, y la produccién anual que satisface la demanda
mundial es de 0.25 a 0.50 millones de toneladas de mono- y diglicéridos {Gunstone F.D.,
1999},

La importancia de los acilglicéridos en diversos sectores de la industia es
consecuencia de las propiedades estructurales y funcionales de estas moléculas. Por esta
razén resulta relevante la comprensién detallada de dichas propiedades.

3.1.1 Estructura y Nomenciatura

Los acilglicéridos (fig. 1), definidos bioquimicamente como lipidos, estédn formados
de cadenas de é&cidos grasos esterificados en cualquiera de los tres grupos hidroxito del
alcohol 1,2,3-propanodiol o glicerol.

OR’ R’ H
R . R OH OR OH
Triglicérido Diglicéride  Monoglicérido
Donde R, R" y R’ pueden ser cadenas saturadas o insaturadas de acidos grasos

FIGURA 1. Representacion esquematica de la estructura general de los acilglicéridos
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Para designar la configuracién de fos acilglicéridos se usa la misma regla que para
cualquier derivado de glicerol. Los carbonos de dicho derivado deben ser numerados
esterecespecificamente usando la proyeccion de Fisher {fig. 2) con el hidroxilo secundario
orientado a la izquierda del carbonc 2; el &tomo de carbén arriba del carbono 2 es
designado carbono 1 y el de abajo carbono 3, el glicerol numerado de esta manera es
ilamado sn—glicarol'. de la misma manera que los acilglicéridos son lamados sn-acilglicéridos
(htip/Awww.chem.gmu.ac.uk/iupac/lipid/lipid 1 n2hirmi#p112).

HC —-OH s—1

HOm G—=H s— 2

HE—OH =—3

Ficuaa 2. Glicerol esterecespecificamente numerado

Por el nimero de enlaces éster presentes en la molécula ios acilglicéridos son
liamados triacil-, diacil- y monoacilglicerol. No obstante, las comisiones internacionales
IUPAC-IUB de nomenclatura bioquimica han recomendado que los nombres triacil-, diacil- y
monoacilglicerol sean remplazados por triglicérido, diglicérido y monoglicérido {Lehninger,
1870).

Por la posicién, orientacién y tipo de acido graso esterificado en la molécula de
glicerol existen infinidad de acilglicéridos con varias formas isoméricas y estereciosémeros;
los triglicéridos (fig. 3), por ejemplo, pueden ser simples o monoacidos si contienen un solo
tipo de acido graso esterificado o compuestos (diacidos y triacidos) si contienen dos o tres
tipos de Acido graso diferentes.

Prgaen por las sigtas en ingles de stereospecifically numbered,
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H,0—CO—R

H-—-—-C—0—CO—R'

H-O—CO—R"
sn-1,2,3-ti-o-acil gilcerol

R, R'y R" pueden ser cadenas saturadas o Insaturadas
de acidos grasos

FiGura 3. Estructura general de una molécula de triglicérido

regicisOmeros puros.

Los triglicéridos compuestos pueden existir en varias formas isoméricas de las cuales
algunas son estereoisomeros. La mayoria de las grasas y aceites naturales son mezclas
extremadamente complejas de iriglicéridos simples y compuestos (Stryer, 1995).

Los mono- y diglicéridos existen sdlo como dos regiolsémeros: sn-1- & sn-2-
monogliceridos y sn-1,2- 6 sn-1,3-diglicéridos (fig. 4). En algunas aplicaciones industriales,
especificamente  en la preparacion de cierlos productos terapéuticos, se requiere de

(A}
IH,OH
H-0—CO—R’

H-OH
Isémero sn-2

EO-—CO——R
H

HO—
lH -OH

lsémero sn-1

FiGura 4, Estructura general de los isémeros de

(B)
H,0—CO—R
CH-0—CO—R'

H-OH

Isémero sn-1,2
IH,O—CO—R
HO—C—H

H-0—CO—R'
Isdmero sn-1,3

0 nsaturndas de deidos g

o4

{A) monoglicéridos y {B) diglicéridos
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A diferencia de los triglicéridos, que son moléculas hidrofébicas solubles solo en
solventes orgénicos, los mono- y diglicéridos poseen, ademas de grupos acilo hidrofdbicos,
grupos hidroxilo libres hidrofilicos. Este  caracter anfipatico les atribuye propiedades
funcionales importantes, razén por la cual los acilglicéridos son en la actualidad compuestos

indispensables en la industria.

3.1.2 Propiedades Funcionales y Aplicaciones en la Industria

Si bien, industialmente los mono- y diglicéridos son sobre todo utilizados como
moléculas emulsificantes, también son dtiles como intermediarios sintéticos en la indusiria
quimica, y en afios recientes se ha reconocido, en su caricter de regioisémeros puros, su
potencialidad come productos terapéuticos.

3.1.2.1. Los acilglicéridos como intermediarios sintéticos ¥y como productos
terapéuticos

En los Utimos afios el uso de mono- y diglicéridos se ha extendido a aplicaciones
muy diversas en la industria quimica. Se reporta, por ejemplo, que para la conservacion y
fortalecimiento de pastas pueden emplearse  monoglicéridos succinilados. Para la
elaboracion de estos derivados, los monoglicéridos se hacen reaccionar con dcido succinico.
Dicho acido reacciona con algunc de los grupos oxhidrilo de la molécula de glicerol, de esta
reaccion resultan diversos isdmeros de monoglicéridos succinilados {fig. 5).

CH,0—C0—R
HO—C—H

CH,0 —CO—CH,CH,CO0H
R pueden ser una cadenas saturada o insaturada de Acido graso

FiGura 5, Representacién esquemética de uno de los isémeros de monoglicérides succinilados
resultado de la reaccién entre dcidos succinico y monoglicéridos

Otro ejemplo, es la sintesis de monoglicéridos acetilados que funcionan como
plastificantes, estabilizantes y lubricantes. En el proceso de obtencién de estos productos los
monogliceridos son  acetilados con acético anhidro; de esta reaccién resutan diferentes
isémeros de monoglicéridos acetilados (fig. 6) (Andnimo, 1992)
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CH,0——Cco—R
HO—C—H

CH,© —CO—CH,
R pueden ser una cadenas saturada o insaturada de Acido grasc

FiGura 8. Representacién esquemética de uno de los isémeros de monoglicéridos acetitados
resuftado de la reaccidn entra dcide acético anhidro y monoglicéridos

En muchas aplicaciones se requieren regicisémeros puros sn-1 3-diglicéridos o sn-1-
monoglicéridos. Estos regicisémeros especificos pueden ser empleados para la sintesis de
triglicérides  estructurados, fosfolipidos {(Van Deenen & De Haas, 1963), glicolipidos y
lipoproteinas (Wherli & Pomeranz, 1968). También son usades en la preparacidn de
numerosos agonistas y antagonistas de enzimas (Waldinger & Schneider, 1996) y algunos
mas son (tiles para la sintesis de productos terapéuticos. Por ejemplo, los sn-1,3-
digliceridos pueden conjugarse con e! clorabucil para obtener un producto Gtil para el
tratamiento del linfoma (Garzon ef af., 1983); por otro lado, los sn-1 2-diglicéridos pueden
conjugarse con s-3,4-dihidroxifenitalanina {L-Dopa), de esta manera se obtiene un producto
utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Garzon et af, 1986).

Existen mono- ¢ diglicéridos con utifidad terapéutica; por ejemplo, se sabe que los
acidos eicosapentancico (AEP) y docosahexanocio (ADH) sirven en el tratamiento de
algunos desdrdenes cardiovasculares. Ante la poca aceptacién de los Acidos grasos libres
en los alimentos, la asimilacién del AEP y del ADH como acilglicéridos {Li Zu-Yi & Ward,
1993) especificamente como sn-2-monoglicéridos, que es la forma en la que ambos acidos
grasos pueden ser absorbidos (Boyle, 1997), resulta una mejor altemativa.
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3.1.2.2 Los acilglicéridos como moléculas emulsificantes

El uso de mono- y diglicéridos como emulsificantes en diversos sectores de la
industria, ha crecido en los Gltimos afos {Sonntag, 1984), Actualmente se consumen cerca
de 0.70 millones de toneladas de surfactantes por afio y 70% de este mercado de consumo
pertenece a los mono- y diglicéridos (Arcos & Otero,1996), son asi, los agentes surfactantes
mas utilizados.

Los mono- y diglicéridos al igual que otras moléculas emulsificantes o surfactantes',
actuan en ia interfase entre dos liquidos inmiscibles disminuyendo la tensién interfacial entre
dichas fases.

CADENA HIDROFOBICA

CABEZA POLAR

FIGURA 7 Representacion esquematica de una molécula surfactanie

Por su caracter anfipatico (fig. 7) estas moléculas se agregan en un sistema de dos
fases naturalmente inmiscibles entre si, de manera que las cabezas polares se asocian con
la fase acucsa y las cadenas hidrofébicas entran en contacto con la fase organica u oleosa,
Este sistema termodinamicamente inestable se conoce como emulsién. En este tipo de
sistemas una de las fases (discontinua) esta dispersa dentro de otra {continua).

Por fa forma en la que se distribuyen las fases se definen dos principales lipos de
emulsién: aceite en agua, en las que una fase continua hidrofilica esta dentro de una fase
discontinua hidrofébica y las emulsiones agua en aceite, constituidas por una fase
hidrofébica continua y una fase hidrofilica discontinua, Los mono- y diglicéridos son
surfactantes con un HLB" (valor que caracteriza la tendencia hidrofilica-lipofilica de
moléculas surfactantes) por debajo de 6 que corresponde a surfactantes con tendencia
lipofilica, por esta razén son utifizados en las industrias de alimentos, farmacéutica y de
cosméticos para la sintesis de preductos en los que es necesaro dispersar una fase
acuosa en una fase continua oleosa.

' Por el corto de surface-active-agentes {surfactants).
" por las siglas en inglés de hidrophilic-lipophilic balance.
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La forma especifica en las que los mono- o diglicéridos se asocian en la interfase
depende de las propiedades particulares de los sistemas de los que forman parte
{concentracion de aé;ua y acilglicéridos, temperatura, agitacibn y presencia de ofras
moléculas en el sistema). De acuerdo con esto, los acilglicéridos puedan formar cuatro
distintas estructuras fisicas conocidas como mesofases': micelas, mesofase cibica, laminar ¥
estructura gel o cristalina (fig. 8). Estas mesofases difieren en estructura y propiedades
fisicas. Tal como se vera mas adelante, diversas aplicaciones de los acilglicéridos estan
relacionadas con la formacién de mesofases particulares.

3

SRR
:

T
EEHEEERERR

<)

FiGura 8 Arreglos moleculares de acilglicéridos en distinlas mesofases: (A}
micelas, (B) mesofase cibica, (C) mesofase gel, (D) mesofase larninar.

A pesar de que los mono- y diglicéridos son dtiles en diversos seclores de la industria
en la elaboracidn de emulsiones, espumas, aerosoles y suspensiones, actualmente estos
agentes surfactantes son sobre todo utilizados para la elaboracién de productos de la

! Las mesofases tienen caracterisiticas de dos estados fisicos simultancamente, por cjemplo: semi-liquido/semi-sdlido
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industria de los alimentos, Su caracter no iénico, por el que no son sensibles a condiciones
acidas o basicas, y su potencial para formar mesofases particulares es aprovechado en
diversos productos alimenticios.

E! uso de monoglicérides destilados' resuita mas conveniente (Bomnscheuer, 1995),
pues se sabe que poseen mejores propiedades emulsificantes en la fabricacién de productos
alimenticios. Sin embargo, los altos costos en su fabricacién, asociados a etapas necesarias
para su purificacion, ocasionan que se utifice sobre todo una mezcla de acilglicéridos cuya
sintesis es menos costosa. Esta mezcla es reconocida con estatus GRAS' y es aceptada
como aditivo (EEC cédigo 71} por la Organizacién Mundial de [a Salud (WHO). Para esto, es
necesario que cumpla con los siguientes requisitos siguientes (Anénimo, 1992).

(a) Elcontenido de mono- y diglicéridos debe ser de al menos el 70%(wiw).

{b) El contenido de monog'licéridos no debe ser menor al 30%.

{c) No mas del 3, 7 y 10% de &cidos grasos libres, glicerol y friglicérido
respectivamente, deben estar presentes en la mezcla.

Esta mezcla de acilglicéridos es incorporada a producios alimenticios a través de la fase
oleosa y aunque son usados basicamente para crear sistemas en emulsién, también tienen
otras aplicaciones (Andnimo,1992) tales como:

» Modificacidn del aimidon de cereales por medio de la formacidn de complejos con la
amilosa. La formacién de complejos previene la degradacién del almidén y evita asi la
‘rancidez” de los cereales. Los acilglicéridos en una mesofase cristalina-gel tienen la
estructura fisica apropiada para acomplejarse con el almidén (fig. 8. C).

» Modificacion de caracteristicas fisicas de las grasas controlando el polimorfismo de ios
cristales de grasa.

* Aereacion de panes y pasteles. Para las funciones de aereacién los acilglicéridos deben
estar en fase-cristalina,

* Reduccién o rompimiento de espumas en pudines y otros productos semejantes a través
de la formacién de diversas mesofases.

+ Incorporacién de productos solubles en agua, como saborizantes o edulcorantes, a fases
oleosas de diversos productos mediante la formacién de una mesofase cibica (fig. 8. A).

! Una mercla con al menos 0% de monoglicéridos.
" Par Ies siglas en inglés de Generally Recognized as Safe. Estatus dado a ingredientes y a aditivos alimenticios
reconocidos como seguros después de haber estado en uso
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» Texturizantes de diversos produclos a través de la formacion de mesofases cubicas.

* La formacién de diversas mesofases es aprovechada en algunas ofras aplicaciones
como: fubricacién de alimentos y adulteracion del rango de fusién en diversas férmulas
alimenticias.

Otra de las aplicaciones reporlada de los acilglicéridos como moléculas

emulsificantes son como aditivo para la elaboracién de cosméticos, pasta de dientes y

productos para el cabello (Baumann ef al,, 1988).

3.2 SINTESIS DE ACILGLICERIDOS

3.2.1 Métodos Industriales de Sintesis. Sintesis Quimica

Los mono- y diglicéridos disponibles en el mercado son sintetizados industriaimente a
través de un proceso en lote de glicerdlisis alcalina. En este proceso el glicerol y los
triglicéridos se hacen reaccionar a altas temperaturas (240-260°C) y presiones elevadas
{Arcos & Otero, 1996). Estas condiciones de reaccion necesarias para lograr la miscibilidad
del glicerol en los triglicéridos utilizados.

La sintesis quimica de mono- y diglicéridos por glicerdlisis alcalina no es un método
selectivo para la sintesis de acilglicéridos ni para regioisémeros especificos. Por el contrario,
e! producto final de la reaccion es generalmente una mezela compleja de mono- (45-55%),
di- (30-45%) y triglicéridos (8-12%). Ademas, durante esta reaccidn se generan productos
de oxidacién que dan a la mezcla un color y sabor desagradable y que deben ser
removidos por un proceso adicional de purificacion. Es posible obtener mezclas con un alto
parcentaje de acilglicéridos especificos siempre y cuando el sistema sea sometido a
destilacion al alto vacio (proceso también conocido como destilacién molecular en el que
mono- y diglicéridos son separados mientras los demas componentes de la mezcla son
reciclados a la reaccion) (Gunstone, 1999).

3.2.2 Sintesis Enzimatica

Frente a las desventajas del método quimico de sintesis de acilglicéridos ha surgido
el interés por desarrollar procesos que ademés de resulitar mas selectivos para la sintesis de
mono- o diglicéridos y de regicisémeros especificos, sean procesos con un bajo costo
energético. En este sentido, se ha identficado a la sintesis enzimatica como un método
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alternativo de sintesis de acilglicéridos. Este método consiste en aprovechar la capacidad
catalitica de enzimas como las lipasas a bajas presiones y temperaturas moderadas (40-
60°C) (Bornscheuer, 1995). Gracias a esto, el proceso enzimdtico de sintesis de
aciiglicéridos resulta ventajoso, ya que, por un lado, resulta energéticamente mas econémico
Yy por otro, dadas las condiciones de reaccion moderadas a las que se lleva a cabo la
feaccion, no se forman productos secundarios indeseables. Esto ocasiona la disminucién de
los pasos de purificacion post-reaccién. Una ventaja adicional de estos procesos es la
posibilidad de dirigir la reaccién hagcia productos determinados aprovechando la alta
selectividad reportada para las lipasas (Linko, 1995).

Todas eslas ventajas representan un aliciente en el desarrolio de procesos
enzimaticos rentables y competitivos de sintesis de acilglicéridos,

3.3 ENziMas QUE CATALIZAN LA SINTESIS DE ACILGLICERIDOS. LAS LIPASAS

Para entender a detalle los mecanismos de sintesis enzimatica de acilglicéridos es
importante tener en claro cudles son las propiedades esftructurales y cataliticas de las
enzimas que catalizan dichas reacciones: las lipasas.

En la naturaleza, ias lipasas, son enzimas que desemperian un papel fundamental en
el metabolismo de grasas y aceites en células animales, vegetales y también en numerosos
microorganismos. Su principal funcién es la hidrélisis de triglcéridos.

Industriaimente han side identficadas come uno de los biocatalizadores mas
versatiles en sintesis orgénica; su alta especificidad, su estahilidad en solventes organicos,
su capacidad catalitica a temperaturas y presiones moderadas ¥ su habilidad para aceptar
una amplia gama de substratos han hecho de las lipasas un grupo de enzimas con gran
potencial en 4dreas como tecnologia de alimentos, medicina, y la industria quimica. En
procesos biotecnolégicos relacionados con dichas areas las lipasas de origen microbiano
han recibido mucha atencién, y a pesar de que un gran niimero de especies microbianas han
sido usadas para la produccién de estas enzimas, Candida sp., Pseudomonas sp. y
Rhizopus sp. son hoy en dia las fuentes mas importantes de lipasas (Pandey ef al,, 1999),

En 1968 Sarda y Desnulle propusieron por primera vez el mecanismo por el cual las
lipasas son capaces de hidrolizar triglicéridos en ambientes attamente hidrofébicos, En este
mecanismo se establece que las lipasas son activadas al entrar en contacto con una
interfase agua-lipido. En esle proceso se suponen dos estados conformacionales de la
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enzima, uno en el gue e! sitio activo est accesible al substrato (forma abierta) y otro en el
que €l sitio esta inaccesible (forma cerrada) (Dennis, 1997). Ambos estados, considerados
termodinamicamente estables, dependen fuertemente del ambiente que rodea a la enzima.
En sistemas acuosos las ipasas adoptan la forma cerrada (fig. 9), en la cual, la estruciura
terciaria de la enzima esta estabilizada por fas interacciones hidrofilicas entre los residucs
polares de la superficie de Ja proteina y e medio acuoso.

Foura  9.Representacién estructural de ia forma
cemmada de una {pasa. Un loop (verde) funciona
como “tapa” dei sitio activo (azuf),

Al entrar en contacto con una interfase agua-aceite la enzima sufre un armreglo
conformacional en el cual el loop que funciona como tapa del sitio activo se desplaza para
favorecer la entrada del sustrato (forma abierta, fig. 10).

Ficura 10.Reprasentacién estructurat de la forma abierta de
una lipasa. El loop que funciona como tapa det sitio
activo{naranja) se desplaza de manera que esl sustrato
(amarilio} entra en contacto con sitio activo (azul).

14
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Este fendmeno conocido como activacién interfacial fue hasta hace poco tiempo
usado para distinguir a las lipasas de las esterasas. Trabajos mas recientes han demostrado
que existen lipasas que no son activadas por una interfase (Lesuisse et al, 1993; Hjorth et g/,
1983), lo que pone en evidencia que la clasificacién basada en el fenémeno de activacion
interfacial no era adecuada. Hoy en dia, una definicién mas correcla establece a las lipasas
como carboxilesterasas que son capaces de catalizar |a hidrélisis de triglicéridos, a diferencia
de las esterasas que hidrolizan preferencialmente ésteres lineales soluble en un medio
acuoso. Por esto, el sistema internacional de clasificacién ha definido a las lipasas como
glicerol-ester-hidrolasas (E.C. 3.1.1.3) (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology,1992).

3.3.1 Estructura y Mecanismo

La estructura tridimensional de la lipasa de Rhizomucor miehei (Brady ef al., 1890) y
de la lipasa pancredtica humana (Winkler et al, 1990) fuercn definidas en 1990. Desde
entonces mas de once estrucfuras de lipasas han sido determinadas. Las lipasas, de
estructura tridimensional conocida, tienen un peso molecular que va desde 19 {cutinasa) a
60KDa (G. candidum) (Schrag et al., 1991) con un nimero de aminoacidos que varia desde
270 a 641 (Malcata ef al., 1992),

El sitio activo, af igual que en el caso de las serin-proteasas, esta formado por la
triada catalitica Ser-His-Asp/Glu, y en la mayoria de los casos, a diferencia de la mayoria de
las enzimas, éste no esta expuesto en la superficie sino que estd cubierlo por residuos
hidrofébicos de manera que no esta accesible al solvente.

Todas las fipasas, cuya estructura se ha determinado, tienen un patrén de
plegamiento o/ compuesto por un “core” de hebras p rodeadas por hélices o. Este patron de
plegamiento ha sido observado también en muchas esterasas y muchas otras enzimas
(Dennis, 1997).

En la figura 11 se muestra ef plegamiento comin de las lipasas. La hélice A existe en
todas las lipasas excepto para aguellas de la familia de R. miehei. De manera general, se ha
comprobado que la posicién de los residuos cataliticos es la siguiente: la serina esta
despyés de la hebra 5, 1a histidina después de la hebra B8 y el acido asp/giu después de la
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hebra §7. La lipasa pancreatica es la excepcion a este arreglo con el acido asp/glu después
de la hebra p6.

FiGura 11. Plegamiento comin de las lipasas. Las a—-hélices y f-hebras en negro o blanco (hebras p3-p7 y las
hélices B y C) estdn en todas las lipasas, aquellas en gris (hebra B2 y heéices A , D y F) estan en la mayoria.
Las helices A y F {con lineas punteadas) estan en al lado concavo de las hebras B; las otras hélices ostan en el
lado convexo, La hélice D estd a menudo compuesta de una sola vueita. Tomado de Dennis, 1997,

En algunas lipasas la tapa que cubre al sitic activc esta localizada desde el N
terminal, mientras que en otras est4 localizada desde el C terminal, Ademias, mientras en
algunas lipasas solo un rizo o “loop” sufre ¢l rearreglo conformacional, en otras uno o incluso
dos “loops” se mueven junto al que funciona como tapa para crear la conformacion activa. La
cutinasa es un ejemplo de lipasa sin tapa Y en su estructura todos los loops son
relativamente cortos {D'ennis, 1897),

En el mecanismo de catalisis propuesto para las lipasas el residuo de serina del sitio
activo actia como nucledfilo y los otros dos aminoacidos estan involucrados en los
equilibrios de las cargas necesarios para la catalisis (Schmid & Verger, 1998).

En la figura 12 se define, de forma esquematica, el mecanismo de catdlisis propuesto
para las lipasas. Este inicia con el ataque nuclecfilico de la serina sobre el carbono del grupo
carboxilo del enlace éster (a en fig. 12). Esto genera la formacién de un primer intermediario
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tetraédrico estabilizado por los puentes de hidrégeno que se crean entre el oxigeno cargado
negativamente {oxianion) del intermediario tetraédrico ¥ los grupos N-H de la proteina (b en
fig. 12), este arreglo se conoce como agujero oxianién.

Posteriormente el hidrégeno del grupo hidroxilo de la serina se transfiere un instante
al residuo de histidina, el intermediario sufre un rearreglo y el hidrégeno es transferido de la
histidina al substrato para de esta manera, generar |a formacién de un alcohol que es
liberado al romperse el enlace ester-carboxiio.

El grupo acilo permanece covalentemente unido a la enzima por un enlace éster,
estructura estable conocida como complejo acil-enzima (¢ en fig. 12). Este complejo es
atacado nuclecfilicamente por una molécula de alcohat, por una de agua o por una amina {d
en fig. 12), todas las reacciones catalizadas por lipasas proceden via la formacién de este
complejo acil-enzima, lo que se modifica es la molécula que actla como nucledfilo. Apartir de
este ataque nucleofilico se forma un segundo intermediaric tetraéddrico {e en fig. 12).
Finalmente e! segundo intermediario tetraédrico sufre un rearreglo estructural que, per un
lado, provoca la liberacidn del éster en ef caso en el que el ataque lo realice un alcohol o det
acido graso respectivo en el caso en el que el ataque nucleofifico lo realice el agua y, por
otro lado, la liberacidn de la lipasa en su estado iniciaf (f en fig. 12).
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FIGURA 12.Mecanismao de catélisis propuesio para las lipasas
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3.3.2 Las lipasas y su Especificidad

Una de las caracteristicas importantes de las lipasas es su amplia especificidad, que
ha sido aprovechada en las reacciones de sinlesis para la obtencién de productos
especificos. Las lipasas poseen selectividad por sus substratos en varios niveles:

(a) Por el nimero de sustituyentes en el glicero! o tipo de lipido

La seleclividad de las lipasas por el tipo de substrato ha sido observada, por ejemplo,
en lipasas del plasma animal que contiene lipasas diferentes para la hidrélisis de triglicéridos,
diglicéridos y monoglicéridos (Jenssen et al., 1990).

Otro ejemplo, es ef caso de la lipasa de Penicillium cyclopium que tiene preferencia
por los monoglicéridos mas que por los di y triglicéridos (Qkumura, 1980). Muchas otras
lipasas como las lipasas pancredtica y de Mucor miehei hidrolizan mas rapidamente
triglicéridos que los mone- y diglicéridos {Malcata, 1992).

Se ha observado que este tipo de selectividad depende fuertemente de las
condiciones de reaccién. Tal es el caso, por ejemplo, de la lipasa de Pseudomonas
fluorescens, cuya selectividad por el tipo de substrato es dependiente de la temperatura de
reaccion (McNeill ef af., 1991).

{b) Por el acido graso

Algunas lipasas distinguen entre los 4cidos grasos de diferente longitud de cadena,
con diferentes eficiencias cataliticas para cadenas acilo cortas , medianas y largas. Algunas
otras lipasas distinguen los &cidos grasos por el grado de insaturacién, La reactividad esta
también influenciada por las caracteristicas estruclurales de los grupos alquilo de las
cadenas de acidos grasos tales como la configuracién de dobles enlaces y posicién con
respecto a da funcion acilo (Malcata ef al,, 1992). Se ha reportado, por ejemplo, que las
lipasas de Candida cyilindracea y Geotrichum candidum, catalizan preferencialmente la
hidrélisis dé acilglicéridos con cadenas de 4Acidos grasos de 18 carbonos. Por el contrario,
las lipasas de Rhizopus amhizus y de Rhizomucor miehei prefieren, como substratos de
reaccion de hidrdlisis, a los triglicéridos cuyas moléculas poseen écidos grasos esterificados
de cadenas de 20, 33 y 24 carbonos (Mukherjee & Kiewitt, 1996).

{c) Estereoselectividad
La esterecselectividad de muchas lipasas ha sido ampliamente estudiada. Un gran
nimero de investigadores han observado la estereoselectividad de las lipasas hacia
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substratos como alcoholes secundarios de cadena corta (Kirchner et af, 1985),
ciclohexanos (Marlot ef al/, 1985) y hacia algunos isémeros especificos de ésteres (Gray et
al., 1990). Los resultados estructurales de eslos estudios sugieren que la discriminacién
entre eslereciosémeros se debe a la forma del sitio de unidn con el substrato. La union con
el enantiomero no indicado en este sitio destruye la posicién de la histidina catalitica,
haciendo asi menos efectiva la catafisis (Carrea & Riva, 2000).

La esterecselectividad hacia los acilglicéridos esta definida como el ataque
preferencial sobre las posiciones sn-.1 o sn-3. Al estudiar Ia esterecespecificidad de 26
lipasas, Verger y colaboradores (Ransac ef af, 1930: Rogalska et al., 1993) determinaron
que en reacciones de hidrélisis de triglicéridos todas las lipasas, menos una, poseian un
grado de estereoselectividad mas comdn hacia la posicién sn-1 y la selectividad sn podia
cambiar dependiendo del largo de la cadena de triglicéride usado.

Se ha probado que en solventes organicos ia estereoselectividad de las lipasas es
diferente de aquella observada en agua. De los datos obtenidos hasta la fecha, distintas
hiptesis se han formulado con el fin de explicar este fenémeno. Por ejemplo, se ha
propuesto que e! solvente, de acuerdo a su polaridad, puede modificar la conformacién de la
enzima, y asi modificar la selectividad alterando los procesos de reconocimiento entre
substrato y enzima. Una segunda teoria propone que las moléculas de solvente pueden
interaccionar con regiones cercanas al sitio activo y de esta manera inteffiere con ia
ascciacion o transformacion de un enantiémero mas que de otro {Carrea & Riva, 2000).

Sin embargo, si se frata de predecir un cambio de esterecespecificidad como funcién
del solvente, ambas hipitesis, basadas en las propiedades fisicoquimicas de los solventes y
en su estructura molecular, pueden resultar poco certeras (Carrea & Riva 2000). E
argumento que sustenta esta afirmacion es que los dos modelos propuestos parecen ser
sdlo validos para una enzima y substrato especificos y para un tiempo especifico en el que
ocurre {a formacién del complejo solvente-enzima. De tal manera que una generalizacién no
es posible debido al gran numero de posibles complejos solvente-enzima que pueden
formarse y porque cada compiejo puede comportarse de manera diferente dependiendo de
la naturaleza del substrato.

Hoy en dia el interés en la esterecespecificidad de las lipasas no esta sélo en tratar
de comprender a qué se debe y bajo qué condiciones se ve afectada. También existe el
profundo interés en desarrollar procesos en los que la esterecespecificidad de las lipasas
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sea apravechada para la sintesis de enantiémeros puros requeridos sobre todo por Ia

industria farmacéutica,

{d) Quimioselectividad

Las lipasas, como algunas otras enzimas del grupo de las hidrolasas hidrolasas, son
capaces de reaccionar diferencialmente con grupos amino, hidroxilo o sulfhidrilo de una
molécula. Este tipo de selectividad ya ha sido explotade en la monoacilacidn selectiva de
aminoalcoholes y sulfanilalcoholes. En 1989, Kiibanov y colaboradores describieron Ia
quimioselectividad de Aspergilius niger hacia la acitacién de -amino-1-hexanol, los autores
observaron gue la sintesis de amino alcoholes O-acilados puede ocurir sin la necesidad de
proteger grupos. Observaron también, que la relacion entre la acilacion O- y N- era
totalmente dependiente de la polaridad del solvente (Carrea & Riva, 2000).

(e) Regicespecificidad.

Muchas lipasas actuan preferencialmente en alguno de los tres enlaces éster de una
molécula de aciiglicérido (sn-1(3) 6 sn-2,), este fendmeno es conocido come
regioespecificidad. Para entender muchos de los resultados obtenidos en este proyecto,
resulta pertinente hacer un anafisis profundo de esta clase de selectividad y de un fenémeno
relacionado con el tema e inlerpretado  en ocasiones como un "cambio aparente de
regioespecificidad”, que es también definido como acilmigracién.

Las lipasas han sido clasificadas como sn-1,3-especificas, sn-2 especificas por la
posicion que atacan en las moléculas de triglicérido o como no especificas si no poseen la
capacidad de atacar preferencialmente alguno de los enlaces éster de la molécula de
acilglicérido. En 1991, Berger y Schneider estudiaron ia isomerizacion de la 1, 3-ditaurina en
1,2-dilaurina en presencia de diferentes enzimas comerciales, en medios organicos.
Considerando que en medios organicos poco hidratados, los mono- y los diglicéridos son
eslables, es decir, no existe una transferencia de grupos acilo, estimaron que la relacién 1,3-
dilaurina/1,2dilaurina al equilibrio es representativa de la regioselectividad de la enzima
probada.

Berger y Schneider definieron un valor RE', analogo al %ee o al %de (valores
usados para definir el exceso enantibmerco o diaestereoisomérico), para definir la
especificidad de las lipasas. RE esta definido de la siguiente forma:

! por Ias siglas en ingles de regioisomeric excess

2]



3. GENERALIDADES

RE = Y%r.e = %(1,3 - diglicérido) - %(1,2 - diglicérido).

En la tabla 1 se muestran los valores de RE determinados para tres enzimas
diferentes. De acuerdo a dichos valores se define la especificidad de cada una de las
lipasas probadas.

TaBLA 1. Valores RE determinados para diferentes lipasas. Fuante: (Berger & Schneider, 1991)

FUENTE DE LA LIPASA RE (%RE}) REGIQESPECIFICIDAD
Pseudomanas fluorescens 790 1,3-selectiva
Mucor miehei 83.7 1,3-selectiva
Rhizopus delemar 981 1,3-especifica

De esta manera, en condiciones de hidrdlisis las enzimas descritas en la tabla 1
atacan sobre todo los acidos grasos de las posiciones exiremas del triglicérido para la
sintesis de sn-1,2-diglicéridos, sn-2-monoglicéridos y 4cidos grasos libres: y en una reaccién
de esterificacion favorecen la sintesis de los monoglicéridos sn-1, ademas de la formacién de
sn-1,3-diglicéridos.

3.3.2.1 Cambio Aparente de Regioespecificidad. Acilmigracion.

Se ha observado que en algunos sistemas que invalucran reacciones catalizadas por
lipasas ocurre un cambio aparente de regicespecificidad. y colaboradores (1998), estudiando
una reaccion de transesterificacién de propilenglicol con triglicéridos catalizada por lipasas
en solventes organicos; observaron en el perfil de productos obtenidos un “aparente cambio
de regioespecificidad”. Los autores atribuyeron este compertamiento a un cambio estructural
provocado por la presencia del solvente. Sin embargo, se ha probado que las lipasas son
estables en estos medios por lo que un cambio de regioespecificidad asociado a un cambio
estructural de la enzima no resulla factible.

Otros autores han alribuido el fendbmeno de “aparente cambio de regicespecificidad”
a otro fenémene conocido como acilmigracién. La acilmigracién es generalmente descrito
como un fenémeno espontaneo en medio acuoso, en el cual los isémeros sn-1 2-diglicéridos
y sn-2-monoglicéridos sufren una isomerizacién para la sintesis de sn-1,3-diglicéridos y sn-
1(3)-monogliceridos respectivamente. La reaccidn de isomerizacion puede darse en el
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sentido contrario, es decir los sn-1,3-diglicéridos y sn-1(3)-monoglicéridos por isomerizacitn
se transforman en sn-1,2-diglicéridos y sn-2-monoglicéridos respectivamente.

Diversos investigadores se han dado a ia larea de tratar de definir el mecanismo a
través del cual ocurre este fenémeno. En 1991 Heisler y colaboradores definieron, en el
estudio mas detallado que existe al respecto, el mecanismo de isomerizacion de sn-1,2-
dipalmitina en el isémero sn-1,3 con lipasas sn-1,3 -regicespecificas. En este trabajo Heisler
establece que el agua juega un papel fundamental en las reacciones de isomerizacién. E!
mecanismo propuesto se muestra en la figura 13,

OR' Hidrélisis R Isomerizacion Esterificacion OH
addo grass
sn-1,2-dioleina audogmso sn-2-monooleina sn-1(3)-monooleina H:0 sn-1,3-dioleina

FIGURA 13.Mecanismo propuesto por Heisler para la transformacién del isémero sn-1,2-dioleina en sy
isomero sn-1,3

Heisler y colaboradores proponen, de acuerdo a las cinéticas obtenidas, que Ia
isomerizacion del sn-1,2-diglicérido para la sintesis del sn-1,3-diglicérido se explica por un
primer paso de hidrélisis para la sintesis del sn-2-monoglicérido y un segundo paso de
isomerizacién del sn-2-monogicérido en sn-f-monoglicérido.,

Ademas de la reaccion de isomerizacién del sn-1,2 al sn-1,3-diglicéridos, Heisler y
colaboradores estudiaron la reaccién de sintesis de sn-1,2 dipalmitina a partir del sn-1-(3)
monopalmitina, El mecanismo propuesto para esta reaccion de sintesis es el descrito en la

figura 14,
OH Isomerizacién OR Esferifi.cacién R"
ficido graso
it A
OH OR OH OH ) OR' OH
sn-1(3)-menooleina sn-2-monooleina HO sn-1,2-dioleina

Ficura 14.Mecanismo propuesto por Heisler para la sintesis de sn-1,2-dioleina a parir do sn-1({3}-mono-
feina
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En el mecanismo propuesto el sn-1(3)-monoglicérido isomeriza a sn- 2-monc-
glicérido, para finalmente, a través de la esterificacion de un acido grasc en la posicién 1 de
fa molécula de gliceral, sintetizar el sn-1,2-diglicérido

De esta manera resulta evidente, que tanto la isomerizacion del isémero 1-monc-
glicérido a 2-monoglicérido, como la isomerizacion en sentido contrario son posibles y segin
lo supcnen Heisler y colaboradores es una reaccidn espontanea.

A partir de este trabajo queda claro que el aparente cambio de regioespecificidad de
las lipasas puede ser explicado en témminos de la acilmigracién que, en reacciones
catalizadas por enzimas sn-1,3-especificas, ocurre a través de un primer pasc de hidrélisis
de diglicéridos en las posiciones sn-1(3), seguido por una interconversion espontanea de los
isémeros de monoglicéridos y finalmente por reacciones de esterificacion en las posiciones
sn-1(3).
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3.3.3 Reacciones que Catalizan las Lipasas

A pesar de que las fipasas han sido disefiadas por la naturaleza para el rompimiento
de acidos grasos de las cadenas de acilglicéridos (hidrélisis) (fig. 15, A), debido a su
capacidad por aceptar una amplia gama de subsiratos y la flexibilidad de sus cadenas
proteicas, estas enzimas son también capaces de catalizar, en sistemas de baja actividad
de agua, la sintesis de entaces éster en diferentes moléculas {reaccién de hidrélisis inversa)
{fig. 15. B). Asi, es posible que en sistemas adecuados las lipasas catalisen Ia esterificacidn
de un acido graso con un alcohol o reacciones de transesterificacién en las que los
intercambios de grupos acilo pueden ocurrir entre un éster y un cido (aciddlisis), un éster y
otro éster {interesterificacién), un éster y un alcohol (alcohdlisis) y un éster y una amina
(amindlisis).

(A) HIDROLISIS

RCOOR + H,0 ¢~ RCOOH + HOR'

{B) SINTESIS

(B.1) Esterificacion
RCOOH + HOR' <~ RCOOR + H,0

{B.2)Transesterificacién

B.2.1 Acidslisis
RCOOR' + R"COOH ¢ RCOOH + R COOR'

B.2.2 Interestificacion
RCOOR' + R COOR™ +~—3RCOOR™ + R'COOR’

B.23 Alcoholisis
RCOOR + HOR «—— RCOOR" + HOR'
B.2.3 Amindlisis
RCOOR'+NH ,R"«——> RCONHR"+HOR'

Ficura 15. Reacciones mas comunas catalizadas por lipasas
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3.3.3.1 Hidrdlisis

La hidrélisis enzimética catalizada por lipasas ha sido estudiada desde hace tiempo.
El interés en esta reaccion se debe, por un lado, al pape! esencial que tienen las lipasas en
la naturaleza como enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces éster, y por ofro, a fa
importancia que tiene la hidrolisis de grasas y aceites en el sector industrial. En la tabla 2 se
presentan algunas de las aplicaciones industriales que tienen las lipasas en sy papel como
enzimas hidroliticas.

TaBLA 2 Ejemplos de productos oblenidos por reacciones de hidrélisis enzimatica catalizadas por lipasas

APLICACION Y REFERENCIA ENZIMA OBSERVACIONES

Sintesis de 4cidos grasos, utilizados en la Candida rugosa Proceso de menores costos y
produccidn de jabones y mejoramiente de sabores | Pseudomonas fluorecens mejores rendimientos que el

de chocolates y caramelos matodo industrial,
Hog, 1985
Remacién de grasas residuales en la manufaciura de Rhizopus nodosus Proceso més eficiente que el
pieles metodo guimico de extraccién
Psorke, 19684 <on solventes
Remocidn de las capas de grasa que se forman en Candida nugosa Proceso que se lleva a cabo a
los tanques para ftratamientos aertbicos de nivel industrial

tratamiento de desechos
Bailey & Qllis, 1986

En formulacién de detergentes para degradacion de Candida Aplicacion a nivel industrial
lipidos Chrmoobactenum
Andrea, 1980 viscosiumh
Aspergillus oryzae
Maduracion de quesos Con lipasas de extractos | Aplicacién a nivel industrial
Arold , 1975 pancreaticos
Bintesis de sabores mantequilla/margarina C. rugosa Aplicacion  utilizada a  nivel
Arnold, 1975 industrial

El problema fundamental, en los estudios sobre hidrélisis enzimatica catalizada por
lipasas, es determinar las condiciones de reaccién que favorecen altas actividades cataliticas
y altas conversiones del substrato para la sintesis de 4cidos grasos libres. En este sentido,
se ha probado que el porcentaje de conversidn del substrato y la actividad de la enzima son
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funcién de varables como: temperatura (Virto ef al., 1991), actividad de agua, concentracion
de substrato (Hoshino et al, 1990) y tipo de enzima (Park st al., 1988). La modificacion de
cualquiera de estas variables resulta trascendental en términos de actividades enzimaticas
y rendimientos obtenidos.

Se ha probado también que, tanto los rendimientos como las velocidades de reaccién
dependen fuertemente del érea interfacial aguafaceite que se forma en ei sistema
triglicéridos/agua. Aumentando el area interfacial es posible tener mas moléculas de lipasa
en la superficie y consecuentemente incrementar la velocidad de reaccion puesto que mas
enzima esté disponible para la catalisis {Yahya et al., 1998).

Diversos autores han sefialado que resulta problematico llevar a cabo reacciones de
hidrélisis en medios acuosos ya que en estos los substratos son insolubles y las velocidades
de hidrdlisis estan limitadas por el area interfacial. Ante esto, se han propuesto diversas
estrategias (Yang & Russell 1995) descritas a continuacion.

Sistemas bifasicos (fig. 16. a).

En los sistemas bifasicos la enzima se encuentra en la fase acuosa y los substraros
hidrofébicos en la fase orgénica. A pesar de que en estos sistemas los substratos estan en
solucién en la fase organica, la reaccion, dado que se lleva a cabo en la inlerfase, esta
limitada por su magnitud.

Sisternas de micelas inversas o microemuision (fig. 16.b).

Estos sistemas constituyen la forma de aumentar la superficie de la interfase de
sistemas bifasicos. En estos sistemas, las moléculas de enzima son solubilizadas en micelas
inversas, formadas por surfactantes idnicos. De esta manera se forma una microemulsion en
la que las micelas eslan dispersas dentro de una fase conlinua formada por el solvente
organico no polar y los substratos hidrofobicos.

En condiciones apropiadas la solucidn de micelas inversas es homogénea,
termodindmicamente estable y transparente (Yang & Russell, 1995).

Esta clase de sistemas exponen una interfase agualsolvente de aproximadamente 100
m?/mi{ de microemulsién (Yahya ef al., 1998). Su principal inconveniente es la necesidad de
romper la micela y remover el surfactante en la etapa de purificacién del producto.
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Sisternas de solventes orgénicos hidrofilicos (fig. 16. ¢),

El uso de solventes orgénicos hidréfilicos es una manera alternativa de proveer areas
interfaciales grandes. En estos sistemas, preparaciones sélidas de enzimas (liofilizadas o
adsorbidas en un soporte) son suspendidas en el solvente en el que estan solubilizados los
substratos hidrofébicos. El requisite fundamental en sistemas de reaccion con solventes
orgénicos es optimizar la cantidad de agua del sistema para que, por un lado, la enzima se
mantenga estable y por otro lado, para que se cuente con la cantidad de agua necesaria
como substrato para la hidrélisis (Yang & Russell, 1995), Visualmente se notan dos fases
una liquida constituida por ef solvente y substratos y una sdlida formada por las particulas de
enzima,

El uso de solventes organicos es un punto medular dentro de este proyecto, no sélo
por su capacidad de proveer un medio en el que los substratos hidrofilicos son solubles sino
por muchas otras ventajas que se les ha atribuido. Por esto, los detalles y discusiodn respecto
a sU USO Merecen una seccidn aparte.

Reactores de membrana. (fig. 16. d),

En estos sistemas las moléculas de lipasa son inmovilizadas en una membrana que
separa a la fase orgénica de la fase acuosa. En los reactores de membrana, al igual que en
el sistema de dos fases, la reaccién esta limitada por la superficie de la membrana que
separa las fases. La ventaja es que |a lipasa, inmovilizada en la membrana, puede ser usada
por tiempos prolongados. (Guiit ef af., 1991).

28



3. GENERALIDADES

Fi5 16 Representacion esquemdética de distintos sistemas de reaccitn en reacciones catalizadas por lipasas
Fase organica, [] fase acousa, @Biocatalizador, [j membrana en sistema de reactor con membrana

Existen diversos reportes en los que se busca determinar cus! o cudles de los sistemas
propuestos resulta el mejor en términos de lograr un 4rea interfacial con la que la actividad
enzimitica y rendimientos se maximicen. Yang y Russell (1995) compararon los resultados
cbtenidos al llevar a cabo una reaccitn de hidrélisis en un sistema con micelas inversas y en
presencia de solventes organicos. Las conclusiones a las que llegaron fueron las siguientes:
» Las mas altas velocidades enzimaticas observadas fueron en el sistema micelar,

mientras que el rendimiento en estos mismos sistemas esta limitado por las bajas

concentraciones de enzima que existen.
» En sistemas con solventes orgénicos hay una buena velocidad enzimética y conversitn
de substrates a acidos grasos libres.
» El uso de solventes organicos provee el ambiente mas adecuado para Hevar a cabo la
hidrélisis en las condiciones de reaccién utilizadas.
Aparentemente los sistemas de reaccitn de hidrdlisis catalizada por lipasas en
presencia de sciventes orgénicos resultan ventgjosos en téminos de actividades
enzimaticas y rendimientos. Sumado a esto, los sistemas con solventes organicos resultan
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atractivos, puesto gue no hay contaminacién con sudfactantes como en los sistemas con
micelas inversas, ni tampoco existen problemas difusionales como en los sistemas de
enzimas inmovilizadas o reactores de membrana (Tsai et al., 1991 ).

3.3.3.2 Sintesis.

Las miltiples aplicaciones posibles de moléculas producto de reacciones de sintesis
de enlaces éster (algunas de ellas mostradas en la tabla 3), las desventajas que existen en
su produccion a través de métodos quimicos, la dificultad que existe para sintetizar algunas
de ellas utilizando estos métodos y la posibilidad utilizar de grasas y aceites naturales como
substratos de la reaccién en reacciones de alcohélisis y acidélisis (Io que constituye una
manera para su valorizacion); han sido las razones principales del gran interés que existe en
el estudio de las reacciones de esterificacidn y transesterificacién catalizadas por lipasas.

TaBLA 3 Ejemplos de preductos obtenides por reacciones de sintesis enzimaética catalizadas por lipasas

APLICACION Y REFERENCIA ENZIMA, OBSERVACIONES
Resolucién de mezclas racémicas de Aacidos v alcoholes, lA._niger No se lleva a cabo a nivel
para sintesis de compuestos con interés terapéutico Penicilium urticae industrial

Kirchner, 1985

Sintesis de lipidos estructurados, ulilizado como C. rugosa Aplicacidn 2 nivel industrial
. \ Pseudomonas
substitutos de mantequilla de cocoa, preductos o ns
terapéuticos y con valor nutricional
Bloomer ef al,, 1991; Bjérkling, 1991
Sintesis de Esteres de bajo peso molecular, utilizados M. miehei Aplicacién a nivel industrial
como sromatizantes, saborizanies, fubricantes, R. delermar

plastificantes
Okumura et al., 1979; Amold of al., 1975

Dadas sus muy particufares caracteristicas estructurales las lipasas conservan su
aclividad catalitica en medios orgéanicos con un bajo contenido de agua. Esfo es debido a
que, en solventes organicos poseen una conformacion’ en la que sus residuos hidrofébicos
estan expuestos en la superficie de la proteina y en contacto con el medio hidrofobico,
mientras que los residuos hidrofilicos se distribuyen entre el interior de la proteina y la poca
agua presente en el sistema. De esta manera, se establecen interacciones entre el medio

! definida como abierta en el fendmeno de activacion interfacial,
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organico y la regién hidrofébica de la enzima, asi como entre sus residuos hidrofilicos y el
agua, lo que pemite a las lipasas mantener una forma tridimensional estable y activa. (Miller
ef al, 1991). Esta conformacién es estable y suficientemente flexible para aceptar una
amplia gama de substralos con los que pueden llevar a cabo reacciones de sintesis.

Como se ha dicho, Ias reacciones de sintesis estdn basadas en la manipulacién de!
equilibrio termoedinamico a través del contro! del contenido de agua en el sistema, que en el
sentido méas estricto y formal, por las razones que se explican a continuacién, debe ser
definida como actividad de agua (a,.).

Actividad de Agua y Reacciones de Sintesis

En 1988 Zaks y Klibanov, estudiando la influencia del contenido de agua sobre la
actividad de tres enzimas (fenol oxidasa, alcohol deshidrogenasa y alcohol oxidasa) en
solventes con hidrofobicidad diferente, observaren por un lado, que las actividades de las
enzimas eran funcion de la cantidad del agua unida a |2 enzima y no de la concentracién de
agua en el solvente; por otro lado, y puesto que los sclventes organicos compiten por el
agua esencial para la enzima, se percataron que en solventes hidrofabicos la cantidad de
agua necesaria para alcanzar la actividad enzimatica dptima era menor que en solventes
hidrofilicos,

De experimentos como éste se desprende que en sistemas de reaccidon de baja
actividad de agua, la influencia del agua no depende de la concentracion total de ésta sino
de las interacciones entre el agua y todos los componentes de la reaccion. Resulta entonces
mucho mas conveniente considerar en este tipo de sistemas la actividad termodinamica
del agua (a.) en lugar de ia cantidad de agua total.

En reacciones de sinlesis enzimdética catalizadas por lipasas el agua tiene diferentes
papeles. Por un lado, para favorecer la sintesis, la actividad termodinamica def agua se debe
mantener tan baja como sea posible. Y por otro, y puesto que ef agua esta involucrada en
interacciones no covalentes (puentes de H) por las que Ja enzima mantiene una estructura
tridimensional activa, debe mantenerse a un nivel 6ptimo para la eficiencia catalitica de la
enzima; sin agua, la catalisis enzimatica seria imposible,

Dado el gran interés que existe en optimizar las reacciones de sintesis catalizadas
por lipasas, diversos investigadores se han dado a la tarea de evaluar el efeclo de la a, en
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reacciones de sintesis catalizadas por lipasas. Lo que han concluido se resume en los

siguientes puntos:

» Valores altos de a, favorecen las reacciones de hidrélisis sobre las de sintesis y por el
contrario, con valores bajos de a, las reacciones de sintesis se ven favorecidas (Wehthe
& Adlecreutz, 1997, Zarevika ef al.,, 1997; Dudal & Lortie, 1995). De tal manera que la
gréfica tipica de actividad enzimatica vs a,, se veria como lo muestra la figura 17.

ACTIVIDAD ENZIMATICA OPTIMA

Actividad enziméatica

uy a
OPTIMA ”

Ficura 17. Perfil tipico de a, vs actividad enzimitica en
reacciones catalizadas por lipasas

Wehte y Adlercreutz (1997) demostraron que, en general, el perfil de aclividad de las
lipasas conltra a,, es independiente de la reaccion utilizada para medir ta aclividad. Es
decir, para cualquier reaccidn hay un optimo de actividad enzimatica en un valor de a,,
especifico, dicha actividad disminuye conforme aumenta o disminuye a,, (fig. 17).

Este comportamiento, a pesar de ser semejante en hidrolisis y sintesis, ests
relacionado, en cada una de las reacciones, con fenémenos diferentes (Yamane ef al,
1989; Valivety et al., 1992).

En las reacciones de esterificacion, este perfil tipico de actividad enzimatica vs a,, se
ha atribuido a que un incremento en la concentracién de agua favorece las reacciones de
hidrolisis del sistema, disminuyendo con esto la actividad de sintesis.

En hidrdlisis se atribuye a fimitaciones de transferencia de masa resultado de la
agregacion de la enzima a valores altos de actividad de agua.

= La actividad catalitica de las lipasas es diferente en medios de polaridades diferentes
{valivety ef al., 1993).
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Esto es porque, a pesar de que en distinios medios de reaccién con diferentes

solventes de distintas polaridades exista el mismo contenido de agua, el valor a, para

Cada uno no es el igual. Y dado que la a, del medio es la que determina la actividad
catalitica de la enzima (Zaks & Klibanov, 1988) entonces, dicha actividad ser4 distinta de

un solvente a otro a una misma concentracién de agua. De aqui se puede entender la

siguiente conclusidn: el valor maximo de actividad en diferentes solventes permanecse

igual para un valer especifico de a,,.

Por la importancia de tener un control de la actividad de agua durante las reacciones

de sintesis, una parte fundamental en el estudio de fas mismas ha sido definir un método por

el cual sea posible mantener una baja actividad de agua.

En este sentido se han implementado diversas estrategias (tabia 4),

TasLa 4. Descripeidn de las estrategias implementadas para lograr medios de baja actividad de agua

METODO

PRINCIPIO

REFERENCIA

Uso de tamiz molecular

Abgorber el agua presente en el sisterna

Muskesh ef ai,, 1997,
Kuan-Ju ef af, 1998,
Yamaguchi & Mase, 1991

Pervaporacion

Remocién del agua por adsorcion o permeacidn

selectiva a una membrana.

Kwon et al., 1885

Uso de presiones reducidas

Remocion del agua del sistema

Linfield et af., 1984

Reaccién en medio sdlido

Promover [as reacciones de esterificacion frente a
las de hidrdlisis

Ergan & André, 1991

Un medic con 25% de agua 'y
con un exceso de glicerol

Bajar la actividad de agua, por interacciones
moleculares entre el glicerol y el agua

Tsujisaka ef al., 1977;

Uso de solventes orgénicos,

Bajar la actividad de agua, por interaccicnes
moleculares entre los solventes orgdnicos y el

agua,.

Goderis ef al,, 1986
Bonkang et af., 1994
Kuo & Parkin, 1996

Adsorcion del agua en tamiz molecular

El uso de tamiz molecular activado ha probado ser un método (til para remover el

agua producida durante la reaccidén. Hoy en dia en fa mayor parte de los trabajos de

investigacién en los que se requiere de un bajo contenido de agua se hace uso de este

sistema.
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El uso de este material en la reaccion requiere un paso previo de oplimizacion ya que
la fuerte afinidad del agua por este puede causar una excesiva deshidratacién de la enzima
y disminucién de los rendimientos de la reaccion (Muskesh ef al., 1997). Resulta entonces
importante, definir el contenido de tamiz moiecular optimo para la reaccitn, por el que se
permita la méxima disminucion de las reacciones de hidrolisis sin afectar los rendimientos de

la reaccion.

Pervaporacién

Este es un método atractivo para la remocion de agua en solventes organicos y en
sistemas sin solvente. Su aplicacién hace posible la remocién det agua por adsorcion
selectiva en una membrana homogénea, polimérica y no porosa. Esto es seguido de una
difusién selectiva a través de la membrana y evaporacion en una fase vapor. La diferencia
entre las presiones parciales entre los dos lados de la membrana es la fuerza motriz para los
procesos mientras que las diferencias de solubilidad de los componentes de la reaccion en la
membrana mejora la selectividad. Este método fue llevado a cabo con éxito por Kwon y
colaboradores (Kwon et al., 1995) en una reaccion de esterficacién entre acido oléico y n-
butanol catalizada por Lipozyme ™ en iscoctano a 25°C. Una conversidn de 95% fue
obtenida con pervaporacion con una membrana de acetato de celulasa, mientras que sin
pervaporacién la conversion era sélo del 61%.

Presiones reducidas

Mediante este método es posible remover el agua de! sistema por evaporacién a
bajas temperaturas, trabajando en un medio de reaccidn a presiones reducidas. Lienfield y
colaboradores {1984) han demostrado la efectividad de este método, en una reaccién de
esterificacion entre glicerol y &cido oléico. Ellos demostraron que la remocidn de! agua
producida utilizando una bomba al vacio incrementaba ef rendimiento de triglicéridos de 45 a
93%.

Medios solidos

Diversos investigadores han probado con éxito que es posible llevar a cabo reacciones
de sintesis catalizadas por lipasas en medios sin solvente. En estos, los substratos son
miscibles unos con otros y la temperatura de reaccién esta definida por el punto de fusién del
substrato. Este Gltimo aspecto junto a la dificultad en ia separacién de productos de fa
mezcla, constituyen las grandes desventajas del método.
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Este método no consituye un sistema por el que se remueva el agua durante la
reaccién. A través del uso de medios sdlidos se pretende lograr un valor inicial de a,, bajo.

Sintesis y Estrategias de Reaccion

Otro de los objetivos en el estudio de reacciones de sintesis catalizadas por lipasas,
ademas de definir el medic adecuado para las reacciones de sintesis, ha sido determinar la
mejor via de sintesis de un producto especifico. Es el caso de Castro y colaboradores
(1997), quienes compararon tres vias diferentes para la sintesis de acetato de citonitrilo:

1. Esterificacién de acido acético y de citronelol.
2. Alcoholisis del acetato de butilo con el citronelol
3 Interesterificacién de acetato de butilo con butirato de citronelilo.

Todas ias reacciones se llevaron a cabo en n-heptano en presencia de una enzima
inmovilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme ™). Los resultados obtenidos permiten
concluir gque la alcohélisis es |la mejor opcion ya que, en las condiciones de reaccién en las
que se llevd a cabo el experimento, esta reaccién permite obtener una conversion de 20% en
acetato de citonitriio mientras que la esterificacion y la interesterificacién permiten una
conversién tan solo del 2 y 5% respectivamente.

Castro y colaboradores atribuyen este resultado al caracter polar de los substratos
que determina la distribucién del agua en el medio de reaccidn. La particion de las
moléculas de agua entre la fase solida constituida por la enzima v la fase liquida constituida
por los substratos y productos resulta en un cambio en las conversiones obtenidas para cada
reaccién.

Resulta entonces que las reacciones de sintesis enzimatica son principalmente
funcién de dos condiciones:

a. La actividad de agua del sistema, que debe definir una condicién de equilibrio
termodinamico que pemita que las reacciones de sintesis se favorezcan frente a las de
hidrélisis.

b. La polandad del sistema determina e! agua disponible para 'a enzima por la que se
condiciona su actividad. Y que, como se verd mas adelante, también influye en la
condicion de equilibrio termodinamico que se establece en un determinado medio de

reaccion.

35



3. GENERALIDADES

3.4 SoLvENTES ORGANICOS. SISTEMAS DE BAJA ACTIVIDAD DE AGUA.

Tal como se expuso, una de las alternativas para lograr medios de baja actividad de
agua en los que se favorezean las reacciones de sintesis frente a las de hidrélisis es el uso
de solventes organicos. En 1985 (4) Zaks y Klibanov probaron por primera vez la eficiencia
catalitica de las lipasas en medios organicos, desde ese afio hasta la fecha se han estudiado
diversas reacciones de sintesis catalizadas por lipasas en sistemas con solventes orgénicos.

3.4.1 Influencia de la Naturaleza del Solvente en el Equilibrio

Hasta hace algunos afios el efecto del solvente en la manipulacion del equilibrio no
habia sido considerado & detalle. Su uso tenia, el Gnico objetivo de lograr medios de baja
actividad de agua en los que las reacciones de sintesis se vieran termodinamicamente
favorecidas frente a las hidroliticas. Sin embargo dada la importancia que tiene el poder
dirigir una reaccion hacia la sintesis de productos especificos, se ha intentado establecer
correlaciones que consideren las interacciones entre fos substratos, productos y sclvente
en la prediccién def equilibrio en una reaccién.

En este sentido Halling (1989} utilizé los coeficientes de particién octancllagua {logP)
de diferentes solventes para predecir las concentraciones al equilibrio en cada uno de elios y
tambien demostrd que existe una correlacion entre la posicion de equilibrio predicho y la
solubilidad de agua en el solvente. Halling también se percatd que en solventes
hidrofébicos con elevados valores logP la cantidad de agua necesaria para alcanzar la
actividad enziméatica éptima es menor que en solventes hidrofilicos con valores de logP
menores. De aqui que los solventes con un alto logP sean usualmente considerados mas
apropiados para una buena actividad y/o estabilidad de 1a enzima.

Diversos investigadores han corroborado la correlacion entre posicidn de equilibrio y
logP determinada por Halling. Tal es el casc de Valivety y colaboradores (1991), quienes
confirmaron esta correlacidn estudiando la influencia de la polaridad de varios solventes en
la constante de equilibrio de la esterificacién de dodecanol y acido dodecancico.

Esta correlacion ha sido interpretada en términos de las propiedades de solvatacion
y extraccidn que posee cada solvente. Es el caso del trabajo de Kuo y colaboradores (1998)
quienes asociaron la sintesis selectiva de mone- y diésteres de glicerol y 1,3-propanodiol en
solventes con diferentes logP a dichas propiedades. Por su parte, Torres y colaboradores
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(1999) observaron gque la polaridad del solvente tiene una enorme influencia en la
distribucién del 4cido malico y monoéster. El argumento propuesto por estos aulores sigue ja
misma linea que el planteado por Kuo: el monoéster posee upa mayer solubilidad que el
acido malico en solventes hidrofobicos, esto promueve una rapida esterificacion en el
correspendiente diéster.

€l modelo propuesto por Halling y comprobado por Valivetty resulta certero si se
trata de predecir el equilibrio de una reaccidn en sistemas diluidos, en los que la actividad
termodinamica (a) de una sustancia es igual a su concentracién y los coeficientes de
actividad (y) que consideran las interacciones moleculares entre substratos, productos y
solvente en un sistema son cercanos a uno.

Con el propésito de predecir las concentraciones al equilibrio de una reaccién en un
sistema no diluido se han propuesto modelos que consideran los coeficientes de actividad
de substratos y productos (Eggers et al., 1989; Halling, 1989, Castillo ef a/,, 1988).

En 1898, Castillo y colaboradores propusieron, para una reaccion de sintesis enziméatica
entre glicerol y 4cido cleico catalizada por una lipasa, un sistema de produccidn selectiva de
monoglicéridos, en el que la sintesis de monooleina se favorece en medios de reaccién con
solventes hidrofilicos en los que su coeficiente de actividad termodinamica es bajo, de esta
manera, el equilibric de la reaccion se desplaza a favor de su sintesis,

El fundamento tedrico de este sistema esta basado en las siguientes consideraciones:
¢ Laactividad termodindmica puede ser expresada como el producto de la fraccién mot

(x) y e! coeficiente de actividad (y,).

a; = X,
Asi, por ejemplo, en la reaccién A+B«—C la constante de equilibrio se define
como;

- (xere)
(xXa7 4 Wxgrg)

« El valor de las constantes de equilibrio (K) debe ser el mismo, independientemente
del solvente organico en el que se lleve a cabo la reaccién.
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* Sustancias hidrofilicas poseen bajos coeficientes de actividad en solventes polares y
altos en no polares’.

» Sustancias hidrofébicas poseen altos coeficientes de actividad en solventes polares y
atos en no polares'.

Es posible entonces, utilizando un solvente de polaridad determinada, dirigir una
reaccién hacia la sintesis de productos especificos. A esta manipulacién del equilibrio de una
reaccion a través de la manipulacién de la polaridad del medio, mediante el uso de
diferentes solventes se le ha incluido en una nueva herramienta de la biocatalisis conocida
como Ingenieria de Solventes.

3.5 REACC]ONES ENZIMATICAS PARA LA PRODUCCION DE MONO- Y DIGLICERIDOS

Las reacciones catalizadas por lipasas como: la hidrélisis selectiva de triglicéridos,
esterificacién de glicerol con 4cidos grasos y glicerdlisis de grasas y acetes han sido
estudiadas por diversos grupos de investigacion con el fin de lograr la produccién selectiva
de mono- y diglicéridos. A continuacién se detallan los trabajos mas relevantes hechos al
respecto.

3.5.1 Hidrélisis de Triglicéridos

El problema principal al que se ha enfrentado el estudio de las reacciones de
hidrolisis enzimatica de triglicéridos para la produccién de mono- y diglicéridos, ha sido
definir aquellas condiciones bajo las cuales se evite una hidrélisis completa del substrato.
Para lograr asto, la regioselectividad de las lipasas debe ser aprovechada, de manera que,
utilizando una enzima sn-1(3}-especifica sea posible la produccion de sn-2-monoglicéridos y
utilizando lipasas sn-2-especificas sea posible la obtencién de sn-1,3-diglicéridos (fig, 18)

! Dado que es una parte fundamental para entender los resultados de este proyecto, el por qué de estas aparentes
contradicciones ¢s aciarado en €l capitulo 6.Resultados,
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R B 1,3 especlf R
+ 2 O pasuun)- ,3 especlifica
OR OR 2RCOOH OH OH
Triglicérido sn-2-monoglicérido

FicuRra 18 Sinteis de acilglicéridos por hidrdlisis de triglicéridos

Al utilizar una enzima sn-1(3)-especifica Holberg y Osterberg (1988) fuercn capaces
de obtener 2-monoglicéridos con un rendimiento del 80%, con. Sin embargo, después de
varias horas de reaccién y debido a fendmenes de acilmigracién, obtuvieron una hidrélisis
completa hasta acidos grasos y glicerol.

Hoy en dia, no existe una teoria clara sobre los mecanismos por los cuales ocurre la
acilmigracién espontanea, mas si existe un enorme interés en definir aquellas condiciones de
reaccién que permitan reprimir las reacciones de acilmigracion, pues resulta un punto clave
para lograr que ta hidrélisis de triglicéridos no sea completa, y asi, favorecer su conversion
para la produccion de mono- y diglicéridos.

La hidrdlisis parcial de triglicéridos ya ha sido lograda por diversos autores. Por
ejemplo Plou y colaboradores (1996) obtuvieron una conversion del 79% hacia la sintesis de
mono- y dicleina en un medio sélido a 40°C con la lipasa pancreatica inmovilizada en Celita.
Estos autores atribuyen su resultado a dos de las caracteristicas del biocatalizador: (a) su
1,3-especificidad y (b) la alta hidrofobicidad del soporte.

Ergan y colaboradores (1991) definieron que otro sistema Uil para ia sintesis de
monc- y diglicéridos es aquél en el que se usa una enzima sn-1(3)-especifica y se afade al
sistema de reaccion unicamente la cantidad de agua necesaria para ser usada como
substrato.

Finalmente algunos otros autores han logrado obtener mono- y diglicéridos por
hidrélisis de aceites naturales. Tal es el caso Flenker y Spencer (1984) que hidrolizando
enzimaticamente aceite de ricino usando una lipasa sn-1,3-especifica de Rhizopus amizhus,
a un pH 5.5, obtuvieron 23% de monoglicéridos y 66% de acido ricinoleico después de tres
horas de reaccion.

Otre de fos objetives ha sido, ademas de lograr condiciones de reaccidn por las que
no exista una hidrélisis completa, el definir un medic por el que sea posible el aumento del
area interfacial triglicérido/agua. Para lograr tal objetive se han utiizado sistemas bifasicos
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agua/solvente, en emulsién o en microemulsién {Mazur et al., 1988). En todos estos
sistemas los triglicéridos son solubilizados en Ia fase hidrofdbica y la enzima es utilizada en
suspension o solubilizada en la fase acuosa.

En este sentido, el método mas eficiente ha sido el presentado por Mazur y
colaboradores (1988) para la sintesis de sn-2-monoglicérido. Este método consiste de n-
hexano, 2-butanol y una enzima sn-1,3-especifica (Lipozyme ™). El rendimiento es del 70%.
Este método resultd aplicable para triglicéridos de Caga Cluo.

La produccion de mono- y diglicéridos por hidrélisis enzimatica es por tanto, un
metodo que requiere un estricto control de la reaccién para evitar la hidrélisis completa, Su
principal desventaja son fos bajos rendimientos que se obtienen, ya que por una mol de
triglicérido sdlo se sintetiza una de monoglicérido y dos moles de Acidos grasos libres. La
presencia de 4cidos grasos libres en el producto de la reaccién hacen necesarios métodos
para su remocion lo que constituye otra de las desventajas del proceso.

3.5.2 Esterificacion de Acidos Grasos o Esteres con Glicero}

Uno de los grandes campos de investigacion en el drea de las reacciones de
esterificacion catalizadas por lipasas, lo constituye el estudio de la sintesis de acilgiicéridos a
través de la esterificacion de 4cidos grasos o ésteres con glicerol como se muestra en la
figura 19.

¢H 0] I 1,3 especific H
838 si-1, eC
=
R o’H )
@ OH OH 2'Ho OH OR
Glicerol dcido graso sn-1(3)-monoglicéride
OH
(b) + 0 lipasa sn-1,3 especifica OH
RJ\OIR' )
OH OH ROH - OH OR
Elicerol éster sn-1(3)-monoglicérido

FiauRA 19 Sinteis de acilglicéridos por esterificacion de acidos grasos (a) y ésteres (b) con glicerol
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Para optimizar estas reacciones se han seguido las mismas lineas que las descritas
para las reacciones de sintesis catalizadas por lipasas:

a. Determinar métodos por los cuales sea posible remover el agua que se genera
durante la reaccién, para de esta manera lograr un sistema en el cual se
favorezcan las reacciones de esterificacién frente a [as de hidrélisis.

b. Proveer medios que favorezean el &rea interfacial, en los que se favorezcan las
velocidades enzimaticas y los rendimientos.

c. Definir condiciones de reaccion éptimas de temperatura, relacién molar entre
substratos y la mejor enzima que favorezcan altas conversiones hacia la
sintesis de mono- y diglicéridos.

En esta tarea se han utilizado diverses substratos, pero sin duda la esterificacién de
acido oleico con glicerol para la sintesis de mono-, di y trioleina ha sido la reaccién que ha
servido como modelo de estudic para la mayor parte de fos trabajos publicados. Las
conversiones del 4cido cleico para la sintesis de acilglicéridos difieren entre estos trabajos y
tal como se observa en la tabla 5 dichas conversiones son funcién del tipo de lipasa utilizada
y el sistema de reaccién, entre otros parametros.
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TaeLa 5. Reacciones de esterificacion de acido oleico con glicerol para sintesis de acilglicéridos

ENZIMA MEDIO DE TEMPERATURA | CONVERSIO PORCENTAJE DE RELACION
Y REFERENCIA REACCION N AC. ACILGLICERIDOS GLICEROL/
OLEICO AC. OLEICO
Lypozyme Medio sin solvente y 60°C 95% 90% trioleina y 10% 33
Ergan uso de tamiz dioleina
etal, molecular
1991
Potato lipid acil Medio sin solvente, 50°C > 80% 97% de 0.85
hidrolasa Remocién de agua monoglicéridos
Macrae ot af., por presiones de
1998 vacio
Penicillium Madio en fase solida 40°C 90% 85% de monoglicéridos 0.2
roquefortii 75% de diglicéridos
Waldinger ef af,, 2.0
1696
R. miehei 2-metil-2- 40°C 71% 100% de 2
Castillo et a/., butanol/hexano monoglicéridos
1998 (10:90).
Adsorcion selectiva
de monoglicéridos
Lipasa G Sisterna sin solvente 40°C 80% 75% de monoglicéridos 2
45% de diglicénidos y
Lipozyme 79% 38% de triglicéridos
Schuch &
mukherjee,
1989
Penicillium Uso de tamiz 40°C 97.3% 74% de monoglicéridos 2
camembertii rnalecutar
Yamaguchi &
Mass,
1991
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De Ios trabajos presentados en la tabla 5, destaca el que la principal estrategia en la
manipulacién de los rendimientos obtenidos ha sido definir aquella relacién cleico/glicero!
que resulta 6ptima para obtener rendimientos altos de acilglicéridos especificos (Ergan ef al.,
1991, Macrae et al., 1998; Waldinger et al., 1996). Otra alternativa explorada ha sido el
utilizar la Ingenieria de Solventes con el fin de dirigir la reaccién hacia la sintesis de
acilglicéridos especificos (Castillo ef al., 1998; Janssen ef al., 1893).

En este sentido Castillo y colaboradores lograron un rmedio de reaccién selectivo para
la sintesis de monoglicéridos en un sistema hidrofilico (n-hexano/2M2B, 80/10) en el que la
actividad termodinamica de los monoglicéridos es menor que la de los di y triglicéridos.

En esta misma linea se encuentra el trabajo de Janssen y colaboradores (1993)
quienes reportaron el efecto de ia polaridad de distintos solventes en la posicion de equifibrio
en la sintesis de acilglicéridos con acidos grasos de distinta longitud de cadena. Estos
autores demostraron come la polaridad influye en los rendimientos obtenidos en el equilibrio
de la reaccién. Los resultados muestran que en solventes hidrofébicos se favorece la
formacién de los triglicéridos y en los solventes polares se favorece la formacion de
monogliceridos

Esto trabajos demuestran que, en reacciones de esterificacidon catalizadas por
lipasas llevadas a cabo en sclventes orgénicos, las actividades termodindmicas de ios
compenentes de la reaccidn influyen en la condicion de equilibrio termodinémico de! sistema
y de esta manera en la selectividad de la reaccion.

Resulta entonces evidente que tantc el medio de reaccidn ulifizado, como la
temperatura y relacion molar ac. graso/glicerol son varables que condicionan las
conversiones del substrato para la sintesis de mono- y diglicéridos en reacciones de
esterificacion directa. A pesar de que mediante esta reaccién se pueden obtener
conversiones altas, tiene la desventaja de requerir acidos grasos, obtenidos mediante
hidrélisis, lo que, desde el punto de vista industrial, no resulia atractivo.
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Glicerdlisis

OH R OH
lipasa sn-1,3 especifica
2 + e 3
OH OH OR OR ' OH OR
Glicerol Triglicérido sn-1{3)-monoglicéride

FiGura 20 Sinteis de acilglicéridos glicerblisis

Ante las desventajas de los métados de hidrdlisis parcial y de esterificacion directa, la
glicerdlisis resutta una buena alternativa, dado que estequiométricamente los rendimientos
obtenidos deben ser mayores ya que tres moles de monoglicéridos se pueden sintetizar a
partir de un mol de triglicérido. Ademas no existen subproductos ni se requiere de un paso
de hidrdlisis previo.

Dadas las ventajas de la glicerdlisis para-la produccién de acilglicéridos, el objetive
ha sido definir las condiciones de reaccién que favorezcan rendimientos altos de
acilglicéridos especificos (mono- o diglicéridos). Las preguntas que se han planteado son;
¢cudl es la temperatura éptima en la que se favorecen altas conversiones para la sintesis de
mono- o diglicéridos?, ;en qué medio de reaccion se reprimen las reacciones de hidrélisis y
se favorecen las de transesterificacion?, jqué relacién molar glicerolftriglicéridos permite
obtener altas concentraciones de monoglicéridos o de diglicéridos?, scudl es la mejor
enzima? y gcon qué valor de actividad de agua es posible disminuir al maximo posible ia
hidrolisis de acilglicéridos sin afectar la actividad de la enzima?

En la tabla 6 se resumen y a confinuacion se discuten, diversas estrategias que
abordan las preguntas antes planteadas
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TasLA 6. Reacciones de glicerdlisis levadas a cabo por diversos autores en distintas condiciones de reaccién.,

1989

RELACION MEDIO DE ACTIVIDAD DE | CONVERSION DE PORCENTAJE DE
SUBSTRATO ENZIMA TEMPERATURA MOLAR REACCION AGUA TRIGLICERIDOS ACILGLICERIDOS EN
GLICEROL/ EL SISTEMA
TRIGLICERIDO
Acsite de clivo Candida 30°C 4.5 Sisterna con La determinada 70% 70% de MG (wiw)
Ferreira-Dias & rugosa n-hexano como dptima;
Fonseca, 1995 {11%wiv) 0.23
Aceite de palma Rhizopus 40°C 2 Medio sélido No especificada 66% 30% de MG
Ttiter ef af., delemar
1999
Aceite de olivo Chromo- 37¢ No Microermnulsién No especificada B80% 30% MG
Shick & Shick, bacterium especificada
1991 viscosium
Aceite de semillas Lypozyrne 75°C -] 48% iscoctano 0.17 684% 17.4% MG
Elfman-Bérjessson & IM 36.8% DG
Harrdd, 1999
Aceite de ofivo Novozyme 75°C 3 Medio sélido No especificada 55% 22% MG
Coteron 435 39%DG
et al,
1898
Grasa animal Psudomonas 42%C 1.5-2.5 Medio sdlido No especificada 90%MG
McNeill fluorescens {mol MG/MOL TG)
et al,
1950
Aceite de girasol D "Amano” 40°C 2 Medio sélido Mo especificada 55% 53%
Tiiter acilglicéridos
et al,
1998
Aceite de paima Rhizopus 3a5°C 2 Microemuisiones | No especificada 80% MG
Holberg & Osterberg, delrmar {mol MG/MCL TG)
1988
Aceite de palma Lipasa 3rc 3.1 Microemulsiones | No especificada 56% 32% MG
Holmberg et al., pancreética

.
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Temperatura éptima

McNeill y colaboraderes (1993, 1990, 1991} demosiraron que por glicerdlisis de
triglicéridos podfan obtenerse alos rendimientos de monoglicéridos cuando fa reaccién se
fleva a cabo a temperaturas que propician su cristalizacion. Dicha temperatura depende del
substralo usado, que, para el caso de grasas animales, segun se ha reportado, es de 30-
45°C y para aceites vegetales es de 5-10°C (Elfman-Bérgensson & Harréd, 1999; Thude of af,
19897). La cristalizacién de los monoglicéridos presentes en el medio constituye una forma de
remocion de estos de! sistema, de esta manera, [a reaccion se desplaza a favor de la
produccién de mas monoglicéridos.

El método de cristalizacion de monoglicéridos a temperaturas bajas ha probado ser
efectivo para la obtencién de altos rendimientos de monoglicéridos. Sin embargo, tiene
cierlas desventajas. Por un lado, la eficiencia catalilica de las lipasas disminuye a
temperaturas bajas y por otro lado, mientras que se pretende realizar ia glicerélisis en un
proceso de dos etapas (una de reaccion y ofra de enfriamiento para fa cristalizacién de
monoglicéridos), el costo del proceso aumenta por la necesidad de un sistema de
enfriamiento. Finalmente, esta opcién esta limitada a las grasas pues los aceites tienen
puntos de crislalizacién muy bajos.

Relacion molar triglicerido/glicerof dptima

Yamane y colaboradores {1994) demostraron que el rendimiento en la preparacion de
acilglicéridos especificos no sélo depende de la temperatura de reaccién, sino también de la
relacion molar gliceroltriglicéride. Tedricamente la glicerclisis se puede llevar a cabo en
relaciones molares de 2:1, 1:2 0 1:1 para producir mono-, diglicéridos o ambos.

Diversos grupos de investigacion han probado que trabajando a relaciones molares
altas glicerolitriglicérido es posible obtener altos rendimientos de monoglicéridos.

Elfman-Bérjesson y Harrsd (1999), y de Titer y colaboradores (1988) evaluaron un
rango de relaciones molares gliceroltriglicérido, definiendo que el mejor rendimiento de
moneglicéridos fue de 6/1 y 3/1 respectivamente.

En sentido practico, el incrementar la relacién molar glicerolitrigiicérido no resulta el
mejor método para obtener altos rendimientos de monoglicéridos, ya que en las condiciones
de reaccién que se describen en fa lteratura, al final de la reaccién ciertas cantidades de
glicerol no reaccionan.
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Actividad de agua éptima

De manera similar que en !as reacciones de esterificacién, en la glicerdlisis enzimatica
la actividad de agua es un pardmetro importante de controlar.

En 1988 Holmberg y colaboradores demostraron que incrementando la relacion
glicerol/agua, la velocidad de glicerdlisis aumenta respecto a la hidrélisis. Sin embargo,
también llegaron a la conclusion que en sistemas no acuecsos la velocidad de glicerolisis
disminuye. Se sabe que es importante controlar la cantidad de agua en el sistema de
reaccién con el fin de tener una actividad de agua pequeia que favorezca la glicerdlisis
respecto a ia hidrélisis.

En 1985 Ferreira-Dias y Fonseca demostraron, en reacciones de glicerélisis, que a
valores de a, mencres que 0.43, la hidrélisis era compietamente reprimida sin inhibir la
glicerdlisis. El mayor rendimiento de MG (70% w/w) lo obtuvieron a un valor de a,, de 0.23.

Seleccidn de la enzima

En realidad no existe una enzima ideal para el proceso, puesto que la actvidad
catalitica depende de las condiciones de reaccién. Sin embargo, resulta evidente que los
rendimientos obtenidos en diferentes sistemas de reaccién dependen de la enzima utilizada.
Asi lo demostraron Mymes y colaboradores (1995) estudiando la glicerélisis de aceites
marinos catalizada por distintas lipasas. En las condiciones de reaccion de su sistema,
Mymes y colaboradores demostraron que con lipasas 1,3 especificas de Rhizopus niveus y
Rhizopus delemar el contenido de monoglicéridos en la reaccién era de 14 a 21%. Bajo las
mismas condiciones de reaccion el contenido de monoglicéridos se incrementé a 46 y 53%
usando lipasas no especificas de Pseudomonas sp.

Sin duda las condiciones de reaccién de un sistema especifico condicicnan la
actividad catalitica de cualquier enzima, de manera que el problema de seleccion de la
enzima, debe por un lado considerar a la enzima adecuada en términos de especificidad y
actividad, y por el otro, debe determinar aquellas condiciones de reaccién que resulten
optimas para la enzima en la sintesis de un producto especifico.

Seleccién del medio de reaccién

Diversos medios de reaccidn han sido utilizados para el estudio de las reacciones de
glicerdlisis enzimatica. Los objetivos del uso de estos medios son el tener un medio en el que
los substratos hidrofobicos sean solubles, proveer un sistema de baja actividad de agua en el
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que se repriman las reacciones de hidrdlisis al maximo posible y por Qltimo, favorecer el
contacto entre la lipasa y el substrato.

Las propuestas en este sentido son semejantes a las planteadas para las demas
reacciones de sintesis catalizadas por lipasas. El uso de sistemas en microemulsién, de
medios sdlidos y con solventes organicos han sido los métodos mas empleados,

En este sentido, Holmberg y colaboradores (1988, 1989) demostraron que, usando
una lipasa sn-1,3-especifica, la glicerdlisis de aceite de palma puede lievarse a cabo en
sistemas de microemulsiones. En estos sistemas el glicerol reemplaza al agua como
componente polar. Este sistema se enfrenta a las mismas desventajas que las ya descritas
en sistemas de micelas inversas o microemulsiones: la necesidad de la remocion del agente
surfactante del producto final.

Por su parte, McNeill y colaboradores (1990, 1991), asi como Titter y colaboradores
(1988) han comprobaron que la glicerdlisis puede llevarse a cabo en un medio séfido sin
solvente.

Otros autores han propuesto el uso de solventes organicos en el medio de reaccidn
con el fin de lograr una baja a, y permitir la solubilidad de los substratos (Ferreira-Dias &
Fonseca, 1995, Efman-Bériessond & Harrdd,1999).

El uso de solventes en los trabajos de McNeill y Titer se justifica por dos causas:
favorece la solubilidad de los substratos y logra un medio de baja a,, en el que las reacciones
de hidrélisis se repriman. Sin embargo, su uso no solamente resulta favorable en este
senlido, sino que, como se explicd, es posible controlar la reaccién hacia la sintesis de
productos especificos. Esto constituye Ja principal ventaja del uso de solventes organicos en
reacciones catalizadas por lipasas.

La variacién en las condiciones de reaccién (lemperatura, concentracién y relaciones
molares de substratos y actividad de agua) ha sido la estralegia principal para lograr medios
de reaccién selectives. Una técnica alternativa, como se ha planteado, consiste en el uso de
solventes organicos en el medio de reaccion, cuyo uso, en reacciones de glicerdlisis
enzimatica, hasta la fecha se ha reducido dnicamente a lograr medios de baja actividad de
agua en el que los substratos hidréfobos estén solubles. Sin embargo, usando medios con
solventes se abre una posibilidad distinta, controlar termodinamicamente una reaccién hacia

la sintesis de acilglicérdos especificos.
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4.0 ConCLUSIONES DEL ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

De la revision bibliogréfica, conviene destacar los puntos fundamentales que
constituyeron el punto de partida de este proyecto:

Resulta claro que los mono- y diglicéridos son moléculas con aplicaciones diversas
en diferentes sectores de la industria y debido a su caracter anfipatico son utilizados sobre
todo como moléculas emulsificantes, Esta es la razén del interés industrial que existe en la
sintesis de estos productos.

Tradicionalmente los mono- y diglicéridos han sido sintetizados por métodos quimicos
energéticamente costosos y poco selectivos, Estas desventajas han sido el motivo principal
del gran interés que existe hoy en dia por los procesos enziméaticos catalizados por lipasas,
enzimas que son capaces de catalizar no solamente reaccicnes de hidrélisis de
triglicéridos, sino que en sistemas de baja actividad de agua catalizan la esterificacion de
acidos grasos con glicerol. Las grandes ventajas de los métodos enziméticos frente a los
métodos quimicos son que: por un lado, dada la especificidad de las enzimas, son procesos
selectivos y por otro, dada la capacidad catalitica de las lipasas a bajas presiones y
temperaturas, son procesos energéticamente menos costosos que |os procesos quimicos.

La sintesis de acilglicéridos por via enzimética ha sido estudiada a través de diversas
feacciones: hidrélisis de triglicéridos, esterificacion de 4cidos grasos con glicerol y
glicerdlisis, Enftre ellas, la glicerdlisis resuta la mas ventajosa dado que
estequiométricamente los rendimientos obtenidos deben ser mayores ya que tres moles de
monoglicéridos se pueden sintetizar a partir de un mol de triglicérido. Ademas no existen
subproductos ni se requiere, como en el caso de [a esterificacion de acidos grasos con
glicerol, de un paso de hidrolisis previo.

En el estudio de reacciones de produccién enzimatica de acilglicéridos, el problema
fundamental ha sido disefiar métodos mediante los cuales sea posible obtener altos
rendimientos de acilglicéridos especificos; las eslrategias han ido basicamente en dos
sentidos: disefiar métodos y condiciones de reaccién que permitan que el producto de interés
sea removido del sistema con el fin de desplazar el equilibrio de la reaccitn a favor de su
sintesis y usar substralos en exceso para asi aumentar la concentracién de productos en el
equilibrio de la reaccién,
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Un método alternativo para lograr medios selectivos es el uso de solventes organicos
como medios de reaccion. A través de su uso se logran sistemas de baja actividad de agua
en los que el equilibric se desplaza hacia el sentido de sintesis en una reaccitn catalizada
por lipasas (enzimas naturalmente hidrofiticas).

Diversos autores han propuesto el uso de solventes orgénicos para lograr sistemas
en los que se sinteticen productos especificos, la mayoria bajo el fundamento de la
compalibilidad de polaridades entre los substratos, productos y el solvente; la idea es
favorecer la solubilidad o dispersién de substratos y productos en el medio favoreciendo asi
5u consumo o produccion,

Un criterio refinado de estos conceptos se basa en las constantes de equilibrio de una
reaccion; lo que se pretende es manipular el equilibrio termodinémico para dirigir la reaccién
hacia la sintesis de productos especificos manipulande los coeficientes de actividad de las
sustancias en medios no diluidos. Sustancias hidrofébicas tendran un mayor coeficiente de
actividad en medios hidrofobicos en los que las sustancias hidrofilicas tienen coeficientes de
actividad bajos.

Finalmente, se ha demostrado que, independientemente de la reaccién por la que
ocurra, la sintesis de acilglicéridos depende fuertemente de las condiciones de reaccion:
temperatura, concentracion de substrato, tipo de enzima y actividad de agua. La influencia
de este ultimo parametre ha sido uno de los puntos mas discutidos: su control resulta
fundamental para favorecer las reacciones de hidrdlisis frente a las de sintesis y para
mantener a la enzima activa.
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5.0 Oguerivos

OBJETIVO GENERAL

E! objetivo general de este proyecto consiste en lograr la sintesis selectiva de

acilglicéridos a través de una reaccién de glicerdlisis enzimdtica, haciendo uso de la

Ingenieria de Solventes, utilizando trioleina y glicerol como substratos y una enzima

inmovilizada de Rihizomucor miehei como catalizador de la reaccién.

OBJETIVOS PARTICULARES

Definir las técnicas de andlisis dtiles en la cuantificacién de las reacciones.

Definir el método por el cual sea posible resolver el problema de la insolubilidad del
glicerol en solventes orgénicos.,

Determinar |z actividad de agua éptima en la que las reacciones de sintesis se favorecen
frente a las de hidrélisis, y en la que Ja enzima se mantiene cataliticamente activa.

Evaluar el efecto de la naturaleza del solvente en la selectividad de la reaccion en
términos de acilglicéridos especificos y en términos de regicisémeros especificos.

Evaluar el efecto de la actividad de agua en la cinética de las reacciones.

Finalmente, proponer un modelc que describa en detalle c4mo ocurren las reacciones ds
glicerdlisis y por el que se explique la influencia de la naturaleza del solvente en el control
termodinamico de la reaccién.
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6.0 MareriaLes v MeETopos

6.1 REACTIVOS Y SOLVENTES

El glicerol, el acido oleico {acido cis-9-octadecanoico), la monooleina (1(3)-monocoleil-
rac-glicerol), dicleina (sn-1,3-dioleoil glicerol/sn-1,2-dioleioil glicerol 85/15) trioleina (trioleoil
glicerol) vy la silica gel de tamafio de poro de 60A (malla 70-230) fueron adquiridos de
Sigma Chemical Company (St. Louis Mo. USA). Los sclventes 2-metil-2-butanol (2M28}, n-
hexano y eter etilico asi como las sales usadas {LiCl &,=0.1, LiBr a,=0.2, MgCl a,=0.33 y
Mg (NO:); a,=0.53) fueron adquiridos de J.T. Baker (USA). Los solventes utilizados en los
analisis de HPLC, la acetona y el acetonitrilo, fueron adquiridos en Burdick & Jackson (USA),
Finalmente, el tamiz molecular {5A, 812 beads) fue adquirido en Aldrich Chemical
Company, Inc. (Milwakee WI. USA). Todos los reactivos utilizados fueron adqguiridos en su
mas alto grado de pureza.

6.2 MaTERIAL ENZIMATICO

La enzima utilizada en este proyecto fue la lipasa inmovilizada de Rhizomucor miehei
Lipozyme ™, proporcionada por la comparia Novo Nordisk A/S (Bagsvaard, Dinamarca).
Esta enzima est4 inmovilizada en una resina microporosa de intercambio anionico {Duolite
560, tiene didmetro de particula de 450mm, y tamafio de poro de 50 a 300A) de naturaleza
hidrafilica. El material enziméatico contiene aproximadamente 14% (9/9) de proteina y entre 5-
10% de agua (gH,O/g de soporte seco). Se reporta que la lipasa inmovilizada de esta
manera es estable hasta 80°C, y tiene una actividad éptima entre 40 y 70°C. Su actividad
como hidrolasa es de 23-25 BIU/g de enzima inmovilizada; 1BIU es equivalente a 1umoel de
&cido butirico liberado por minuto utilizando tributirina como substrato.

Lipozyme ™ est4 definido como un catalizador sn-1(3)-especifico.

6.3 REACCION DE GLICEROLISIS

A menos que sea establecido de otra forma, la reaccién general de glicerélisis se
llevé a cabo de la siguiente manera: 0.1g de Lipozyme ™ fueron afiadidos a la mezcla de
reaccién con 5mi de solvente, 50mM de trioleinz (0.221g) y 100mM de glicerol (0.098g de la
mezcla glicerol/silica gel), la cantidad de glicerol fue elegida para ablener una relacién molar
1:2, tricleina; glicerol.
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Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de 12mt con tapén rosca en baro
termocontrolado a 40°C, con agitacién magnética. Las mezclas de solvente evaiuadas
fueron 100/0, 7515, 50/50, 0/100; 2M28/n-hexano %v/%yv.

6.4 ADSORCION DE GLICEROL A SiticA GEL. SOLUCION AL PROBLEMA DE LA
INSOLUBILIDAD DEL GLICEROL EN MEDIOS HIDROFOBICOS

E! glicerol es un poliol insoluble en medios de reaccién de caracter hidrofébico. Como
lo plantean Castilio y colaboradores (1997) esto provoca el blogueo de! sitio aclivo de la
enzima (fig. 21 A), lo cual da origen a problemas de transferencia de masa al interior del
hiocatalizador. Ante tal problema, se ha propuesto que la adsorcién del glicerol en silica gel
resulta una técnica eficaz (Berger & Schneider 1992, Castillo et al 1999). De esta manera,
se logra un sistema en el que la silica gel actia como un “reservorio” del glicero! (Castillo ef
al 1999}, evitando asi el blogueo de la enzima en reacciones de sintesis en las que se
utiliza glicerol como substrato {fig. 21 B). Reacciones que son posibles gracias al contacto
entre el glicerol adsorbido y la enzima

A B

GUCEROL .Gucncu

“IGURA 21. Representacion esquematica del efecto de silica gel en un medio de reaccién. (A) Forma bloqueada de la
enzima por glicerc] insoluble en medic hidrofébico. (B) La sllica funciona como reserverio del glicerol, de esta
manera se evita el bloqueo del sitio active por este. (Tomado de Castillo y colaboradores, 1999).

La adsorcion del glicerol en {a silica gel se lleva a cabo de la sigulente manera: 1 g de
silica gel es mezclado vigorosamente con 1g de glicerol hasta obtener una mezcla fluida y

homogénea.
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6.5 Meropos oe ANAusis

CUANTIFICACION POR HPLC

La reacciones fueron analizadas cuantitativamente por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC).

S00ul  de muestra son tomados del medio de reaccién, estas muestras son
centrifugadas para eliminar la enzima y la silica restante. Posteriormente cada muuestra se
somete a evaporacién en un evaporador centrifugo a una temperatura de 50°C y 20bar de
presion de vacio; de esta manera es eliminado el solvente. Finaimente, las muestras
centrifugadas y evaporadas son resuspendidas en acetona/acetonitrilo (50/50) para
posteriormente ser analizadas.

El mélodo requirié un controlader de flujo Waters 600E con control de temperatura
ajustado a 45°C, un detector UV/VIS Waters 486 a 206nm (Waters, Milford, MA. USA), una
columna Cis de fase reversa Spherisorb 80-15 QDS-2 (5 um, 250 x 4.6mm) (Macherey-
Nagel; Diren. Alemania). La columna fue eluida con un gradiente de fiujo y de composicién
de fase descrita en el anexo.

La concentracién del substrato (trioleina) y de los productos de la reaccion (Acido
oleico, monooleina y dicleina) fueron calcutados usando los factores respuesta derivados de
curvas de calibracién. Dichas curvas fueron hechas a partir de soluciones de trioleina,
dioleina, monooleina y 4cido oleico de concentraciones conocidas de 5, 10, 15, 30 y 50mM

Cabe mencionar que a pesar de estar descrito en la seccion de materiales y métodos,
el desarrollo de los métodos de cuanlificacion por HPLC formd una parle importante del
trabajo de este proyecto, de manera que en realidad constituyen un resultadoe mas de esta
proyecto. Los detalles del desarrollo del método se describen en el anexo.

ANALISIS CUALITATIVO DE LA REACCION POR TLC

Los andlisis cualitativos de las reacciones se llevaron a cabo por el método de
cromatografia en capa fina (TLC). Muestras de 100ul fueron tomadas de! medio de reaccion
. diluidas 1/10 (v/v) en n-hexano y aplicadas en placas de silica gel {Alugram Kiesegel 60,
Macherey-Nagel, Daren, Germany). E! substrato y productos fueron eluidos usando el
sistema n-hexano/ éler etilicol acido acético (75/25/1). El revelado de las placas se llevé a
cabo mediante el rociado de una solucién de acetato de cobre diluida 50:50 (viv) con una
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solucion al B5% de 4cido ortofosférico y calentdndolas a 200°C durante 10min. Este
tratamiento permite la oxidacion de dobles enlaces presenies en la trioleina, dicleina,
monoeleina y acido oleico, de esta manera es posible su visualizacién.

6.6 CONTROL DE LA ACTIVIDAD DE AGUA

Una técnica eficaz en el control de la actividad de agua inicial de ias reacciones es
ajustar la actividad de agua del catalizador y de la mezcla glicerol/silica a un mismo valor
(Effman-Bérjesson y Harrod 1999).

Se emplio la técnica de soluciones saturadas de sales para ajustar el valor de a,, de la
enzima y de la mezcla silica /gliceral.

El principio de dicha teécnica se entiende considerando que la actividad de agua es
definida como la relacion de la presion parcial de agua en fase vapor entre la presion de
agua pura a la misma temperatura. Una solucién saturada con una sal especifica, con un
valor de presion de vapor especifico, debe ser colocada en contaclo con la enzima y la
mezcla glicerol/silica en un sistema cerrado (fig. 22). De esta manera, cuando el agua del
sistema alcance el equilibrio a través de la fase vapor, la enzima y la mezcla glicerol/silica
tendran el mismo valor de a,, que el de 1a solucién saturada de sal.

FIGURA 22 . Representacién esquemdtica de la técnica para equilibrar a, de la enzima y la
mezcla glicerolsilica a un mismo valor

Al menos que se especifique que se realizé de diferente manera, la enzima y la
mezcla glicerolsilica fueron ajustadas a una actividad de agua inicial de 0.2 con una solucién
saturada de LiBr, durante al menos cuatro dias a temperatura ambiente, hasta que la enzima
y la mezcla glicerol/silica alcanzaran un porcentaje de agua constante.

Los sciventes utilizados (n-hexano y 2M2B) fueron secados en tamiz molecular de 54
activado a 200°C durante 12 hrs.
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El contenido de agua de los solventes, de la enzima y de a mezcla gliceroisilica se
detemnindé por ef método de Kart Fisher. Este método se basa en una reaccion de
neutralizacién del acido metilsukfdnico con agua y yodo. Dicho 4cido se forma a partir de una
reaccion entre metanal y didxide de azufre y es neutralizado por una base RN que es parte
del reactivo,

CH JOH + SO RN ——[RNH J50,CH ,

H,0+ 1, +[RNH [SOCH , + 2RN —[RHN WO,CH, + 2[RNH |1

La titulacién es efectuada con un aparato de titulacién automatica compuesto de una
bureta Titrino controlada automaticamente por un titulador Métrohm.

La bureta es llenada de reactivo Karl Fischer (sin piridina} HMYDRANAL. El agua
presente en la mezcla es neutralizada por el agente de titulacién. Ei metanol tiene la funcién
de actuar como solvente de la reaccion.
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7.0 ResuLTapos

71 EVALUACION DEL EFECTO DEL GLICEROL ADSORBIDO SOBRE UN SOPORTE DE SiLICA
GEL.
El objetivo inicial de esle proyecto fue definir las condiciones generales para una

reaccion de glicerdlisis. Se partié de la suposicion que el glicerot adsorbido a silica gel resulta
un sistema ventajoso en un medio de reaccién hidrofébico en el que el glicerol se utiliza
como substrato. Para esto, se llevd a cabo un andlisis comparativo entre dos reacciones de
glicerdlisis en n-hexano (solvente muy hidrofdbico en el que los triglicéridos son atamente
solubles), una de ellas con el sistema glicerol/silica y la otra con el glicerol sin haber sido
previamente adsorbido a silica.

Ambas reacciones fueron menitoreadas cada 2hrs durante las 10 primeras horas. En
la figura 23 se muestran los resultados obtenidos de este monitoreo hecho por TLC.

TRIGLICERIDOS
N | * 0 . 9 : ACIDO OLEICO
' L
* ¢ ¢ O G| s+ o . @ DIGLICERIDOS
- O 0 OO Py e v e
. 5 ;
A T : MONO-GLICERIDO

tthrs] 0 2 4 6 8 106 0 2 4 6 8 10

FiGURA 23 Analisis cualitative comparativo entre una reaccion de glicerdlisis. (A) con glicerol adsorbido
sobre silica y (B) con glicerol sin adsrober. Condiciones de reaccion 0.25mmol de tricleina, 0.1g de
Lypozyme IM, 0.048 g de glicerol {0.5mmol de glicerol), 40°C.

En esta figura se observa que, mientras que en [a reaccién (A) la produccién de acilglicéridos
{mono- y diglicéridos) y |a liberacion de acido oleico son mayores que en la reaccion (B) en la
cual, debido & limitaciones de transferencia de masa en el interior del biocatalizador, la
velocidad de reaccion es mucho menor de tal manera que la concentracién de acilglicéridos
y de acido oleico no parecen modificarse considerablemente en las primeras 10hrs de
reaccion.
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En ambos sistemas, tal como esta descrito en la tabla 7, se alcanza una condicidn de
equilibrio semejante: en ambos la conversion de trioleina fue similar y ambos muestran un
equilibrio en el que se favorece la presencia de las especies hidrofobicas (dioleina y
trioleina).

TABLA 7. Comparacion det equilibrio entre un sistema con glicerol adsorbido a silica (A) y un sistema con el
glicerol sin adsorber (B). Condiciones de reaccién 0.25mmol de trioleina, 0.1g de Lypozyme IM, 0.048 g de
glicerol {0.5mmol de glicerol), 40°C

SISTEMA Tricleina | Dioleina { Monooleina | Acido oleico
DE

REACCIGN {%mol] [%mol] [%mol]) [“mol]
A 283 57.3 101 43
B 297 63,3 12.4 4.6

A pesar de que se establece una condicién de equilibrio semejante, el uso de silica
gel en la reaccion resulta ventajoso ya que el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio es
menor gque el requerido en una reaccidn sin silica. Es por esto que en las reacciones
subsecuentes se ulilizo el sistema glicerol/silica.

7.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGua OPTIMA

En reacciones de sintesis catalizadas por lipasas la aclividad de agua (a,) es un
parametro esencial a controlar, Se sabe que para tales reacciones existe una actividad de
agua optima, en la que se reprimen al maximo posible las reacciones de hidrolisis,
favoreciendo asi las de sintesis y al mismo tiempo se mantiene la estructura terciaria de la
enzima, conservando su actividad catalitica.

Durante este proyecto, en el camino de optimizar las condiciones de reaccion, fue
crucial definir la actividad 6ptima para las reacciones de glicerblisis llevadas a cabo bajo las
condiciones ya descritas, El objetivo fue definir el valor de a, que permitiera conservar a la
enzima estable y activa, y en cuyo valor las reacciones de hidrélisis y con esto Ja presencia
de &cidos grasos libres disminuyera al maximo posible.

Para tal efecto se realizaron diferentes reacciones de glicerdlisis, con un rango de
valores de a, de 0.1 a 0.53. Este rango fue establecido tomando como referencia los valores
de a, reportados por Ferreira-Dias y Fonseca (1995), y por Efman-Bérgenson y Harréd
{1999). Efman-Borgenson y Harrdd determinaron que la actividad de agua 6ptima para la
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sintesis de monoglicéridos por glicerdlisis enzimatica es de 0.17. Por su parte, Ferreira-Dias
y Fonseca propusieron que para aquellos valores de a, menores de 0.43 la hidrdlisis de
triglicéridos era completamente reprimida, mientras las reacciones de glicerSlisis se
favorecian. De manera que, 1a a, de la de la enzima y de la mezdla silica/glicerol fueron
ajustados empleando soluciones saturadas de LiC! (a.=0.1), LiBr (a,=0.2), MgCl (a,=0.33) y
Mg (NOs): (an=0.53). En cada uno de los sistemas se utilizd nhexano como medio de
reaccion.

La figura 24 muestra las concentraciones obtenidas al equilibrio tanto del substrate
como de los productos de la reaccin para distintos valores iniciales de a,,
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FIGURA 24, influencia de |a actividad de sgua inicisl sobre la produccidn de 4cido oleico ©, monoaleina y divleina », asl como
scbre & consumo do trioleina e despu#s da 720, Conditlones do reaccidn: 0.25mmaol de tivieina, 0.1g da Lypozyma IM, 0.002 g
raacciin,

de glicerol adsorbido a siica gel (0.5mmeol de gliceral), 40°C y Smil da volumen da

Como se ve en la figura 24, la menor produccidén de 4cidos grasos libres ocurre
cuando el valor de a, es de 0.2. En este mismo valor, la concentracién de monooleina y
dioleina es la maxima. Por ariba de 0.2, se percibe un aumento de la conversién del
substrato por reacciones da hidrilisis de trighicéridos resultando en una mayor produccitn de
4cidos grasos libres y menor concentracion de dioleina y monoolefna. Por abajo de 0.2, en
ay de 0.1, la conversidn de trioleina para ia sintesis de mono- y diglicéridos es baja después
de 72 hrs de reaccibn.
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De los resultados aqui obtenidos se eligié un valor de a,=0.2, para llevar a cabo las
reacciones de glicerdlisis subsecuentes. En este valor, el agua presente en el sistema es
suficiente para mantener a la enzima estable y activa, Y la sintesis de &cidos grasos libres,
provenientes de reacciones de hidrélisis, es minima.

De este resultado, surge ademas una observacion interesante, la cual nos lieva a
plantear la pregunta: ;a qué se debe la presencia de Acidos grasos a actividades de agua
muy bajas, e incluso por qué la concentracion de estos es mayor en a,, de 0.1 que en 0.27.
La respuesta a esto no se definira en esta seccién, ya que constituye parte importante de Ias
evidencias del mecanismo de reaccién propuesto, cuyos detalles se discuten en la parte
final de este capitulo. Sin embargo, se dej6 en claro el por qué 0.2 fue seleccionada como
valor de a, para llevar a cabo el estudio del efecto de la polaridad del medio en la
selectividad de la reaccion.

7.3 INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DEL SOLVENTE EN EL EQUILIBRIO DE LA REACCION

En la revisidn bibliografica se puso en evidencia que para lograr la manipulacién de
la posicién def equilibrio termodinamico de una reaccién es requisito fundamental lograr la
manipulacion de los coeficientes de actividad termodinamica (y) de las especies que
intervienen en la reaccidn. Esto es factible en la medida que sea posible manipular la forma
en que las moléculas interactian entre si y con el medio de reaccion, es decir, en la medida
en gue se logran diferentes grados de solvalacion para cada compuesta i,

La modificacion de la polaridad del medio es una de las estrategias mas utilizadas para
la modificacion de los grados de solvatacion de los componentes de un sistema, Estos estan
relacionados inversamente con el coeficiente de actividad termodinamica de una substancia
especifica i de manera que:

« Sustancias hidrofilicas poseen bajos coeficientes de actividad en solventes
polares y aos en no polares.

= Sustancias hidrofdbicas poseen altos coeficientes de actividad en solventes
polares y altos en no polares.

En nuestro sistema de estudio la manipulacién de la polaridad del medio fue utilizada
como estrategia para lograr diferentes grados de solvatacién y por ende diferentes
coeficientes de actividad termodinédmica de mono-, di- v tricleina. Utilizando esta estrategia
fue posible diseflar un medio de reaccién en el que fuera posible la sintesis selectiva de

60



7. RESULTADOS

mono- o diglicéridos a través de una reaccion de glicerslisis. Para entender a detalle ¢émo
ocurre esto  conviene hacer una descripcion de las ecuaciones que definen el equilibrio de
la reaccion en cuestion;

La ecuacién global que describe una reaccidn de glicerdlisis en la que la relacién
estequiométrica glicerolitriglicéridos es 21, definida para la sintesis preferencial de
monoglicéridos, es:

[rigticérido}+ 2[giicerot]e*—s 3|monoglicérido]
esta reaccion puede ser definida también como dos reacciones secuencizles que satisfacen
dos condiciones de equilibrio independientes:

[rrigl icérido]+ [glicero!](—-&—-)[monogl icérido]+ [dig!icérfdo]fc- i
[digt icérido]+ [gticerot | TN Z[manogﬁcérida] Ec. 2
Asi, las constantes de equilibrio de las ecuaciones 1 ¥ 2, en términos de las concentraciones
de productos y substratos, estan definidas por:

_ [monoglicerido)[aiglicéricto)

k
“@ [:rigircérido][gﬁcem[ ] Ec. 3

kea. = [manag.’icérfdo]
b ]dfg!ice’ridon;lfcemf} Ec. 4

En términos formales, para soluciones no diluidas conviene expresar las constantes de
equilibrio 1y 2, en términos de las actividades termodindmicas:

keg, = (% perogticendo N gtotmas) Ec.5
=
(9 ygpicerssa @ ghcerat )
(a monoglicénido )
keg, = Ec. 6
(a digicerida KO gliceral )
sustituyendo o, = y,x, en las ecuaiones 5 y 6.
Y f ]
(x monoglicéndn? momoglicérida N aigticérice ¥ dighicérids )
keg, = £ = Ec.7
(x righeeriddo ¥ mighedrido (X gltcerot} glicerol )
% { icdnide
keg, = ( mormoglicérido ) moneglicéride ) Ec. 8

(X dgtsmas ¥ digticérict N X ghcerat ¥ gliverat )
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Por definicion, el valor de las constantes de equilibrio es el mismo para cualquier
medio utiizado y depende de los valores particulares de las fracciones mol x; y de los
coeficientes de actividad y. De manera que, para alcanzar el valor de la constante de
equilibrio en un medic de reaccién polar en el que los monoglicéridos tienen un coeficiente
de actividad termodindmica menor que ios de triglicéridos y diglicéridos, debe aumentar la
fraccion mol de monoglicéridos en el sistema. Por el contrario, en un medio de reaccion
hidrofébico en el que ef coeficiente de actividad termodinamica de esta misma especie es
mayor, su acumulacion se ve desfavorecida, disminuyendo Ia fraccién mol de monoglicéridos
en el equilibrio. Andlogamente, en sistemas hidrofdbicos, se favorece una alta concentracién
de las especies hidrofdbicas (di-y triglicéridos) debido a sus menores ¥

Para comprobar esta hipétesis se eligieron diferentes mezclas de solventes miscibles
con polaridades diferentes, los solventes utilizados fueron:

1. n-hexano. Un solvente atamente hidrofébico (log P=3.5) que favorece la solvatacién de
las especies hidrofébicas como los diglicéridos triglicéridos y en el que los
monoglicéridos no son solubles. Asi, en n-hexano la dioleina y ia trioleina tendran
coeficientes de actividad termodinadmica bajos y la monooleina, por el contrario, tendra
un coeficiente de actividad termodinamica alto.

2. 2-meti-2-butanol (2M2B). Un solvente polar (log P=1.3) en el que los diglicéridos y
manoglicéridos son poco solubles y los monoglicéridos son altamente solubles. Es deeir
la dicleina y tricleina poseen en 2M2B coeficientes de actividad termodindmica aftos,
mientras que la monooleina tienen un coeficiente de actividad termodingmica bajo. La otra
razén para seleccionar 2M2B, es que es un alcohal terciario que no es substrato para las
lipasas pues se sabe que las lipasas son especificas Gnicamente por alcoholes primarios
y secundarios.

Para evaluar un rango de polaridades entre los dos solventes empleados, se
utiizaron diferentes mezclas de 2M2B en n-hexano (100/0, 50/50, 75/15 y  0/100; ViV
2M2B/n-hexano). El objetivo al emplear dichas mezclas era lograr un aumento de polaridad
gradual mientras aumentaba la proporcién de 2M2B en la mezcla. Las reacciones de
glicerolisis se Hlevaron a cabo en las condiciones de reaccién ya descritas (5mil de volumen
de reaccién, 100mg de enzima, 50mM de trioleina, 2/1 relacion molar glicerol/ trioteina, 0.2
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a, enzima y a, mezcla silica/glicerol) y fueron analizadas por HPLC. Los resultados de este
analisis son los que se muestran en la figura 25.

(A}

8 8 8 8 8 A

Distribucidn de productos
%mM

o/

] 25 50 100
porcentaje de 2M2B en n-hexano

704

60 (B)

304

[mM]

204

1:-/ — — 7

0 25 50 100

Concentracién de productos

porcentaje de 2M2B en n-hexano

FiGURA 25. Influencia del medio de reaccién sobre fa distribucitn al equilibiio de  moncoleina  y dioteina® . (A) Distribucién de
praductos en mo!%, (B) Cencentracion de productos en la mezcla final. Condiciones de reaccién 0.25mmol de tiolelna, 0.tg de
Lypozyme IM, 0.092 g de gllcerol adsorbido a silica gel (0.5mmol de glicercd), 40°C, Sml de volumen de reaccion y diferentes porcentajes
de 2M2B en n-hexano {viv).
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En la figura 25 se puede observar que conforme el porcentaje de 2M28 en n-hexano
aumenta, la concentracién de monoglicéridos también se incrementa hasta legar a un
maximo de 60.5 mM en el sistema 100% 2M2B, lo que constituye el 65% del fotal de
acilglicéridos presentes en la reaccidn (tricieina, dicleina, moncoleina)

Par el contrario, en las mismas condiciones |a sintesis de diglicéridos disminuye.
Asi, en el sistema 100% n-hexano la concentracion de diglicéridos es la maxima: SO0mM lo
que representa el 63% del total de acilglicéridos en la mezcia de reaccitn, En este caso con
un incremento de la polaridad del sistema equivalente al 25% de 2M2B la selectividad hacia
la sintesis de dioleina disminuye considerablemente.

Un resultado que se desprendié de estos experimentos fue el hecho de que la
conversion de trioleina aumento en la medida que aumenta la polaridad del sistema (fig.26)

/.

o

T T I

0 30 75 100

% de 2M2B en n-hexano
FIGURA 28. Influencia del medis de reaccion en el porcentaje de conversidn de triolelna a
través de glicerdlisis enzimatica

% de conversién de trioleina
oodEBEE2ZIR

En la figura 26 se puede observar que la menor conversion de trioleina (48%), se
presenta en los sistema hidrofébicos (n-hexano y 25% de 2M2B). En el sistema mas polar
{100% 2M2B) se alcanzo la més alta tasa de conversién, equivalente a 76%.

De acuerdo con la prediccién de equilibrio planteada, el coeficiente de actividad
termodinamica de la tricleina aumenta gradualmente conforme ia polaridad de! sistema io
hace. Esto genera condiciones desfavorables para la solubilidad de esia especie en los
sistemas de mayor polaridad. Bajo esta consideracion y bajo la observacion planteada para
la solubilidad de mono- y diglicéridos, se podria explicar el hecho de que en n-hexano poca
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trioleina sea transformada en di- y monooleina. Por el contrario, en 100% 2M2B la
acumulacion de tricleina es desfavorable y por lo tanto esta es transformada en mayor
proporcién.

Los resultados expuestos nos llevan a proponer que:

* Un sistema favorable para la sintesis de moncoleina es un sisterna hidrofilico, en el que el
menor coeficiente de actividad termodinamica de la mpnooleina y los mayores
coeficientes de actividad termodindmica de dioleina y triocleina, favorecen una altta
concentracién de monooleina para satisfacer la condicién de equilibrio termodinamica.
Los valores de conversién obtenidos para la trioleina (78%) y de porcentaje de
menocleina acumulado en el sistema (63%) son comparables a los valores méas allos
reportados en la literatura para sisternas mas complejos en los que se requiere de un
paso de remocion de monoglicéridos (McNeill et af, 1390,1991, 1893)

En este caso se trata de un proceso efectuado en una scla etapa con tiempos de
reaccion cortos, ya que no se requiere llevar a cabo la reaccién a baja temperatura o de
una etapa de enfriamiento en la gue los monoglicéridos son cristalizados.

Finalmente, el porcentaje de monoglicéridos obtenido a través de una reaccién de
glicerdlisis enzimatica en un sistema hidrofilice, es incluso mayor &l que se obtiene
mediante el ei método quimico (44-45%monoglicéridos).

¢ Eimejor medio para fa sintesis de diglicéridos es un medio hidrofébico, en dicho medio se
logra una produccién de diglicéridos que constituye el 63% de los acilglicéridos presentes
en el sistema, conmespondiente a una conversién de substrato del 40%. A pesar de que la
conversion de trioleina nc es muy alta, este proceso representa una buena alternativa, ya
que hasta la fecha, tal como io sefialan Fureby y colaboradores (1997), los procesos de
sintesis selectiva de diglicéridos han sido poco estudiados. Este es el primer reporte en el
que, a través de una reaccion de glicerdlisis enzimatica en un medio con solvente
organico, se demuestra que fa sintesisi de diglicéridos puede ser selectiva.

En conclusién, manipulando fa polaridad del medio de reaccion es posible contrelar la
selectividad de la misma. Asi, la sintesis de mono- o diglicéridos puede ser favorecida en

tanto que la polaridad del medio sea la apropiada,
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7.4 CaMBIO APARENTE DE REGIOESPECIFICIDAD, UNA NUEVA INTERPRETACION

Tal como ha sido definido, el catalizador utilizado durante este proyecto fue
Lypozyme ™, una enzima inmovilizada de Mucor miehei definida como sn-1,3-especifica que
actda principalmente en las posiciones 1 y 3 de las moléculas de triglicérido y glicerol. Al
principio de este estudio se planted que en una reaccidn de glicerdlisis catalizada por esta
enzima, la sintesis del isdmero sn-1,2-diglicérido deberia ser mayoritaria, tal como esti
planteado en la figura 27.

H R . H R
lipasa sn-1(3)-especifica
+ E— +
OH OH OR OR

OH  OR OR  OH
Glicerol Triglicérido sn-1(3)-monoglicérido  sp-1, 2-diglicérido

FIGURA 27. Ecuacién que describe la glicerdlisis da un triglicérido catalizada por una enzima sn-1(3)-especifica para
la obtencién de meno- y diglicéridos

Sin embargo, como se observa en la figura 28 existen diferentes perfiles de los
isdmeros de dioleina de acuerdo a la polaridad del sistema: mientras que la presencia de sn-
1,2-dicleina aumenta confarme lo hace la proporcién de 2M28 en el sistema, el isémero $n-
1,3-dioleina se sintetiza preferencialmente en el sistema 100% n-hexano.
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FIGURA 28. Influencia del medio de reaccién sabre la distribucién al equilibrio de los distintos isdrmeros de diolelna (sn-1,2,

dioletna By gn-1,3-dioteina &), (A) Concentracién de praductos en la mezcla final. (B) Distribucion de productos en mol.
Condiciones de reaccién ¢.25mmeol de tricleina, 0.1g de Lypozyme IM, 0.092 g de ghicerol adsorbido a silica gel (0.5mmol de
glicerol), 40°C y diferentes porcentajes de 2M2B en n-hexano {v/v).

Con el fin de explicar este cambio de selectividad del sistema, aparentemente
inducida por la hidrofobicidad del medio, se llevaron a cabo reacciones de glicerdlisis en
dos sistemas: 100% np-hexano y 100% 2M2B. Los perfiles cinéticos de formacion de
productos de las reacciones se monitorearon por HPLC, Los resultados se presentan en la
figura 29.
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FiGURA 28. Cinética do reaccidn de la sintesis enzimitica de acligiicéridos. (A) cinética en 2M2B, (B) cindtica en n-hexano. Acido
clelco @, monooleing |, sn-1,2-diolelna ® | 5n-1,3-dicleina © |, ioleina®, Condici da i6n: 0.25 | do trioleina, 0.1p de
Lypozyme (M, 0.092 g da glicero) adsorbido a slica gel (0.5mmed de gficerol), 40°C y diferentes porcentajes de 2M28 en s-haxano
{vh)

Del comportamiento observade de las cinéticas mostradas en la figura 29 y de los
balances de materia en cada punto desde t=0 min hasta t= 1440 min resulta claro que la
produccion del isémero sn-1,2-dioleina, ocure mayoritariamente durante ka primera hora de
reaccién en ambos sistemas. La acumulacién de sn-1.2-dicleina estd asociada al aumento
en la concentracidn de 4cidos grasos en el medio de reaccidn y a la disminucidn de trioleina,
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sin duda debido a la accién especifica de la enzima sobre fa posicién 1 de la trioleina. De
manera subsecuente, la produccidn del isdmero sn-1,3-dicleina, en el sistema 100% n-
hexano aumenta notablemente después de la primera hora de reaccién y estd asociada
sobre todo al consumo de acidos grasos como consecuencia de ilas reacciones de
esterificacion.

o H

tridleina dadograss © sn-1, 2-chcleina

T T T T T Tt r]—56//160'360‘sdo[ado’1&00’1%0'1100’1300

TIEMPO [MIN]
FIGURA 30. Descripcidn esquemitica de la sintesis de los principales productos de la reaccién a Jo large de la
reaccidon de glicerdlisis en un sistema 100% n-hexano.

En 2M2B al igual gue en ef sistema 100% n-hexano, durante la primera hora hay una
acumulacion del isdbmero sn-1.2-dioleina asociada a reacciones de hidréfisis. Sin embargo,
después de este periodo, y a diferencia de la reaccién en n-hexano, no se observa un
consumo de &cidos grasos libres para la sintesis de sn-1,3-dioleina. Por el contrario, en
2M2B después de la primera hora de reaccidén la acumulacién del isémero de dioleina
continiia, producto ya sea de la hidrélisis o glicerdlisis de tricleina.
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Figura 31. Descripcidn esquemdética de la sintesis de los isémeros de dioleina a lo large de la reaccién de
glicerdlsisis en un sistema 100% 2M2B

La produccion de sn-1,2-dioleina por hidrélisis y glicerdlisis, y de sn-1,3-dioleina por
esterificacion, es una evidencia clara de que bajo las condiciones aqui estudiadas la sintesis
selectiva de los regiocisémeros especificos de dioleina esta condicionada al mecanismo de
reaccion. Este resultado, al menos bajo las condiciones de reaccién empleadas, descarta a
propuesta hecha por Kuan-Ju y colaboradores (1998), en el sentido de que el “aparents
cambic de regivespecificidad” se debe a un cambio estructurat provocado por la presencia
de! solvente particular. Por el contrarie, los resultados aqui obtenidos concuerdan con los
propuestos por Heisler y colaboradores {1991), quienes aseguran que la sintesis del
isomero sn-1,3-diglicérido a partir del isémero sn-1,2-diglicéride era producto de una
sucesidn de reacciones de hidrolisis y esterificacién catalizadas por una lipasa 1,3-sn-
especifica.

En este mismo sentido, los resultados indican que en el sistema ocurren tanto
reacciones de hidrdlisis como de sinlesis (esterificacion y transesterificacién). En estas
reacciones los coeficientes de actividad termodinamica de las especies, dependientes del
solvente de la reaccion, tienen un papel fundamental, pues determinan las posibles
reacciones que puedan ocurrir dentro de un sistema especifico, condicionando asi la
especificidad hacia un isdémero particular en la reaccion.
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Para explicar esto, conviene definir y analizar las ecuaciones que describen el
equilibrio en una reaccion de esterificacién entre acido cleico y glicerol para la produccion de
acilglicéridos

glicerol + dc.oleico «X—s monooleina + agua  Ec.1

monooleina + de.oleico < dioleina + agua  EC.2

En el sistema 100% n-hexano, el QUe Ymonoeine S€8 Mayor que ef valor de Yeioreing,
favorece una condicidn de equilibrio que promueve ia produccién de dioleina, definida por la
ecuacién dos, En 2M2B, por el contrario, la producceidon de moncoleina, descrita por la
ecuacién 1, se favorece frente a la produccion de dicleina debido al valor de yggein Superior
al valor Ymonooina. ESta €5 la razén por la gue en un sistema hidrofilico como 2M2B no se
favorecen las reacciones de esterificacién, por las cuales es posible la sintesis del isémero
sn-1,3-dioleina usando una enzima sn-1,3-especifica como catalizador de la reaccion.

Evidencia de este efecto es el trabajo de sintesis selectiva de diglicéridos en un
medio hidrofdbico (n-hexano) por reacciones de esterificacion llevado a cabo en 1999 por
Castillo y colaboradores. Ellos demostraren, tal como se reproduce en la figura 32, que era
posible obtener aitos niveles de diglicéridos por reacciones de esterificacién en un medio con
n-hexano.

30 .
25 Concentracién
20 dae productos
15 {mM)}

monooleina
10

dioleina

trioleina

1 10
100 75 S0 20 1
proporcion de 2M2B en n-hexano (%
viv}
FiIGURA 32, Influencia del solvente en el perfil de productos obteides a través de una
reaccion de esterificacién entre acido oleico y glicerol. Tomado de Bellol ef af,, 2001.
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En 2M2B, tal como se ohserva en la figura 32 y como lo demuesiran los resultados
en este proyecto, la reaccién de sintesis de dioleina a partir de monooleina y acido oléico
estd termodindmicamente desfavorecida por el valor inferior de Ymonocena €ON respecto al
valor de Yyicleins.

De esta manera, la presencia de un isémero especifico estd condicionada a la
especificidad de la enzima y a la reaccién por la que ocurra su sintesis.

Se probé aqui que la reaccion estudiada, en la que se utilizan tricleina y gficerol, y
que se lleva a cabo en un medio hidrofébico {100% n-hexanc} es favorable para la sintesis
del isémero sn-13. Este resultado es relevante dada la importancia que liene este
regioisdmero especifico como intermediario sintético en la industria quimica y debido a que
existen pocos reportes con relacion a su (Millqvist et af., 1997).

Se probé también que la sintesis del isbmero sn-1,2-dioleina se favorece frente a la
sintesis del isémero sn-1,3 en un sistema en el que se favorecen las reacciones de hidrélisis,
como en ZM2B. Sin embargo, este es un medio en el que no se favorecen concentraciones
altas de diglicéridos en el equilibrio, ya que como fue probado es un medio selectivo para
monoglicéridos, de manera que no resuita el sistema mas adecuado para la acumulacién de
$n-1,2. La propuesta es, si se requiere obtener altas concentraciones de sn-1,2-diglicéridos:
trabajar en medios hidrofébicos selectivos para la acumulacién de diglicéridos, en
condiciones de hidrdlisis (de alta actividad de agua) con una enzima sn-1(3) especifica’.

Por dftimo, los resultados obtenidos aqui nos llevan no solo a plantear las
condiciones de reaccion que favorecen la sintesis de diglicéridos especificos, sino también a
proponer que en muchas reacciones aparentemente de glicerdlisis, en realidad ocurren
reacciones de hiddlisis y sintesis. La glicerélisis seria entonces el resultado de una
combinacién de reacciones de hidrolisis, esterificacién y transesterificacion.

Es decir, lo que en la jiteratura se considera una reaccién de glicerdlisis enzimatica
parece nc ser siempre una reaccion exclusiva de transesterificacién en ta que los grupos
acilo son transferidos direclamente a los grupos oxhidrile del glicerol, sino que es
acompafiada por una sucesion de reacciones de hidrolisis de triglicéridos y de la
esterificacion de los 4cidos grasos libres con glicerol. La proporcion de estas reacciones son
funcién de a, y de la naturaleza del solvente de la reaccion,

1 En ef estudlio del efecto de la actividad de agua sobre /a reaccion se refoma esta sfirmacién. £ objetivo as confirmar que 8s
posible eén un medic con n-hexano a altas actividades de agua sintelizar aftas concentreciones de sn-1,2-dighcéridos.
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Algunos investigadores han demostrado que las reacciones de transesterificacion
enzimatica ocurren a través de reacciones de hidrdlisis y esterificacion catalizadas
enzimaticamente (Schuch et al,, 1989; Heisler et a/., 1991). En 1995 Ferreira-Diaz y Fonsaca
definieron por primera vez a la glicerélisis como una sucesién de reacciones de hidrélisis y
esterificacion; la evidencia experimental por la que ilegaron a esta conclusién fue la
presencia de 4cidos grasos libres en medios de muy baja actividad de agua en los sistemas
en los que los substratos iniciales eran glicerol y triglicérido.

En este proyecto, las cinéticas de reaccion evaluadas en intervalos de tiempos cortos
y los balances de materia puntuales son las evidencias experimentales que nos permiten
afirmar que efectivamente, en la glicerdlisis ocurren, ademas de la transesterificacidn,
reacciones sucesivas de hidrélisis y sintesis.

7.5 EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE AGUA EN EL MEDIO DE REACCION

Hemos ya definido la actividad de agua éptima para los sistemas de reaccién aqui
estudiades en términos de aquella que permite conservar a la enzima estable y activa, y en
cuyo valor las reacciones de hidrélisis y con esto la concentracion de 4cidos grasos al final
de la reaccion fuera la minima posible.

Sin embargo, si consideramos que hemos planteado a la glicerdlisis como una
sucesion de reacciones de hidrélisis, esterificacién y transestrificacion, un estudio detallado
de la aclividad de agua no séio debe considerar su efecto en el perfil de producios presentes
al final de la reaccion, sino también debe incluir el efecto de la actividad de agua en el
contrel de la cinética de la reacci6n en términos de las reacciones que ocurren en el sistema.
De esta manera, tal como se ver4, sera posible obtener mas evidencias para reforzar la
teoria del mecanismo propuesto por el que ocurre la glicerdlisis y de los mecanismos que
controlan la sintesis de isdmeros especificos de acilglicéridos.

Con ¢l objetivo de llevar a cabo un estudio minucioso sobre el efecto de la actividad
de agua en el medio de reaccidn, se llevaron a cabo cinéticas en n-hexanc y en 2M2B. En
cada caso la enzima y la mezcla glicerolfsilica, como en el caso de la determinacién de la
actividad de agua optima, fueron ajustadas a cuatro valores distintos de a,, empleando
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soluciones saturadas de LiCl {a,=0.1), LiBr (a,=0.2), MgCl (a,=0.33) y Mg (NO3), (8,=0.53)
durante el tiempo necesaric para que la mezcla glicerol/silica y la enzima alcanzaran un
porcentaje de agua constante. De esta manera se contaba con ocho reacciones diferentes,
cuatro con n-hexano, cada una de ellas con la enzima y mezcla silica/glicerol ajustada a una
aclividad de agua distinta, y cuatro con 2M2B, cada una, al igual que el caso de n-hexano,
ajustadas a una a, distinta.

El curso de todas las reacciones fue analizado por HPLC, Los resultados de este
andlisis se presentan a continuacion:

En todes los sistemas la cinética de reaccién dependid del valor de a,. Como se
observa en la figura 33 la velocidad inicial de produccién de acido oleico, tanto en ios
sistemas con n-hexano como en los sistemas con 2M2B, es mayor conforme la actividad de
agua aumenta. En efecto, independientemente del solvente utilizado a valores altos de
actividad de agua, el agua disponible como substrato para las reacciones de hidrélisis
aumenta considerablemente, aumentando asi la produccién de acido oleico,
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FIGURA 33. Velocidades iniciales de produccién de &cido oleico en distintos valores de a,. (a) sistema
100% n-hexano, (b} sistema 100% 2M2B. Condiciones de reaccién :0.25mmol de triofeina, 0.1g de
Lypozyme IM, 0.092 g de glicerol adsorbido a silica gel (0.5mmol de glicerol), 40°C .

Como se observa, incluso a un valor muy bajo de actividad de agua (0.1) existe
liberacion de acidos grasos libres (alrededor de 1.3 mmol/ml h, en ambos sistemas).

Este incremento en la velocidad inicial de liberacidn de 4cido oleico por efecto del
aumento en la actividad de agua en el medio, por un lado es una demostracion del hecho de
que es dificil no tener hidrdlisis en reacciones de glicerdlisis sin importar la polaridad del
solvente. Y por otro lado, esta directamente relacionado con un incremento en la velocidad
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de produccion del isémero sn-1,2-dicleina (fig 34). Este resultado confirma que |a sintesis del
isémero sn-1,2-diglicérido es resultado de reacciones de hidrolisis de triglicéridos.
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FIGURA 34. valocidades iniciales de sintesis del isdmero sn-1.2-disleina en distintos valores de ay. (A)
sistema 100% n-hexano, (B} sisterna 100% 2M2B. Condiciones de reaccién: 0.25mmo! de tricteina, 0.1g de
Lypozyme IM, 0.082 g de glicerol adsorbido a sitica gel (0.5mmol de glicerol), 40°C .

A pesar de que en n-hexano y en 2M2B Ia velocidad de producceidn de sn-1,2-
dicleina esta asociada a ia velocidad de liberacién de acido oleico, en 2M2B esta asociacién
no es perfecta (figs. 33b y 34b) eslo se debe a que, como ha sido demostrado, en este
medio se favorece el consumo de dioleina para la sintesis de monooleina.

Otros autores (Ferreira-Dias y Fonseca, 1995) han ya relacionado un aumento de la
velocidad de sintesis de diglicéridos con un aumento de la actividad de agua del sistema.
Una aportacion importante de este trabajo es que sélo cuando se realiza un estudio
detallado de la sintesis de cada uno de los isdmeros de diglicéridos a través de todo el curso
de la reaccién, particulamerne ai inicio de ésla, es posible distinguir las reacciones de las
cuales provienen los sn-1,2 que, que como se ha visto, son diferentes de aquellas por las
que se obtiene el isdmero sn-1,3.

Efectivamente, con el aumento de fa actividad de agua aumenta la velocidad de las
reacciones de hidrélisis y con esto la velocidad de sintesis de los sn-1,2-diglicéridos. Este
comportamiento es totaimente diferente para el caso de los sn-1,3-diglicéridos {fig. 3a):

En n-hexano, tal como ya fue definido hay un valor éptimo de 2, (0.2), en el que las
reacciones de sintesis se favorecen frente a las de hidralisis. En la figura 36 se presentan los
valores iniciales de produccion de sn-1,3-dioleina en ambos solventes, observandose que
cuando a, es igual a 0.2, la velocidad de produccidén de sn-1,3-dioleina es la mayor (3.8
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mmol¥ml h). Los valores bajos de la velocidad de produccién del isémero sn-1,3 en
condiciones en las que hay hidrélisis (ver fig. 33) es una evidencia mas para establecer que
la produccién de las moléculas de sn-1,3-diglicéridos deriva de reacciones de esterificacién
catalizadas por una enzima sn-1(3}-especifica.

Adicionalmente en 2M2B las velocidades de produccién de sn-1,3-dioleina siempre
son bajas. La razén de esto, es porque, como ya ha sido demostrado, la produccitn de
diglicéridos en sistemas hidrofilicos est4 termodindmicamente desfavorecida,

"
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FIGURA 35, Velocidades iniciales de sintesis de sn-1,3-dicleima en  distintacs volores de aw. (A) sistema
100% n-hexano, (B) sistema 100% 2M2B, Condiciones de reaccién :0.25mmol de trioleina, 0.1g de Lypozyme

IM, 0.082 g de glicerot adsorbido a silica gel (0.5mmol de glicarol), 40°C .

En términos de la acumulacién de monooleina, ya ha sido demostrado que n-hexano
no es un medio favorable para la sintesis de este producto, lo que se refleja en valores bajos
de velocidad inicial de produccién a cualquier actividad de agua (fig. 36.A). Por el contrario,
en ZM2B (fig. 36.B), sistema en el que se favorece la sintesis de los monoglicérides, la
velocidad de produccién de monooleina alcanza su méximo valor (4.8 mmol/ ml k) en
condiciones en las que se favorecen las reacciones de sintesis. En esta misma grafica se
nota que a actividades de agua mayores a 0.2 (0.35 y 0.5), las velocidades iniciales de
produccion son muy cercanas a su valor dptimo (3.8 y 4.0 mmol mi h). De aqui podria
suponerse que aunque la mayor parte de la monooleina parece venir de reacciones de
esterificacion, cietamente también se sintetiza por reacciones de hidrélisis de dioleina y no
se descarta el hecho de que pudiera ser también producto de la transesterificacion.
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FIGURA 37. Velocidades iniciales de sintesis de monooleina en distintos valores de ay (@) sistema 100% n-
hexano, (b} sistema 100% 2M2B. Condiciones de reaccion :0.25mmol de trioleina, 0.1g de Lypozyme IM, 0.092

¢ de glicerol adsorbido a silica gel (0.5mmol de glicerol), 40°C .

Finalmente, si comparamos las distribuciones al equilibric de productos y substratos,

tanto en el sistema con n-hexano como en sistema con 2M2B, para los diferentes valores

de a, probados, veremos que los resultados obtenidos son una evidencia més de lo que aquf
se ha propuesto.
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FiGura 37. Concentraciones & equifbrio de acido oleico © , monooleing | sn-1 2-diclelna @, sn-1,3-dicleina y tricleina® en
funcitn de diferantes valores de a, Condiciones do reaccidn: 0.25mmal de tricleina, 0.1g de Lypozyme 1M, 0.092 g de gliceral
edsorhido o $Tca gel (0.5mmal da glcerc!), 407C. (A} sistermna con n-hexano, (B) sistema con 20428,

En la figura 37 se observa que tanto en el sistema con a-hexano, como en &l sistema
con 2M2B, hay un aumento de la concentracidn en el equilibrio del isémero de sn-1,2-
dioleina conforme la actividad de agua aumenta. Esto concuerda con la teorfa de que este
isémero es producto principalmente de la hidrélisis de tricleina.
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La concentracién mas alta de este isémerc en el equilibrio se obtienen en el sistema
con n-hexano en la mayor actividad de agua probada (0.5). De este resultado es posible
concluir que el sistema que resulta 6ptimo para Ia sintesis de sn-1,2-dioleina es un sistema
en condiciones de reaccion de hidrélisis en un medio hidrofdbico como n-hexano.

Las graficas de equilibrio en funcién de la actividad de agua aqui mostradas, son
también una evidencia méas para demostrar que en condiciones de a, (0.2) donde las
reacciones de sintesis se favorecen frente a las de hidrolisis, las concentraciones de
monooleina en n-hexane y sn-1,3-dioleina en 2M2B son las mas altas que se obtienen. Esto
concuerda con lo ya también definido: la mayor parte del isémero sn-1,3-diolefna y de la
monooleina proviene de reacciones de esterificacion.

Sin embargo y tomando en cuenta sy presencia a aclividades de agua altas no
podemos descartar de que sean producto de reacciones de transesterificacion o de
reacciones de isomerizacion.

GLICEROLISIS: SISTEMA DE MULTIPLES REACCIONES.

A parlir de las cinéticas de reaccién con las que se demuestra que la produccidn de
los isémeros de dioleina ocurre por reacciones diferentes, y de los resultados obtenidos del
estudio detallado del efecto de la actividad de agua en n-hexano, existen las evidencias
suficientes para proponer un modelo con las diversas  reacciones que occurren en un
sistema en el que los substratos iniciales son trioleina y glicerol y en las que el catalizador
es una lipasa inmovilizada de Rhizomucor miehei sn-1,3-especifica. Este modelo se plantea
en la figura 38.
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Ficura 38 Esquema propuesto de las pincpales reacciones catefizadas por Lypazyme IM, una Epasa an-1,3-especifica de
Rhizomsoor miehei, en un sistemna en el que se utilizen gliicerol y triclaina como substratos iniciales de la resccisn,
cominmente denominada glicerdiisle
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En ia figura 38 se plantea que, por un tado, la enzima catsliza reacciones de
hidrélisis de 4cidos grasos esterificados en la posicion 1(3) de la molécula de trioleina, para
la sintesis de sn-1,2-dioleina y sn-2-monooleina. Por otro lado, la enzima cataliza reacciones
de esterificacion entre los acidos grasos libres y las posiciones sn-1(3) del glicerol. Por esta
ruta de esterificacion es posible Ia sintesis del sn-1(3)-monooleina y sn-1,3-dioleina. Aunado
a osto se propone la produccion de sn-1.2-dioleina y sn-1(3)}-monooleina por
trasensterificacién entre la tricleina y el glicerol. Finaimente, en el esquema se incluye a la
isomerizacion entre los isdmeros sn-2 y sn-1-monooleina y entre los isémeros sn-1,2-dioleina
y sn-1,3-dioleina, reacciones que son necesarias para lograr la sintesis de tricleina a partir
de sn-1,3-dioleina o para lograr ia produccion de glicerol a partir de sn-1,2-dioleina.
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8.0 ConcLusioNEs GENERALES

» Durante este proyecto se definid que el mélodo de HPLC dtil para la cuantificacién de una
reaccion de glicerdlisis de trioleina es el basado en el de Ergan y André {1989) con una
modificacién en el gradiente de flujo descrito en el anexo.

¢ Se comprobo la eficacia del método de adsarcién del glicerol a un soperte de silica, ya
antes probado por Berger y Schneider (1992) y por Castillo y colaboradores (1999), para
resolver el problema de la insolubilidad del glicercl en medios de reaccién organicos.

* Se definié que 0.2 es la actividad de agua dptima que, en las condiciones de reaccidn en
las que se llevaron a cabo los experimentos durante este proyecto, favorece las
reacciones de sintesis frente a las de hidrélisis

s Se verificd que el perfil de productos en el equilibrio, de una reaccién en ja que se utilizan
trioleina y glicerol como substratos iniciales, depende del sclvente utilizado. En este
sentido se definié que en un medio hidrofébico (100% n-hexano) se favorece la sintesis
selectiva de diglicéridos y que un medio hidrofilico (100% 2M2B) se obtienen los
rendimientos mas altos de monoglicéridos.

* Los valores de conversion obtenidos para la tricleina (74%) y de porcentaje de
monooleina acumulado en el sistema (63%) son comparables a los valores mas altos
reportados para sistemas en los que se requiere de un paso de remocion de
monoglicéridos. Asimismo el porcentaje de monoglicéridos obtenido aqui, a través de una
reaccion de glicerélisis enzimética en un sistema hidrofilico, es ventajoso al compararlo
con los que se obtienen por el método quimico (44-45%monoglicéridos),

» Se probd, mediante e estudio cinético de la reaccion, que la produccién de un isémero
particular de dioleina esta condicionada a la especificidad de la enzima y a la reaccién
que ocurre en €l sistema. En este sentido se comprobé que la sintesis de sn-1,2-dicleina
ocurre principalmente a través de la hidrolisis de triglicéridos catalizada por una lipasa sn-
1,3-especifica y que la sintesis del isdmero sn-1,3 a lravés de la esterificacion de acidos
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grasos con los grupos oxhidrilo del glicerol catalizada también por una lipasa sn-1,3-
especifica.

Puesto que en 2M2B se favorece la sintesis del isémero de dioleina sn-1,2 y en n-hexano,
por el contrario, se favorece la sintesis del isémero sn-1,3, se propuso y se comprobd que
la polaridad del sistera de reaccion define condiciones termodinamicas particulares que
permiten que se lleve a cabo ya sea la hidrdlisis de acilglicéridos o la esterificacion de
acidos grasos en los grupos hidroxilo del glicerol.

Se demostrd que un incremento en el valor de a, estd asociado a un aumento en la
produccién de acidos grasos libres y del isdbmero sn-1,2-dicleina. Este resuitado confirma
que la sintesis del isdémero sn-1,2-diglicérido ocurre a través de la hidrélisis de triglicéridos
catalizada por una enzima sn-1,3-especifica.

Se demostré que en condiciones de hidrélisis disminuye la sintesis del isdbmero sn-1,3 de
dioleina. Esta es una evidencia més para establecer que la produccién de las moléculas
de sn-1,3-diglicéridos deriva de reacciones de esterificacion.

A partir de ias cinéticas de reaccion con las que se demuestra que la produccién de los
isdmeros de dicleina ocurre por reacciones diferentes y de los resultados obtenidos del
estudio detallado del efecto de la actividad de agua, se obtuvieron las evidencias
suficientes para definir a la glicerdlisis como un sistema de mdltiples reacciones, en el
que ocurren reacciones simultineas de hidrédlisis de acilglicéridos, esterificacion,
transesterificacién e isomerizacion.
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9.0 PersrecTivas

Los resultados aqui obtenidos demuestran que es posible manipular una reaccién de
glicerdlisis enzimatica para la sintesis de acilglicéridos especificos. Esto se ha hecho a
través de la manipulacién del medio de reaccién mediante el uso de solventes orgénicos. Sin
embargo, hace falta evaluar el efecto de la temperatura de reaccidn, relacién molar
triglicérido/glicerol y tipo de lipasa. La optimizacién de estas variables es parte del disefio de
un proceso por el que se pueden oblener rendimientos aln més altos de los reportados en
este trabajo.

Las estrategias y la via utilizadas en este proyecio para la sintesis de acilglicéridos
constituyen una forma para el aprovechamiento de aceites y grasas naturales, en este
sentido, seria interesante llevar a cabo un estudio detallado de una reaccidn de glicerdlisis
usando como substrato, ademas del glicerol, un aceite o grasa dispenible en la naturaleza.
Esto es una posible manera para lIa revalorizacién de estos substratos.

Por otro lado, seria interesante disefar un método de purificacion de productos,
implementar un método de remocién del solvente, proponer y disedar un método de control
de actividad de agua para llevar a cabo la reaccién a gran escala y evaluar la rentabilidad del

proceso a nivel industrial.
Finalmente, la utilizacién de compuestos marcados radioactivamente es una técnica

para cofroborar que fa glicerdlisis, tal como se ha propuesto en este proyecto, ocurre a
través de diversas reacciones.
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ANEXO

El método de HPLC usado en la cuantificacién de las reacciones de glicerdlisis esta
basado en el utilizado por Ergan y André {1989) para la deteccién de acido olécio,
monooleina, dioleina y trioleina.

Diche método se lleva a cabe bajo las siguientes condiciones:

s Detector UV a 206nm.

¢ Columna Spherisob ODS-2.

+ Fase movil acelona acetonitriolo 50:50.
« Gradiente de flujo descrito en la tabla 8.

TaBLa 8. Gradiente de flujo utilizado en el método de de Ergan y André (1989) para la separacién de Acido oléico,

monooleina, dioleina y tricleina

tiempo [min] flujo [ml/min}
0 8
8 8
10 4
21 4
25 0.8
30 0.8

Durante el desamrolle del métedo adecuado para cumplir con los objetivos de este
proyecto fue necesario llevar a cabo un ajuste al gradiente de flujo utilizado por Ergan y
André. De esta manera fue posible la cuantificacion de los isémeros de dioleina.

El gradiente de flujo que nos resulto (il es el que se presenta en la tabla siguiente.
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El método de HPLC usado en la cuantificacion de las reacciones de glicerolisis ests
basado en el utilizado por Ergan y André (1989) para la deteccién de acido oleico,
monooleina, dioleina y tricleina.

Dicho método se lleva a cabo bajo las siguientes condiciones:

s Detector UV a 206nm:.

« Columna Spherisob QDS-2.

» Fase movil acetona acetonitriolo 50:50.
* Gradiente de flujo descrito en la tabla 8.

Tasra 8. Gradiente de flujo utilizado en el método de de Ergan y André {1989) para la separacion de acido oleico,

monooleina, dioleina y trickeina

tiempo [min] flujo [ml/min]
0 B
6 8
10 4
21 4
25 0.8
30 08

Durante el desarrollo del método adecuado para cumplir con los objetivos de este
proyecto fue necesario llevar a cabo un ajuste al gradiente de flujo ulilizado por Ergan y
André. De esta manera fue posible la cuantificacién de los isémeros de dioleina.

El gradiente de flujo que nos resulto Util es el que se presenta en la tabla siguiente.
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ANEXO

TaeLa 9. Gradiente de flujo utilizado en la cuaniificacion de &cide oleico, monooleina, dioleina y trioleina
presentes en el medio de reaccion

tiempo [min] Flujo [mlfmin] Acetonalacetonitrilo [viv]
0 0.5 50450
2 0.5 50/50
5 0.5 40/60
12 0.5 40460
14 30 40/60
18 3.0 40/60
23 0.5 50/50

El perfil cromatogréfico obtenido mediante este método se presenta en la figura 38,
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Ficura 39. Ejemplo del perfil cromatogréfico obtendio por HPLC para la separacién de una mezcla de
acido oleico, monooleina, sn-1,2-dioleina, sn-1,3-dioleina y irioleina con un controlador de flujo Waters
BO00E con control de temperatura ajustade a 45°C, un detector UVIVIS Waters 486 a 206nm, una
columna Cys de fase reversa Spherisorb 80-15 0DS-2 (5 Dm, 250 x 4.6mm) y con un gradiente de flujo
descrito en la tabla 9.
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ANEXO

Tal como se ohserva a través del método fue posible, ademas de la deteccién de
acido oleico monooleina, dioleina, tricleina y dioleina, la seperacién de los dos isémeros de
dioleina (sn-1,2-dioleina y sn-1,3-dioleina).
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