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RESUMEN

La industria alimentaria necesita disponer de tecnologias y procesos industriales
acordes a las exigencias actuales en cuanto a calidad nutricional y cuidado del medio
ambiente, y a su vez que le resulten econdmicamente convenientes. Las grasas solidas y
semisoélidas se han producido a partir de aceites vegetales desde hace décadas utilizando
distintas tecnologias, siendo uno de los objetivos actuales de su produccidn evitar introducir
o generar compuestos perjudiciales para la salud del consumidor. La aciddlisis enzimatica,
proceso que consiste en utilizar lipasas como biocatalizadores para incorporar acidos grasos
especificos en la estructura de los triglicéridos, se vislumbra como una alternativa valida

para cumplir dicho objetivo.

En la presente tesis se estudia la produccion de biocatalizadores sélidos y su accionar
en la reaccién de aciddlisis entre aceite de girasol y acidos grasos saturados libres,

llevdndola a cabo tanto en reactor batch como en uno de lecho empacado.

En el Capitulo 1 se hace una introduccion general al tema de estudio junto con la
revision bibliografica general. Los materiales utilizados y los métodos generales de andlisis
empleados se describen en el Capitulo 2. Los métodos especificos se describen en el lugar

donde se plantea su utilizacion.

En el Capitulo 3 se analizan las caracteristicas mas relevantes para esta tesis del
preparado comercial de lipasas de Rhizomucor miehei, asi como la capacidad de las mismas

para catalizar la reaccién de interés en su estado libre.

Los Capitulos 4 y 5 se centran en la produccién de los biocatalizadores sélidos. En el
Capitulo 4 se analizan los métodos de inmovilizacion de las lipasas por adsorcién. En el
Capitulo 5 se describe la preparacién y modificacion de microesferas de quitosano a fin de
ser empleadas como soportes, junto a la caracterizacidon de las mismas mediante diversas

técnicas.



Obtenido el biocatalizador que se consideré de mejor desempefio en la reaccidon de
interés, en el Capitulo 6 se realizd el analisis de las condiciones de reaccidn propiamente
dichas, seleccionando los niveles dptimos de las variables, y en el Capitulo 7 se indagd

acerca del comportamiento cinético de este sistema en reactores batch.

La construccién y modos de funcionamiento del reactor de lecho empacado se
describen en el Capitulo 8, donde también se desarrolla el modelado y simulacién de este

sistema, incluyendo la resistencia a la transferencia de materia.

Por ultimo, en el Capitulo 9 se presentan las conclusiones generales a las cuales se

abordé con el estudio desarrollado en la presente tesis.



ABSTRACT

The food industry requires new technologies and processes in line with the current
requirements in terms of nutritional quality and environmental care, being at the same time
economically profitable. For decades, different technologies have been used to produce
solid and semisolid fats. One of the main goals of current processes is to avoid the
introduction or generation of compounds which are harmful to human health. Enzymatic
acidolysis, which consists in the incorporation of specific fatty acids in the glycerol backbone

of triglycerides, appears as a valid alternative to fulfill this objective.

In the present thesis the production of solid biocatalysts and their performance in
the acidolysis reaction between sunflower oil and free saturated fatty acids, in batch and

packed bed reactor configuration, is studied.

In Chapter 1 a general introduction to the subject and the bibliographic revision are
presented. The different materials employed, as well as the general analytical methods used
throughout the development of this thesis, are described in Chapter 2. The specific methods

are detailed in the corresponding sections where their applications are presented.

The most relevant characteristics of commercial preparations of Rhizomucor miehei
lipases, as well as their capability to act in free form on the reaction in study, are analyzed in

Chapter 3.

Chapters 4 and 5 are focused on the solid biocatalysts production. In Chapter 4
different lipase immobilization methods based on adsorption principle are analyzed. In
Chapter 5 the preparation and modification of chitosan microspheres intended to be used

as supports, together with their characterization, are described.



Once the most appropriate biocatalyst was obtained, the reaction conditions
analysis, along with the selection of their optimum values, was developed in Chapter 6. In

Chapter 7 the kinetic behaviour of batch reaction systems was studied.

The construction and operating mode of the packed bed reactor are described in
Chapter 8. In addition, the modeling and simulation of the system, including mass transfer

resistance considerations, are also developed.

Finally, the main conclusions that can be drawn from the studies developed in the

present thesis are presented in Chapter 9.
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Capitulo

INTRODUCCION
GENERAL

1.1. Problematica: consumo mundial de lipidos y la salud

Una gran cantidad de grasas y aceites son usados para nutricidn humana
directamente o después de una apropiada modificacion empleando tecnologias
convencionales de gran escala, como la hidrogenacion. Los productos obtenidos no siempre
son los ideales, por lo que un consumo desbalanceado de grasas y un consumo excesivo de
lipidos "malos" como los saturados y los trans pueden provocar entre otras, enfermedades
cardiovasculares y cancer (Gunstone, 2003). Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se calcula que en 2004 alrededor de 17,1 millones de personas murieron a causa de
enfermedades cardiovasculares, siendo la principal causa las dietas malsanas (OMS,
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/es/index.html). Estas enfermedades
pueden ser reducidas o evitadas cambiando la fuente, cantidad y estructura de las grasas y

aceites de la dieta.
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1.2. Alimentos funcionales: Lipidos estructurados

A nivel tecnolégico, esto puede lograrse usando lipidos estructurados que cumplan
los requerimientos para una nutricion favorable. Los lipidos estructurados (SL) son
triglicéridos (TAG) en los que los acidos grasos (FA) se reacomodan en el esqueleto del
glicerol, generando asi productos con propiedades fisicoquimicas y/o nutricionales
mejoradas. Es una molécula "hecha a medida", formulada para una funcion nutricional o
tecnoldgica especifica. Algunas aplicaciones de reciente interés son: produccion de
margarinas o shortenings con bajo contenido de d4cidos grasos trans, manejo de la
funcionalidad en shortenings, incorporacion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs),
produccién de sustitutos de manteca de cacao y lipidos con bajas calorias (Osborn y Akoh,

2002; Li et al., 2010).

Las tecnologias empleadas para obtener lipidos estructurados con el fin de mejorar
la calidad nutricional de las grasas utilizan el conocimiento que se tiene actualmente sobre
la bioquimica y la fisiologia de los lipidos en el cuerpo humano, particularmente sobre la
digestion y la absorciéon de los acidos grasos. Si bien algunas aun no son tecnologias
absolutamente consolidadas, son los procesos referidos a materias grasas que muestran
mejores perspectivas en el futuro desde el punto de vista tecnoldgico, nutricional y

posiblemente comercial (Valenzuela y Sanhueza, 2008).

1.3. Acidos grasos

Una amplia variedad de acidos grasos son usados para producir lipidos estructurados
en base a sus propiedades y funcionalidad. Los tipos de acidos grasos que componen las
moléculas de triglicéridos y su posicién en la misma determinan las propiedades fisicas y
nutricionales, el destino metabdlico y los beneficios para la salud de una grasa modificada
(Osborn y Akoh, 2002). En consecuencia, a continuacion se realiza una breve descripcion de
los mismos.

Cabe mencionar que los acidos grasos pueden ser insaturados o saturados,

dependiendo de la existencia o no de dobles enlaces en las cadenas carbonadas. Los acidos
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grasos insaturados pueden encontrarse en configuracidn cis o trans, segun la ubicacion de
los hidrégenos de los carbonos adyacentes al doble enlace. En el primer caso, éstos se
encuentran del mismo lado de la cadena carbonada, mientras que en los acidos grasos trans
estan ubicados a cada lado de la misma. En los aceites y grasas naturales de origen vegetal

los dcidos grasos insaturados se encuentran siempre en configuracion cis.

1.3.1. Acidos grasos de cadena corta

Los acidos grasos de cadena corta (SCFAs) son aquellos que poseen de 2 a 6 atomos
de carbono en su cadena y son generalmente conocidos como volatiles. La fuente
tradicional de los mismos es la manteca y la leche bovina. Debido a su solubilidad en agua,
tamafio molecular y longitud de cadena, son absorbidos en el estomago mas rapidamente
gue los demads acidos grasos. Adicionalmente, los triglicéridos conteniendo estos acidos
grasos pueden ser completamente hidrolizados por la accion de la lipasa pancreatica, y ser
absorbidos en el lumen del estémago y en el intestino. Su bajo calor de combustién los

convierte en lipidos de bajas calorias.

1.3.2. Acidos grasos de cadena media

Los 4cidos grasos de cadena media (MCFAs) son aquellos que poseen de 6 a 12
atomos de carbono en su cadena y la fuente principal de los mismos es el aceite de coco y el
de la semilla de palma. Estos son preferentemente transportados a través de la vena porta
al higado, debido a su menor tamafio y mejor solubilidad en comparacién a los acidos grasos
de cadena larga. Los MCFAs son metabolizados en el organismo tan rapidamente como la
glucosa, siendo baja la tendencia a formar depdsitos debido a que no son facilmente
reesterificados para formar triglicéridos. Aunque estos pueden ser usados en el control de Ia
obesidad, también pueden aumentar el nivel de colesterol en sangre. De ahi que estos sean
usados en lipidos estructurados; por su inherente movilidad, solubilidad y facilidad para
metabolizarse. Generalmente se combinan con acidos grasos poliinsaturados, beneficiosos

para la salud, formando los conocidos MLM.
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1.3.3. Acidos grasos de cadena larga

Los acidos grasos de cadena larga (LCFAs) son aquellos que poseen de 14 a 24
atomos de carbono en su cadena, siendo comun hallarlos en algunas grasas animales y en
aceites de pescado y vegetales. Estos son absorbidos y metabolizados mas lentamente que
los restantes acidos grasos, pudiendo gran parte de ellos ser eliminados del organismo por
este motivo. Los LCFAs no pueden ser absorbidos ni transportados por la sangre debido a su
mayor caracter hidrofébico en comparacién con los MCFAs y SCFAs, por lo que ingresan a

las células intestinales en forma de micelas.

Existe una variedad de acidos grasos de cadena larga, generalmente con numerosas
insaturaciones en su cadena carbonada, de importancia para la salud humana. Los acidos
grasos Omega-6 no pueden ser sintetizados por el organismo y por ende son considerados
acidos grasos esenciales (EFAs). El 4cido linoleico (18:2n-6) se encuentra en la mayoria de
los aceites vegetales y semillas, y es un dacido graso esencial que puede ademas ser
desaturado y aumentado en su cadena aun mas para dar lugar al 4cido araquidénico (20:4n-
6). Este ultimo es un precursor de la formaciéon de eicosanoides, compuestos que actian
beneficiosamente sobre el sistema nervioso central y el inmune. Otro tipo de EFA son los
Omega-3, tal como el acido linolénico (18:3 n-3), que puede ser encontrado en la soja y en
las semillas de lino. Asi también, el acido eicosapentanoico (20:5n-3, EPA) y el acido
docosahexanoico (22:6n-3, DHA), que se encuentran en el aceite de pescado, son
poliinsaturados de interés en la produccion de lipidos estructurados. Los acidos grasos n-3
son esenciales para el crecimiento y el desarrollo durante toda la vida humana y deben ser
incluidos en la dieta. Dietas ricas en n-3 PUFAs incrementan las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y disminuyen las de baja densidad (LDL). Por otra parte, los acidos grasos
Omega-9 encontrados en muchos aceites vegetales, tal como el acido oleico (18:1n-9), si
bien no son acidos grasos esenciales cumplen un rol moderado en reducir el colesterol en el
cuerpo. El acido linoleico conjugado (CLA), el cual ha demostrado propiedades
anticancerigenas en animales, también puede ser empleado en el disefio de lipidos

estructurados.
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Generalmente se cree que los acidos grasos de cadena larga incrementan los niveles
de colesterol. Sin embargo, el acido estearico (18:0) es neutro debido a que su punto de
fusion es mayor que la temperatura del cuerpo humano, siendo desaturado hacia acido
oleico in vivo. Adicionalmente, los triglicéridos con altas cantidades de acidos grasos

saturados de cadena corta son débilmente absorbidos en humanos.

Controlar la posicion del acido graso en el triglicérido también resulta importante en
la produccion de lipidos estructurados, ya que permite definir el destino que tendran los

mismos en el organismo.

1.4. Produccion de lipidos estructurados

Las estrategias para modificacion de lipidos que dan lugar a grasas y aceites
funcionales incluyen la sintesis quimica o enzimatica. Esta ultima se lleva a cabo mediante
lipasas, las cuales catalizan reacciones de interesterificacion (intercambio de acidos grasos
entre dos moléculas de triglicéridos) o acidélisis (incorporacion de acidos grasos libres a un

triglicérido).

1.4.1. Sintesis quimica

La interesterificacion quimica es econdmica y facil de escalar. Sin embargo, ofrece
baja especificidad o control sobre la distribucién de la posiciéon de los acidos grasos en el
producto final (Willis y Marangoni, 1999). Este proceso usualmente implica la hidrdlisis de
una mezcla de triglicéridos y su reesterificacion aleatoria. La reaccidon requiere de altas
temperaturas y ausencia de agua. Ademds de los lipidos estructurados se obtiene un

numero de subproductos dificiles de remover (Akoh, 1998).

1.4.2. Sintesis enzimdtica

Las reacciones catalizadas por lipasas ofrecen algunas ventajas sobre las asistidas
guimicamente ya que producen aceites o grasas con una estructura definida, requieren

condiciones experimentales menos severas, consumen menos energia y reducen el dafio
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térmico, entre otras (Gunstone, 2003). Si bien la funcion natural de las lipasas es la de llevar
a cabo la hidrdlisis de los triglicéridos a acidos grasos libres, la sintesis de lipidos
estructurados mediante ellas es posible modificando las condiciones de reaccién. En
presencia de solventes organicos o en sistemas anhidros, las lipasas pueden presentar un
comportamiento diferente, catalizando ademads reacciones de esterificacion (Berry y

Paterson, 1990).

La accidn de las lipasas, en términos de eficiencia y estabilidad, se puede mejorar con
técnicas de inmovilizacion. Para esto, la enzima se fija a un soporte (ceramica, vidrio poroso,
material sintético, celulosa, entre otros) que le otorga una mayor estabilidad a la proteina
frente a las condiciones de operacion (velocidad de reaccidn, temperatura, acidez, fuerza
idnica, entre otras) (Valenzuela y Sanhueza, 2008). Los procesos de inmovilizacién han
impulsado el creciente uso de enzimas en la tecnologia de las materias grasas. Las lipasas
qgue se utilizan para la obtencidn de lipidos estructurados se obtienen, en general, de
bacterias u hongos especialmente seleccionados (por seleccidon genética o por modificacion
genética) para obtener altos rendimientos de actividad catalitica; y, en muchos casos, alta

resistencia a la temperatura y a los solventes que se utilizan en los procesos.

1.5. Acidolisis enzimatica

La acidodlisis enzimatica ha sido una estrategia ampliamente estudiada en las ultimas
décadas a fin de obtener lipidos estructurados (Shimada et al., 1996; Lee y Akoh, 1996;
Garcia et al. 2001, Kim et al., 2006; Hita et al., 2009). Esta reaccién esta compuesta por dos
pasos, el primero incluye la hidrdlisis de la unidn éster a fin de liberar un acido graso nativo
y formar un glicérido que tiene al menos un grupo hidroxilo (si es que sdlo tuvo lugar una
Unica ruptura). El paso siguiente comprende la formacién de una nueva unidn éster entre el
grupo hidroxilo del glicérido y un nuevo acido graso libre del medio (Rodrigues-Fernandez
Lafuente, 2010). La Fig. 1.1. muestra estos pasos de reaccion para la reaccién catalizada por
lipasas sn-1,3 regioespecificas, es decir aquellas que tienen la habilidad para actuar sobre las
posiciones 1 y 3 del triglicérido. Entre ellas se encuentran las lipasas de Rhizomucor miehei

(RML), incluidas en el esquema.
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Afo A’O
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i Vi
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Figura 1.1. Esquema general de la aciddlisis catalizada por lipasas de Rhizomucor miehei para
producir lipidos estructurados.

Mas especificamente, la aciddlisis, mediante la incorporacién de acidos grasos
saturados en los triglicéridos originales, puede ser empleada como un método alternativo a
la hidrogenacion parcial de aceites permitiendo asi obtener grasas sélidas o semisélidas sin
la indeseada formacion de acidos grasos trans (Carrin y Crapiste, 2008; Pacheco et al., 2010).
Mas aun, mediante el empleo de lipasas sn-1,3 especificas es posible incorporar acidos
grasos saturados en las posiciones sn-1 y sn-3 del triglicérido, manteniendo en la posicion
central del glicerol el acido graso original. La aplicacion de este tipo de lipasas en la aciddlisis
de aceites vegetales y acidos grasos saturados ha tenido como objetivo obtener grasas
semisodlidas con propiedades benéficas para la salud humana ya que preservan los acidos
grasos insaturados o poliinsaturados (tales como los esenciales) ubicados en la posicion sn-2

(Jensen et al., 1995; Osborn y Akoh, 2002; Li et al., 2010).

Adicionalmente, ciertas reacciones indeseables pueden tener lugar debido a la
presencia de diglicéridos producidos en el paso de hidrdlisis. La transferencia de grupos
acilo de cadena larga desde la posicidn sn-2 a las posiciones externas en los diglicéridos se
denomina acil migracion y provoca la disminucion en el rendimiento y en la pureza de los

lipidos estructurados (Xu et al., 1998; Yang et al., 2005).
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1.6. Objetivos

Al momento de iniciar esta tesis, la obtencion de lipidos estructurados mediante
aciddlisis entre aceite de girasol y dcidos grasos saturados (palmitico y estedrico) catalizada
por lipasas comerciales de Rhizomucor miehei en su forma inmovilizada (Lipozyme RM M,
NovoNordisk) habia sido estudiada en el grupo de investigacion de Ingenieria de Alimentos

de PLAPIQUI alcanzando resultados satisfactorios (Carrin y Crapiste, 2008).

Sin embargo, para que este proceso pudiera ser llevado a escala industrial mediante
operaciones continuas o semicontinuas, resultaba necesario el desarrollo de un
biocatalizador mas adecuado. Esto se debe a que el elevado costo y la facil atricion de las
lipasas inmovilizadas disponibles comercialmente restringen su utilizacion en procesos de
gran escala. Es por ello que en este marco se planteé como objetivo de esta tesis la
produccién de lipidos estructurados empleando un catalizador biolégico de alta actividad,
de menor costo y de dificil atricién, para ser empleado en reactores batch y de lecho

empacado.

Los objetivos especificos planteados para esta tesis fueron:

1. Preparar un biocatalizador adecuado para llevar a cabo la reaccién de aciddlisis
enzimatica entre aceite de girasol y acidos grasos saturados, a fin de obtener lipidos
estructurados conteniendo una mayor cantidad de acidos grasos saturados en los glicéridos.

Las tareas asociadas a alcanzar este objetivo son:

* Seleccionar una lipasa de alta actividad en la reaccion de interés.
* Preparar un soporte adecuado para inmovilizar la lipasa elegida y un proceso

de inmovilizacién que no altere las propiedades cataliticas de la misma.

2. Evaluar el desempefio del biocatalizador preparado en la reaccion de acidolisis y
optimizar las condiciones de reaccion a fin de lograr las mas altas modificaciones sobre el
aceite de girasol, considerando el efecto de la temperatura de reaccion, relacién entre

sustratos, cantidad de biocatalizador y presencia de solvente en el medio.
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3. Disefiar y poner en funcionamiento un reactor de lecho empacado a escala

laboratorio a fin de comparar su desempefio respecto a los reactores discontinuos.

4. Modelar y simular el proceso de reaccién/reactor, teniendo en cuenta las
distintas variables operativas, los fendmenos de transporte involucrados y la eficiencia del

proceso, para obtener los pardmetros cinéticos caracteristicos del sistema.
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Capitulo

MATERIALES Y
METODOS

2.1. Introduccion

La factibilidad de reproducir una dada metodologia experimental, se basa en el
hecho de contar con buenos registros de las tareas desarrolladas. Por esa razén, este
capitulo describe en detalle las principales técnicas empleadas en las labores
experimentales durante el transcurso de la tesis. Asi también se incorpora una descripcién

de los materiales necesarios para poder llevarlas a cabo.

Cabe mencionar que el mismo fue pensado como un apoyo para la interpretacién de
las diferentes técnicas que se mencionan a lo largo de esta tesis, por ello aqui se encontrara
una variedad de métodos que podrian no estar relacionados. Por otro lado, también se
aclara que las técnicas empleadas especificamente en un dado capitulo fueron descriptas

directamente en dicho capitulo y no son mencionadas aqui.
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2.2. Materiales

2.2.1. Aceite de girasol

El aceite de girasol refinado empleado en las reacciones de aciddlisis fue adquirido
en un mercado local y fue usado tal como se recibid. El mismo fue producido para consumo
humano por la empresa Molinos Rio de la Plata S.A. (Buenos Aires, Argentina). El indice de
Peroxidos (IP) determinado por el método IUPAC 2.0501 y AOCS CD 8-53, fue de 1.94 + 0.02
mEq. O,/kg muestra, para el aceite que se empled durante todas las reacciones efectuadas,
salvo cuando se realizd la aciddlisis con lipasas en su estado libre, en el que otro lote de

aceite fue usado conteniendo un IP de 103.32 + 0.03 mEq. O,/kg.

2.2.1.1. Composicién de dcidos grasos en glicéridos

La composicion de los acidos grasos, determinados como metil ésteres de acidos
grasos (FAME) por cromatografia gas-liquido (técnica descripta en Seccion 2.3.7), son los
mostrados en la Tabla 2.1. Como se esperaba, el aceite de girasol resultd predominante en
acidos grasos insaturados. Los compuestos presentes y los valores asociados resultaron
similares a los reportados por Reske et al. (1997) y Serrano-Vega et al. (2005) teniendo en

cuenta la variabilidad asociada a un producto de origen vegetal.

2.2.1.2. Composicion de triglicéridos y subproductos

La Tabla 2.2 muestra las especies de triglicéridos presentes en el aceite de girasol
(técnica descripta en Seccion 2.3.8). Cabe mencionar que en la técnica empleada para
realizar esta identificacion no se discriminaron isdmeros de posicién para una dada especie
de triglicérido, por lo cual y a modo de ejemplo, POSt, PStO, OPSt, OStP, StOP y StPO se
encuentran todos englobados en la misma especie identificada, y en este caso denominada
POSt. La identificacidon realizada vy los valores de cada una de ellas resultaron similares a lo
reportado en trabajos previos (Reske et al.,, 1997; Serrano-Vega et al., 2005). Puede
observarse que el aceite de girasol posee un elevado nivel de triglicéridos triinsaturados
(UUU) e intermedio de diinsaturados (UUS), mientras que la composicion de triglicéridos

trisaturados (SSS) es muy baja (0.11%). Las especies mayoritarias que conformaron el grupo
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UUU fueron OLL, LLL y OOL, en concordancia con los resultados obtenidos a través del

analisis de FAME. Por otro lado, los UUS mayoritarios fueron PLLy POL.

Por otro lado, en la Tabla 2.3 se presenta la composicion de subproductos.

Tabla 2.1.
Composicidn en acidos grasos del aceite de girasol.

<, Concentracion
Acido Graso

% m/m
C14:0 0.08 +0.00
Palmitico C16:0 6.32 +0.04
Cl6:1 0.08 +0.00
C17:0 0.05 +£0.00
Cl7:1c 0.04 +0.00
Esteadrico C18:0 3.23 +0.02
{ C18:1 nSt 0.24 +0.03
Oleico

C18:1 n9c 30.75 +0.18
{C18:2n 6t 0.09 +0.01

Linoleico
C18:2n 6¢ 56.51 +0.27
C20:0 0.22 +0.02
C18:3n6 0.04 +0.00
C18:3n3 0.19 £0.00
C20:1n9 c11 0.16 +0.01
C20:1n9 c11 0.13 +0.02
C22:0 0.58 +0.02
C24:0 0.22 +0.11
C22:6n3 0.05 +0.01
N.I° 1.02 *0.03

®NI: no identificados
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Tabla 2.2.
Perfil de triglicéridos (TAG) del aceite de girasol.

TAG? Tipo de TAG” Composicion (m/m %)
PPP SSS ND®
PPSt SSS ND
POP SuUS 0.30 +0.00
PLP SuUS 0.98 +0.02
StStP SSS 0.07 +0.01
POSt SuUS 0.29 +0.01
POO uus 2.80 +0.03
PLSt SuUS 0.85 +0.00
POL uus 6.54 +0.07
PLL uus 8.30 +0.13
StStSt SSS 0.04 +0.01
StStO SuUS 0.13 +0.03
00St uus 1.26 +0.01
StStL SUS ND
000 uuu 8.12 +0.00
StOL uus 259 +0.43
ooL uuu 15.23 +0.30
StLL uus 3.06 +0.14
OLL uuu 27.36 £0.06
LLL uuu 21.81 *0.51
NI 0.27
5 SSS 0.11
5 SUS 2.55
> UusS 24.55
S UUU 72.52

% P: 4cido palmitico, St: 4cido estedrico, O: acido oleico, L: acido linoleico.
®s: acido saturado, U: acido insaturado. ND: no detectado.® NI: no identificado
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Composicidn en subproductos del aceite de girasol.

Subproducto

Concentracion
% m/m

Acidos grasos libres
Monoglicéridos

Diglicéridos

0.16 +0.06
0.11 +0.08
1.03 *0.13

2.2.1.3. Composicion de los dcidos grasos en posicion sn-2 de los triglicéridos

La composicion de los acidos grasos en la posicidon sn-2 de los triglicéridos del aceite

de girasol, determinados como FAME (técnica descripta en Seccion 2.3.9), son los mostrados

en la Tabla 2.4. Como era de esperarse, los acidos linoleico (C18:2 n6c) y oleico (C18:1 n9c)

resultaron ser los mayoritarios, en concordancia con lo reportado por Carrin y Crapiste

(2008). Mas aun, la distribucion de estos acidos grasos entre las posiciones sn-1,3 y sn-2 de

los glicéridos fue similar para el acido oleico (33% del total se encuentra en sn-2), y

levemente superior para el acido linoleico (38% del total se encuentra en sn-2).

Tabla 2.4.

Composicidn en acidos grasos en la posicién sn-2 de los

glicéridos del aceite de girasol.

Concentracion

Acido Graso % m/m
C16:0 212 +0.16
C18:0 0.98 +0.00

C18:1 n9c 30.21 +0.03
C18:2 n6bc¢ 64.63 *0.04
N.I° 2.06 +0.23

®NI: no identificados
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2.2.2. Mezcla de dcidos grasos saturados palmitico y estedrico

La mezcla de acidos grasos saturados palmitico y estedrico (StPFA) empleada en las
reacciones de aciddlisis, de grado de pureza 49-54% y 40-51% respectivamente (Fluka), fue

proporcionada por Sigma Aldrich (Alemania).

2.2.3. Trioleina

La Trioleina (C18:1, cis-9) empleada en las reacciones de hidrdlisis fue de 65% de
pureza (Sigma). Su indice de Peréxidos fue de 10.38 + 0.02 mEq. O,/kg. La composicidn en
acidos grasos mayoritarios de los glicéridos de la trioleina, determinada como FAME por

cromatografia gaseosa es mostrada en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5.
Composicidn en acidos grasos de la trioleina.

Concentracion

Acido Graso % m/m
C14:0 290 +0.10
C14:1 0.84 +0.02
C15:0 0.27 £0.02
C16:0 4,65 *0.05
Cl6:1 5.45 +0.06
C17:0 0.28 *0.03
Cl17:1c 1.11 +0.12
C18:0 0.80 *0.08

C18:1n9c 66.40 *0.01
C18:2n 6¢ 8.01 *0.00
C20:0 0.58 +0.06
N.1.° 8.68 *0.06

®NI: no identificados
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2.2.4. Quitosano

El quitosano empleado en la preparacion de microesferas para soporte de
inmovilizacion de las lipasas fue gentilmente donado por el Laboratorio de Investigaciones
Basicas y Aplicadas en Quitina de la Universidad Nacional del Sur; obtenido de la quitina que
constituye las caparazones de camarones (fuente Artemesia longinaris), su forma fisica fue
en escamas. El grado de desacetilacion del material fue de 80.2%, determinado mediante
resonancia magnética nuclear (1H NMR). La humedad del mismo fue de 9.3 * 0.01%

determinada segun la Norma de acuerdo al Método Oficial Ca 2¢-55 (AOCS, 2009).

2.2.5. Reactivos y solventes

Dodecil aldehido de 92% de pureza y cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3) (> 95%
de pureza, Fluka) y las sales empleadas para la preparacion de soluciones buffers, fosfato de
sodio monobasico monohidratado (NaH2P0O4.H20) (> 99% de pureza), fosfato de sodio
dibasico heptahidratado(Na2HPO4.7H20)(> 99% de pureza) y acetato de sodio, CH3COONa

(>99% de pureza), fueron proporcionados por Sigma Aldrich.

Todos los estandares utilizados para las determinaciones cromatograficas (1,2,3-
trioctadecanol-glicerol , 1,2,3-trihexadecenol-glicerol, 1,2,3-trioctadecadienol-glicerol, 1,2,3-
trioctadecenol-glicerol, 1,2,3-trihexadecanol-glicerol, 1,2,3-tridecanol-glicerol, 1,2-distearol-
3-palmitol-rac-glicerol, 1,3-dipalmitol-2-oleolglicerol, 1,3-dioleol-2-palmitol-glicerol, 1,2-
dilinolel-3-palmitol-rac-glicerol,  1,2-dioleol-3-stearol-rac-glicerol,  1-palmitol-2-oleol-3-
linoleol-rac-glicerol, 1,2-distearol-3-oleol-rac-glicerol, 1,3-dipalmitol-rac-glicerol, 1-
monopalmitol-rac-glicerol, acido oleico, tetradecano) fueron de pureza mayor al 98% y se
obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, EEUU). La piridina utilizada fue de J.T. Baker
(Philipsburg, EEUU). El N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) se obtuvo de Fluka
(Buchs, Suiza). El n-hexano, tanto de grado cromatografico como analitico, asi como el
metanol, etanol y acido acético empleados, fueron de la marca Dorwil. Los hidroxidos de
potasio y sodio fueron de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina), mientras que el sulfato de sodio

de Anedra (Espafia).
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2.3. Métodos

2.3.1. Formacion de las particulas de quitosano
Reactivos necesarios: hidréxido de sodio, metanol, acido acético.
Procedimiento experimental:

1- Preparar una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) de concentracion 1 N.

2- Con la anterior, preparar una solucion de NaOH y metanol en relacién 3:1 v/v.

3- Pesar el quitosano y disolverlo en una solucién acuosa de acido acético al 2 %. La relacién
masa de quitosano/volumen de acido debe ser mayor o igual a 3 para obtener particulas
con buena resistencia mecdnica. Agitar hasta observar formacion de gel. La disolucién
puede favorecerse empleando calor.

4- Tomar con la jeringa el gel de quitosano y agregarlo por goteo a la solucién anterior (Fig.
2.1). La aguja hipodérmica empleada fue de 1.5 mm de didmetro.

5- Filtrar para retener las particulas formadas, y lavar con abundante agua para remover los
residuos del medio neutralizante.

6- Si las particulas van a ser modificadas, eliminar el agua y someterlas a la reaccién de
aminacioén reductiva. Si este no es el caso, y se desea usarlas como tal, secar en estufa a

40 °C, hasta peso constante.

Figura 2.1. Formacién de microesferas de quitosano por precipitacion.
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2.3.2. Técnica para modificaciéon quimica de las particulas: aminacién reductiva

Reactivos necesarios: etanol, docedil aldehido, cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3).

Procedimiento experimental:

1- Introducir las microesferas de gel de quitosano obtenidas segun la técnica descripta en la

Seccion 2.3.1 en un recipiente adecuado.
2- Agregar etanol en relacién 10 ml/g de quitosano en escamas seco inicial.

3- Disolver en etanol (28 ml/g de aldehido) la cantidad de aldehido determinada por la
relacion molar NH,/ aldehido deseada, para favorecer la disolucion emplear calentamiento
leve. Luego, afiadir al medio con las microesferas y agitar vigorosamente durante 1.5 h

(salvo otro tiempo especificado) (Fig. 2.2).

4- Agregar NaCNBH3 en exceso (3 moles NaCNBHs/monomol de polvo de quitosano seco

inicial) y agitar durante 1 h.

5- Eliminar la mezcla de reaccion y retener las microesferas alquiladas. Lavarlas con etanol
para eliminar los residuos de reactivos. Seguir el proceso de lavado mediante medicidon de la
absorbancia de la solucién de lavado frente a etanol, en espectrofotémetro UV/Vis a 270

nm. Continuarlo hasta obtener absorbancia nula.

6- Enjuagar con agua destilada y secar en estufa a 40 °C, hasta peso constante.
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Figura 2.2. Alquilacion de microesferas de quitosano.

2.3.3. Técnica de inmovilizacion de lipasas de Rhizomucor miehei

Reactivos necesarios: fosfato de sodio monobdsico monohidratado (NaH,P04.H,0), fosfato

de sodio dibdsico heptahidratado (Na,HPQ,4.7H,0).

Procedimiento experimental:

1- Diluir el volumen correspondiente a 15 g de preparado comercial de lipasa en 20 ml de
solucion buffer (fosfato de sodio, 20 mM, pH 6 a 4°C) y mantener bajo agitacion durante
5 min.

2- Afadir 1.5 g del soporte (obtenido segun Seccién 2.3.1 0 2.3.2) previamente lavado con la
solucion buffer a la solucién enzimatica y agitar a temperatura ambiente durante 24 h
(Fig. 2.3).

3- Cuantificar la cantidad de proteina adsorbida en los soportes; para ello tomar muestra de
la solucidn sobrenadante al principio y al final del proceso.

4- Separar los solidos por filtracion.

5- Enjuagar con buffer fosfato a 0 °Cy secar en estufa de vacio a 35 °C hasta peso constante.
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Figura 2.3. Inmovilizaciéon de lipasas de
Rhizomucor miehei por adsorcion en microesferas
de quitosano modificadas.

2.3.4. Determinacion del contenido de proteina

La cantidad de proteina presente en los preparados de lipasa comercial utilizados y
principalmente la cantidad adsorbida sobre los soportes tras la inmovilizacién, fueron
aspectos muy importante durante el transcurso de esta tesis. Por esta razén, se tratdé de
disponer de un método adecuado y preciso para esta determinaciéon. A continuacidn se

detallan dos métodos empleados y las variaciones que surgieron de uno de ellos.

2.3.4.1. Método espectrofotométrico UV/Visible a 280 nm (UV/Vis 280)

El método con el que se conté inicialmente para cuantificar la proteina adsorbida en
los soportes fue el método espectrofotométrico UV/Visible. El mismo consistié en registrar
las absorbancias a 280 nm (longitud de onda a la que absorben la luz los aminoacidos
aromaticos de las proteinas) de las soluciones de inmovilizacidn antes y después del proceso
en cuestién y relacionar estos valores a fin de determinar esta medida. En todos los casos se
requirié formar diluciones del sobrenadante en buffer para poder realizar la lectura en un
rango adecuado de absorbancias, por ejemplo empleando 0.02 ml de sobrenadante + 3 ml

de buffer fosfato.

Un aspecto a destacar de este método es que si no se conoce la cantidad de proteina

en el preparado, lo Unico que se puede reportar es, por diferencia en absorbancias, cuanto
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“material” del medio quedo retenido sobre los soportes. Si se dispone de un valor, éste
puede ser usado para calcular cuanta proteina se tiene en un dado volumen de solucion y
asi generar curvas de calibracion que relacionen cantidades con absorbancias. En
consecuencia, en base a la informacion que se disponia al momento sobre la cantidad de
proteina presente en el preparado comercial de lipasa, es que diversos criterios de

cuantificaciéon fueron empleados.

2.3.4.1.1. Método UV//Vis 280 (1)

No disponiendo de informacién alguna respecto al contenido de proteina en el
preparado comercial de lipasa, ya que el proveedor no la especificd, se cuantificd, mediante
las diferencias en la absorbancia inicial y final de los sobrenadantes, la cantidad de
preparado retenida en los soportes. Para que este contenido sea tomado como contenido

de proteina se requiere asumir que lo Unico que se adsorbid sobre el soporte es proteina.

2.3.4.1.2. Método UV//Vis 280 (1I)

Disponiendo de un valor de contenido de proteina de 0.44 g/g de preparado
comercial de lipasa, obtenido mediante el método gravimétrico (detallado en la Seccion
3.2.2.1.), fueron determinadas tanto la concentracién de proteina en los medios de
inmovilizacion al inicio del proceso como las de las disoluciones preparadas para llevar a
cabo la medicién en el espectrofotometro. Tras verificar linealidad en las curvas de
absorbancia-cantidad de proteina, registrando la absorbancia asociada a la solucion de

inmovilizacion final se conocid su contenido de proteina.

2.3.4.1.3. Método UV//Vis 280 (11I)

Este criterio para cuantificacion se empled tras disponer del valor de proteina en el
preparado comercial (CLP) determinado mediante el método de Proti Il. Los calculos
realizados con los métodos anteriores se rehicieron tomando como base un valor de 55.28 +

1.34 mg/g de CLP.
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2.3.4.2. Método de Proti I]

Reactivos necesarios: kit comercial Proti Il (Wiener lab., Argentina) formado por solucién

EDTA/Cu y suero de albumina (47 g proteina/L) como estandar de calibracion.

Procedimiento experimental:

Realizacién de la curva de calibrado:

1- Introducir en tubos de ensayo diferentes volimenes conocidos de suero (ej. 25, 50, 75 y
100 pL), realizando cada concentracién por triplicado. Agregar en cada tubo 3.5 ml de Ia
solucion EDTA/Cu y agitar.

2- Preparar un blanco de reaccién siguiendo el mismo procedimiento que en el punto
anterior, pero empleando agua destilada en vez del suero patrén.

3- Mantener los tubos calefaccionados a 37 °C durante 15 min. Una vez alcanzado este
tiempo permitir que alcancen temperatura ambiente y realizar la medicidén antes de las
12 h.

4- Medir la absorbancia de la soluciones frente al blanco, en el espectrofotometro UV/Vis a
540 nm.

5- Calcular los gramos de proteina contenidos en cada solucion y graficarlo frente al valor
de absorbancia obtenido. Determinar por regresién la ecuaciéon que relaciona ambas

variables.

Mediciones:

1- Introducir 50 pL de la muestra incégnita en un tubo y agregar 3.5 ml de la solucion
EDTA/Cu. Agitar.

2- Seguir pasos 2 al 4 de la enumeracion anterior.

3- Empleando la curva de calibrado determinar a que cantidad de proteina corresponde el

valor obtenido de absorbancia.

2.3.5. Aciddlisis de aceite de girasol y dcidos grasos palmitico y estedrico

Reactivos necesarios: mezcla de acidos grasos palmitico y estearico (StPFA), aceite de
girasol (SO), hexano normal de grado analitico, sulfato de sodio, preparado comercial de lipasa

o biocatalizador preparado.
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Procedimiento experimental:

1- Introducir en un tubo de reaccién 0.755 g de la mezcla de acidos grasos palmitico y
estearico.

2- Agregar aproximadamente 0.4 g de aceite de girasol refinado, para obtener una relacion
molar 6:1 StPFA/SO.

3- Agregar 3.5 ml de hexano normal. Introducir la barra agitadora y cerrar herméticamente.

4- Introducir el tubo en el bafio calefactor a temperatura deseada, mantener durante 10
min para que ocurra la disolucion y la homogeneizacion.

5- Introducir una cantidad determinada del preparado comercial de lipasa o del
biocatalizador preparado, segln corresponda.

6- Mantener bajo agitacion el tiempo definido para la reaccion (Fig. 2.4). Retirar al finalizar
por filtracion.

7- Cuando es empleada la enzima en su estado libre, antes de filtrar, afiadir 2 ml de acetona
al medio para su desactivacion y agregar al papel de filtro una cucharadita de sulfato de

sodio.

Figura 2.4. Sistema de reaccién batch
con biocatalizador.

2.3.6. Técnica para Deacidificaciéon de Muestras

Los productos de reaccion fueron purificados mediante deacidificacion alcalina de
forma de remover los acidos grasos libres, mediante la técnica descripta por Carrin y

Crapiste (2008).
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Reactivos necesarios: hexano normal de grado analitico, etanol, hidroxido de potasio (KOH)

y cloruro de sodio (NaCl).

Procedimiento experimental:

1- Evaporar el hexano contenido en el producto de reaccion.

2- Tomar 200 mg del producto homogeneizado e introducirlo en tubo de ensayo.

3- Agregar 6 ml de hexano normal. Limpiar las paredes del tubo con el mismo.

4- Agregar 3.2 ml de solucidon de KOH 0.5 N preparada con etanol al 20 % v/v. Agitar
vigorosamente con vortex.

5- Dejar en reposo por 30 min para permitir la separacién de fases. Agregar gotitas de
etanol si es necesario, para ayudar a la separacion.

6- Tomar la fase superior de hexano con pipeta Pasteur.

7- Lavar la fase inferior, alcohdlica, con 2 ml de hexano; agitar, dejar decantar y recuperar
nuevamente la fase superior.

8- Agregar a toda la fase hexano obtenida (pasos 6 y 7) 1.2 ml de soluciéon de KOH 0.5 N
preparada con etanol al 20 % v/v y agitar.

9- Agregar 2.4 ml de solucion de NaCl saturada; agitar 30 seg; dejar en reposo por 30 min
para permitir la separacién de fases.

10- Recolectar en un recipiente la fase superior. Evaporar el hexano bajo campana
extractora mediante corriente de nitrégeno, hasta peso constante de la muestra.

Obtener el peso del producto deacidificado.

2.3.7. Determinacion de la composicién de dcidos grasos en glicéridos por CGL

2.3.7.1. Derivatizacion de la muestra: metilacion en frio

Los metil ésteres de acidos grasos (FAME) fueron preparados a partir de las muestras
deacidificadas (Seccion 2.3.6) (excepto cuando se procesaron las muestras obtenidas de la
reaccion de la lipasa pancreatica, donde los sustratos iniciales para la metilacidon fueron
directamente 2-monoglicéridos), a través de transesterificacion en frio con KOH metandlico

de acuerdo al Método Oficial Ce 2-66 (AOCS, 2009).

26



Capitulo 2 — Materiales y métodos

Reactivos necesarios: Hexano cromatografico, hidréxido de potasio (KOH) y metanol.

Procedimiento experimental:

1- Preparar en un tubo de centrifuga una solucién de producto deacidificado en hexano

cromatografico de concentracién 25 mg/ml.

2- Afiadir 200 pl de solucién de KOH en metanol al 20% (m/v); agitar.

3- Centrifugar por 5 min; recolectar la fase superior conteniendo los FAME.

2.3.7.2. Condiciones cromatogrdficas

Los FAME se analizaron por cromatografia gas-liquido (GLC) en un cromatoégrafo
gaseoso Agilent serie 4890D (Hewlett-Packard) equipado con una columna capilar (SP-2380,
30 m x 0.25 mm x 0.2 pum espesor de film; Supelco Inc.). Hidrégeno se utilizé como gas
transportador con una velocidad de 17 cm/min. Se inyectdé en modo split con una relacién
1:100. La temperatura del horno se programé a 170 °C por 15 min, incrementandose hasta
210 °C a una velocidad de 4°C/min, y se mantuvo a dicha temperatura por 10 min. Las
temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 220 °C. FAME se identificaron por
comparacion de los tiempos de retencidon con estdndares auténticos. La adquisicidon de
datos y la integracién de los picos fue realizada empleando el software HP 3398A GC
Chemstation (Hewlett-Packard, 1998). Los resultados se reportaron como % (m/m) de

acidos grasos en los glicéridos.

2.3.8. Determinacion conjunta de FFA, MAG, DAG y TAG por GLC

Las muestras sin deacidificar se analizaron por GLC, de acuerdo al método
presentado en detalle por Pacheco (2012). El mismo permite cuantificar en simultdneo los
productos de la reaccion de aciddlisis, triglicéridos (TAG), y subproductos: diglicéridos
(DAG), monoglicéridos (MAG), acidos grasos libres (FFA) y glicerol (G) de la reaccién. Cabe
mencionar que si bien los acidos grasos libres fueron cuantificados, no se consideran como
subproducto de la reaccion de aciddlisis debido a que la mayoria forma parte del reactivo en

exceso de la reaccion.
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2.3.8.1. Derivatizacion de la muestra

Reactivos necesarios: Piridina, N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), soluciones

de estandares (tricaprina, tetradecano y tripalmitoleina).

Procedimiento experimental:

1- Preparar en un tubo de microcentrifuga una solucion de producto sin deacidificar en

piridina, de concentracion 20 mg/ml.

2- Tomar 15 pl de la solucién anterior e introducirla en un nuevo tubo de microcentrifuga.
Afiadir al mismo el volumen requerido de cada una de las soluciones de estandares,

aproximadamente 5 pl, segun la concentracion de las mismas.

3- Agregar 28 ul de silanizante u otra cantidad necesaria para derivatizar los compuestos

presentes.

2.3.8.2. Condiciones Cromatogrdficas

Para el andlisis se utilizd6 un cromatodgrafo gaseoso Agilent serie 4890D (Hewlett-
Packard) equipado con una columna capilar metdlica (MXT-65TG, 30 m x 0.25 mm x 0.10
Hm; Restek, Bellefonte, USA.). El inyector fue usado en modo split (1:70) y mantenido a 360
°C. La temperatura del detector fue constante e igual a 380 °C. La programacién del horno
fue 40°C durante 4 min, luego se incremento hasta 350 °C a una velocidad de 15°C/min, y
posteriormente hasta 355 °C a 0.2°C/min. Hidrégeno fue empleado como gas carrier a una
velocidad de 33.6 cm/s. El método del estandar interno se utilizé para cuantificar cada
grupo de subproductos (FFA, MAG y DAG) empleando las curvas de calibracion pertinentes.
Tetradecano vy tricaprina fueron los estandar internos usados para FFA y, MAG y DAG,
respectivamente. Los factores de respuesta de los triglicéridos disponibles fueron
correlacionados con su tiempo de residencia relativo para poder realizar la cuantificacion de
aquellos de los que no se disponia de estandares. La adquisicidn de datos y la integracién de
los picos se realizé mediante el software HP 3398A GC ChemStation (Hewlett-Packard,
1998). El analisis fue llevado a cabo identificando cada TAG en base a su tiempo de

retencion. El contenido de cada especie se reportd como % g/100 g de TAG total.
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2.3.9. Determinacion de los dcidos grasos en posicion sn-2 de los triglicéridos

La determinacién de la composicidn acidica de la posicidn sn-2 de los glicéridos del
aceite de girasol se realizo utilizando la reaccion de la lipasa pancreatica, siguiendo la norma
AOCS Ch 3-91 (AOCS, 2009) con modificaciones (respecto a la cantidad de muestra

analizada).

Reactivos necesarios: buffer tris hidroximetil aminometano, colato de sodio, cloruro de

calcio (CaCl), acido clorhidrico (HCI), dimetil éter.

Procedimiento experimental:

1- Preparar en un tubo una solucién conteniendo 40 mg de muestra deacidificada y 0.2 ml

de hexano normal.

2- Agregar: 0.5 ml de solucién de colato de sodio de concentracién 1g/l, 0.2 ml de CaCl de

concentracion 220g/1, 2ml de buffer tris 1M ajustado a pH 8.0 con HCI.

3- Incorporar 20 mg de lipasa pancreatica.

4- Colocar en un bafio calefaccionado con agitacion magnética a 52 °C durante 3 min.

5- Remover el tubo del bafio y agitar vigorosamente durante 2 min.

6- Anadir 1 ml de HCl y 1 ml de dimetil éter. Agitar durante 30 s.

7- Centrifugar y colectar la capa superior.

8- Separar los monoglicéridos (MAG) por cromatografia de capa fina, colectandose la
fraccién de 2-MAG para ser y analizada mediante cromatografia gas-liquido (CGL) como

se describid en la Seccion 2.3.7.
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Figura 2.5. Cromatograma de 4cidos grasos en glicéridos de: aceite de girasol (arriba) y un
producto de reaccidn acidélisis (obtenido a 60°C tras 70.5, detalles en la Seccién 7.2) (abajo).
Condiciones cromatograficas especificadas en la Seccién 2.3.7.
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Figura 2.6. Cromatograma parcial de la zona de especies de triglicéridos para el aceite de girasol. Condiciones cromatograficas
especificadas en la Seccion 2.3.8.
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Figura 2.8. Cromatograma parcial de la zona de: acidos grasos libres (P (palmitico), St (estearico), O (oleico) y L (linoleico)), monoglicéridos como
grupo (MAG) y diglicéridos como grupo (DAG), para un producto de reaccion de aciddlisis (obtenido a 60°C tras 70.5, detalles en Seccién 7.2).
Condiciones cromatograficas especificadas en la Seccién 2.3.8. Estandares internos: tetradecano (TD) y tricaprina (TC).
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2.3.10. Analisis estadistico

La totalidad de las determinaciones llevadas a cabo en la presente tesis se realizaron
como minimo por duplicado, salvo cuando se empled un disefio de experimentos y cuando
se realizaron las experiencias en el reactor de lecho empacado. En los casos en que los
coeficientes de variacion superaron el 10%, una tercera muestra independiente fue
realizada con el objetivo de descartar el valor que presentara error experimental no
aleatorio. Las diferencias estadisticas fueron evaluadas mediante test t, empleando un nivel
de confianza del 95%. Valores del estadistico P>F menores que 0.05 indicaron diferencias

significativas y valores mayores a 0.1, indicaron lo contrario.

Adicionalmente y cuando se lo requirié se emplearon test de comparacion de medias

como el de Tukey y Bonferroni.
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Capitulo

PREPARACION DE
BIOCATALIZADORES:
LIPASAS DE R. MIEHEI
LIBRES

3.1. Introduccion

Las lipasas (glicerol éster hidrolasas E.C. 3.1.1.3) constituyen uno de los grupos de
enzimas mas ampliamente utilizadas en la industria biotecnoldgica. Esto se debe a que las
mismas reconocen una gran variedad de sustratos, manteniendo su regioselectividad y
estereoselectividad, y pueden catalizar muchas reacciones diferentes: hidrdlisis o sintesis de
enlaces ésteres, alcohdlisis, amindlisis, peroxidaciones, interesterificaciones vy
epoxidaciones, entre otras. Esta diversidad que las caracteriza hace que resulten muy utiles
en numerosas aplicaciones, tales como la obtencion de productos farmacéuticos vy
medicamentos, en la producciéon de biodiesel o en la modificacidon de alimentos (Rodrigues y

Fernandez-Lafuente, 2010).

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de triacilgliceroles liberando acidos
grasos y glicerol (IUPAC-IUB, 1979). Sin embargo en presencia de solventes organicos o en

sistemas anhidros, las lipasas pueden presentar un comportamiento totalmente diferente,
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catalizando reacciones de esterificacion y transesterificaciéon (Berry y Paterson, 1990).
Dependiendo de su origen, las lipasas pueden tener un peso molecular variable entre
20,000 y 200,000 Da, siendo activas en amplios rangos de pH (4.0 a 9.0) y temperatura
(ambiente hasta 70 °C) (Borgstron y Brockman, 1984). Con relacidn a su regioselectividad en
sustratos acilglicerdlicos, pueden ser clasificadas en lipasas: sn-1,3 regioespecificas, no
regioespecificas y acido graso especificas (Macrae y Hammond, 1987; Castro y Anderson,
1995). Este tipo de caracteristicas es usado para distinguir la variedad de lipasas existentes,

y para seleccionar la mas adecuada para una aplicacion especifica.

Las lipasas se pueden encontrar en una gran cantidad de tejidos y fluidos de
animales y vegetales, o bien pueden ser producidas por procesos fermentativos utilizando
diversas especies de microorganismos (hongos y bacterias). Actualmente, desde el punto de
vista econdmico e industrial, los microorganismos han sido los preferidos como fuentes de

lipasas (Mukherjee, 1994; Castro y Anderson, 1995).

Dado que uno de los principales objetivos de esta tesis fue la preparacidon de un
biocatalizador por inmovilizacién de las lipasas de Rhizomucor miehei en un soporte
adecuado, resulté fundamental conocer las caracteristicas de esta enzima. Por otra parte, si
bien esta tesis fue planteada en un marco ingenieril, no pueden dejarse de lado los aspectos
biolégicos propios del sistema en estudio para poder entender y explicar los procesos
involucrados. De este modo, se presenta una breve descripciéon referida a las lipasas y
posteriormente, un analisis de la actividad de las mismas en las reacciones de hidrdélisis y
aciddlisis. Principalmente, la atencion fue puesta en esta ultima reaccién por ser la
seleccionada para la produccion de lipidos estructurados a partir de una mezcla de

triglicéridos heterogéneos, aceite de girasol.

En consecuencia, el trabajo experimental detallado en este capitulo tuvo como
objetivo corroborar que las lipasas de Rhizomucor miehei en su estado libre sean lo
suficientemente aptas y activas en la reaccidén de interés, de forma que su empleo y su

posterior inmovilizacidn fuese claramente justificado.
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3.2. Caracteristicas de las lipasas de Rhizomucor miehei

Las lipasas de Rhizomucor miehei también han sido empleadas como catalizador de
numerosas reacciones (Monsalve et al., 2012). Aunque en la taxonomia fungica haya sido
reemplazada la denominacién Mucor por la forma Rhizomucor, varios productores de estas
lipasas han mantenido su antiguo nombre por simplicidad, y por ende es comun hallar
ambos en la literatura. En esta tesis, la convencién de nombre empleada en cada trabajo es

mantenida teniendo presente que se esta refiriendo al mismo microorganismo.

Haciendo un poco de historia, esta enzima extracelular fue descripta por primera vez
en 1973. Afios mas tarde, se reportd un primer uso de la misma para transformacién de
alimentos, donde se demostré que era capaz de tener actividad en productos grasos
naturales, tales como aceites vegetales, sebo de vaca, manteca de cerdo y aceite, y una
serie de sustratos sintéticos que incluyen ésteres de sorbitol de acidos grasos (Rodrigues y

Fernandez-Lafuente, 2010).

La enzima nativa se ha encontrado presente en los organismos en dos formas
distintas, diferenciadas sélo por desglicosilacion parcial (la lipasa B formada por
desglicosilacion parcial de la lipasa A). La enzima se expresd oportunamente en un
organismo de Aspergillus oryzae genéticamente modificado (Huge-Jensen et al., 1989). Esta
forma de obtencion es actualmente la empleada por Novozymes, uno de los principales
productores mundiales de enzimas, quien la presenta disponible comercialmente en forma
libre (Palatase 2000L) y en una forma inmovilizada (Lipozyme RM IM). El soporte de la
enzima inmovilizada es Duolite ES 562, una débil resina intercambiadora de aniones sobre la
base de copolimeros de fenol-formaldehido. Dada las ventajas que presenta la lipasa en su
forma inmovilizada respecto de la libre (las mismas se detallan en el Capitulo 4), los trabajos
de investigacion existentes en el tema emplean, en una amplia mayoria, la forma
inmovilizada (Lee y Akoh, 1996; Yankah y Akoh, 2000; Xu et al., 2000; Garcia et al., 2001;
Camacho et al., 2007).

La estructura atdmica de las lipasas de Rhizomucor miehei fue de las primeras en

darse ha conocer mediante andlisis de rayos X (Fig. 3.1). La estructura revelé una triada
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catalitica constituida por serina, histidina y acido aspdrtico, con un residuo nucleofilico,
serina, ocluido bajo un fragmento helicoidal superficial denominado tapa o lid (Rodrigues y
Fernandez-Lafuente, 2010). Esta tapa es un fragmento peptidico anfifilico que cubre el sitio
activo haciéndolo inaccesible al sustrato o al solvente. La enzima nativa se describe como
una sola cadena polipeptidica de 269 aminodcidos mientras que la obtenida mediante
modificacion genética por Aspergillus oryzae cuenta con 273 residuos (Huge-Jensen et al.,
1989). El conocimiento de su composicidon permite explicar su mecanismo de accién y la

forma en que se relaciona con el medio.

El mecanismo de accidn de las lipasas esta asociado a la serina activa. La hidrdlisis del
sustrato comienza con un ataque nucleofilico por parte del oxigeno de la serina sobre el
atomo de carbono carbonilico del enlace éster. Esto origina la formacién de un
intermediario tetraédrico, estabilizado por el hidrégeno vinculado a los atomos de
nitrégeno de los residuos de la cadena principal, que pertenecen al denominado “agujero
oxiandn™. De esta forma, se libera por ejemplo un alcohol, dejando atras un complejo acil
lipasa, el cual es finalmente hidrolizado valiéndose del agua del medio, con la consecuente
liberacidn del 4cido graso y regeneracion de la enzima (Brzozowski et al., 1991; Fernandez

Torres, 2006; Peters et al. 1996).
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Figura 3.1. Estructuras tridimensionales de la lipasa de Rhizomucor miehei, conformacién abierta
(derecha) y cerrada (izquierda). Representaciones obtenidas en el Protein Data Bank (PDB: 3TGL y
PDB: 4TGL, respectivamente).

Para que la lipasa actue resulta necesario desplazar el lid, dejando al descubierto el
sitio activo. Se ha demostrado que en presencia de interfases hidrofdbicas, por ejemplo
originadas cuando la solubilidad de un sustrato se excede y da lugar a una interfase lipido-
agua, se da un cambio de conformacion en la lipasa que incluye el corrimiento del lid
confiriéndole funcionalidad. Este complejo mecanismo denominado activacion interfacial ha
sido motivo de numerosos estudios en base a simulaciones dinamicas moleculares y ha sido
empleado como herramienta para aumentar la actividad e incluso desarrollar nuevos

métodos de inmovilizacidon (Brzozowski et al., 1991; Fernandez -Lafuente et al., 1998).

Una caracteristica natural de la mayoria de las lipasas, incluida la de Rhizomucor
miehei, es la tendencia a formar agregados bimoleculares cuando se encuentran en
solucion, debido a las interacciones que se originan entre las superficies hidrofébicas que
rodean los centros activos (Palomo et al.,, 2004). En consecuencia, la formacién de estos
agregados disminuiria la actividad efectiva de la lipasa al reducir el area de contacto del

centro activo con el sustrato.
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3.2.1. Caracteristicas del preparado comercial de lipasas

El preparado comercial de lipasas utilizado en el trabajo experimental de esta tesis,
es un extracto liquido denominado por el proveedor (Sigma Aldrich) Lipase from Rhizomucor
miehei > 20000 LU/g (Novozymes), también conocido como Palatase® 20000 L. Contiene
una lipasa purificada sn-1,3 especifica de Rhizomucor miehei producida por fermentacion
sumergida de un microorganismo, Aspergilus oryzae genéticamente modificado. Es una
lipasa desarrollada para la produccién de compuestos que otorgan aroma y sabor a los
guesos o para modificaciéon de los mismos. Su preferencia para hidrolizar ésteres de acidos
grasos pequeiios resulta en la formacién de un sabor dptimo. Palatase tiene una
temperatura 6ptima de 40 °C y manifiesta alta actividad en el intervalo de pH 6 - 8.5, siendo

el mas adecuado 7.5 (Sinkdniené et al., 2011).

= O-\\b

Figura 3.2. Preparado comercial de lipasas de Rhizomucor miehei.

Los preparados de lipasa comercial son a menudo mezclas complejas de proteinas,
grasas, hidratos de carbono, desechos celulares, acidos nucleicos y sales remanentes de la
fermentacion del organismo huésped y del procesamiento de la corriente que contiene a la

enzima. El hecho que no se lleve a cabo la purificacién completa de la proteina de interés se
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debe a que es un proceso costoso, que ademas puede resultar en pérdida de actividad y
estabilidad de la misma (Bjurlin et al., 2001). En consecuencia, al incorporar la lipasa al
medio de reaccion introduciendo un volumen dado de preparado enzimatico comercial, son
agregados simultaneamente un numero de impurezas que podrian llegar a tener un efecto
positivo, neutro o negativo sobre la reaccidon catalizada. A pesar de esto, la composicién de

los preparados comerciales no es informada por los proveedores.

Quienes realizaron un estudio de la composicion de diferentes preparados
comerciales comunmente empleados en catdlisis enzimatica fueron Bjurlin et al. (2001).
Entre los 34 preparados diferentes analizados se encuentra Palatase 20000L, donde la
composicion hallada fue la que se muestra en la Tabla 3.1. En lo que al contenido de
proteina se refiere, mediante el método de Kjeldahl se hallé que el mismo era de solo el 0.6
% (m/m) del preparado, del cual una proporcidon fue lipasa de Rhizomucor miehei. La
identificacion de los diferentes tipos de proteinas presentes fue realizada mediante un
andlisis de los puntos isoeléctricos (pl). Esta técnica se basa en el hecho de que el pH al cual
una proteina tiene carga neta nula (pH isoeléctrico) es caracteristico de cada proteina. Para
el preparado en cuestién se encontraron 5 bandas distintas, cada una correspondiente a un
punto isoeléctrico, en la regién acidica. Solo una de ellas mostro actividad lipolitica, la cual
correspondié a la lipasa de Rhizomucor miehei con un pl de 3.7. Este hecho reviste
considerable importancia ya que se esperaria que, siendo la Unica proteina activa, la catalisis

efectuada con el uso de este preparado comercial sea sn-1,3 especifica.

Adicionalmente, Novozymes declara dentro de las especificaciones para Palatase®
20000L la presencia de sorbitol como estabilizante y sorbato de potasio y benzoato de sodio

como conservantes. Por otra parte, reporta una actividad lipolitica de 20000 LU/g.
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Tabla 3.1.
Composicion del preparado comercial de lipasa
Palatase 20000L reportado por Bjurlin et al. (2001).

COMPONENTE % (m/m)
Carbohidratos 48.4
Grasas 0.1
Proteinas 0.6
NaCl 0.1
Cenizas 0.2
Humedad 49.3

3.2.2. Determinacion del contenido de proteina del preparado comercial

La determinacion de la cantidad de lipasas de Rhizomucor miehei presentes en el
preparado comercial es una tarea suficientemente compleja, debido a que se requiere la
aislacion de la proteina correspondiente del resto de las proteinas y de los demas
componentes. Por ello, es mas comun, si es que se hace, que se informe el contenido de
proteina total a fin de tener una idea de la cantidad de catalizador introducida en la reaccion

(Jurado et al., 2006).

Esta determinacion cobra mayor importancia cuando se desea comparar la actividad
de la lipasa libre respecto de su forma inmovilizada, ya que para que la comparacién sea
vélida se requiere del empleo de las mismas relaciones proteina/sustratos en los medios de
reaccion. Por otro lado, es un parametro adecuado cuando se emplean diferentes envases
de la enzima comercial, teniendo presente que los productos de fermentacién pueden

variar de lote a lote.

Dada la necesidad de conocer el contenido de proteina de los preparados que se

disponian para la realizacién de la tarea experimental de esta tesis, se emplearon dos
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métodos para la cuantificacién: uno, gravimétrico, basado en la precipitacion de las

proteinas y otro, de tipo colorimétrico, llevado a cabo con un kit comercial.

3.2.2.1. Método gravimétrico
Este método consiste en la precipitacion de las proteinas contenidas en el preparado
comercial mediante el empleo de un solvente organico, acetona, que lleva a la proteina de

su forma soluble a una insoluble logrando su precipitacion (Garcia Roman, 2005).

Experimental: una cierta cantidad de preparado comercial comprendida entre 150 y
300 mg fue introducida en un tubo de microcentrifuga (denominado comunmente
eppendorf), y luego se anadieron 2 ml de acetona. Tras agitar con vortex, el sistema fue
colocado en la centrifuga (500 rpm, 10 min) y el sobrenadante obtenido fue
cuidadosamente retirado. El precipitado resultante fue llevado a estufa a 60 °C hasta peso

constante. La cantidad de proteina se determiné cuantificando el material remanente.

3.2.2.2. Método Proti 2

Este método colorimétrico (Proti2, Wiener lab., Argentina) consiste en la
determinacion de la absorbancia en el espectrofotémetro UV/Vis a 540 nm de una solucion,
basado en la union de los iones cobre de una solucién alcalina (EDTA/Cu en NaOH) a la
proteina. La absorbancia es proporcional a la concentracién de proteina, por lo cual requiere
de la realizacién de una curva de calibrado; en este caso se utilizé un suero patrén de
albumina de concentracion conocida. Dado que este método fue seleccionado como el mas
adecuado para la cuantificacidn de proteinas entre varios ensayados durante el transcurso

de esta tesis, la técnica paso a paso es descripta en el Capitulo 2.

3.3. Estudio de actividad: Hidrolisis

La funcién natural de las lipasas es la hidrélisis de enlaces éster; por ende, al actuar
sobre los triglicéridos dan como productos acidos grasos libres, diglicéridos, monoglicéridos

y, si la reaccidn es completa, glicerol (Fig.3.3).
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Figura 3.3. Esquema general de la hidrdlisis completa de triglicéridos catalizada por lipasas de
Rhizomucor miehei para producir acidos grasos libres.

Adicionalmente, la hidrélisis consiste en la reaccién primaria para dar lugar a la
posterior esterificacion. Ambos pasos resultan necesarios en varios procesos enzimaticos
como la interesterificacidon, la aciddlisis y la transesterificacion. Teniendo presente estos
aspectos, se decidié evaluar la capacidad hidrolitica de las lipasas de Rhizomucor miehei
como una manera de caracterizar el preparado comercial que se utilizé; por un lado, para
determinar si las lipasas se encontraban activas, ya que si las condiciones de transporte y
almacenamiento no fueron las adecuadas podria haber ocurrido la desactivacion de las
enzimas. Cabe mencionar que en la ficha técnica del producto aparece la actividad
promedio de la lipasa, 20000 LU/g, pero no se menciona en que condiciones fue
determinada. En consecuencia, el sustrato y las condiciones para ensayar la hidrélisis fueron

seleccionados en base a los empleados en trabajos anteriores.

3.3.1. Hidrdlisis de Trioleina

En los antecedentes de reacciones de hidrélisis catalizadas por lipasas, por lo general
se emplean triglicéridos como tributirina (Bjurlin et al., 2001; Noel y Combes, 2003; Jurado
et al., 2006) o de cadena mas larga como trioleina (Sinkiiniené et al., 2011), con méaximo
grado de pureza. Dado que en la reaccion de interés de esta tesis, la aciddlisis entre aceite
de girasol y acidos grasos saturados, se requiere que inicialmente se hidrolicen los acidos
grasos insaturados oleico y linoleico, se decidié al empleo de un sustrato que contenga uno

de estos, de forma de representar mas adecuadamente el sistema real. De este modo, la
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actividad hidrolitica fue evaluada por el método de titulacidn en continuo, siguiendo el

procedimiento descripto por Noel y Combes (2003), reemplazando tributirina por trioleina.

Experimental: La mezcla de reaccion consistié en 0.1 g de trioleina (C18:1, cis-9) de
65% de pureza (Sigma), afiadidos a una mezcla emulsionante formada por NaCl (17.9 g/L),
KH,PO4 (0.41 g/L), glicerol (54% v/v) y goma arabiga (6 g/L). Esta mezcla fue emulsionada en
un homogeneizador Pro Scientif 200 a 9000 rpm durante 6 minutos y luego colocada en un
bafio de agua para mantener la temperatura constante a 30 °C. Posteriormente, una masa
conocida del preparado enzimatico fue incorporada al sistema anterior ya en agitacién. Los
acidos grasos liberados en el tiempo fueron titulados por la adicién de una solucién de

NaOH 55 mM, manteniendo asi el pH en un valor constante igual a 7.

La actividad hidrolitica fue calculada a partir de la pendiente de la curva de titulacion.
Una unidad de actividad enzimdtica (U) se define como los pmoles de acidos grasos
liberados por 1 g de preparado enzimatico en 1 minuto de reaccidn, en las condiciones

ensayadas.

3.4. Estudio de actividad: Acidoélisis

Como se mencioné en el capitulo introductorio de esta tesis, las lipasas de
Rhizomucor miehei han sido ampliamente usadas para producir lipidos estructurados
mediante la reaccién de aciddlisis. Numerosos estudios han demostrado que resultan ser
entre muchas lipasas, de las mds adecuadas para llevar a cabo esta reaccidn, no solo porque
logran altos niveles de incorporacién de los acidos grasos deseados, sino también por su alta
especificidad para actuar en las posiciones sn-1 y sn-3 del esqueleto del glicerol,
preservando la posicidon sn-2 (Fomuso y Akoh, 1998; Kim y Hills, 2006; Hamam y Shahidi,
2007). A modo de ejemplo, Fomuso y Akoh (1997) llevaron a cabo la aciddlisis de trioleina
con dacidos grasos caproico y butirico, y de nueve lipasas ensayadas de produccién
comercial, las de Rhizomucor miehei en forma inmovilizada (IM60) fueron las mas efectivas.
De este modo, las tareas experimentales que se detallan a continuacién tuvieron como
objetivo analizar el desempefio de las lipasas en la obtenciéon de lipidos estructurados

mediante la aciddlisis de un triglicérido de tipo analitico, trioleina, y una mezcla de
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triglicéridos heterogéneos, aceite de girasol, con acidos grasos saturados como sustrato

acidico.

3.4.1. Acidodlisis de Trioleina

La capacidad las lipasas de Rhizomucor miehei en su estado libre para catalizar la
aciddlisis entre trioleina, de grado de pureza 65%, y la mezcla de acidos grasos saturados
palmitico y estedrico, de composicion 49-54% y 40-51% m/m respectivamente, empleando
hexano como solvente, fue evaluada mediante la determinacién de la composicién de los
acidos grasos en los glicéridos de los productos de reaccion. Esto se realizé llevando a cabo

las reacciones a 30, 40 y 50 °C, para tiempos de reaccién de 2y 4 h.

Experimental: 0.4 g de trioleina y la cantidad correspondiente a una relacién molar
6:1 de la mezcla de 4cidos palmitico y estearico (StPFA) respecto a trioleina, fueron
introducidos en un tubo roscado, al que se le afiadié 3.5 ml de hexano. Luego de mantener
la mezcla de reaccidn en un bafo de agua a temperatura para homogenizar los sustratos, 80
uL de preparado comercial de lipasa (4.42 mg de proteina) fueron agregados para comenzar
la acidolisis. La mezcla fue agitada y mantenida a la temperatura deseada durante el tiempo
especificado. La reaccidén termind cuando la lipasa fue inactivada con acetona y removida
del medio por filtraciéon a través de sulfato de sodio. Los productos de reaccion fueron
almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis. La composicién en acidos grasos de los
lipidos estructurados obtenidos en los productos, se determiné segun las técnicas descriptas

en el Capitulo 2, previa purificacidon de las muestras (Secciones 2.3.6 y 2.3.7).

3.4.2. Aciddlisis de Aceite de girasol

La capacidad de las lipasas de Rhizomucor miehei en su estado libre para catalizar la
reaccion de interés de esta tesis - la aciddlisis entre aceite de girasol refinado, compuesto
por triglicéridos heterogéneos, y la mezcla de acidos grasos palmitico y estearico -
empleando hexano como solvente, fue evaluada mediante la determinacion de la
composicidn de los acidos grasos en los glicéridos de los productos de reaccién. Para ello, se
determinaron las cinéticas de reaccién cuando las mismas fueron realizadas a temperaturas

de 30,40y 50 °C.
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Experimental: el protocolo experimental y la metodologia de andlisis fue similar a lo
descripto en la seccidn previa (3.4.1), solo que en vez de trioleina se utilizd aceite de girasol

(SO).

3.4.2. 1. Modelado de la cinética de reaccion de las lipasas libres

Se llevd a cabo un breve andlisis de la cinética de la aciddlisis catalizada por las
lipasas de Rhizomucor miehei en su forma libre. Esto se realizd, por un lado, con el fin de
comprender el efecto que tienen la temperatura y el tiempo sobre la velocidad de reaccidn,
y por el otro, para poder realizar las comparaciones pertinentes con la cinética asociada a la
misma enzima en su estado inmovilizado. La variable analizada fue la incorporacién de
acidos grasos saturados, palmitico y estearico, respecto al total de acidos grasos en los
glicéridos, del producto de reaccion. Esta variable, denominada Fy en su forma abreviada,
se calculd en base a las composiciones molares del producto y del aceite original, segun la

siguiente ecuacion:
Fy = (P+5t)t:t _(P+St)t20 (3.1)

donde P+St refiere a la composicion molar de acidos grasos palmitico y estedrico respecto al

total de acidos grasos en los glicéridos, y t es el tiempo de reaccidn.

El modelo mas sencillo disponible en la literatura para representar en aciddlisis la
incorporacion de los acidos grasos reactantes con el tiempo de reaccidn, es el propuesto por
Xu et al. (1998). Este se desarrollé observando que la curva que describe el comportamiento
de dicha incorporacion versus el tiempo de reaccién, tiene una forma similar a la
representada por la ecuacion de Michaelis- Menten. Al reemplazar en ésta la velocidad de
reaccion por la incorporacion y la concentracion de sustratos por el tiempo se tiene la
expresion que aqui se denomina Modelo |, el cual consiste en representar Fy, en el tiempo y
hallar una constante K, propia del sistema. Por otro lado, cuando el sistema reactivo
presenta un periodo inicial de retraso, dicha expresién puede corregirse con un parametro n
y asi obtener el denominado Modelo | modificado. Las ecuaciones que representan a

ambos, respectivamente, son:
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F, =—Me 3.2

MOOK, +t (3:2)
F. [8"

F = _Me — 3.3

MoK+t (3:3)

donde Fye corresponde a la incorporacion lograda en el equilibrio, t es el tiempo de

reaccion, y K; y n son parametros de ajuste.

3.5. Resultados y Discusiones

3.5.1. Contenido de proteina del preparado comercial

La cantidad de proteina en el preparado de lipasa comercial (CLP) determinado por
el método gravimétrico condujo a un valor de 43.95 + 0.88 % (m/m). Este valor fue obtenido

analizando dos lotes diferentes (denominados RM08 y RM09) con 3 réplicas por muestra.

Por otro lado, los valores obtenidos empleando el método de Proti 2 fueron de 55.28
+ 1.34 mg/g de CLP para el lote RMQ9, y de 76.22 + 3.35 mg/g de CLP para el lote RM10.
Ambos valores corresponderian a un 5.5 % y a un 7.6 % (m/m). En este caso también se
realizaron 3 réplicas por muestra. Cabe aclarar, que la determinacidn de proteina sobre los
distintos lotes de CLP fue realizada segun el método que se disponia al momento de realizar

el analisis.

Como puede notarse al comparar ambos métodos, existe una muy amplia diferencia
entre los valores hallados para el contenido de proteina. No obstante, si se toma como guia
los valores reportados en otros trabajos para el mismo preparado enzimatico comercial, es
posible definir cual es mas certero. Bjurlin et al. (2001) encontré mediante el método de
Kjeldahl, 0.6 % (m/m) en el CLP de Palatase 20000L. Por su parte, Oliveira y Rosa (2006)
reportaron para este mismo un contenido de proteina de 18.4 mg/ml (aproximadamente

0.15 % m/m). Ambos reportes muestran contenidos menores a los hallados por el método
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de Proti 2, lo que estaria relacionado a la variabilidad propia del producto bioldgico. Aun asi,

en todos los casos la cantidad de proteina en los preparados fue baja.

3.5.2. Hidrdlisis de Trioleina

La capacidad hidrolitica de las lipasas fue medida en funcién de la actividad inicial
registrada a partir de la curva de titulacion, donde cada pumol de NaOH adicionado
neutralizd la misma cantidad de acido oleico liberado por la enzima (Fig.3.4). Las
concentraciones del preparado comercial de lipasa en el medio de reaccién que se
emplearon en cada una de estas determinaciones estuvieron comprendidas entre 0.25 -
1.06 g/L. Tal como se puede apreciar en la Fig. 3.5, las actividades se encontraron en el
rango de 137.5 U/g a 86.6 U/g, respecto a los valores anteriores de concentracién
empleada. Esta determinacién revelé que en el rango de concentraciones estudiadas, la
actividad especifica de la lipasa de Rhizomucor miehei disminuye al aumentar su
concentracion en el medio de reaccidn. Para corroborar que el factor limitante no fuera la
disponibilidad de sustrato, en un ensayo adicional se aumenté en un factor de 4 la masa de
trioleina y se encontrd que la actividad no sufria variaciones. En consecuencia, este efecto
de disminucién de la actividad con el aumento de la cantidad de lipasa en el medio de
reaccion podria explicarse teniendo presente que la formacién de agregados bimoleculares
podria haber tenido lugar, haciendo que menos lipasa relativa estuviera disponible para

actuar sobre la trioleina.
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Figura 3.4. Determinacion de la actividad hidrolitica mediante la curva de titulacién.
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Figura 3.5. Hidrdlisis de trioleina empleando diferentes concentraciones de preparado
comercial de lipasas (CLP) de Rhizomucor miehei en el medio de reaccién. Las condiciones
de reaccidn son detalladas en la Seccién 3.3.1.

Por otra parte, al comparar la actividad catalitica encontrada con la reportada por el
proveedor, en condiciones desconocidas, (20000 LU/g) y en otros estudios (Noel y Combes,
2003; Jurado et al., 2006), ésta resultd significativamente menor. Noel y Combes (2003)
reportan 116 U/mg. Dado que se emplearon las mismas condiciones usadas por dichos

autores, salvo por el triglicérido y la fuente de lipasas (los autores emplearon tributirina
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como sustrato y lipasas de Rhizomucor miehei en polvo (Fluka) previamente solubilizadas)
las diferencias pueden atribuirse a cualquiera de estas dos fuentes. Por un lado, el empleo
como sustrato de un triglicérido con acidos grasos de cadena mucho mas larga (18 C del
acido oleico respecto a los 4 C del acido butirico) podria haber significado para la lipasa un
compuesto mas dificil al cual acceder desde el punto de vista estérico. Adicionalmente,
podria haber sucedido que el preparado empleado en esta tesis contuviera menor cantidad

de proteina activa.

Sinkdniené et al. (2011) realizaron la hidrdlisis de trioleina en un medio conteniendo
hexano y buffer fosfato como solventes, empleando distintas clases de enzimas comerciales
(Palatase® 20000L, Lecitase® Ultra (fosfolipasa Al), Lipopan™ F BG (lipasa de Fusarium
oxysporum), Lipopan™ 50 B (lipasa de Thermomyces lanuginosus)). Si bien las condiciones
empleadas para cuantificar la actividad fueron diferentes y por ende no se pudieron realizar
comparaciones, en este estudio se reportd que la lipasa mas adecuada para hidrolizar
trioleina fue Palatase, lo que demostraria que el empleo de la misma aseguraria su
capacidad para llevar a cabo el primer paso de reaccidén necesario en la aciddlisis de aceite

de girasol.

Dado que los objetivos que motivaron la realizacién de la hidrdlisis de trioleina no
pudieron cumplirse, ya sea por falta de informacion de parte de proveedores o por no
contar con suficientes antecedentes de sistemas de reaccién en los que se emplea
Rhizomucor miehei libre en conjunto con trioleina, se decidié evaluar directamente la

capacidad catalitica de las lipasas en la reaccidn de aciddlisis.

3.5.3. Aciddlisis de Trioleina

La composicidon mayoritaria en acidos grasos de los glicéridos de la trioleina,
determinada como metil ésteres de acidos grasos por cromatografia gaseosa fue de: 4.65%
de palmitico, 0.80% de estedrico, 66.40% de oleico y 8.00% de linoleico. La composicion en
acidos grasos de interés, palmitico y estedrico, de los lipidos estructurados obtenidos a
partir de la trioleina se muestra en las Figs. 3.6.A y 3.6.B. Como puede observarse, el

contenido de ambos acidos grasos aumentd con el tiempo de reaccion y alcanzé los valores
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Figura 3.6. A)Composicion de acido palmitico en los glicéridos (% P, m/m) y
B)Composicion en &cido estearico en los glicéridos (% St, m/m), de los
productos de aciddlisis de trioleina, en funcidn del tiempo y la temperatura
de reaccidn Las condiciones de reaccién son detalladas en la Secciéon 3.4.1.
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mas altos cuando la reaccién se realizé a 40°C, lo que resulta acorde al valor reportado
como temperatura éptima de la lipasa (Sinkdniené et al., 2011). En estas condiciones y tras
4 horas de reaccidn, con la lipasa libre de Rhizomucor miehei se logré un lipido estructurado
con 11.63% de acido palmitico y 6.44% de acido estedrico, lo que representa una
incorporacion respecto a la composicion inicial de 150.37% y 704.26%, respectivamente.
Esto demostrd que las lipasas libres resultan aptas para la obtencidon de lipidos modificados
a través de trioleina. Una conclusién similar fue reportada por Hamam y Shahidi (2007),
quienes llevaron a cabo la acidodlisis de trioleina empleando lipasas de Rhizomucor miehei
inmovilizadas (Lipozyme RM IM), logrando composiciones de hasta 31 % (m/m) de acido

estedrico luego de 24 h de reaccion.

Respecto a la preferencia de la lipasa por incorporar un acido graso saturado u otro,
considerando la composicion inicial y final, tras 4 horas de reaccién, 6.98 % de acido
palmitico y 5.64 % de acido estearico fue el cambio hallado, lo que indicaria que

practicamente la lipasa en estas condiciones no establece diferencias entre ambos.

3.5.4. Aciddlisis de Aceite de girasol

La composicion en acidos grasos de los glicéridos del aceite de girasol, como se
especificd en el capitulo anterior fue de: 6.32 % de dacido palmitico, 3.23 % de acido
estearico, 30.97 % de acido oleico y 56.60 % de acido linoleico, representando el punto de
partida para la modificacién llevada a cabo por las lipasas libres de Rhizomucor miehei, en

las distintas condiciones ensayadas.

3.5.4.1. Efecto del tiempo y la temperatura de reaccién

Como puede apreciarse en las Figs. 3.7.A y 3.7.B, la mayor incorporacion de acidos
grasos saturados tuvo lugar cuando la reaccion se llevd a cabo a 40 °C, tal como sucedié
cuando se empled trioleina. Las reacciones realizadas a 30 °C siguieron la tendencia de la
anterior logrando menor incorporacion final; a 50 °C pareci6 presentar una tendencia lineal
entre la composicién alcanzada de los acidos grasos de interés, palmitico y estedrico, y el
tiempo de reaccién. Por otra parte, también puede notarse como para las primeras horas de

reaccion (hasta la hora 4) no hay practicamente diferencias por realizar las reacciones a
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diferentes temperaturas, y los niveles de incorporacién son bajos. Después de ese tiempo si
se aprecia un efecto marcado dado por la temperatura de reaccion. Tras 24 horas de
reaccion y a 40°C, las lipasas lograron un producto con una composicién de 25.06% de acido
palmitico y 22.46% de acido estedrico, lo que significd una incorporacion respecto a la

composicion inicial del 297 y 598 %, respectivamente.

Al comparar la incorporacion lograda a 40°C para tiempos cortos de reaccién, hasta 4
h, cuando se usé aceite de girasol en lugar de trioleina se observa que la modificacién fue
mucho menor, dejando ver que la enzima actud mas rapido cuando el sustrato fue trioleina.
Para poder explicar este hecho, se analizé el indice de perdxidos en ambos sustratos, y se
hallé que los valores correspondientes a la trioleina y al aceite eran, 10.38 y 103.32 mkEq.
0O,/kg, respectivamente. Sin duda este mayor contenido de perdxidos, productos de la
degradacion por oxidacidon de los sustratos grasos y que resultan perjudiciales para la
actividad de las lipasas, podria haber tenido un efecto inicial de inhibiciéon (Costales y
Ferndndez, 2009). Otra posible explicacidon podria ser que las lipasas hayan tenido mayor
afinidad por hidrolizar la trioleina que los triglicéridos mayoritarios del aceite que contienen

linoleina, lo que llevaria a una velocidad de reaccion global en la aciddlisis mucho mayor.

El efecto de la temperatura sobre la acidélisis de aceite de girasol catalizada por las
lipasas libres se puede apreciar mejor cuando se representa la composicién de acidos
palmitico y estedrico para los productos, tras 24 h de reaccion (Fig. 3.8). Como ya se
menciond, la mayor incorporacién se logré trabajando a la temperatura optima de la
enzima; asi en orden decreciente de actividad se tiene 40>30>50>60 °C. La menor actividad
encontrada a las mayores temperaturas ensayadas probablemente estuvo asociada a la

parcial desactivacion de las lipasas.
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Figura 3.7. A) Composicion de acido palmitico en los glicéridos (% P, m/m)
y B) Composicidn de acido estedrico en los glicéridos (% St, m/m), de los
productos de aciddlisis de aceite de girasol, en funcion del tiempo y de la
temperatura de reaccidn. Las condiciones de reaccién son detalladas en

la Seccién 3.4.2.
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En la mayoria de los antecedentes existentes, por no decir la totalidad, sobre
estudios en reacciones de aciddlisis llevadas a cabo por lipasas de Rhizomucor miehei en
donde se evalua el efecto de la temperatura de reaccidon, se ha empleado la lipasa en su
forma inmovilizada (Yankah y Akoh, 2000). Por lo cual, no se puede realizar una
comparacion ni validacion del perfil encontrado, ya que la inmovilizacién por lo general da
lugar a derivados enzimaticos mas estables térmicamente que la lipasa libre. Yang et al.
(2010) mostraron el corrimiento de las curvas de temperatura cuando en vez de emplear la
lipasa Candida antarctica libre en la hidrdlisis de aceite de oliva, se usaban las formas
inmovilizadas. Este estudio también dejé ver que la curva correspondiente a la enzima libre

resultd muy similar a la reportada en la Fig. 3.8, aunque fuese otra clase de lipasa.
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Figura 3.8. Composicion de acidos palmitico y estedrico (% P+St) en los
productos de aciddlisis de aceite de girasol en funcién de la temperatura
de reaccidn. Las condiciones de reaccion son las detalladas en la Seccién
3.4.2, para un tiempo de 24h.

56



Capitulo 3 - Preparacion de biocatalizadores: Lipasas de R. miehei libres

3.5.4.2. Perfil de dcidos grasos en los productos de reaccion

Teniendo presente que hasta el momento solo se ha hecho referencia a los acidos
grasos palmitico y estearico, por ser estos los que se desean incorporar a la estructura
original del triglicérido, el perfil de evolucion de los mismos junto con el de los acidos oleico
y linoleico, restantes acidos grasos mayoritarios presentes en el aceite de girasol, se incluye
en esta seccién. De este modo, la Fig. 3.9 muestra la variacién en la composicidn de estos 4
acidos grasos en el tiempo, para la temperatura de reaccién 6ptima, 40 °C. Como puede
apreciarse, a tiempo cero se tiene la composicién original del aceite de girasol donde los
acidos insaturados linoleico y oleico son los mayoritarios representando el 97.6% del total. A
medida que la reaccidon transcurre estos son removidos de los glicéridos dando lugar a la
posterior incorporacidn de los acidos palmitico y estedrico, aumentando asi la cantidad de
estos acidos en el producto. El cambio en acido linoleico al finalizar la reaccion fue de 56.60
a 33.24%, y en acido oleico de 30.97 a 16.92 %, lo que implica una remocion del 41.27 y del
45.37%, respectivamente. El hecho de que el acido oleico haya sido el mas removido, a
pesar de no ser el mayoritario, podria revelar una mayor afinidad de las lipasas por
hidrolizar este compuesto o deberse a que este acido graso se distribuye de forma
practicamente similar entre las tres posiciones del glicerol (32.29 % del contenido total de
acido oleico se encuentra en la posicion sn-2), mientras que el acido linoleico lo hace con
una leve preferencia en la posicion sn-2 (38.28 % del contenido total de acido linoleico se
encuentra en la posicion sn-2); por ende, la lipasa sn-1,3 especifica hidrolizaria, en
proporcidn, mas acido oleico que linoleico. Sin embargo, la composiciéon de estos acidos
grasos en las posiciones externas (sn-1,3) de los glicéridos presentes en el aceite también
mostraron mayor proporcion de acido linoleico que oleico (34.93 % y 20.97 %,

respectivamente), desestimando asi la segunda hipdtesis.

De esta manera se remarca que, cada vez que se haga mencidn a un incremento en
la composicidn de los acidos palmitico y esteadrico, se estara indicando implicitamente que

hay asociada una disminucion correspondiente de los acidos oleico y linoleico.

En lo que se refiere a la preferencia por incorporar un acido graso saturado sobre

otro, considerando las composiciones iniciales (aceite) y finales de cada uno, se hallé un
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cambio de 18.74 % para palmitico y un 19.23 % para estearico. Teniendo presente los
desvios asociados a los puntos experimentales esta diferencia no fue significativa (P>0.05);
lo cual significaria que, en las condiciones de reaccion ensayadas, la lipasa resulté no
mostrar especificidad por incorporar un tipo especifico de acido graso saturado (entre los

utilizados, palmitico de 16 Cy estearico de 18 C).
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Figura 3.9. Composicién de acidos grasos (% FA) en los productos de
aciddlisis de aceite de girasol, en funcion del tiempo. Acidos palmitico (P),
estearico (St), oleico (O) y linoleico (L).

3.5.4.3. Efecto de la cantidad de lipasa en el medio de reaccién

El efecto de la cantidad de preparado enzimatico en el medio de reaccion empleado
para la aciddlisis de aceite de girasol y acidos grasos saturados, pudo notarse cuando se
realizaron ensayos independientes para comparar la actividad de la lipasa libre e
inmovilizada. En esa oportunidad se emplearon dos cantidades distintas de preparado
comercial de lipasa que contenian 4.42 y 38.08 mg de proteina, ambas determinadas por el

método de Proti 2.
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Los resultados de ambas reacciones se muestran en la Fig.3.10, donde se ve
claramente que la mayor composicion de acidos palmitico y estedrico (46.38 %) se alcanzé
con la menor cantidad de proteina en el medio. Este comportamiento se correspondié con
los resultados obtenidos durante la hidrdlisis de trioleina, y por ende puede explicarse
también teniendo presente que una mayor cantidad de lipasas en el sistema generd una

mayor cantidad de agregados bimoleculares inactivos.
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Figura 3.10. Efecto del contenido de proteina en el medio de reaccidn sobre la
composicion de acidos grasos palmitico y estearico en el lipido estructurado.
Condiciones de reaccién: 6 mol StPFA/mol SO, 3ml hexano/g sustrato, 33 mg de
proteina/g sustrato, a 60°Cy 24h.

3.5.4.4. Modelado de la cinética de reaccion de las lipasas libres

Al representar los resultados de la aciddlisis entre aceite de girasol y dcidos grasos
saturados en términos de la variable Fy, se puede visualizar claramente la cantidad total de
acidos grasos introducidos por la lipasa al triglicérido original (Fig. 3.11). De esta forma, tras
24 h de reaccién a la temperatura 6ptima (40°C), puede apreciarse que casi el 40 % de los
acidos grasos presentes han sido incorporados por la enzima. Por otra parte, también se
observa claramente para las tres temperaturas analizadas la baja incorporacién lograda a
tiempos cortos de reaccién y las formas sigmoidales de las curvas obtenidas. Cuando se
intentd modelar este comportamiento empleando la ecuacidn correspondiente al Modelo |

(Ec. 3.2), las curvas generadas no lograron ajustar los puntos experimentales correctamente.
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Por esa razon, se decidié el empleo de la Ec. 3.3, una forma modificada del Modelo | donde
se incorpora una constante adicional, n. Cuando la misma fue aplicada se lograron describir
los puntos experimentales con un excelente nivel de correlacion, como puede observarse en
la misma figura. Los valores correspondientes a los parametros de este modelo, Fye, Ky n, vy
.. ., 2 .
al coeficiente de correlacién R” asociado al modelo se muestran en la Tabla 3.2.
Tabla 3.2.

Parametros del Modelo | Modificado (Ec. 3.3) para cada temperatura de
reaccion ensayada y el coeficiente de determinacién correspondiente.

T (°C) Fue (% molar) Ki (h) n R?

30 38.97 10.926 1.982 0.9975

40 39.42 7.570 3.360 0.9997

50 32.72 15.945 1.973 0.9996
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————— Modelo, T=30°C - - - - Modelo, T=40°C s Modelo, T=50°C

Figura 3.11 Perfil de incorporacién de acidos grasos saturados (% Fy)
durante la reaccidon de aciddlisis de aceite de girasol, en funcion del
tiempo y la temperatura. Las condiciones de reaccidén son las detalladas
en la Seccidén 3.4.2. Datos experimentales (puntos) y ajuste segin Modelo
I modificado (lineas).
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La existencia de este periodo de muy baja incorporacion a tiempos cortos de
reaccion ha sido también observado por Camacho Paez et al. (2002), quienes lo
denominaron “periodo lag”. Ellos emplearon lipasas de Rhizomucor miehei inmovilizadas
(Lipozyme IM) para la acidolisis entre aceite de higado de bacalao y acido caprilico en un
reactor de lecho empacado y observaron que mientras menor era el contenido de agua del
biocatalizador, mayor era la duracién de la fase lag. Ellos sugirieron que ese tiempo es el
gue se requiere para la formacidon del equilibrio entre el agua del medio fluido, de
saturacion del solvente y la consumida por la formacion de una poca cantidad de
diglicéridos, y la capa de agua que rodea al sistema soporte-enzima. Teniendo en cuenta
esto y considerando que las lipasas empleadas en los ensayos realizados se encontraban en
su estado soluble, se podria pensar que durante el periodo lag la lipasa, también en este
caso, interactudé con las moléculas de agua del medio previamente a mostrar actividad
enzimatica. De este modo, tuvo lugar la formacion de una capa de hidratacién que actué
como componente primario del microambiente de la enzima en el medio organico. Una vez
qgue la lipasa se hidraté y tomd su conformacidon activa aumentd su poder catalitico
acelerando la velocidad de reaccion (Camacho Pdez et al., 2003). La mayor fuente de agua
incorporada al sistema provino del preparado comercial de lipasa, el cual contiene alrededor
de 50% de agua, segun lo informado por Bjurlin et al. (2001). Dado que las condiciones a las
que fueron llevadas a cabo las reacciones fueron las mismas, solo se varié la temperatura y
el tiempo, es de esperar que todos los sistemas hayan tenido el mismo contenido de agua.
El parametro asociado al tiempo que dura la fase lag es n; un valor de n=1 implica que no
hay fase lag, y a medida que aumenta n se incrementa la duracién del periodo sin actividad.
Asimismo, este pardmetro influye también en la velocidad de reaccion que sigue al periodo
lag y en el punto final que describe la curva. Para 30 y 50 °C se pudo observar practicamente
el mismo valor de n, pero a 40 °C difirid. Esto probablemente se debié a que en las
temperaturas extremas, si bien las incorporaciones de equilibrio predichas no fueron
similares, las velocidades de reaccidn pseudo-iniciales exhibieron un comportamiento
analogo, generando globalmente una compensacién en el valor de n obtenido. Los puntos
experimentales pueden ser ajustados con el Modelo 1 si se corrigen los tiempos

descontando el periodo lag. En este caso el mejor ajuste se obtuvo, para todas las
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temperaturas, al restar un valor de 3.4 h que coincididé con el n asociado a 40 °C. En este
caso, se obtienen las curvas graficadas en la Fig.3.12, siendo los pardmetros Fye, K;, y el R?
correspondientes los que se muestran en la Tabla 3.3. Como puede verse los ajustes dados

por este modelo también fueron satisfactorios.

Tabla 3.3.
Pardmetros del Modelo | para cada temperatura de reaccidn ensayaday el
coeficiente de determinacién correspondiente.

T(°C) Fme (% molar) Ki (h) R’

30 46.84 10.001 0.9881

40 50.27 6.194 0.9999

50 40.85 19.075 0.9915
o1 T
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Figura 3.12 Perfil de incorporacién de 4cidos grasos saturados (% Fy) durante la reacciéon de
aciddlisis de aceite de girasol en funcién del tiempo, descontando el periodo lag, y la temperatura.
Las condiciones de reaccion son las detalladas en la Seccién 3.4.2. Datos experimentales (puntos) y
ajuste segun Modelo | (lineas).

Al comparar los parametros de ajuste del Modelo | Modificado con los del Modelo |,
se ve que el primero predice menores niveles de incorporacion para el equilibrio (Fye) que el

segundo. Por otro lado, los valores de K, resultaron similares para cada temperatura, salvo
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para T=50°C. De esta forma queda manifiesto que los modelos representan
satisfactoriamente el comportamiento real para los rangos de tiempo sobre los que se
definieron; para poder predecir incorporaciones a mayores tiempos se requeriria de

ensayos adicionales efectuados en la zona del equilibrio.

3.6. Conclusiones

Las lipasas de Rhizomucor miehei producidas en Aspergillus oryzae demostraron ser,
en su estado libre, catalizadores altamente eficaces para la produccién de lipidos
estructurados, debido al alto grado de incorporacion de acidos grasos saturados, alcanzando
un 40 % en la mejor condicién. Una ventaja respecto a otros catalizadores es la baja
temperatura dOptima de la misma, ya que, trasladado este proceso a escala industrial se

operaria a bajos costos energéticos.

En lo que respecta al comportamiento de la lipasa estudiada frente a dos sustratos
distintos, trioleina y aceite de girasol en idénticas condiciones y para mismos tiempos, se
encontrd que la modificacion fue mayor en el primer sustrato con una composicion mas alta
en dacido oleico. Cabe mencionar que este comportamiento podria haberse visto afectado

por el alto valor de perdxidos encontrado en el aceite.

Adicionalmente, pudo notarse como la formacién de agregados bimoleculares en la
lipasa es un fendmeno que se hace mas notable a mayor contenido de lipasa en el medio de
reaccion, lo cual conlleva a reducciones en la actividad tanto en la reaccién de hidrdlisis
como en la de aciddlisis. Este comportamiento podria ser evitado empleando la lipasa en su

forma inmovilizada.

Por otra parte, la preferencia por remover acido oleico antes que linoleico por parte
de Rhizomucor miehei podria explicarse en base a las interacciones que surgen a nivel
microscopico, entre la lipasa, el medio y el sustrato, usando como herramienta el modelado

molecular, este queda aqui planteado como un posible trabajo a futuro.
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En lo que al modelado de la cinética de aciddlisis se refiere, se lograron modelos que
describieron con aceptable precision el comportamiento para las temperaturas ensayadas,
los cuales pueden ser empleados para comparacion con las cinéticas de la enzima

inmovilizada.
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Capitulo

PREPARACION DE
BIOCATALIZADORES:
INMOVILIZACION

4.1. Introduccion

Como quedd demostrado en el capitulo anterior, las lipasas libres de Rhizomucor
miehei mostraron ser un catalizador altamente efectivo para la produccion de lipidos
estructurados mediante la aciddlisis de aceite de girasol y acidos grasos saturados, palmitico
y estearico. No obstante, el alto costo econdmico de las lipasas se convierte en un factor

restrictivo para que estos procesos puedan llevarse a cabo en mayor escala.

La posibilidad de reutilizaciéon de las enzimas es un aspecto atractivo para la
biocatalisis y ha sido motivo de numerosos estudios. El proceso que permite separar
fisicamente a la enzima de la mezcla de reaccién para que pueda ser empleada en repetidas
oportunidades, es la inmovilizacion. Esta definicion se ha ampliado a aquel proceso por el
cual se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de
enzimas, organulos, células, etc. por su union a un soporte (Arroyo, 1998). La inmovilizacion
provee ademas algunos beneficios para aplicaciones industriales, tales como estabilidad a
cambios en el pH y la temperatura, facil recuperacion, reduccién de problemas de inhibicién

debido al medio o a los productos, y especialmente hace posible la operacién en modo
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continuo (Vikbjerg et al., 2005; H-Kittikun et al., 2008; Hita et al., 2009). Por otra parte, los
inconvenientes asociados al proceso de inmovilizacién de enzimas son: alteracién de la
conformacion de la enzima respecto a su estado nativo, heterogeneidad del sistema enzima-
soporte, donde pueden existir distintas fracciones de proteinas inmovilizadas con un
numero diferente de uniones al soporte, posible pérdida de actividad y por ultimo, el

biocatalizador resulta mas caro que la enzima nativa.

Las propiedades de las preparaciones de enzimas inmovilizadas son determinadas
por las caracteristicas de la enzima y del material empleado como soporte (Fig. 4.1). La
interaccion especifica entre ellos genera una enzima inmovilizada con distintas propiedades

guimicas, bioguimicas, mecanicas y cinéticas (Tisher y Wedekind, 1999).

SOPORTE
ENZIMA
*  Propiedades bioquimicas *  Caracteristicas quimicas
» Tipos de reaccion y cinética *  Propiedades fisicas y mecdnicas
Rendimiento de método de Estabilidad Resistenciaala
inmovilizacion operacional transferencia de masa

!

[ Actividad del biocatalizador ]

Figura 4.1. Aspectos involucrados en la obtencion de biocatalizadores mediante inmovilizacién.

Varias lipasas inmovilizadas disponibles comercialmente han sido empleadas en la
produccién de lipidos estructurados, en numerosas reacciones (Lee y Akoh, 1996; Garcia et
al., 2001, Pacheco et al., 2010). Mas especificamente, en lo que a la reaccién de interés de
esta tesis se refiere, Carrin y Crapiste (2008) han reportado altos niveles de incorporacién de

acidos grasos saturados empleando Lipozyme RM IM. Sin embargo, el elevado costo y la
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facil atricion de las lipasas inmovilizadas disponibles comercialmente limitan su utilizacion
en procesos de gran escala. Es por ello que uno de los objetivos de esta tesis fue la
preparacion de un biocatalizador con buena actividad catalitica en la reaccidon de acidélisis y

gue cumpla con dos caracteristicas: bajo costo y alta resistencia mecanica.

Para poder cumplir con este objetivo propuesto, se llevd a cabo una minuciosa
busqueda de antecedentes que involucré métodos de inmovilizacion y soportes empleados
en la obtencion de derivados enzimaticos de las lipasas de Rhizomucor miehei. El trabajo
experimental que tuvo lugar tras esta investigacion y que adicionalmente fue surgiendo en
base a los resultados obtenidos, se detalla en este capitulo y en el siguiente. Principalmente,
este capitulo se centra en los diferentes métodos de inmovilizacién ensayados, por lo
general para un soporte en comun, en la busqueda de un biocatalizador de alta actividad,
mientras que el capitulo siguiente se enfoca en lo relacionado a la obtencion de un soporte

adecuado para inmovilizacién.

Por otra parte, como se podrd notar a lo largo de este capitulo, en la busqueda de un
biocatalizador de alta actividad catalitica, cada técnica de inmovilizacién propuesta y
ensayada requirid adicionalmente que los derivados enzimaticos obtenidos fueran probados

en la reaccidn de interés.

4.2. Métodos de inmovilizacion

Actualmente se encuentran disponibles numerosos métodos para realizar
inmovilizacion de lipasas, incluyendo cada uno diferente grado de complejidad vy
eficiencia. Los métodos usados pueden ser divididos en dos categorias principales: i)
métodos quimicos, donde se forman uniones covalentes entre el soporte y la lipasa; vy ii)
métodos fisicos, que comprenden fuerzas de interaccidn mas débiles o contenciones
fisicas para la lipasa. Los métodos quimicos incluyen la fijacion de la lipasa a una matriz
por fuerzas covalentes entre los grupos funcionales de la matriz y de la enzima, y la

formacion de enlaces entrecruzados (Crosslinking) intermoleculares, ya sea entre las
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moléculas de la enzima misma o con grupos funcionales de la matriz. En este ultimo caso
se emplea por lo general glutaraldehido como agente ligante. Por otro lado los métodos
fisicos abarcan el atrapamiento (Entrapment) de la lipasa en las cavidades interiores de una
matriz sélida porosa (gel, polimero, fibra hueca porosa), la adsorcidon sobre un soporte, la
union a micelios o células bacterianas, y el intercambio idnico entre el soporte y la lipasa

(Malcata et al., 1990).

4.2.1. Seleccion del método de inmovilizacion

Dada la diversidad de técnicas de inmovilizacidn, la eleccién del método a emplear
no es una tarea fdcil. Algunos aspectos e interrogantes que se pueden tomar en

consideraciéon y que deben ser analizados al momento de la seleccion son:

El metédo a emplear...

e disminuye la actividad de la enzima?

. permite la regeneracién del soporte?

* tiene un costo demasiado elevado?

e posee un sistema de preparacion complejo?

*  posee agentes quimicos que podrian afectar a la enzima?

e posee agentes quimicos que podrian inhabilitar su uso en la industria
alimentaria?

* permite obtener las caracteristicas finales deseadas en el biocatalizador?

Por otra parte, también se debe tener en cuenta cuales han sido las técnicas
empleadas anteriormente en la inmovilizacién de lipasas especificamente y los resultados
obtenidos. En la Tabla 4.1 puede apreciarse una recopilacion de los métodos usados con
diferentes tipos de lipasas; también se incluye en que reaccidn han sido empleados los
derivados obtenidos y cual fue su nivel de actividad respecto a la enzima libre. Como
puede notarse, en lo que a las lipasas de Rhizomucor miehei (antiguamente denominadas

Mucor miehei) se refiere, han sido empleadas multiples técnicas. No obstante, resaltan de
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Tabla 5.1. Antecedentes en inmovilizacién de lipasas: método de unidn, tipo de lipasa y soporte empleados, y actividad exhibida.

METODO DE 2.3 b

INMOVILIZACION LIPASA SOPORTE REACCION ACTIVIDAD REFERENCIA

Adsorcion Thermomyces Acrilico H Baja Malcata et al. (1990)
lanuginosus
Adsorcion Mucor miehei Polipropileno E No disponible Malcata et al. (1990)
Intercambio idnico Mucor miehei Resina | No disponible Malcata et al. (1990)
Adsorcion Mucor miehei Polipropileno E No disponible Malcata et al. (1990)
Adsorcion Thermomyces Acrilico H No disponible Malcata et al. (1990)
lanuginosus
Adsorcion Mucor miehei Celita | No disponible Malcata et al. (1990)
Adsorcion Rhizopus delemar Ceramico A Alta Shimada et al. (1996)
Adsorcion Candida antarctica B Polipropileno en polvo E Hiperactividad Foresti (2005)
Adsorcion Candida antarctica B Pellets de polipropileno E Baja Foresti (2005)
comercial
Adsorcion Candida antarctica B vidrio-polipropileno E Baja Foresti (2005)
Adsorcion Candida antarctica B Quitosano en polvo E Alta Foresti (2005)
Adsorcion Rhizomucor miehei Octyl- agarose H Hiperactividad (700%) Fernandez-Lafuente et al.
(1998)
Adsorcion Mucor miehei Octadecyl-Sepabeads H Hiperactividad (500%) Palomo et al. (2002)
Covalente Mucor miehei Glyoxil-agarose H Media (70%) Palomo et al. (2002)
Covalente Mucor miehei Agarose H Media (50%) Palomo et al. (2002)
Adsorcion Candida rugosa Oxido de niobio amorfo H/E Baja Castro et al. (2000)
Adsorcion Candida rugosa Oxido de niobio cristalino H/E Baja Castro et al. (2000)
Covalente Candida rugosa Oxido de niobio cristalino H/E Baja Castro et al. (2000)
Adsorcion Candida rugosa Fosfato de circonio amorfo H/E Baja (34%) Castro et al. (2000)
Adsorcion Candida rugosa ( AY)/ Clay | Baja Lee y Akoh (1998)
Pseudomonas

Adsorcion Candida rugosa ( AY) Celita 545 | Mayor rendimiento Lee y Akoh (1998)
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Adsorcion
Adsorcion
Adsorcion
Covalente
Covalente
Covalente
Covalente
Intercambio idnico
Covalente
Covalente
Covalente

Adsorcion
Adsorcion
Adsorcion
Intercambio idnico
Covalente
Adsorcién +
Cross-linking
Adsorcién +
Cross- linking
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Pseudomonas sp.( PS)
Pseudomonas sp.( AK)
Rhizomucor miehei
Candida rugosa
Candida rugosa
Candida rugosa
Candida rugosa
Pancredtica
Pancredtica
Candida antarctica B
Candida antarctica B
Candida rugosa
Pseudomonas
fluorescence
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizomucor miehei
Candida rugosa

Candida antarctica (A 'y
B)

CM- Sephadex
DEAE-Sephadex
Octil agarosa
Epoxy silica
Epoxy silica
Amino silica
Amino silica
Amino silica
Amino silica

Polyethylenimine- agarose

CNBr-agarosa
Glyoxil-agarose
Eupergit C

Octyl-agarose
Butyl-Sepabeads
Octadecyl-Sepabeads
Amberlite
Eupergit C
MANAE-agarose

MANAE-agarose

I T T r m I m I m I I — —

I I T T I =T

buen rendimiento
Baja
Hiperactividad (700%)
Media
Baja
Alta
Alta
Baja
Baja
Enantioselectividad
Enantioselectividad
No disponible
No disponible

Hiperactividad (540%)
Hiperactividad (171%)
Hiperactividad (442%)
Baja (14.2%)
Baja (2.85%)
Hiperactividad (500 %)

Hiperactividad (1000 %)

Lee y Akoh (1998)
Lee y Akoh (1998)
Bastida et al. (1998)
Reis-Costa et al. (2003)
Reis-Costa et al. (2003)
Reis-Costa et al. (2003)
)
)
)

Reis-Costa et al. (2003
Reis-Costa et al. (2003
Torres et al. (2006)
Torres et al. (2006)
Mateo et al. (2007)
Mateo et al. (2007)

(

(
Reis-Costa et al. (2003

(

Nieto et al. (2005)
Nieto et al. (2005)
Nieto et al. (2005)
Nieto et al. (2005)
Nieto et al. (2005)

Fernandez-Lorente et al.

(2007)

Ferndndez-Lorente et al.

(2007)

% A: Aciddlisis; E: Esterificacién; H: Hidrdlisis; I: interesterificacion. ® Actividad del derivado enzimético respecto a la de la enzima libre.
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manera sobresaliente los resultados obtenidos con la adsorcion en soportes comerciales
tales como Octyl-agarose y Octadecyl-Sepabeads. Por ejemplo, Nieto et al. (2005)
reportaron una actividad 5 veces mayor de los biocatalizadores preparados con estos
soportes, respecto a la de la lipasa libre. Por su parte, Bastida et al. (1998) informaron una
actividad 20 veces mayor cuando lipasas de Rhizomucor miehei fueron inmovilizadas en
Octyl-agarose y empleadas en la hidrodlisis de p-nitrofenil propionato. Estos hallazgos

motivaron un analisis mas exhaustivo de la técnica mencionada.

4.2.1.1. Adsorcion

La adsorcion fisica es quizas el procedimiento mas sencillo para realizar la
inmovilizacion. La misma consiste en poner en contacto el soporte con una solucién
acuosa de enzimas y pasado cierto tiempo, una vez efectuada la adsorcién, lavar el
complejo formado de manera de eliminar la enzima no inmovilizada. Las interacciones que

favorecen la adsorcidn son las fuerzas idnicas, de Van der Waals y puentes de hidrégeno.

Los principales factores que influyen en la adsorcién de proteinas son (Arroyo, 1998):

1. el pH del medio: controla el nimero y la naturaleza de las cargas que presenta la
superficie de la proteina y del sélido;

2. la fuerza idnica del medio: al aumentar la fuerza idnica se produce la desorcién de
la enzima, ya que los iones inorgdanicos se unen con mas fuerza al soporte que la
proteina;

3. el didmetro de poro del soporte: dependiendo del tamafio, la enzima puede quedar
retenida en su interior o no; si asi fuera, esto podria ocasionar restricciones para el
acceso del sustrato (Cao, 2006). Este hecho es de fundamental importancia cuando
se plantea utilizar el biocatalizador en reacciones con sustratos de peso molecular

elevado.

Como principales ventajas de este método se destacan:
e  Preparacién sencilla

* Bajo costo

75



Capitulo 4 - Preparacion de biocatalizadores: Inmovilizacion

e No se generan cambios de especificidad enzimatica

e Los derivados son estables en medios de trabajo con bajo contenido de agua.
Como inconvenientes de la adsorcién se puede mencionar:

* Requerimientos de optimizacidn de las variables que controlan la adsorcién

e Los derivados obtenidos son poco estables desde el punto de vista mecdanico

* Launidn al soporte es débil.

Si bien las caracteristicas sefaladas anteriormente son producto del analisis del
comportamiento de las enzimas inmovilizadas por este método, en un modo general, en lo
relacionado a las lipasas se han desarrollado estrategias para valerse de los beneficios de
la adsorcidn sorteando los obstaculos que la misma presenta. Esto ha podido llevarse a
cabo sobre la base de que las lipasas poseen una caracteristica que no es comun a todas
las enzimas, dos conformaciones diferentes con distinta actividad. Una conformacién
cerrada, considerada inactiva, donde el sitio activo se encuentra aislado del medio de
reacciéon por la existencia de una tapa o “lid” formada por una cadena polipeptidica; y una
conformacién abierta, donde el “lid" es descubierto permitiendo que el sitio activo quede
completamente libre al acceso de sustratos (Mateo et al., 2007). Ambas formas de lipasas
estan en un equilibrio afectado por las condiciones experimentales. Tal es el caso que, en
presencia de gotas hidrofébicas de sustrato, las lipasas pueden adsorberse fuertemente
sobre la interfase de las mismas, desplazando el equilibrio hacia su forma abierta, un
fendmeno denominado activacion interfacial. Este hecho a favorecido la adsorcién
preferencial de lipasas sobre soportes hidrofébicos, los cuales imitan la superficie

hidrofébica de los sustratos.
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Sitio activo

Lid abierto
Lid cerrade

/

-

Confermacion Conformacion
CERRADA ABIERTA

M Zona hidrofobica
B Zona hidrofilica

Figura 4.2. Conformacion de las lipasas.

Se ha demostrado que las lipasas han sido capaces de adsorberse en soportes
hidrofébicos a muy bajas fuerzas idnicas, involucrando la superficie hidrofdbica que rodea
a su sitio activo (Fig. 4.2). Esto ha permitido estabilizar la conformacién abierta y obtener
un derivado catalitico con mdas actividad que la lipasa nativa, condicion denominada
hiperactivacion (Fernandez-Lafuente et al., 1998; Palomo et al., 2002; Nieto et al., 2005;
Wilson et al., 2006;). De este modo, varias lipasas han sido inmovilizadas, hiperactivadas y
en algunos casos hasta purificadas por adsorcion en una amplia variedad de soportes
hidrofébicos o soportes recubiertos con grupos hidrofébicos (Rodrigues y Fernandez-
Lafuente, 2010a). Adicionalmente, mediante cambios en la naturaleza del soporte y su
hidrofobicidad, ha sido posible controlar la fuerza de adsorcidn, la actividad y Ia
selectividad de los sustratos (Fernandez-Lorente et al., 2007; Fernandez-Lorente et al.,
2008). La adsorcién de la lipasa sobre estos soportes frecuentemente es muy fuerte, lo
gue hace posible el uso de los biocatalizadores con sustratos hidrofébicos de tamarfio
pequefio o mediano aln en presencia de concentraciones moderadas de solventes

organicos. Sin embargo, cambiando las condiciones del medio puede lograrse la desorcion
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completa de la lipasa, permitiendo recuperar y reusar el soporte después de la
inactivacion de la misma. Se ha demostrado ademas, que este tipo de inmovilizacion
permite producir biocatalizadores que son muy estables bajo diferentes condiciones,
haciendo esta técnica especialmente adecuada para la inmovilizacién de lipasas (Palomo

et al., 2002; Fernandez-Lorente et al., 2008; Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010a).

4.3. Protocolo de inmovilizacion: biisqueda de las condiciones optimas

4.3.1. Consideraciones generales

Habiéndose determinado la metodologia de inmovilizacion ha emplear con las
lipasas de Rhizomucor miehei, resulta necesario establecer el protocolo para realizar la
adsorcion. Para ello es necesario determinar las condiciones a las que se llevara a cabo;

esto incluye:

e Temperatura de inmovilizacidn
e Tipo de buffer y fuerza idnica del mismo
e Concentracidén enzima /soporte y enzima/ buffer en el medio de inmovilizacion

e Tiempo de inmovilizacién.

Dado que el sistema lipasa-soporte empleado en esta tesis fue novedoso y por
ende no se correspondid a ningun otro sistema de inmovilizacién del cual se contara con
antecedentes, para poder especificar valores apropiados para las variables detalladas
anteriormente se tomaron como referencia las condiciones empleadas en la
inmovilizacion de lipasas de Rhizomucor miehei sobre soportes hidrofébicos. Cabe
mencionar que llamativamente, la informacién que se brinda en las publicaciones
cientificas no es completa y que por ende los protocolos que proponen no se pueden
seguir al pie de la letra. Igualmente existen algunos aspectos generales que se mencionan
en las mismas que sirven como guia. En lo que al tipo de buffer se refiere, el mas

empleado resultd ser el de fosfato de sodio a pH 7 a bajas fuerzas idnicas, entre 5 y 25
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mM (Bastida et al., 1997; Palomo et al., 2002; Nieto et al., 2005). La relacidon volumen de
preparado comercial de lipasa / masa de soporte y la cantidad asociada de buffer para el
medio de inmovilizacion fue elegida sobre la base de que sistemas mas bien diluidos dan
origen a biocatalizadores con una carga de proteina menor a la carga maxima admitida por
el soporte, lo que favorece a la adsorcion superficial evitando problemas difusionales
(Palomo et al.,, 2002; Cao, 2005). Respecto a la temperatura de inmovilizacion, las
empleadas comunmente son la temperatura de almacenamiento de la lipasa (entre 3 y

4°C) y la temperatura ambiente (Bastida et al., 1997; Nieto et al., 2005).

En base a las consideraciones anteriores y en la busqueda de un protocolo que
diera lugar a un catalizador activo, se ensayaron diferentes técnicas de inmovilizacion por
adsorcion variando las condiciones de realizacion. Adicionalmente, se cuantificd la
cantidad de proteina adsorbida sobre los soportes. Cabe mencionar, que las técnicas
empleadas para esta determinacion se fueron variando a medida que el conocimiento
adquirido con el uso permitia distinguir las ventajas y desventajas asociadas. Un analisis

detallado de las mismas se realiza en la Seccion 4.3.5.

Por otra parte, teniendo presente que no toda la lipasa soportada en los
catalizadores preparados puede estar activa, resultd esencial corroborar la actividad de los
mismos en la reaccién de interés, aciddlisis entre aceite de girasol y acidos grasos

saturados, segun la reaccidn base (condiciones especificadas en la Seccion 2.3.5).

En lo que se refiere al soporte empleado en las inmovilizaciones, inicialmente se
probaron 3 diferentes a fin de tener una idea del comportamiento de los mismos y de la
eficiencia de la técnica. Estos fueron una resina comercial, Octadecyl-Sepabeads®
(Resindion SRL, Italy) (ODSB), y soportes especialmente preparados para tal fin:
microesferas de quitosano (Q) y microesferas de quitosano modificadas (QM). Estas
ultimas se obtuvieron a través de un procedimiento de neutralizacién y posterior
aminacion reductiva. Un analisis detallado de la preparacidon y caracterizacion de éste y

demas soportes, se realiza en el Capitulo 5. Para los ensayos siguientes el soporte
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empleado siempre fue el mismo, QM, mds especificamente microesferas del tipo QM1-1

(ver nomenclatura en el Capitulo 5).

4.3.2. Primer protocolo de inmovilizacién ensayado

Tomando como punto de partida las pautas que se mencionaron anteriormente, se
elabord un protocolo de inmovilizacidon que fue usado para la adsorcién de las lipasas de

Rhizomucor miehei, empleando ODSB, Q, QM como soporte.

Método de inmovilizacidn: El volumen estipulado de preparado comercial de lipasa
(3 ml) se disolvid en 60 ml de buffer fosfato de sodio (25 mM, pH 7) y se mantuvo bajo
agitacion durante 5 min. Posteriormente, 1 g de soporte previamente lavado con el mismo
buffer se afiadié al medio de inmovilizacidon y se mantuvo bajo agitacién durante 7 h (a
menos que en lo siguiente se especifique otro tiempo) a la temperatura fijada (3 °C).
Luego los sélidos se recuperaron por filtracion y fueron lavados con agua destilada,
midiendo tras cada enjuague la absorbancia del liquido residual en el espectrofotometro
UV/Visible a 280 nm. Este paso finalizé cuando la absorbancia se volvié nula, lo que indicd
gue ya no habia proteina sobre el soporte que no estuviera correctamente adsorbida.
Finalmente, los biocatalizadores fueron secados en estufa de vacio a 30 °C hasta peso
constante y después almacenados a 4 °C hasta el momento de uso.

El proceso de inmovilizacion fue seguido a través de la medicidn de absorbancia de
las soluciones sobrenadantes en el UV/Visible a 280 nm (ver Seccién 2.3.4).
Adicionalmente se preparé un blanco de inmovilizacién, una solucién de preparado
comercial de lipasa (CLP) en buffer fosfato de concentracion 1:20 (v/v) igual a la empleada
en los medios de inmovilizacién, con el objetivo de determinar si se daba algun tipo de
variacién en la absorbancia durante el transcurso del proceso, independiente del proceso

de adsorcion.
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4.3.2.1. Primer protocolo de inmovilizacién ensayado: andlisis de la concentracién de

lipasa y la temperatura de inmovilizacién

Posteriormente, sobre el protocolo elaborado se analizé el efecto de dos variables:
concentracion de enzima en el medio y temperatura de inmovilizacion. Para ello, la
metodologia que se describido anteriormente se llevd a cabo empleando dos
concentraciones diferentes de enzima en el sobrenadante: 1 y 3 ml de preparado
comercial/ g soporte y se realizé a dos temperaturas diferentes, 25 °C y a temperatura de
camara frigorifica, 3°C. De la combinacién de estas variables, se generaron 4 tipos de
biocatalizadores diferentes; las denominaciones de los mismos se especifican en la Tabla
4.2.

Tabla 4.2.

Denominacién de los biocatalizadores obtenidos en funcién de
las variaciones impuestas (1° protocolo): temperatura y
concentracién de preparado comercial de lipasa en el medio de
inmovilizacidn.

RELACION LIPASA / SOPORTE

TEMPERATURA 1ml/g 3 ml/g
3°C QMF1 QMF3
25°C QMA1 QMA3

4.3.3. Segundo protocolo de inmovilizacién ensayado: andlisis de la adicion inicial
de etanol/ final de acetona

Otro protocolo de inmovilizacion fue ensayado, siguiendo el procedimiento
descripto por Esteban et al. (2009) para adsorcién de lipasas de Rhizomucor miehei sobre
un soporte comercial hidrofébico de polipropileno (Accurel MP-1000), dadas las
similitudes con el sistema lipasa-soporte de este trabajo. Este nuevo ensayo contempla el
empleo de una solucién buffer de menor pH y fuerza idnica, 6.0 y 20 mM,
respectivamente, y una concentracidén de masa de preparado enzimatico/masa de soporte
aproximadamente 10 veces mayor a la empleada en el protocolo 1. En simultaneo se

analizé el efecto que tienen dos variables ampliamente usadas en las técnicas para
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inmovilizacion de lipasas: contacto inicial del soporte con etanol, y la adiciéon o no de
acetona fria al final del proceso (Gitlesen et al., 1997; Bosley y Peilow, 1997; Soumanou et

al., 1998; Hita et al., 2007).

Método de inmovilizacion: el volumen correspondiente a 15 g de CLP, 12.6 ml, fue
adicionado a 20 ml de buffer fosfato de sodio (20 mM, pH 6.0) y mantenidos con agitacion
durante 5 min. Luego, 1.5 g de microesferas de quitosano modificadas fueron puestas en
contacto con 5 ml de etanol, 6 solucién buffer cuando no correspondia (para mantener
una Unica concentracion en los sistemas), y agregadas al medio de inmovilizacién. Tras 24
h de agitacion del sistema, cuando correspondié, se afiadieron 5 ml de acetona a
aproximadamente -20° C. Los biocatalizadores fueron recuperados por filtracién, lavados 3
veces con buffer fosfato a 4 °C y secados en estufa de vacio durante 48 h. Finalmente

fueron almacenados a 4 °C hasta el momento de uso.

Tabla 4.3.

Denominacién de los biocatalizadores obtenidos en funciéon de
las variaciones impuestas (2° protocolo): adicién inicial de
etanol/ final de acetona.

ETAPA FINAL ETAPA INICIAL

Con etanol Sin Buffer
Con acetona QMEA QMBA
Sin acetona QME QmMB

4.3.4. Métodos para la determinacion de proteina en los biocatalizadores
preparados

Un aspecto de gran importancia en lo que a la preparacidén de biocatalizadores se
refiere tiene que ver con la determinacién de la cantidad de lipasa adsorbida sobre el
soporte. Si bien lo esencial es que la enzima se inmovilice en una conformacién activa, la
cantidad de proteina retenida sobre los mismos es una medida que permite establecer

cuan eficiente ha sido el protocolo de inmovilizacién.
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Dada la complejidad de los sistemas bioldgicos, no se dispone de métodos
sencillos para cuantificacién de proteinas (como técnica rutinaria de control) que permitan
obtener resultados absolutamente precisos; cada uno tiene sus ventajas y limitaciones.
Los métodos mas empleados a nivel bioguimico son el de Biuret, el de Lowry, el de
Bradford, el BCA, y la espectroscopia UV/Vis a 280 nm. Otras técnicas empleadas son
Kjeldahl, en menor grado, y la cuantificacion indirecta a través de la actividad residual de
los sobrenadantes. Una breve descripcidon de las mismas se realiza en esta seccién, junto
con las ventajas y desventajas asociadas. El andlisis de estos aspectos es lo que determina

gue técnica sera mas apropiada para emplear con la muestra (Olson y Markwell, 2007).

e Meétodo de Biuret: EI| método comprende un ensayo colorimétrico de un paso
donde se cuantifica la formacion de un complejo estable entre proteinas y cobre (Il).
Presenta interferencia con amoniaco, buffer y detergentes.

e Meétodo de Lowry: combina la reaccién de Biuret con la reduccion del reactivo de
Folin-Ciocalteu (acidos fosfomolibdico y fosfotungstico) por la oxidacion de tirosina,
triptofano, cisteina y cistina de las cadenas polipeptidicas. Es mas preciso que Biuret, pero
tiene la desventaja que muchos compuestos presentes en buffers y en extractos celulares
causan interferencia (carbohidratos, glicerol, EDTA, Tris, compuestos de potasio y de
disulfuro, fenoles, acido Urico, guanina, xantina, magnesio y calcio, entre otros).

* Meétodo de Bradford: se basa en la uniéon directa del colorante azul brillante de
Coomassie G-250 (CBBG) a las proteinas que poseen arginina, triptofano, tirosina, histidina
y residuos de fenilalanina. Es un método simple y sensible. La desventaja es que algunas
proteinas precipitan con CBBG, como las hidrofébicas, generando absorbancias erréneas.

e Meétodo de BCA: reemplaza el reactivo de Folin-Ciocalteu del método de Lowry por
acido bicinconinico (BCA), para soluciones alcalinas de proteinas. Interfieren azlcares
reductores y sulfato de amonio.

e Espectroscopia UV/Vis a 280 nm: se basa en la absorcion a 280 nm de aminoacidos
aromaticos de las proteinas (tirosina y triptofano). Tiene la ventaja que no es necesario

utilizar reactivos y la muestra no se dana o destruye durante la determinacién. Su precision
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aumenta cuando se comparan soluciones de la misma proteina. Es sensible al pH, a la fuerza
idnica vy a la turbidez del medio. Sufre interferencias por presencia de acidos nucleicos.

* Meétodo de Kjeldahl: se emplea para determinacién de nitréogeno total, el cual se
asocia al contenido de proteina. Es una técnica confiable, pero compleja. Incluye Ia
digestion de la muestra y la posterior determinacion del amoniaco presente.

e Actividad residual de los sobrenadantes: se mide la actividad de las lipasas
remanentes en el sobrenadante en reacciones sencillas de hidrélisis, por lo general las
mismas en las que se prueba al biocatalizador preparado, y se la compara con la
correspondiente a la solucién de inmovilizacién inicial. El contenido suele reportarse en
unidades de actividad lipolitica / mg de soporte o como % de actividad residual (Fernandez-

Lafuente et al., 1998; Castro et al., 2000; Palomo et al., 2002).

En base a lo considerado, y como se menciond en un apartado anterior,
inicialmente se selecciond al método UV/Visible a 280 nm para calcular el contenido de
proteina de los derivados enzimaticos, mediante la medicion de la absorbancia en esta
longitud de onda de la solucion de inmovilizacion en distintas etapas del proceso. Los
resultados obtenidos fueron analizados en funcién de diferentes criterios, establecidos
segun la informacién que se tenia al momento sobre el contenido de proteina del
preparado de lipasa comercial. Los métodos asociados a estos criterios se detallan en Ia

Seccion 2.3.4.

Posteriormente se empled el kit Proti 2 (Wiener lab., Argentina), una forma
comercial del método de Biuret para determinacidon de proteinas totales, en el que se
emplea como suero patron una solucién de albumina de concentracidon conocida (Seccidn

2.3.4.2).

En un ensayo independiente, se evalud la utilidad de emplear alicuotas de Ia
solucién sobrenadante como catalizador en la reaccion de interés para determinar por
diferencia el porcentaje de actividad retenida en los biocatalizadores tras la

inmovilizacidon. Los resultados obtenidos se detallan en |la Seccién 4.4.3.
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Por otra parte, el empleo de un método no colorimétrico como el método de
Kjeldahl, tuvo que descartarse debido a que las microesferas de quitosano empleadas
como soporte contienen nitrégeno en su composicion, con lo cual la determinacion del
contenido de proteinas sobre los mismos se veria interferida por este hecho. Asimismo, la
determinacion sobre los sobrenadantes no fue realizada, debido a los tiempos

involucrados en la técnica, ya que no permitiria seguir la inmovilizacion al momento.

En lo que se refiere a la eficiencia de inmovilizacién (E %), la misma se calculé en

base a la siguiente ecuacion:

roteinaremovi
o= Proteinaremovid o,
proteinainicial

E

(4.1)

Donde proteina removida se refiere a la diferencia entre el contenido inicial y final

de proteina en el sobrenadante de inmovilizacién.

4.3.5. Desorcion de las lipasas

A pesar de que una caracteristica deseable en la preparacion de biocatalizadores es
gue la lipasa se adhiera fuertemente al soporte para evitar su desorcion, y de este modo el
mismo pueda ser empleado en multiples reusos, resulta sin embargo conveniente que la
enzima pueda removerse de la superficie del material tras su desactivacion. Esto
permitiria que el soporte recuperado pueda ser nuevamente empleado para la
inmovilizacion de lipasa fresca, en sucesivas oportunidades, con lo cual se podrian

disminuir costos por el reuso del soporte y por la disposicidn final de residuos sélidos.

Con el objetivo de analizar la reversibilidad de la inmovilizacion y la posibilidad de
reuso del soporte, biocatalizadores del tipo QMB (Tabla 4.3) fueron empleados para
realizar ensayos de desorcion en base a la metodologia propuesta por Palomo et al. (2002)

para la remocion de lipasas de Mucor miehei adsorbidas sobre Octadecyl-Sepabeads.

Desorcion: 200 mg de biocatalizador fueron introducidos en un tubo de ensayo al

cual se afadid 5 ml de solucién de concentracion 0.2% (v/v) de Triton X-100 (surfactante
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no iénico) en buffer fosfato de sodio 5 mM (pH 7 a 4 °C). Luego, el tubo cerrado fue
colocado en un bafio de agua a 100 °C aproximadamente durante 5 min. Posteriormente,
la solucién fue retirada y el proceso de lavado se repitio 4 veces mas. Tras los lavados con
la solucion, los sélidos fueron enjuagados 10 veces con agua destilada caliente para
remover el detergente remanente. Al finalizar, los soportes fueron llevados a estufa de

vacio a 40 °C hasta peso constante.

La determinacién del numero necesario de lavados con detergente, para garantizar
la desorcidn, se realizé comparando el espectro de absorbancia de la solucion de Tritdn

tras ser usada en el lavado con el de la solucién fresca (inicial).

Para corroborar la completa desorcién de las lipasas, los soportes tratados fueron
analizados por *C-NMR de sélidos en el Laboratorio Nacional de Investigacién y Servicios
de Resonancia Magnética en Sdélidos (Cordoba, Argentina) con el objetivo de analizar si los
picos obtenidos en los espectros correspondian Unicamente al material original del

soporte o quedaba enzima inactivada adsorbida sobre los soportes.

4.4. Resultados y discusiones

4.4.1. Primer protocolo de inmovilizaciéon ensayado

4.4.1.1. Contenido de proteina en los biocatalizadores preparados

Los resultados de la inmovilizacion de las lipasas de Rhizomucor miehei sobre los
soportes seleccionados, microesferas de quitosano (Q), microesferas de quitosano
modificadas (QM) y Octadecyl- Sepabeads® (ODSB), se muestran en la Tabla 4.4. Como
puede apreciarse, se registraron las absorbancias de la solucion de inmovilizacion,
también denominada sobrenadante, en el espectrofotometro UV/Vis a una longitud de
onda de 280 nm tanto al inicio como al final del proceso de adsorcidon. Conociendo la
concentracion inicial del preparado comercial de lipasa (CLP) en el medio de

inmovilizacion y su absorbancia asociada, la absorbancia final del sobrenadante y la

86



Capitulo 4 - Preparacion de biocatalizadores: Inmovilizacion

cantidad masica de soporte utilizado, es posible estimar mediante diferentes métodos la

fraccion de lipasa que quedo adsorbida sobre los soportes.

La absorbancia inicial se midié en el blanco de inmovilizacién y ese valor se tomd
como el inicial para todos los sobrenadantes. Mediciones de absorbancia a tiempos
intermedios permitieron distinguir como se iba dando el proceso de adsorcién; los valores
registrados se muestran en la Tabla 4.5. Como puede observarse, todos los sobrenadantes
exhibieron el menor valor de absorbancia a tiempos cortos, entre 2 y 4 h de
inmovilizacion, y paulatinamente estos valores se fueron incrementando con el transcurso
del tiempo; excepto para ODSB que aumentd y luego permanecié siempre en el mismo
valor. Este comportamiento revela que inicialmente hubo mas componentes del sistema
qgue fueron retenidos en el soporte. Como se mencioné en el Capitulo 3, el preparado
comercial de lipasa contiene una proporcidon elevada de carbohidratos y en menor
cantidad lipidos, minerales y sales. Para evitar la influencia de algunos de estos
componentes en las mediciones de absorbancia, las muestras de sobrenadante fueron
filtradas, centrifugadas y diluidas antes de la lectura; con lo cual se esperaria que el efecto
de los mismos haya sido minimo. No obstante, es posible que inicialmente hayan quedado
adsorbidas proteinas tanto de Rhizomucor miehei como otras presentes en el sistema, y
gque posteriormente debido a la continua agitacion, algunas de ellas que no se
encontraban tan fuertemente unidas hayan sido removidas de los soportes. También es
posible que los iones de las sales del buffer y del CLP hayan sido adsorbidos por los
numerosos grupos laterales de las lipasas adsorbidas sobre los soportes, dando lugar a

una modificacion en la composicion del sobrenadante.

Respecto a ODSB, puede verse que después de la cuarta hora se alcanzé una
concentracion de equilibrio entre la cantidad de proteina adsorbida sobre el soporte y la
gue permanecid en el medio liquido. Estos tiempos cortos de adsorcidon son consistentes
con los periodos de inmovilizacién reportados en otros trabajos de investigacion. Nieto et
al. (2005) realizé la adsorcion de lipasas de Rhizomucor miehei sobre ODSB durante 1.5 h;
Palomo et al. (2006) llevd a cabo la misma inmovilizacién y el tiempo de la misma fue de 3

h. Cabe mencionar que en ninguno de los dos antecedentes se realiza un seguimiento de

87



Capitulo 4 - Preparacion de biocatalizadores: Inmovilizacion

la adsorcidn en el tiempo, ni una cuantificacidon del contenido de proteina en los soportes
tras la adsorcion; mas bien los derivados enzimaticos son directamente probados en la
reaccion de interés. En un estudio similar, Palomo et al. (2002) realizé la inmovilizacién
antes mencionada vy siguio el proceso tomando muestras del sobrenadante y del sélido en
forma periddica, las cuales empled posteriormente como catalizador en la hidrdlisis de p-
nitrofenil propianato, hallando que para tiempos de inmovilizacién entre 0.5 hy 5 h Ila
actividad residual de los biocatalizadores obtenidos era practicamente la misma, lo que
indicaria que la carga de proteina activa en ODSB, en dicho caso también habria alcanzado

el equilibrio de adsorcion.

En lo que al blanco se refiere, también se observé una pequefia disminucién neta
en la absorbancia y un comportamiento oscilatorio con el transcurso del tiempo. La
variacién entre las mediciones fue mayor a la variabilidad inherente al método; por ende
esto manifestaria la existencia de algun tipo de fendmeno que esté ocurriendo en el
medio enzimatico. Es un hecho conocido que las lipasas de Rhizomucor miehei en solucién
tienden a formar agregados bimoleculares inclusive a bajas concentraciones o a
adsorberse sobre compuestos hidrofébicos presentes en el preparado comercial de lipasa.
Los agregados bimoleculares poseen propiedades muy diferentes respecto a la forma
monomeérica de la lipasa (Rodrigues y Ferndndez-Lafuente, 2010%). Teniendo en cuenta
este comportamiento de las lipasas, es posible que haya tenido lugar la formacién de
agregados moleculares, ocasionando asi un sistema heterogéneo a nivel microscépico que
podria ser el causante de las diferencias registradas en la absorbancia de la luz. También,
estas fluctuaciones podrian ser generadas por factores externos ambientales, no
totalmente controlados durante el periodo experimental. Dado que estos cambios
también podrian haber ocurrido en los medios en contacto con los soportes, pero quedar
enmascarados por la adsorcién, para el cdlculo del contenido de proteina se resté al valor
final de absorbancia, obtenido para cada sobrenadante de inmovilizacién, la diferencia

hallada para el blanco entre el tiempo inicial y final (0.003).

En cuanto a la concentracion de proteina en los soportes luego del proceso de

adsorcion, en la Tabla 4.4 puede notarse el empleo de 3 métodos de estimacion distintos

88



Capitulo 4 - Preparacion de biocatalizadores: Inmovilizacion

qgue dan lugar a muy variados resultados. El método UV/Vis 280 () fue el empleado
inicialmente. Mediante este se puede saber cuanto del material presente en el CLP queda
retenido sobre el soporte. El mismo requiere que se asuma que todo lo que se adsorbe es
proteina, lo cual puede no ser necesariamente cierto. Por ende, es conveniente expresar
la estimacion de la cantidad adsorbida en mg de CLP por g de soporte, en vez de mg de
proteina por g de soporte. A efectos comparativos este método puede ser usado, lo que
permite distinguir que el soporte que mas material adsorbié del medio fue ODSB, seguido

por Q; y que la menor cantidad fue retenida por QM.

Dado que en la informacion suministrada por el proveedor del CLP de Rhizomucor
miehei no se hacia referencia al contenido de proteina en el mismo, como se analizé en el
Capitulo 3, diferentes métodos fueron analizados y ensayados para poder determinar esta
cantidad. De este modo, el método UV/Vis 280 (Il) toma en cuenta el valor obtenido
mediante el método gravimétrico (detallado en la Seccion 3.2.2.1.), 0.44 g proteina/g de
CLP para la concentracién inicial en el medio de inmovilizacién y para la consecuente
concentracion de la dilucion formada para la medicién en el espectrofotémetro. Por otra
parte, el método UV/Vis 280 (lIl) se basa en un contenido de proteina mucho menor en el
CPL, 55.28 mg proteina/ml CLP, hallado tiempo después con la implementacion del
método de Proti 2 (Wiener lab., Argentina). Como puede apreciarse en la Tabla 4.4, los
contenidos cuantificados a través de estos 3 métodos resultaron muy diferentes, siendo el
valor mas fiable el obtenido a través del método UV/Vis 280 (lll). Esto permite demostrar
la importancia de tener un procedimiento adecuado para la determinacion de proteinas ya
gue errores de gran magnitud pueden ser introducidos por este medio. Adicionalmente,
no seria lo mismo considerar para un sistema de reaccién que la cantidad de catalizador

incorporada al medio es de 31 mg o de 670 mg/ g soporte, por solo citar un ejemplo.

En lo que se refiere a la eficiencia de inmovilizacién (E %) para los soportes
ensayados, entre un 9.8 y un 25.9 % de la proteina inicial presente en el medio de reaccion

fue retenida por los sélidos.
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4.4.1.2. Actividad de los biocatalizadores preparados

La actividad catalitica de los derivados enzimaticos obtenidos del primer protocolo
de inmovilizacidn se evalud a través de la reaccidn de interés de esta tesis (aciddlisis) y se
cuantificd6 mediante la composicién de acidos grasos saturados, palmitico y estedrico (%
P+St), en el producto final (ver Seccién 2.3.5 para mas detalles). Los resultados logrados
con los biocatalizadores preparados con cada uno de los soportes se muestran en la Fig.
4.3. Como puede notarse, el cambio en la composicion realizado por las lipasas
inmovilizadas fue muy pequefio. Tal es asi, que los valores de % P+St para las réplicas de
reaccion analizados mediante el test de comparaciéon de medias de Bonferroni, mostrd
gque solo el producto de reaccion obtenido en presencia de QM tuvo diferencias
significativas respecto a la composicion del aceite (SO) (P<0.05). Empleando un test menos
conservador como el de Tukey, los productos de reaccién obtenidos en presencia de QM vy
de ODSB mostraron diferencias significativas respecto a SO (P<0.05). Aun asi, los niveles
de acidos grasos saturados resultaron mucho menores a los deseados como para dar
origen a un producto con propiedades diferentes al original. Probablemente, la cantidad
de lipasa incorporada al medio de reaccion fue muy baja. Cabe mencionar que, como la
informacidén obtenida a través del método UV/Vis 280 (l) respecto a la cantidad de
proteina no era de suma confianza, a efectos de realizar la comparacién de actividad de
los derivados obtenidos, se introdujeron mismas cantidades mdsicas de biocatalizador en
los medios de reaccion (0.093 g). Ahora bien, siendo valido el valor de contenido de
proteina en los biocatalizadores hallado a través de UV/Vis 280 (lll), se tendrian 2.89, 1.54
y 3.97 mg de proteina presente en los medios de reacciéon para QL QM y ODSB,
respetivamente. Sin lugar a dudas, estos representan contenidos muy bajos como para
lograr modificaciones considerables sobre los 400 mg de aceite empleados en cada
reaccion. Cabe aqui hacer la comparacion con los resultados logrados con lipasa en
solucién (Capitulo 3), donde la acidodlisis se ensayd con una relacion proteina/aceite de
4.42 mg proteina/400 mg aceite. En dichas experiencias, la incorporacion lograda tras 4 h

de reaccion a 40°C fue alrededor 18% de P+St.
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Figura 4.3. Actividad de los preparados enzimdticos obtenidos con el primer protocolo de
inmovilizacién (microesferas de quitosano (Q), microesferas de quitosano modificadas (QM) vy
Octadecyl- Sepabeads® (ODSB)): Composicion de acidos palmitico y estedrico respecto al total de
acidos grasos en glicéridos (% P+St) de los productos de aciddlisis a 60 °C, 8 h de reaccion, 0.093 g de
biocatalizador y demas condiciones acorde a Seccion 2.3.5. Para comparacién se incluye, en linea
punteada, la composicion original del aceite de girasol (SO).

4.4.1.3. Primer protocolo de inmovilizacion ensayado: andlisis de la concentracion
de lipasa y de la temperatura de inmovilizacién

La disconformidad con los resultados obtenidos con el primer protocolo de
inmovilizacion, motivo a la realizacion de un estudio donde se analizé el efecto de la
concentracion de preparado comercial de lipasa en el medio de inmovilizacién y la
temperatura del proceso. Ademas de la temperatura ya ensayada se eligié la ambiente,
debido a que era el otro valor mds empleado en los protocolos de inmovilizacidon
reportados en la literatura cientifica. Respecto a la concentracién de CLP en el medio,
erroneamente se selecciond un valor menor de 1 ml/ g de soporte. Esta decision se tomo
sobre la base que al momento se creia que era mucha la proteina contenida en los
biocatalizadores preparados con el primer protocolo de inmovilizacién, debido al empleo
del método UV/Vis 280 () para la cuantificacion, sumado al hecho que el biocatalizador

con menor cantidad de material adsorbido, QM, resultd ser el de mayor actividad entre los
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ensayados. Esto llevd a pensar, equivocamente, que una cantidad excesiva de lipasa habia
sido inmovilizada en los soportes dando lugar a derivados de muy baja actividad (por

cuestiones difusionales).

4.4.1.3.1. Contenido de proteina en los biocatalizadores preparados

Los resultados obtenidos para las 4 variantes del protocolo inicial se muestran en la
Tabla 4.6. Como puede apreciarse, solo se puedo estimar el contenido de proteina en los
biocatalizadores obtenidos mediante la inmovilizacidon llevada a cabo a temperatura
ambiente, ya que los correspondientes a la inmovilizacion en frio exhibieron absorbancias
mayores a la inicial, para todos los tiempos muestreados (en la Tabla 4.6. solo se
presentan los valores a tiempo inicial y final). Dado que este inconveniente no se presento
durante el primer ensayo realizado, resulta dificil atribuir lo sucedido a una posible causa
(la inspeccion visual de los mismos indicaba mayor turbidez que la inicial); sin embargo fue
consistente con lo manifestado en otros trabajos, donde se expresa la baja
reproducibilidad del método espectrofotométrico a 280 nm (Foresti, 2005). En lo que
respecta al contenido de proteina de los derivados enzimaticos obtenidos a temperatura
ambiente, cuantificado a través del método UV/Vis 280 (lll) desarrollado posteriormente,
puede notarse que al partir de una menor concentracion inicial de CLP se obtuvieron
catalizadores con menor cantidad de proteina adsorbida. Por otro lado, el efecto de la

temperatura sobre la adsorcion de proteinas no pudo determinarse.

Con respecto a la eficiencia de la inmovilizacion, los valores obtenidos para QMA1l y
QMAS3 fueron 0.18 y 2.65 % respectivamente, bastante menores a los correspondientes al

primer ensayo de inmovilizacién.

4.4.1.3.2. Actividad de los biocatalizadores preparados

La actividad de los biocatalizadores obtenidos con las variantes introducidas en el
primer protocolo de inmovilizacidon se muestra en la Fig.4.4. Nuevamente, el cambio en la
composicion de los glicéridos originales realizado por las lipasas inmovilizadas fue muy
pequefio. Para las condiciones de aciddlisis especificadas, usando un método estadistico

de ANOVA doble para analizar los 4 tratamientos efectuados con un error menor al 5%, se
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hallé que el % P+St no difirid con las variaciones impuestas en la temperatura de
inmovilizacion y en la concentracién de CLP en el sobrenadante. Tampoco se detectaron
efectos de interaccion entre estos dos parametros. Respecto al efecto de la temperatura
de inmovilizacion, se infiere que la misma no altera la conformacién espacial de la enzima
ni su adsorcién sobre el soporte. Por otro lado, la insignificancia lograda con la variaciéon
de la concentraciéon de enzima estuvo relacionada con que las cantidades empleadas
resultaron ser mucho menores que las convenientes, un aspecto que se dedujo con el

progreso de esta tesis.

El andlisis de comparacién por pares de medias realizado con el test de Bonferroni
mostré que los productos de reaccion de QMA3 y QMF3 tuvieron diferencias significativas
respecto a la composicion del aceite (P<0.05). Aun asi las conversiones logradas no

resultaron satisfactorias.

12

% P+St

QMA1 QMA3 QMF1 QMF3

Fig. 4.4. Actividad de los preparados enzimaticos obtenidos mediante variaciones en el
primer protocolo de inmovilizacién, medida a través de la Composicion de acidos
palmitico y estedrico respecto al total de acidos grasos en glicéridos (% P+St) de los
productos de acidélisis a 60 °C, 8 h de reaccion, 0.093 g de biocatalizador y demds
condiciones acorde a Seccién 2.3.5. Soporte empleado: microesferas de quitosano
modificadas (QM). Para relacionar tratamiento con biocatalizador ver tabla 4.2. Para
comparacion se incluye la composicion original del aceite de girasol (SO). Para
comparacion se incluye, en linea punteada, la composicidn original del aceite de girasol
(SO).
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4.4.2. Segundo protocolo de inmovilizacién ensayado: andlisis de la adicion inicial
de etanol/ final de acetona

Los resultados obtenidos con el primer protocolo de inmovilizacién y sus variantes
no fueron los pretendidos, con lo cual tuvo lugar una nueva blsqueda de antecedentes de
técnicas de inmovilizacién de Rhizomucor miehei, para obtencion de biocatalizadores que
debian ser empleados en reacciones mas complejas que la hidrélisis, como la aciddlisis. El
procedimiento mds acorde al sistema en estudio en esta tesis resulté ser el descripto por
Esteban et al. (2009), quienes inmovilizaron lipasas del mismo CLP sobre un soporte
hidrofébico comercial (Accurel MP-1000) y las emplearon en la alcohdlisis de aceite de
higado de bacalao y aceite de atun. Adicionalmente, este protocolo involucraba el empleo
de una cantidad mayor de CLP en el medio de inmovilizacidn, lo cual se correspondia con
lo deducido a partir de los resultados de los ensayos de adsorcidén anteriores (Seccion

4.4.1.).

En este protocolo el contacto inicial de los soportes con etanol estd asociado al
empleo de soportes de polipropileno, y el agregado final de acetona se realiza para
promover la precipitacion de las proteinas de la solucién de inmovilizacion sobre los

solidos.

4.4.2.1. Contenido de proteina en los biocatalizadores preparados

La Tabla 4.7 muestra los 4 tipos de biocatalizadores obtenidos debido a las
diferencias introducidas en el segundo protocolo de inmovilizacién, junto a las
absorbancias iniciales y finales de los sobrenadantes y el contenido de proteina asociado,
cuantificado a través de los métodos UV/Vis a 280 nm (Il) y UV/Vis a 280 nm (lll) . En
forma complementaria, se empled el metddo de diferencia de peso (A Peso) para

cuantificar el contenido de proteina sobre los soportes.

La adicion final de acetona al medio de inmovilizacidn dio lugar a biocatalizadores
con mayor contenido de proteina, cumpliendo el objetivo en primera instancia. Si bien la
absorbancia final de los medios a los que se agregd acetona fue mayor que la inicial, esto

se debid a la presencia de este nuevo componente. Para poder suprimir su efecto, se
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Tabla 4.4.

Inmovilizacién de lipasas de Rhizomucor miehei en diferentes soportes: métodos para la cuantificacién de la lipasa adsorbida mediante la medicion
de absorbancia en UV/ Vis a 280 nm.

Mediciones Proteina/Soporte (mg/g)
Biocatalizador AB(i_zﬁoh;‘m AB(i_zgoh;‘m UV/Vis 280 (I) UV/Vis 280 (Il) UV/Vis 280 (Ill)  Eficiencia de Inmovilizacion (%)
Q 0.491 0.396 669.589 208.059 31.107 18.73
QM 0.491 0.448 356.087 110.651 16.544 9.79
ODSB 0.491 0.361 918.972 285.544 42.692 25.85
Blanco 0.491 0.488 - - - -
Tabla 4.5.

Seguimiento de la inmovilizacion. Valores de absorbancia en UV/ Vis a 280 nm.

Tiempo (h) Q QM ODSB Blanco
0 0.491 0.491 0.491 0.491
2 0.385 0.427 0.242 0.474
4 0.371 0.426 0.361 0.481
6 0.393 0.447 0.361 0.473
7 0.396 0.448 0.361 0.488
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Tabla 4.6.

Inmovilizacién de lipasas de Rhizomucor miehei introduciendo variaciones sobre el primer protocolo ensayado: métodos para la cuantificacion de la
lipasa adsorbida mediante la medicién de absorbancia en UV/ Vis a 280 nm.

Protocolo Mediciones Proteina/Soporte (mg/g)
Biocatalizador Temzecr?tura EnZirsn;pianr]tleC)LP/g AB:ff\SO AB:n?\SO UV/Vis 280 (1) UV/Vis 280 (lll) |nr§§€:ﬁ:acci?é:e(%)
(t=0h) (t=5h)
QMA1 25 1 0.223°  0.199 0.683 0.101 0.18
QMA3 25 3 0.458°  0.451 29.436 4.397 2.65
QMF1 3 1 0.199°  0.230 - - -
QMF3 3 3 0.219° 0.284 - - -

®Valor de absorbancia correspondiente a la disolucién: 0.5 ml de sobrenadante + 2.5 ml de buffer fosfato.
®Valor de absorbancia correspondiente a la disolucidn: 0.4 ml de sobrenadante + 2.6 ml de buffer fosfato.
“Valor de absorbancia correspondiente a la disolucién: 0.2 ml de sobrenadante + 2.8 ml de buffer fosfato.
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Inmovilizacién de lipasas de Rhizomucor miehei con el segundo protocolo:
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métodos empleados para la cuantificacion de la lipasa adsorbida.

Protocolo Mediciones Proteina/Soporte (mg/g)
Eficiencia
. . Etanol Acetona ABS 280 ABS 280 UV/Vis 280 UV/Vis 280 . de
Biocatalizador nm nm A Peso Proti I .
(ml) (ml) (t=0h) (t=24h) (1) (1) Inmovili-
- - zacion (%)
QMmB 0 0 0.217° 0.197 285.841 42.762 150.418 - 9.22
QMBA 0 5 0.217° 0.347 861.408 128.808 133.316 - 27.80
QME 5 0 0.206° 0.200 89.334 13.369 127.268 - 2.92
QMEA 5 5 0.206 b 0.349 711.014 106.312 126.582 - 22.79
Blanco 0.19
acetona
QM1-1 0 0 57.96 11.78

®Valor de absorbancia correspondiente a la disolucién: 0.02 ml de sobrenadante + 3 ml de buffer fosfato.

®Valor de absorbancia correspondiente a la disolucion: 0.02 ml de sobrenadante conteniendo etanol + 3 ml de buffer fosfato.
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prepard una solucidn de acetona en buffer de igual concentracién a la alcanzada en los
sobrenadantes, y tras realizar la dilucidén correspondiente se midié la absorbancia de la
misma (Abs = 0.19). Descontando este valor, se realizaron los calculos pertinentes a la

cuantificacién de proteina, lo que permitio llegar a la conclusidon antes mencionada.

Respecto al efecto del etanol, contrarrestando QMB con QME y QMBA con QMEA,
puede notarse que su agregado condujo a derivados enzimaticos con menor cantidad de
proteina que sus pares correspondientes. Ambas conclusiones se alcanzaron analizando
los resultados de los métodos UV/Vis 280 (Il) y UV/Vis 280 (lIl), siendo este ultimo el mas
confiable. Estas mismas deducciones no pudieron lograrse empleando el método de A
Peso, ya que para éste el biocatalizador con mayor carga de proteina fue QMB, teniendo
los restantes derivados cantidades similares. Cabe recordar que este método cuantifica
todo material adicional al soporte tras la inmovilizacidon, que podrian ser componentes
adicionales del CLP como asi también agua retenida que no haya sido posible eliminar
durante el secado. Dadas las disparidades encontradas, resulta mas factible extraer
conclusiones de la actividad manifestada por los mismos en la reaccion de interés. No
obstante, en un ensayo de inmovilizacién independiente al analizado, microesferas de
guitosano modificadas (QM1-1 en la Tabla 4.7) fueron usadas para adsorcién de las lipasas
de Rhizomucor miehei siguiendo el mismo protocolo empleado con QMB. En esta
oportunidad, dado que ya se disponia del kit Proti Il (Wiener lab., Argentina), la
cuantificaciéon de proteinas adsorbidas sobre este soporte resulté ser de 57.96 mg de
proteina/ g de soporte, un valor muy similar al obtenido para QMB usando el método de
UV/Vis 280 (lIl), 42.76 mg de proteina/ g de soporte. Este hecho permitiria concluir que el
método de UV/Vis 280 (lll) es el mas confiable de los 3 empleados y que por ende, las

conclusiones extraidas tras su aplicacidon serian las mas adecuadas.

Por otra parte la eficiencia de inmovilizacién para los biocatalizadores preparados
con esta técnica varidé entre 2.92 y 27.80 %. Si bien estos valores fueron similares a los
obtenidos con el primer protocolo, teniendo en consideracidn que las concentraciones

iniciales de proteina no fueron las mismas, los resultados no son comparables.
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4.4.2.2. Actividad de los biocatalizadores preparados

La composicion en acidos grasos saturados palmitico y estedrico (% P+St) de los
productos de aciddlisis, logrados con cada uno de los biocatalizadores tras 24 h de reaccidn,
se muestran en la Fig. 4.5. Todos los lipidos estructurados obtenidos mostraron diferencias
altamente significativas respecto al aceite de girasol (P<0.0001). En lo que a los tratamientos
se refiere, mediante un ANOVA doble se evidencié que el contacto del soporte con etanol
produjo diferencias significativas en la actividad de los biocatalizadores (P=0.0012)
presentando un efecto negativo sobre la misma; sin embargo, el efecto de afiadir acetona al
final del protocolo y la interaccién entre ambas variables, no resultaron significativos
(P=0.1481 y P= 0.661, respectivamente). Para la aciddlisis en las condiciones ensayadas, los
biocatalizadores mas activos resultaron ser QMB y QMBA, quienes lograron una
composicion promedio de 23.5y 22.4 % de acidos palmitico y estedrico, respectivamente,
en los glicéridos del producto de reaccion, lo que se corresponde a una incorporacion de

146.4 y 134.2 % en relacién al aceite, respectivamente.

La adicién de acetona no influencié en la actividad de los biocatalizadores pero,
como pudo observarse en la seccion 4.4.2.1, condujo a derivados con mayor contenido de
proteina. Este resultado se podria interpretar teniendo presente que el CLP posee en su
composicidon otras proteinas ademas de las de Rhizomucor miehei. De este modo, el
agregado de acetona podria haber causado que se adhieran sobre la superficie del soporte
otras proteinas que no poseen actividad catalitica en la reaccién de interés. Este hecho
implicaria que el proceso de adsorcidn que involucrd a las proteinas activas se dio durante
el tiempo que durd el protocolo, mientras que las inactivas fueron retenidas por un
mecanismo diferente, debido al agregado final de acetona. Asi también, puede inferirse
gue la existencia de estas proteinas adicionales no impidié el acceso de los sustratos al
sitio activo de las lipasas. No obstante, esta posibilidad podria llegar a darse en el caso que
se emplearan contenidos mayores de CLP en el medio de inmovilizacion. Otro aspecto
relacionado que se podria derivar de estos resultados es que las microesferas de
guitosano modificadas empleadas como soporte en la adsorcidn tradicional (sin agregar

acetona) fueron capaces de retener en su superficie solo las proteinas de Rhizomucor
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miehei, lo cual indicaria que dichas microesferas podrian ser empleadas en procesos de
purificacion de extractos crudos de lipasas. Aplicaciones de este tipo han sido dadas a

soportes hidrofébicos, tales como Octyl-agarose (Palomo et al., 2002; Nieto et al., 2005).

El contacto previo de los soportes con etanol y la permanencia de esta sustancia en
el medio de inmovilizacidn no condujeron en este caso a la obtencidn de biocatalizadores
mas activos. Esto remarca la particularidad de los sistemas “enzima - soporte -proceso de
inmovilizacion”. Dado que el desempeifio de un derivado enzimatico es altamente
dependiente del medio de inmovilizacidn, no sorprende que la actividad catalitica también
dependa de la existencia de una sustancia aditiva, la cual puede afectar la interaccion de la

enzima con el soporte y generar cambios en la conformacién de la misma (Cao, 2006).

Por otra parte, si bien es cierto que se incorpord 1.5 veces mas cantidad de
biocatalizador al medio de reaccién que en el primer ensayo y que el tiempo de reaccién se
prolongd hasta las 24 h, seguramente las condiciones asociadas al segundo protocolo de
inmovilizacion (mayor concentracién de CLP, menor pH y fuerza idnica), condujeron a que la

lipasa tomara una conformacion mas activa.
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Figura 4.5. Actividad de los preparados enzimaticos obtenidos mediante el segundo
protocolo de inmovilizacion, medida a través de la Composicién de acidos palmitico y
estedrico respecto al total de acidos grasos en glicéridos (% P+St) de los productos de
aciddlisis a 60 °C, 24 h de reaccidén, 0.250 g de biocatalizador y demas condiciones acorde a
Seccién 2.3.5.. Soporte empleado: microesferas de quitosano modificadas (QM). Para
relacionar tratamiento con biocatalizador ver tabla 4.3. Para comparacién se incluye, en
linea punteada, la composicion original del aceite de girasol (SO).

Finalmente, en base a los resultados de las variantes impuestas sobre el segundo
protocolo de inmovilizacion ensayado y de la actividad de los biocatalizadores obtenidos
con ellas, se selecciond como protocolo a seguir para las siguientes inmovilizaciones a
efectuar aquel que dio lugar al derivado QMB, es decir, sin el agregado de etanol ni de

acetona.

Resulta necesario mencionar que para medir cuan efectivo ha sido el proceso de
inmovilizacion, es necesario comparar la actividad del biocatalizador obtenido con la de la
lipasa en su estado libre, incorporando misma cantidad de proteina en uno u otro estado,
al medio de reaccién. Esta labor se desarroll6 posteriormente tras la preparacién del

soporte 0ptimo, la cual se detalla en el Capitulo 5.
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4.4.3. Importancia de la adecuada determinacién del contenido de proteina en los
medios de inmovilizacién/soportes

Habrd notado el lector, seglin lo manifestado en las secciones anteriores, lo
primordial de disponer de una técnica precisa y reproducible para la cuantificaciéon de
proteinas en los medios de inmovilizacién y, en consecuencia en los soportes para
adsorcién. No solo esto resulta imperioso porque puede llevar a deducciones incorrectas
de los resultados, sino porque también se podrian estar realizando comparaciones no
validas, por ejemplo si se decidiera incorporar en los medios de reaccién mismas
cantidades de proteina, en vez de biocatalizador (soporte+proteinas), para evaluar el

desempeno de los mismos.

Como ya se menciond, no se dispone de un método para cuantificacién de
proteinas que permita obtener resultados absolutamente precisos y que sea sencillo y
rapido de realizar; cada uno tiene ventajas y limitaciones. Dado que el empleo del método
espectrofotométrico UV/Vis a 280 nm mostré problemas de reproducibilidad, el kit
comercial Proti 2 fue el empleado durante las inmovilizaciones realizadas a partir de aqui
en el transcurso de esta tesis, ya que dio lugar a soluciones mas estables que permitieron

una cuantificacion adecuada y resultados repetitivos.

El procedimiento mas ampliamente reportado en los trabajos de inmovilizacidn,
gue consiste en medir la actividad del sobrenadante en la reaccidén de interés en diversas
instancias del protocolo, no fue compatible con la reaccidon de aciddlisis ni con el modo de
cuantificar la actividad a través de la composicion en acidos grasos palmitico y estearico
(% P+St) de los productos de reaccidon. Cuando se introdujo al sistema de reaccién un
volumen dado de soluciéon de inmovilizacidon inicial, donde la cantidad de CLP era
conocida, el % P+St resultd6 mucho menor al obtenido cuando la reaccidon se realizd
empleando esa misma cantidad pero directamente de CLP como catalizador. Esto se debid
a que al incorporar la solucién de inmovilizacion al medio de reaccién se introduce una
cantidad importante de agua que hace que el paso preponderante de reaccidn sea el de

hidrolisis.
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Algo que también demuestra lo complejo que resulta la determinacion de la
proteina contenida en los biocatalizadores preparados es el hecho de que en trabajos
donde se inmovilizan lipasas para ser usadas en reacciones complejas como la aciddlisis,
los mismos son directamente empleados en la reaccidn de interés sin realizar ningun tipo
de analisis para cuantificacion de proteinas adsorbidas; aun cuando llevan a cabo estudios
en los que se emplean distintas relaciones de CLP/ soporte durante la inmovilizacidn para

lograr biocatalizadores con diferentes caracteristicas (Hita et al., 2009) .

4.4.4. Desorcion de las lipasas

Los espectros de absorbancia correspondientes a las soluciones de lavado del
biocatalizador se muestran en la Fig. 4.6. Como puede apreciarse, las soluciones de los
primeros lavados muestran una zona de amplia absorcién para las longitudes de onda
comprendidas entre 235 y 265 nm, lo que corresponderia a la lipasa y a algun otro
componente antes presente en el biocatalizador. A partir del quinto lavado (se realizaron
9 lavados en total) todos los espectros obtenidos resultaron practicamente iguales. Esto
indicaria que 5 lavados con la solucion de Tritdn X-100 en buffer fosfato alcanzarian para
desorber la lipasa del soporte, o al menos para llegar a la condicién de maxima desorcion
ya que la evidencia de soluciones de lavado inalterables no significa directamente que
toda la lipasa se haya desorbido. Cabe mencionar que si bien se esperaria que la mayor
absorcion de la lipasa en UV/Vis se diera para la longitud de onda de 280 nm, en
consistencia con lo expuesto anteriormente para el seguimiento de la inmovilizacion, la
existencia de un compuesto surfactante como el Tritén y la turbidez generada en el medio
debido a la desnaturalizacion de las proteinas probablemente hayan ocasionado un

corrimiento en este valor.
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Abs
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Fig. 4.6. Espectros de absorbancia de UV/Vis de las soluciones de Tritdn X-100 luego de
haber sido empleadas en el lavado del biocatalizador (Li= lavado nimero i).
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Fig. 4.7. Desorcion de las lipasas: curva de disminucion del valor maximo de absorbancia
(250 nm aproximadamente) en funcién del nimero de lavado.

Adicionalmente, es posible construir la curva de desorcién de las lipasas (Fig. 4.7),

graficando la maxima absorbancia obtenida en cada lavado, a fin de obtener una idea mas
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clara de como se fue dando el proceso. Como se observa en dicha figura, el maximo

desprendimiento del material adsorbido ocurre entre hasta el cuarto lavado.

En lo que se refiere a los espectros obtenidos por 3¢ NMR, como lo indica la Fig.
4.8, las microesferas lavadas mostraron los mismos picos caracteristicos de aquellas sobre
las que no se habian inmovilizado lipasas. Asi también, no se registré ningun pico adicional
gue correspondiera a la estructura quimica de la lipasa, lo que corroboré la completa
desorcion de las mismas. Vale mencionar que en el Capitulo 5 se realiza un analisis

detallado de la informacién brindada por esta técnica.

De este modo queda demostrado que el segundo protocolo de inmovilizacién da
origen a un biocatalizador en el cual el soporte puede ser regenerado para ser usado
posiblemente en la adsorcién de lipasas nuevas. Quedaria como un trabajo a futuro
corroborar si se mantiene la capacidad de carga de los mismos, lo cual se esperaria
teniendo en cuenta que la estructura quimica del material no pareciera haberse alterada

por el proceso empleado para la desorcién de las proteinas.
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Figura 4.8. Espectros de *C NMR correspondientes al soporte
original (QMB, en linea negra) y al soporte recuperado tras el
tratamiento de desorcidn de la lipasa (QMB desorcién, en linea
roja).
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4.5. Conclusiones

El desarrollo de un nuevo biocatalizador no es tarea facil, pues conlleva lidiar con la
complejidad propia de los sistemas bioldgicos. Un aspecto fundamental es la eleccion de la
técnica a emplear para la unidon de la enzima al soporte sdlido. En este capitulo se
expusieron las labores experimentales mas relevantes que llevaron a la obtencién de una
técnica adecuada para la retencion de las lipasas de Rhizomucor miehei empleando como
soporte microesferas de quitosano modificadas. Esto se hizo mediante el ensayo de dos
protocolos de inmovilizacidn distintos y el analisis conjunto del efecto de algunas variables
propias de la técnica: temperatura, concentracion de preparado enzimatico, y efecto de
afadir etanol o acetona, segun fuese el caso. En virtud de todos los resultados
presentados en este capitulo, se selecciond como método de inmovilizacion al segundo
protocolo, sin enjuague previo del soporte con etanol ni finalizacion de la inmovilizacién
con adicién de acetona. También, se estimaron los contenidos de proteina presentes en

los biocatalizadores obtenidos principalmente mediante técnicas colorimétricas.

Por ultimo, se demostrd que es factible recuperar los soportes realizando lavados

de los biocatalizadores con Tritdn X-100.

Sin embargo, para dar por concluida las tareas abocadas a la realizacion del
biocatalizador, resulta necesario analizar en detalle otro aspecto igual de fundamental: el
soporte. El capitulo siguiente se centrard en esta cuestidn, mas especificamente en qué
grado de hidrofobicidad debe tener el mismo para dar lugar a una conformaciéon de la
lipasa que permita la hiperactividad. Es por esta razén, que la comparacidon de la actividad
del derivado enzimatico con respecto a la de la lipasa libre y el estudio de la estabilidad
operacional, no se realizaron en conjunto con la eleccidn del protocolo de inmovilizacidn,
sino que se llevaron a cabo al momento de disponer del biocatalizador debidamente

preparado (lo cual se presenta en los proximos capitulos).
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Capitulo

PREPARACION DE
BIOCATALIZADORES:
SOPORTE

5.1. Introduccion

Las propiedades de las enzimas inmovilizadas son gobernadas por las caracteristicas
tanto de la enzima como del material de soporte. La interaccion entre los dos da lugar a un
biocatalizador con propiedades fisico-quimicas y cinéticas especificas que pueden ser
decisivas para su aplicacion practica. Por lo tanto, un soporte elegido en forma adecuada
puede mejorar significativamente el rendimiento del derivado enzimatico. Aunque es sabido
gue no hay un soporte universal para todas las enzimas y sus aplicaciones, cualquier
material considerado para tal uso debe cumplir con algunas caracteristicas deseables,
especialmente si piensa emplearse en un lecho empacado. Estas incluyen: alta afinidad por
las proteinas, disponibilidad de grupos funcionales reactivos para reacciones directas con las
enzimas y para modificaciones quimicas, estabilidad mecanica y rigidez, regenerabilidad y
facilidad de preparacién en diferentes configuraciones geométricas, permitiendo lograr la

permeabilidad y superficie adecuadas para la biotransformacién elegida. Adicionalmente,
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para uso con alimentos, aplicaciones farmacéuticas, médicas y agricolas, se requiere no

toxicidad y biocompatibilidad de los materiales. (Krajewska, 2004).

De los materiales disponibles para inmovilizar enzimas, organicos o inorganicos,
naturales o sintéticos, el quitosano resulta sumamente apropiado debido a que ofrece la
mayoria de las caracteristicas anteriores. Mds aun, actualmente este biopolimero junto con
la quitina, tienen un gran numero de aplicaciones reales y potenciales debido a su

versatilidad quimica, abundancia natural y compatibilidad con el medio ambiente.

Sin embargo, para que este material pueda ser empleado como soporte de las
lipasas de Rhizomucor miehei resulta necesario modificar su forma fisica, de polvo o
escamas, a una mas adecuada para ser empleada principalmente en reactores continuos.
Simultaneamente, como se menciond anteriormente (Capitulo 4), estas enzimas poseen la
capacidad de adsorberse en una conformacidn abierta, que promueve la hiperactividad,
sobre soportes hidrofdbicos, con lo que se vuelve imperioso modificar la naturaleza
hidrofilica del quitosano. Una forma de realizarlo es injertando cadenas alquilicas largas
mediante una reaccidon de aminacion reductiva. De este modo, la tarea inicial desarrollada
en este capitulo estuvo dirigida a la preparacidon de microesferas de quitosano modificadas
con la finalidad de conferirles un caracter mas hidrofébico. Simultaneamente, se llevo a
cabo un estudio de la influencia de las condiciones de reaccion en la obtencion de particulas
con diferente grado de modificacion y como esto condiciond la adsorcidn y la actividad de

las lipasas de Rhizomucor miehei inmovilizadas.

Por otra parte, dado que no existen antecedentes de aminacidn reductiva efectuada
sobre microesferas, el desarrollo de estos soportes novedosos necesitd de la corroboracion
de la modificacién impuesta. Para ello, se emplearon diferentes técnicas de caracterizacién

fisica y quimica de materiales.

De este modo, el trabajo experimental que se detalla en este capitulo tuvo como
finalidad la obtencién de un biocatalizador mecanicamente resistente y de alta actividad
catalitica en reacciones de aciddlisis, enfocdndose en la preparacion del soporte. Cabe

mencionar que las reacciones en las que se probaron los derivados enzimaticos fueron
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desarrolladas en modo batch, por ser mas simples de llevar a cabo, pero las caracteristicas
deseadas para el biocatalizador siempre se establecieron teniendo en cuenta su uso a futuro

en sistemas continuos.

5.2. Quitosano

El quitosano en si es un polimero de B-(1-4)-2-desoxi-2-amino-D-glucopiranosa (D-
glucosamina), derivado de la desacetilacion parcial de la quitina. La quitina por su parte, es
un polimero natural de cadena lineal formado por poli B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D
glucopiranosa (N-acetil-D-glucosamina) que representa una de las fuentes renovables
organicas mas abundantes del planeta. Es el principal constituyente de los caparazones de
los crustaceos, los exoesqueletos de los insectos y las paredes celulares de hongos en los

gue proporciona fuerza y estabilidad.

El quitosano se obtiene por N-desacetilacidn, pudiendo variar con el proceso el grado
de modificacién; es por consiguiente un copolimero de N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina (Fig. 5.1), y para caracterizarlo se emplea el grado de desacetilacion (DD). Es un
material insoluble en agua, pero la presencia de grupos amino hacen que sea soluble en
soluciones acidas de pH menor a 6.5 aproximadamente. Comercialmente, ambos polimeros
se obtienen relativamente a bajo costo a partir, principalmente, de los residuos del
procesamiento industrial de los mariscos. Basicamente, la quitina se obtiene por
tratamiento con NaOH y luego con HCI, para remover los demas componentes del
exoesqueleto. Para producir el quitosano, la quitina se somete a N-desacetilacién mediante
un tratamiento a alta temperatura con una solucion de NaOH, seguido por procedimientos
de purificacion (Ramos et al. 2003), lo que permite obtener un material con distintas

propiedades quimicas y bioldgicas.

Por otro lado, es posible obtener compuestos derivados del quitosano, gracias a que
posee en su estructura molecular grupos reactivos amino e hidroxilo susceptibles de
modificaciones quimicas. Varias clases de modificaciones han sido estudiadas con el objetivo
de mejorar sus propiedades: la alquilacion, la acilacion, la carboxialquilacién y la
cuaternizacién entre otras (Krajewska, 2004). Adicionalmente, al disolverse en solucion
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acuosa acidificada los grupos amino adquieren carga positiva, lo que le otorga como

propiedad singular la capacidad de formar geles en presencia de compuestos polianidnicos.

li"fDH ’_F,-OH
I I
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HO 3|—| H H :i : H
H NH., H NH
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Figura 5.1. Estructura Quimica de (A) mondmero del quitosano y (B)
mondémero de la quitina. (C) Estructura del quitosano parcialmente
desacetilado.

El quitosano ha sido empleado para inmovilizacién de enzimas en forma de polvo, de
escamas o en diferentes conformaciones a partir de la preparacion de geles. Estos geles han
dado lugar a films, lechos, membranas, particulas, fibras, y fibras huecas entre otras
(Krajewska, 2004; Tangpasuthadol et al., 2003; Bird et al., 2008, Foresti y Ferreira, 2007,
Pillai et al. 2009). Los métodos empleados para la preparacion de los mismos se pueden
dividir en cuatro grupos: evaporacion del disolvente, neutralizacion, reticulaciéon

y gelificacion de ionotrépicos (Krajewska, 2004).
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De estos métodos, el mds empleado para producir particulas esféricas de diferentes
tamanos es la neutralizacion. En este, un gel obtenido a partir de una solucién acidica de
quitosano es puesto en contacto con una solucidn alcalina y el incremento en el pH conduce
a la precipitacion del material. Las particulas, o lechos de particulas, son obtenidos al anadir
el gel de quitosano gota a gota a una solucién de NaOH frecuentemente preparada con
mezclas de agua - etanol/metanol donde el alcohol, al ser un compuesto no solvente para el

quitosano, facilita la solidificacion de las particulas.

5.3. Caracterizacion del Quitosano

Como ya se menciond, el quitosano es un polimero cuyas caracteristicas dependen
del proceso empleado para obtenerlo; por lo cual su caracterizacién inicial es fundamental
para poder relacionar el desempefio del material utilizado en esta tesis con los resultados

reportados por otros autores.

5.3.1. Peso molecular viscosimétrico medio

Dado que el quitosano es un polimero compuesto por cadenas de distinta longitud,
su caracterizacion incluyod la determinacién del peso molecular viscosimétrico medio (M).
Este se calculé mediante la ecuacién de Mark-Houwink (Ec. 5.1), la cual relaciona la

viscosidad intrinseca (n) con M, a través de dos parametros, Ky a (Ortona et al., 2008).
n=Km® (5.1)

Las mediciones de viscosidad se llevaron a cabo empleando un viscosimetro capilar
Ubbelohde K292-1 (Cannon Instrument Co.), el cual se sumergié en un bafio de agua para
mantener la temperatura constante en 25 °C. Las soluciones de quitosano empleadas en la
determinacién se prepararon usando solucién buffer 0.25 M acido acético/0.25 M acetato
de sodio como solvente y las concentraciones de las mismas fueron menores que 1 % (m/v).
Las mediciones consistieron en registrar repetidas veces los tiempos asociados a las
soluciones y al solvente siguiendo las especificaciones fijadas por la norma ASTM D 2857-95
(2001). Los parametros de la ecuacion de Mark-Houwink fueron obtenidos de Kasaai et al.
(2000) para las condiciones empleadas, siendo K = 1.57x10% y a= 0.79 para expresar nen
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cm?/g y M en Da. Estos parametros solo son vélidos para pesos moleculares promedios

comprendidos entre 35y 2220 kDa.

5.3.2. Viscosidad Brookfield

La viscosidad de una solucién acida de quitosano de una dada concentracion, por lo
general de 1% (m/v) en 1% de 4acido acético, determinada en el viscosimetro Brookfield, es
una medida muy usada para caracterizar al polimero, principalmente a nivel comercial. Por
ello, se realizaron mediciones de velocidades de deformacion para dados esfuerzos de corte
sobre una solucién con la concentracion antes mencionada, empleando un viscosimetro
BROOKFIELD DV-lI+ (Brookfield Engineering Laboratories Inc, USA) acoplado a UL ADAPTER,

correspondiente a una geometria de cilindros concéntricos.

5.4. Preparacion de microesferas de quitosano

5.4.1. Tamanio de particula

El tamafio de particula del soporte empleado en la posterior inmovilizacion de
lipasas por lo general es determinado por el tipo de reactor a utilizar. En el caso de los
reactores de lecho empacado, los soportes suelen ser mayores al resto para reducir la caida
de presion (Bddalo et al.,, 1986). Por ello, teniendo presente que una meta a futuro era
emplear el biocatalizador preparado en este tipo de reactores, se selecciond una aguja
hipodérmica de diametro tal que permitiera tener particulas de aproximadamente 1 mm de

didmetro, para la preparacion de microesferas mediante el método de neutralizacion.

5.4.2. Porosidad de las particulas

Otra caracteristica a tener en cuenta en la preparacion o eleccién de un soporte es la
porosidad del mismo. Materiales que contengan poros de mayor tamano que las enzimas
pueden ser propicios para que las mismas queden inmovilizadas en su interior, lo que se
traduce en una disminucion de la actividad neta debido a que los sustratos deben ingresar
por los poros para poder reaccionar. Por el contrario, materiales con poros pequefios
favorecen a la adsorcién de las enzimas sobre la superficie, evitando dichas restricciones

difusionales. Materiales como Accurel EP 100, con diametro de poro de 0.14 um y areas
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superficiales elevadas (85 m?/g) han demostrado poseer buena relacién actividad/
capacidad de carga de lipasa (Al-Duri et al.,, 1995). Si bien el quitosano en escamas posee
baja area superficial BET para adsorcidén de lipasas, esta propiedad puede mejorarse si se
emplea el material pero en forma de microesferas. Guibal et al. (1998) reportaron que
mientras quitosano en forma de escamas de 2 mm de didmetro mostré un area BET de 1-2
m?/g, quitosano en forma de microesferas de gel de 2.5 mm de didmetro exhibié un area
BET de 250-800 m?/g. Con mayores areas superficiales y didmetros de poro pequefios se

aseguraria una superficie adecuada para la adsorcion de las lipasas.

5.4.3. Resistencia mecdnica de las particulas

Otro requerimiento para el soporte tiene que ver con la dureza de los mismos. Es
deseable que los soportes no sufran rotura ni pérdida del material durante su uso, ya sea
debido a la agitacién propia de los sistemas discontinuos o por las altas presiones que se
pudieran generar en los reactores de lecho empacado. Para dar lugar a microesferas de
guitosano que sean resistentes mecdnicamente, es necesario controlar la concentracién del
gel empleado para la formacion de particulas. Carrara y Rubiolo (1994) demostraron que
soluciones de quitosano en acido acético mayores a 3 % (m/v) dan lugar a particulas con

mayor resistenciay forma regular.

Experimental: Para la formacion de las microesferas de quitosano se prepard un gel
disolviendo quitosano en polvo en una solucidon acuosa de acido acético al 2%, hasta
alcanzar una concentracidn de 3% (m/v). Luego, empleando agujas hipodérmicas de 1.5 mm
de diametro, el gel fue arrojado gota a gota a una solucion 3:1 (v/v) de hidroxido de sodio
(IN) y metanol. Este medio neutralizante permitié que las particulas permanezcan como tal.
Las microesferas obtenidas fueron filtradas y posteriormente lavadas con agua destilada.

Esta técnica se detalla en la Seccion 2.3.1.
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5.5. Modificacion quimica de microesferas de quitosano: aminaciéon
reductiva

En las ultimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios de modificacién
guimica de quitosano, con el fin de generar derivados con diferentes propiedades fisico-
guimicas. Estos han encontrado aplicaciones tecnoldgicas variadas principalmente en el
area farmacéutica, bioldgica y a menor nivel cosmética. Las mds comunes tienen que ver
con la liberacién progresiva de farmacos, vectores para transfeccién de genes, la obtencién
de polimeros bioldgicamente activos, soportes para inmovilizacion de enzimas, vy
cromatografia hidrofébica, entre otras (Desbriéres et al., 1996; Rinaudo et al., 2005;

Rinaudo, 2006; Xue et al., 2006).

Entre las técnicas desarrolladas, la reaccién de aminacidon reductiva empleando
aldehidos ha sido muy util para obtener derivados hidrofébicos de quitosano. Esta permite
gue cadenas alquilicas de diferente longitud sean injertadas en la estructura molecular, mas
especificamente unidas al atomo de nitrégeno del grupo NH; perteneciente al C2 del anillo
(Fig. 5.3). El método, ampliamente discutido en la literatura, fue desarrollado inicialmente
por Yalpani et al. (1983), y modificado posteriormente por Desbriéres et al. (1996). El
procedimiento implica la formacién de una solucién de quitosano con acido acético, a la
cual se le agrega el aldehido de interés disuelto en metanol o etanol, lo que lleva a un
equilibrio entre la formacion del ion iminio y los reactivos. El inmediato agregado de
cianoborohidruro de sodio (NaCNBHs) logra la reduccién del ion permitiendo desplazar el
equilibrio. EI empleo de NaCNBH3; como agente reductor se debe a que es mads reactivo,
selectivo y estable en medio acido que otros compuestos empleados con aldehidos vy
cetonas. Luego de concluida la reaccion y de secar el material se obtiene un sélido blanco y
escamoso (Fig. 5.2.B), que se caracteriza por el grado de sustitucion o alquilacion de los

mondmeros de quitosano.

Para lograr diferentes derivados alquilicos, se han usado aldehidos con diferente
cantidad de carbonos en la cadena; por ejemplo, Rinaudo et al. (2005) emplearon aldehidos

de 3, 6, 8, 10 y 12 atomos de carbono para preparar derivados con el mismo grado de
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sustitucion (5 %), excepto en el caso de C12 donde obtuvieron menor sustitucién (2%), y
luego estudiar su comportamiento reolégico y solubilidad. Vale destacar que el grado de
sustitucion es la caracteristica que identifica a los derivados, e indica que porcentaje del
total de las monomoléculas han modificado su grupo amina. Adicionalmente, dado que son
dos los atomos de hidrogeno factibles de reemplazar por estas cadenas carbonadas, las

unidades pueden estar mono o disustituidas.

Por otra parte, como alternativa a la aminacién reductiva en forma directa, se ha
propuesto la realizacién de la reaccidén en dos etapas con el fin de reducir la formacion de
compuestos disustituidos. Abdel-Magid et al. (1996) fueron quienes sugirieron esta reaccién
que involucra primero la formacién de las iminas y posteriormente la rapida reduccidn.
Adicionalmente, mostraron que el empleo de metanol como solvente permite una

formacién de iminas mas rapida que con otros solventes.

Teniendo presente lo anterior, la necesidad de obtener un soporte hidrofébico a
partir de quitosano puede ser resuelta llevando a cabo la reaccién de aminacién reductiva
sobre el material. Sin embargo, otras cuestiones deben definirse si se busca que este
material sea posteriormente empleado como soporte de inmovilizacion de lipasas. Algunas

de ellas son:

* Que tipo de aldehido se empleara?

* Cual es el grado de sustitucion o modificacién 6ptimo?

e Dado que la técnica permite obtener un sélido escamoso, cudl es la forma de
proceder para obtener microesferas?

e Cémo evitar que residuos de cianuro provenientes del agente reductor queden
remanentes en el soporte? Este compuesto podria afectar a la enzima durante su

inmovilizacion y lo que es peor aun, podria ser trasladado hasta el producto de reaccion.

Respecto a la primera cuestion, se debe tener en cuenta que la longitud y la cantidad
de cadenas injertadas es lo que determina la hidrofobicidad final del material. Una mayor

presencia de atomos de carbono, ya sea por el aumento en el largo de las cadenas o por
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mayor cantidad de ellas, da lugar a compuestos mas hidrofdbicos. Por otra parte, las lipasas
han demostrado una mejor adsorciéon en materiales extremadamente hidrofdbicos, tales
como Octadecyl-Sepabeads. Asimismo otros soportes comerciales conteniendo cadenas
alquilicas de distinta longitud, también han sido empleados en la inmovilizacion de lipasas,
entre ellos figuran Butyl-Sepabeads, Octyl-agarose, Butyl-agarose, Butyl-toyopearl y Hexyl-
toyopearl (Nieto et al. 2005; Fernandez-Lorente et al., 2008; Branco et al. 2010). Los
trabajos de investigacién que analizan la capacidad de estos soportes para dar lugar a
derivados enzimaticos, por lo general comparan varios de ellos en simultaneo. Un factor
comun que se puede hallar es que a medida que la longitud de la cadena aumenta para un
mismo tipo de soporte, pareciera que mayor es la actividad del biocatalizador obtenido a
partir de él. A modo de ejemplo, Branco et al. (2010) inmovilizaron lipasas de Pyrococcus
furiosous en Butyl-Sepabeads y en Octadecyl-Sepabeads, consiguiendo un 140 y 237 % de
hiperactivacién, respectivamente. Fernandez-Lorente et al. (2008) inmovilizaron lipasas de
Bacillus thermocatenulatus en Butyl-toyopearl y Hexyl-toyoperl obteniendo una
hiperactivaciéon de 150 y 200 %, respectivamente. En base a esto, de los aldehidos
disponibles comercialmente se selecciond a aquel de cadena carbonada mas larga para ser

empleado en la aminacion: dodecil aldehido (C12).

Para analizar la posibilidad de formar microesferas a partir de un gel obtenido con
quitosano previamente alquilado, se procedid a realizar la reaccion de aminacién reductiva
(Fig. 5.3) empleando una solucién con quitosano en escamas. Esto se hizo siguiendo la
técnica empleada por Desbrieres et al. (1995). Para ello, se disolvieron 0.5 g de quitosano en
15 ml de acido acético al 1% (m/v) y se agitd a temperatura ambiente hasta ver formacién
de gel. Luego se agregaron 5 ml de etanol y se contindo agitando por 25 minutos. Pasado
ese tiempo, la cantidad apropiada de dodecilaldehido correspondiente a una relacién molar
1:1 NH,/aldehido, disueltos en 20 ml de etanol por calentamiento de la solucién, fueron
anadidos agitando en forma continua y vigorosa. Posteriormente se agregd el reductor,
correspondiente a un exceso de 3 mol NaCNBH3/monomol quitosano inicial y se mantuvo la

agitacion hasta que la suspension obtenida se enfrié a temperatura ambiente. Los sdlidos
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obtenidos fueron secados en estufa de vacio a 30 °C durante 24 h. Se obtuvo asi un sdlido

blanco escamoso (Fig. 5.2.B).

Figura 5.2. (A) Quitosano en escamas y (B) Alquil quitosano
obtenido por aminacién reductiva.
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Figura 5.3. Esquema de reaccién de la aminacion reductiva empleando dodecil aldehido
(C12H,40). En color, se sefiala el grupo reactivo (rojo) y la estructura carbonada injertada tras la
reaccion (verde).

Con el fin de obtener un gel que pudiera ser empleado para la formacién de
microesferas mediante el método de neutralizacion empleando agujas hipodérmicas, 0.3 g
del quitosano modificado alquilicamente fueron puestos en contacto con 30 ml de solucién
de 4cido acético al 2 % (v/v) y sometidos a continua agitacion. Lo que se observé fue que el
material no se disolvié y tampoco tuvo lugar la formacién de gel. Este resultado si bien no
fue el deseado, concuerda con lo reportado por Desbrieres et al. (1996), quienes
manifiestan que los derivados obtenidos con relaciones 1:1 NH,/aldehido o mayores (para
aldehidos de 3 atomos de carbono o mas), resultan insolubles en acido acético 0.2 M. En un
ensayo similar al anterior, se agregd una solucion de acido acético al 50 % (v/v) a 0.2 g de
alquil quitosano, de forma de tener una concentracion 3 % m/v, y se agitd durante 24 h. En
esta oportunidad, en la que se empled una concentracién mucho mayor de acido, tampoco
se logrd la disolucién del material. Esto se debe a que la solubilidad es una funcién de la
longitud de las cadenas alquilicas empleadas y del grado de sustitucién, dependiendo del
balance entre las repulsiones electrostaticas de las cargas catidnicas (relacionadas al pH) y
las interacciones hidrofdébicas. Esto indicaria que el material fue modificado en gran medida,
por lo que las aminas que son ionizadas no fueron suficientes comparadas con la
contribucién hidrofébica (Desbriéres et al., 1996). Cabe mencionar que el trabajo antes
citado logra solubilizar derivados de cadenas alquilicas de 12 C, pero obtenidos con una

relacion NH,/aldehido mucho mas baja, 1/0.05.
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En base a los resultados anteriores, donde quedd demostrado que materiales
altamente hidrofdbicos no son compatibles con la formacién de gel empleando el solvente
preferencial del quitosano, se necesité diagramar un camino alternativo para poder realizar
las microesferas de quitosano que se deseaban como soporte. El nuevo método ideado
consistié en la preparacion inicial de microesferas con gel de quitosano empleando el
método de neutralizacién, seguido de recuperacion de las mismas y posterior reaccion de
aminaciéon reductiva basada en la técnica de Abdel-Magid et al. (1996) a fin de obtener

unidades moleculares monosustituidas.

Experimental: microesferas de gel de quitosano previamente preparadas (como se
explicd en la Seccién 5.4), fueron suspendidas en etanol (10 ml/g quitosano seco inicial).
Entonces, una cantidad de dodecil aldehido determinada por la relacion monomolar
NH,/aldehido fue disuelto en etanol (28.0 mL/g aldehido) y afiadidos al medio contenedor
de las microesferas bajo agitacion muy intensa. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién
establecido para el aldehido, la reduccién fue realizada agregando NaCNBHs; en exceso (3
moles NaCNBHz/monomol quitosano seco inicial). La mezcla se agité durante 1 h, y para
finalizar las microesferas fueron separadas, lavadas con etanol para remover los residuos del
medio de reaccion, lavadas con agua destilada y secadas a 40 °C hasta peso constante. Una
mejor descripcion de esta técnica para una relacion monomolar dada de NH,/aldehido con

las cantidades asociadas, se detalla en la Seccion 2.3.2

Para corroborar que los lavados con etanol removieran completamente del soporte
el aldehido y el agente reductor que no reaccionaron, se ided una técnica de control para
esta etapa. Empleando el espectrofotémetro UV/Vis se realizé el espectro de la solucion de
reaccion frente a etanol. Dado que la misma mostré un pico de absorbancia a 270 nm, este
valor puntual fue usado para las lecturas de absorcién del etanol luego de cada lavado. De
este modo, los lavados sobre el soporte se continuaron hasta que la absorbancia del
solvente empleado para el lavado se volvié nula frente a la de etanol. Este lavado cuidadoso
del soporte permitié principalmente que los residuos de cianuro sean eliminados, para que
estos no afecten ni a la enzima durante la inmovilizacidn ni al producto obtenido con la

utilizacidn de los biocatalizadores en las reacciones de aciddlisis.
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Mediante el trabajo experimental aqui detallado se pudieron obtener microesferas
de quitosano modificadas, mas especificamente alquiladas, para ser empleadas como
soporte de lipasas de Rhizomucor miehei. Hasta el momento de la realizacién experimental
aqui descripta, los reportes sobre la utilizaciéon de la técnica de aminacion reductiva
indicaban que solo habia sido empleada en soluciones de quitosano (Desbrieres et al., 1996;
Klotzbach et al., 2006), por lo que uno de los aspectos innovadores de esta tesis es el uso de

esta técnica en particulas de quitosano previamente preparadas.

Dado que otra de las cuestiones que se presentd tuvo que ver con determinar el
grado de modificacion éptimo sobre las microesferas, y por ende su caracter hidrofébico
6ptimo, para ser utilizados como soporte de inmovilizacidon de lipasas, un estudio detallado
al respecto junto con la caracterizacion de los diferentes soportes obtenidos, se da en una

proxima seccion.

5.6. Estudio preliminar: ensayo con microesferas de quitosano, quitosano
modificadas y Octadecyl-Sepabeads

Como se especificé en el capitulo anterior, el primer protocolo de inmovilizacién se
realizd empleando 3 soportes diferentes: uno comercial, Octadecyl-Sepabeads® (Resindion
SRL, Italia) (ODSB), y dos preparados en el marco de esta tesis, microesferas de quitosano
(Q) y microesferas de quitosano modificadas (obtenidas empleando una relacion
monomolar 1:1 NH,/aldehido y 1 h de reaccidon con el aldehido) (Fig.5.5). El trabajo
experimental mencionado en esa seccién (4.3.2) tuvo como objetivo evaluar en forma
simultanea la técnica de inmovilizacion propuesta y el desempefio de los materiales
mencionados al ser usados como soporte. Principalmente, lo que mas interés suscitaba era
el comportamiento que demostrarian los soportes preparados frente a un soporte comercial
con excelentes referencias (Palomo et al., 2002; Nieto et al. 2005; Mateo et al. 2007; Branco

et al.,, 2010).

Octadecyl-Sepabeads® es un soporte comercial hidrofébico formado por una matriz

polimérica metaacrilica rigida que posee su superficie recubierta por grupos octadecil. Es
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altamente estable fisica y quimicamente, y tiene baja mojabilidad en la mayoria de los
solventes. Cuenta con un rango de tamafio de particula comprendido entre los 100 y 300
um, y un tamaio de poro entre 10-20 nm, lo que le otorga una buena capacidad para la
adsorciéon superficial. Por otra parte, las caracteristicas asociadas a las microesferas de

quitosano modificadas y sin modificar se dan mas adelante.

Como puede observarse en el capitulo anterior, desde el punto de vista de la
inmovilizacion, la mayor diferencia hallada entre ODSB y las microesferas de quitosano,
modificadas (QM) y sin modificar (Q), estuvo relacionada a la carga de proteinas presente en
los derivados enzimaticos obtenidos, la cual resultd mayor en el soporte comercial. En lo
gue respecta a la actividad demostrada en la reaccidn de acidélisis, que en definitiva resulta
ser el parametro de evaluacién mas importante para esta tesis, empleando un test de Tukey
para comparacion de medias se hallé que los biocatalizadores obtenidos con los soportes
QM y ODSB no mostraron diferencias significativas en su actividad (P> 0.05), cosa que si
ocurrié cuando se compard Q con cada uno de ellos. Este resultado inicial fue muy
alentador, ya que indicé que las microesferas obtenidas por la modificacion propuesta
podrian ser efectivamente empleadas como soporte, logrando en las mismas condiciones un

desempefiio similar al OSDB.

Por otra parte, el manejo del ODSB vy el biocatalizador obtenido a partir de él fue
mucho mas dificultoso debido a su pequefio tamafiio de particula, como puede apreciarse en
la Fig. 5.4. Esto se notd durante la inmovilizacién y luego de las reacciones en la etapa de
recuperacion del biocatalizador. Este aspecto resalta la ventaja que conlleva la preparacién
del propio biocatalizador, especificamente en lo relacionado al soporte, ya que se tiene la
posibilidad de definir caracteristicas concretas como el tamafio adecuado que permita un

mejor manejo del mismo.
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SEPABEADS

Figura 5.4. Fotografia digital de Octadecyl-Sepabeads.
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Figura 5.5. Fotografias digitales de microesferas de quitosano (izquierda) y microesferas de
quitosano modificadas (derecha).
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5.7. Estudio: Microesferas de quitosano con diferente grado de
hidrofobicidad

La adsorcidn interfacial de las lipasas sobre soportes hidrofdbicos ha sido reportada
como un método simple y muy eficaz para la obtencién de biocatalizadores (Fernandez-
Lafuente et al., 1998). En esta, la conformacion abierta y activa de la lipasa puede ser fijada
gracias a las interacciones generadas entre los alrededores hidrofébicos del centro activo y
el area hidrofdbica del soporte (Fig. 5.6.). Por ende, es de esperar que cambios en la
naturaleza del soporte, como la hidrofobicidad o la morfologia, puedan alterar la fuerza de
adsorcién y la estructura de los alrededores del centro activo de la lipasa, condicionando la

actividad catalitica final del biocatalizador.

Figura 5.6. Adsorcion interfacial de lipasas sobre soportes hidrofdbicos.

Con el propédsito de hallar un soporte hidrofébico que de lugar a la conformacién
hiperactivada de las lipasas, se propuso la preparacion de microesferas de quitosano
modificadas con diferente grado de hidrofobicidad. Para lograr esto, se llevd a cabo la
reaccion de aminacién reductiva variando las relaciones monomolares NH,/aldehido y, dado
gue la reaccidn se realiza en dos etapas, se planted adicionalmente variar el tiempo de
reaccion con el aldehido. El trabajo experimental asociado consistié en la realizaciéon de
microesferas de quitosano en gel y posteriormente su separacion en diferentes tandas

acorde al numero de tratamientos a realizar. Una de estas fracciones fue directamente
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llevada a estufa a 40 °C y mantenidas alli hasta alcanzar peso constante. Estos soportes

correspondieron a las microesferas de quitosano original (Q).

A fin de obtener el soporte mas adecuado, se analizd el efecto del tiempo de
reaccion con el aldehido, la relacién estequiométrica y su interaccién. Las microesferas
modificadas se obtuvieron como se describid anteriormente (seccién 5.5), empleando dos
relaciones NH,/aldehido (relaciéon AA), cantidad estequiométrica (1:1) y la mitad de la
cantidad estequiométrica (1:0.5), y empleando tiempos de contacto con el aldehido (ART)
gue variaron entre 0.5 y 2 h. De este procedimiento se obtuvieron 7 soportes, ademas del
gue correspondié a las microesferas sin modificar. En la Tabla 5.1 se detalla la denominacién

gue recibié cada uno en funcion del tratamiento recibido para su obtencion.

5.7.1 Caracterizacion de las microesferas de quitosano/quitosano modificadas

Para corroborar la transformacion quimica realizada sobre las microesferas de
quitosano y el grado de hidrofobicidad logrado en cada caso debido a las variaciones
impuestas en el método de modificacion, se emplearon varias técnicas de caracterizacién de
materiales. Las mismas, en su conjunto, permiten registrar desde cambios a nivel

composicional y estructural, hasta morfoldgicos y de comportamiento fisico.

5.7.1.1. Andlisis de tamario de particula

De los métodos disponibles para determinar tamafio de particulas, se selecciond la
medicidn por imagenes, teniendo presente la escasa cantidad de material que se disponia y
la dimensién estimada de las mismas. Con este fin, se tomaron micrografias digitales
empleando un microscopio dptico de polimerizacion Karl Zeiss (Phomi Ill Pol, Alemania). Se
procesaron imagenes de 30 microesferas distintas por tipo de soporte (acorde a la
descripcion de la Tabla 5.1) empleando el software Imagel. Se midieron 4 didmetros por
particula y finalmente, el diametro promedio para cada tipo fue calculado segun la siguiente

ecuacion:
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D yromsto = (i(i D, /4]] /30 (5.2)

5.7.1.2. Determinacion de drea BET y tamario de poro

El drea disponible para la adsorcion y el tamafio de poro de los soportes preparados
se midi6 empleando un Analizador de Area Superficial y Tamafio de Poro NOVA 1200e
(Quantachrome Instruments). Para ello, la muestra fue introducida en el equipo y tras
eliminar el contenido de humedad, se registrd la adsorcidon de gas N, a una presién de 1.5

atm de vacio.

5.7.1.3. Andlisis del dngulo de contacto aire-agua

Es un hecho conocido que la hidrofobicidad/ hidrofilicidad de los films poliméricos
puede ser facilmente analizada por medio de mediciones del angulo de contacto que se
forma entre una gota de agua que se deposita sobre ellos y el aire (Tangpasuthadol et al.,
2003). Andlogamente, en tiempos recientes se han desarrollado métodos que permiten
caracterizar la mojabilidad de materiales particulados mediante el angulo descripto en la
interfase liquido-particula-aire. Estos métodos son muy usados debido a que pueden
emplearse en un rango amplio de tamafio de particulas, formas y composiciones (Forward

et al., 2007).

Las mediciones de angulo de contacto agua-particula fueron hechas usando el
método desarrollado por Forward et al. (2007). Para ello, se construyeron portaobjetos de
policarbonato, y espaciadores de vidrio de 1 mm de espesor. El procedimiento consistio en
situar una gota de agua desionizada, empleando un jeringa de punta plana, en la superficie
de un portaobjeto. Luego, una microesfera se colocd sobre la gota y, ubicando los
espaciadores y el portaobjeto superior, se generd una estructura a modo de sandwich (Fig.
5.7). Posteriormente se tomaron fotografias digitales de la interfase agua-particula-aire
formada, empleando un microscopio 6ptico de polimerizacion Karl Zeiss (Phomi Ill Pol,
Alemania). Un software procesador de imdagenes, ImageJ, fue usado para obtener la medida

del angulo de contacto.
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Figura 5.7. Metodologia experimental para la medicidn del dngulo
de contacto agua-aire sobre las particulas. Arriba: vista lateral de
la estructura tipo sandwich (placa superior e inferior:
portaobjetos; en gris: separadores; en verde: gota de agua; en
negro: particula). Abajo: vista superior amplificada, con
representacién del angulo de contacto.

5.7.1.4. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Las propiedades térmicas de las microesferas fueron medidas en un Calorimetro
diferencial de barrido DSC Pyris | (Perkin Elmer). Para ello, aproximadamente 10 mg de
muestra se colocd en una capsula de aluminio, usada como elemento contenedor, la cual
fue introducida en la celda del equipo para medicidon. El programa de temperaturas
empleado fue: 1 min a 30 °C, seguido de calentamiento de 30 a 350 °C a una velocidad de 10

°C/min. Nitrégeno fue empleado como gas de purga a un caudal de 20 cm®/min.

5.7.1.5. Difraccién de rayos-X (XRD)

Los patrones de difraccion de rayos-X de las microesferas fueron obtenidos en un
Difractdmetro Rigaku Geiger Flex D Max IlI-C, con un detector operando a 35 kV y 15 mA,
usando radiacion Cu Ka. El alcance del escaneo para 20 fue desde 3° hasta 50° a

temperatura ambiente.
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Un parametro comunmente empleado que permite medir las caracteristicas
estructurales de los materiales y realizar las comparaciones pertinentes es el Indice de
Cristalinidad (Crl). Para el caso del quitosano y sus derivados, este indice puede

determinarse siguiendo el método aplicado por Focher et al. (1990), usando la ecuacion:
Crl = (140 =1 ,,)/ 1150 -100 (5.3)

donde /150 es la intensidad maxima de difraccion a 26 = 20° y I, es la intensidad de la

difracciéon amorfa a 26 = 16°.

5.7.1.6. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La morfologia de las microesferas de quitosano modificadas y sin modificar fue
estudiada empleando un microscopio JEOL 35CF, operando a 15 kV, equipado con un
detector de electrones secundario y un sistema para microanalisis por energia dispersiva de
rayos-X (EDX). Las muestras fueron secadas bajo vacio, para evitar la interferencia del agua
en la técnica de microandlisis, y recubiertas con una fina capa de oro previo a la

observacion.

5.7.1.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las microesferas de quitosano y de las de quitosano
modificadas, fueron recolectados empleando un espectrémetro Nicolet FTIR 520. Las
muestras se prepararon moliendo inicialmente las microesferas en mortero de agatha hasta
obtener un material particulado bien fino. Luego, se tomaron 3 mg y se los mezclé con 97
mg de KBr, hasta lograr homogeneidad. Empleando una prensa hidraulica se formaron
discos de poco espesor (pastilla), los cuales fueron introducidos en el equipo para medicidn.

Adicionalmente, se prepard una pastilla de KBr para emplear como blanco.

Las muestras fueron escaneadas y contrarrestadas con el blanco en un rango de

longitud de onda de 4000 - 400 cm™.

5.7.1.8. Test de solubilidad
La solubilidad de las microesferas de quitosano modificadas fue evaluada con el fin

de poder determinar la factibilidad de realizar el analisis de resonancia magnética nuclear
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de hidrégeno (*H NMR), comiUnmente empleado para la caracterizacién de derivados del
guitosano. Los solventes empleados fueron: solucién acuosa de HCl a pH 3.0, diclorometano

y cloroformo.

Para su realizacién se tomd una dada masa de un tipo especifico de microesfera, y se
la puso en contacto con la cantidad de solvente que permitiera lograr una concentracion de
6 mg/ml (relacién empleada en las determinaciones de 'H NMR para lograr buena
resolucién en las sefiales) (Rinaudo et al., 2005). Ambos componentes se mantuvieron en
contacto hasta 72 h, agitando en forma continua. Se realizaron breves calentamientos

intermedios, permaneciendo el resto del tiempo a temperatura ambiente.

5.7.1.9. Resonancia Magnética Nuclear (NMR) de sélidos

La determinacién de los espectros de 13C NMR se llevé a cabo en el Laboratorio
Nacional de Investigacion y Servicios de Resonancia Magnética en Solidos (Cordoba,
Argentina) mediante el empleo de un Espectrémetro BRUKER AVANCE II- 300. Para ello,
200 mg de microesferas de quitosano y de cada una de las de quitosano modificadas
obtenidas fueron suministradas en forma de polvo. La muestra pulverizada fue irradiada con
radiofrecuencias en presencia de un campo magnético. La respuesta obtenida permitio
identificar los atomos presentes, sus enlaces quimicos y las condiciones dindamicas del

ambiente en el que estaban inmersos.

Mediante los espectros obtenidos y la apropiada identificacién de los picos es
posible determinar el grado de desacetilacién (DD) del material, segin la ecuacién

propuesta por Kassai (2010):
DD =100-1000 NCO—CHS/(]7/6 [E I Carbonos Anillo Glucopiranosa) (54)

donde [; refiere a la intensidad de la sefal obtenida para los atomos de carbono del grupo i.

Dado que no hay antecedentes respecto a la cuantificacion del grado de sustitucion
(SD) empleando *C NMR, ya que los derivados que se preparan son modificados en muy

bajo nivel y por ende resultan solubles, para la determinacién de este pardmetro se propuso
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la siguiente ecuacidn para emplear con 3 criterios, que se basa en la intensidad (I) de los

picos caracteristicos de los derivados alquilicos:
D =100 [ﬂa Oe.crax /I NCO—CHS)DDD (5.5)

donde: o =1 para X=H (R-CH3) é X=N (R-CH,-N )
o =9 para X=R (R-CH2-R)

5.7.2. Inmovilizacion de lipasas y contenido de proteina

La inmovilizacion de las lipasas de Rhizomucor miehei sobre los diferentes soportes
preparados se realizd siguiendo el protocolo detallado en la Seccion 2.3.3. Tras este
procedimiento 8 biocatalizadores fueron obtenidos conforme a los tipos de microesferas

empleadas, segun lo especificado en la Tabla 5.1.

El contenido de proteina de los preparados enzimaticos se determiné por el método
colorimétrico Proti Il (Wiener lab., Argentina), siguiendo la técnica especificada en la Seccion

2.3.4.2.

5.7.3. Estabilidad en el reuso

Un analisis de la actividad enzimatica en reacciones de acidélisis fue realizado con
todos los biocatalizadores, con los sucesivos usos. Para ello, luego de cada reaccidon
ensayada el producto fue retirado para analisis y se realizo el lavado del biocatalizador con
el propdsito de remover del mismo los residuos de la mezcla reactiva. El lavado consistié en
anadir 5 ml de hexano al tubo de reaccién que contenia el biocatalizador y someterlo a un
breve calentamiento (temperatura maxima 60°C) y agitacion. Este paso se repitié durante 3
veces, removiendo en cada oportunidad el hexano residual. Por ultimo, para eliminar el

solvente remanente en el biocatalizador se lo expuso a una corriente de nitréogeno.

Posteriormente, se dio comienzo a una nueva reaccion transfiriendo el biocatalizador
a un tubo que contuviera una nueva mezcla de sustratos y hexano. Los resultados fueron
expresados en base a la actividad relativa, calculada como la composicién de &acidos

palmitico y estearico en los productos de reaccién en un dado uso, respecto de la
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composicién promedio de los usos consecutivos entre los que no se hallé diferencias

significativas.

5.8. Resultados y Discusiones

5.8.1. Caracterizacion del Quitosano

5.8.1.1. Peso molecular viscosimétrico medio

El peso molecular viscosimétrico medio del quitosano y la viscosidad intrinseca,
ambos calculados a través de la ecuacion de Mark-Houwink (Ec. 5.1) para las condiciones
experimentales ensayadas, fueron M=569.8 kDa y N=553.26 cm®/g. Estos valores resultaron
consistentes con los reportados previamente por Kasaai (2007) para muestras de quitosano

con grado similar de desacetilacién.

Un aspecto interesante para destacar es que es necesario ser cuidadoso con el
empleo de las técnicas desarrolladas y los criterios asociados para la medicidn de M. Por un
lado, los parametros introducidos correspondientes a la ecuacién de Mark-Houwink, a y K,
solo son validos para el rango de pesos moleculares definidos por el autor. A modo de
ejemplo, en un ensayo anterior al reportado, en el que se siguid la técnica propuesta por
Rinaudo et al. (1993) empleando soluciones de quitosano en buffer de 0.25 M HAc/0.25 M
NaAc y sus parametros correspondientes, los valores obtenidos para M cayeron fuera de
rango, con lo que el ensayo no fue valido. Por otro lado, tal como especifica la norma ASTM
Standard D 2857, se debe respetar la relacién de tiempos entre el solvente y solucion para
no introducir errores en la medicién (tiempo de la solucién: entre 1.2 y 2 veces el del
solvente). Este hecho se notdé cuando se usaron soluciones muy diluidas, las cuales
mostraron tiempos muy cercanos a los del solvente, dando lugar a comportamientos

anomalos.

5.8.1.2. Viscosidad de Brookfield
La viscosidad de una solucién al 1% de quitosano en 1 % de acido acético a 25°C fue
de 97.0 £ 2.5 mPas, con un comportamiento Newtoniano en el rango analizado, lo que

corresponderia a un polimero de bajo peso molecular. Dado que esta medicién se llevo a
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cabo sobre el material donado por el Laboratorio de Investigaciones Basicas y Aplicadas en
Quitina de la Universidad Nacional del Sur, disponer de este dato resulta util para el caso

gue se desee adquirir un quitosano comercial con similares caracteristicas.

5.8.2. Caracterizacion de las microesferas de quitosano

5.8.2.1. Andlisis de tamario de particula

El didametro promedio y el desvio estandar correspondiente de las microesferas
obtenidas para ser empleadas como soporte de inmovilizacidn, se muestra en la Tabla 5.1.
Como puede observarse, las microesferas de quitosano, con un didmetro promedio de 1260
um, resultaron ser las particulas mdas pequefas de todas, mostrando diferencias
significativas en su tamafo con respecto al de las microesferas modificadas (P<0.05). Por
otro lado, aqui puede notarse cuantitativamente la gran diferencia de tamafo entre estas
microesferas y las del soporte comercial ODSB (100-300 pm), ya mencionada en la Seccion

5.6.

En lo que a las microesferas modificadas se refiere, puede observarse que aquellas
obtenidas empleando la mitad del aldehido estequiométrico requerido en la reaccion de
aminacién reductiva (Serie QMO0.5), parecieran seguir una tendencia en la que el didmetro
se incrementa a medida que aumenta el tiempo de reaccidon. Sin embargo, este
comportamiento no dio lugar a diferencias significativas. Una tendencia similar fue
mostrada por las microesferas obtenidas usando la cantidad de aldehido estequiométrica
requerida (Serie QM1), no obstante tampoco se encontraron diferencias estadisticas. Por
otra parte, las microesferas de la serie QM1 tuvieron un didmetro promedio de particula
mas alto que las de la serie QMO0.5 (P=0.0593). En consecuencia, puede decirse que se
obtuvo un incremento en el tamafio de las particulas debido a la modificacién realizada
sobre las microesferas, probablemente debido a la incorporaciéon de cadenas carbonadas

largas a la estructura original del polisacarido.
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Tabla 5.1.
Denominacién de los soportes obtenidos y su diametro promedio en funcién de las condiciones de
reaccién empleadas.

Relacion monomolar Tiempo de Reaccion Denominacion del Diametro

NH, / Aldehido (AA) (ART) Soporte (um)
(mol/mol) (h)

1:0 0 Q 1260 £ 100

1:0.5 1 QMO0.5-1 1525+ 116

1:0.5 1.5 QMO0.5-1.5 1534 £ 106

1:0.5 2 QMO0.5-2 1537 £93

1:1 0.5 QmM1-0.5 1659 + 103

1:1 1 am1-1 1665 + 135

1:1 15 QM1-1.5 1675+ 104

1:1 2 am1-2 1703 £ 108

Fig. 5.8. Imagen de microesfera obtenida con
microscopio optico, empleada para la determinacion
del tamafio de particula.
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5.8.2.2. Determinacidn de drea BET y tamario de poro

La cuantificacidn del area total disponible para la adsorcion es un parametro muy
empleado en la caracterizacion de catalizadores quimicos. Si bien no es tan comun la
evaluacién de este parametro en los soportes empleados para preparar biocatalizadores, la
informacién que suministra permitiria realizar las comparaciones pertinentes entre los
diferentes soportes preparados y también con ODSB. Adicionalmente, se podria determinar
en funcion del tamafio de los poros del material y el diametro de la lipasa, si puede darse la
inmovilizacion de la enzima en su interior.

Sin embargo, esta técnica presenta inconvenientes cuando los materiales no tienen
grandes dareas superficiales, al requerir de mayor tamafio de muestra para poder realizar las
determinaciones. A modo de ejemplo, cuando se emplearon 700 mg de microesferas de
QM1-1, la curva de adsorcién de N, reportd valores negativos, sin sentido fisico. Esto a su
vez implicaria que los poros son muy pequefios, del orden del error del instrumento (5 A).
Nuevamente es pertinente la comparacion con el soporte comercial, el cual posee tamano
de poro entre 100-200 A.

Considerando que no se disponia de mayor masa de soporte de cada uno de los

tipos, las comparaciones deseadas no se pudieron efectuar.

5.8.2.3. Andlisis del dngulo de contacto aire-agua

Los valores de angulo de contacto para las particulas obtenidas se muestran en la
Fig. 5.9. El angulo de contacto para las microesferas de quitosano fue 872 + 0.6. Este
resultado fue consistente con lo reportado en la literatura para el angulo de contacto de
agua con films de quitosano (892 + 6) (Tangpasuthadol et al., 2003), lo que permitid
asegurar que la medicidn habia sido correctamente efectuada y dio validez a los resultados.
Tal como se esperaba, todas las microesferas modificadas presentaron mayores angulos de
contacto que las sin modificar, demostrando que su caracter hidrofébico habia sido
incrementado. Las microesferas de la serie QMO0.5 parecieron seguir una tendencia lineal,
donde el angulo de contacto se acrecentd a medida que el tiempo de reaccidon con el
aldehido (ART) también lo hacia. Un comportamiento similar se observa para las

microesferas de la serie QM1, pero con valores mas altos para el angulo de contacto, lo que
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se corresponde con una mayor modificacion de la superficie del material. El efecto de
ambos parametros considerados en la reacciéon de modificacion de las microesferas y su
interaccidon resultaron estadisticamente significativos para la modificaciéon del angulo de

contacto (ART y AA con P <0.0001 y ART*AA, P =0.0063).

En otras palabras, la serie estequiométrica QM1 mostré un mayor cardacter
hidrofébico que la serie QMO0.5, y este caracter aumentd, en ambos casos, cuanto mas durd
el tiempo de reaccién de la aminacion reductiva. Esta técnica permitio resaltar la naturaleza
hidrofébica de la superficie del material, independientemente del grado de modificacion
existente en el interior de la microesfera. De ahi que este analisis fue beneficioso para
conocer, luego, la clase de superficie a por la cual las lipasas de Rhizomucor miehei

presentan mayor afinidad para la adsorcidn.

120
110 A ././r/.
100 -
RS X
AC 904 - =TT
()
80 o
70 A
60 T T T T
0 0.5 1 1.5 2

ART (h)

Figura 5.9. Angulos de contacto (A.C.) agua-aire sobre las
microesferas de quitosano: Q (m), Serie QMO0.5: (A) y Serie QM1:
(o). Ver nomenclatura en Tabla 5.1.

5.8.2.4. Calorimetria de barrido diferencial
Los termogramas de DSC de las microesferas de quitosano y las microesferas de

quitosano modificadas se muestran en la Fig. 5.10. Como puede apreciarse, no se evidencio
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transicion vitrea en ninguno de los tipos de microesfera, aunque si fueron detectados picos
correspondientes a la descomposicion térmica. Las microesferas de quitosano, Q, mostraron
un pico asociado a la descomposicion térmica a 294°C y un pico endotérmico a 260°C
probablemente debido a la fusién de la estructura cristalina. Los picos exotérmicos de QM1-
0.5, QM1-1, QM1-1.5 y QM1-2 se registraron a 289, 282, 277 y 273°C, respectivamente (Fig.
5.10 A), y los picos exotérmicos de QMO0.5-1, QM0.5-1.5 y QMO0.5-2 a 282, 278, y 273°C,
respectivamente (Fig. 5.10 B), correspondiendo con su descomposicion térmica. Del andlisis
de estos valores se deduce que cuanto mayor fue el tiempo correspondiente a la reaccién
de aminacién, menor resultd la temperatura de descomposicion, independientemente de la
relacion de aldehido empleada. Por consiguiente, desde el punto de vista de la estabilidad
térmica, la modificaciéon estructural de las particulas de quitosano pareciera estar
controlada por el tiempo de reaccidon y no por la relacion molar de aldehido, en el rango
estudiado. En comparacién con las microesferas de quitosano, las microesferas modificadas
exhibieron una temperatura de descomposicién decreciente con el aumento del grado de
modificacion. Esto indicaria que la estabilidad térmica resultaria disminuida por la
introduccion de grupos alquilo. La incorporacién de sustituyentes en las estructuras
polisacaridas podria afectar la estructura cristalina del quitosano, especialmente a través de
la pérdida de uniones puente hidrogeno (Zong et al., 2000; Ma et al., 2008). Pequefios picos
aparecieron mas alla del punto de descomposicion, probablemente debido a reacciones
adicionales de degradacion. Zong et al. (2000) observaron un comportamiento similar en
termogramas de DSC de quitosanos acetilados, y sugirieron que el mismo se debe al proceso

de descomposicidn que provoca desintegracion en pequeiios fragmentos.

Por otro lado, tampoco se observaron variaciones en los termogramas en la zona
cercana a los 100°C, lo cual permite afirmar que la técnica empleada para el secado de las
microesferas ha resultado efectiva. Este hecho resulta muy importante cuando se piensa en

la utilidad que se les dard a las mismas.

Los resultados reportados aqui corroboraron indirectamente la modificacidon de las
particulas hacia un caracter mas hidrofébico. Adicionalmente, demostraron que los soportes

obtenidos resultaron térmicamente estables en el rango de temperaturas generalmente
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usadas durante las reacciones de acidolisis enzimatica (por debajo de 100°C) (Pacheco et al.,
2010). Finalmente, estos resultados permitirian a los futuros usuarios conocer el limite de

temperatura a la cual podrian ser expuestos los soportes preparados.

E.C. ﬁ/—/\/
Endo

30 80 130 180 230 280 330
Temperatura (°C)

(1)

F.C.

Endo F/’—_\_/ (2)

30 80 130 180 230 280 330

Temperatura (°C)

Figura 5.10. Termogramas DSC (Flujo de Calor Endo vs. Temperatura) de: (A), (1)
microesferas de quitosano, Q, y microesferas de quitosano modificadas: (2) QM1-0.5,
(3) am1-1, (4) QM1-1.5 y (5) QM1-2; (B), (1) microesferas de quitosano, Q, y
microesferas de quitosano modificadas: (2) QM0.5-1, (3) QM0.5-1.5, y (4) QMO0.5-2.
Por nomenclatura, ver Tabla 5.1.
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5.8.2.5. Difraccién de rayos-X.

Con el propdsito de observar los cambios en la cristalinidad de las microesferas de
quitosano, inducidas por el proceso de modificacidn, la técnica de difraccién de rayos-X se
realizd sobre microesferas de material sin modificar, Q y sobre un tipo de las modificadas,
QM1-1. Los difractogramas de ambas microesferas mostraron cierta semejanza estructural
(Fig. 5.11), exhibiendo picos cristalinos caracteristicos del quitosano en polvo a 26=9.96° y
20.16° (Yen et al., 2009). Sin embargo, en base al calculo del Indice de Cristalinidad (Crl) (Ec.
5.2), el material modificado presentd una cristalinidad mds baja con respecto al sin
modificar, 55 vs. 70% respectivamente. Esto significa que la reaccién de aminacién reductiva
aplicada a microesferas de quitosano, un proceso que se da desde la superficie de la
particula, fue la causante de este cambio en la cristalinidad. Esta conclusién estuvo acorde a
los resultados obtenidos en el andlisis de la temperatura de descomposicion, presentado en

la Seccidon 5.8.2.4.
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Figura 5.11. Patrones de XRD de (1) Qy (2) QM1-1. Las flechas indican los picos
caracteristicos del quitosano.
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5.8.2.6. Microscopia Electrénica de Barrido

El analisis de microscopia electréonica de barrido (SEM), fue llevado a cabo con el
propodsito de examinar la morfologia de las microesferas de quitosano modificadas y de las
sin modificar. A efectos de comparaciéon, se muestra la imagen correspondiente a una
microesfera perteneciente al tipo QM1-1. Las micrografias mostraron que las microesferas,
ya sean modificadas o no, exhibieron una buena esfericidad (Figs. 5.12.Ay 5.12.D). En lo que
al aspecto de las superficies se refiere, las microesferas sin modificar presentaron una
superficie lisa (Fig. 5.12.B), mientras que la de las modificadas resulté rugosa, exhibiendo
una apariencia similar a filamentos (Fig. 5.12.E). Esta ultima imagen concuerda con la
presencia de largas cadenas carbonadas sobre la superficie, contribuyendo a confirmar la
modificacion quimica impuesta sobre las particulas. Por otro lado, la porosidad de las
mismas puede apreciarse al aumentar la magnificacion; las microesferas de quitosano
exhiben poros muy pequefios y regulares (Fig. 5.12.C), mientras que las modificadas
muestran una amplitud mayor en el tamafio de los mismos (Fig. 5.12.F). Cabe recordar aqui
que el tamafio de poros de este tipo de microesferas no pudo ser cuantificado
expresamente por el método de adsorcién de N,, pero que cualitativamente se pudo decir
que los mismos rondarian los 5 A (Seccién 5.8.2.2). En la Fig. 5.12.F puede observarse que

los poros de las microesferas modificadas serian de didmetro promedio menor a 50 A.

Con respecto a la técnica de microanalisis, puede decirse que ésta ha sido empleada
para la caracterizacion estructural de quitosano y sus derivativos. En el caso de estos
ultimos, es posible determinar el grado de sustitucién de la cadena macromolecular vy la
presencia de unidades mono y disustituidas mediante estimaciones del contenido en peso
de carbono (C) y nitrégeno (N) (Desbriéres et al., 1996). En consecuencia, esta técnica
podria haber resultado muy provechosa para caracterizar los soportes obtenidos, al permitir
la determinacion del grado de sustitucién de cada tipo de microesfera. Sin embargo, como
puede observarse en las Fig. 5.13 y Fig. 5.14, hubo un solapamiento de las bandas de Cy N
obtenidas en los espectros de las microesferas modificadas y sin modificar.
Consecuentemente, no pudo realizarse ninguna clase de calculo. Por otro lado, cuando

microesferas modificadas con lipasas inmovilizadas sobre ellas, fueron sometidas a este
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Figura 5.12. Micrografias de superficie de: Arriba, microesfera de quitosano y Abajo, microesfera de quitosano modificado (QM1-

1). Ambas en 3 magnificaciones, Ay D: 66x (barra de escala: 200 um), By E: 1000x (barra de escala: 20 um) y C yF: 5400x de (barra
de escala: 5 um).
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KeV

Figura 5. 13. Espectro EDAX de microesfera de quitosano, 1000x.
Presencia de bandas de Cy N (solapadas), y O; las bandas no
rotuladas pertenecen a Au.

N Ka
CKa

0.100.200.3€0.400.500.60.700.800.901.0C1.1(1.201.3C1.4(1.5(1.601.7(1.8

! KeV

Figura 5.14. Espectro EDAX de microesfera de quitosano modificada,
1000x. Presencia de bandas de Cy N (solapadas), y O.
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0.30 060 090 1.20 1.50 1.80 2.10 2.40 2.70 3.00 3.30 36
KeV

Figura 5.15. Espectro EDAX de microesfera de quitosano modificada
con lipasas inmovilizadas, 5400x. Presencia de bandasde C, Ny O
(solapadas); y de CuyS.

analisis, se registraron bandas adicionales de Cu y de S, que correspondieron a la enzima

(Fig. 5. 15).

5.8.2.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En la Fig. 5.16.A pueden observarse los espectros FTIR de las microesferas de
qguitosano y las de quitosano modificadas del tipo QM1-1. En lo que respecta a los bandas
encontradas, puede decirse que las obtenidas en ambas muestras resultaron acordes a las
caracteristicas del quitosano en espectros FTIR reportados por otros autores (Ma et al.,
2008; Sajomsang et al. 2008). Las bandas mas importantes resultaron ser: 3440 cm™
(tension del grupo —OH solapada con la tensién del grupo N-H), 2924 y 2853 cm™ (tensién
del grupo C-H, correspondiente a grupos CH, y CHs), 1665 cm™ y 1378 cm™ (estiramiento del
C=0y C-O del grupo amida, respectivamnete), 1599 cm™ (doblaje del grupo -NH,), 1155 cm
! (tensién antisimétrica del puente C-O-C), 1079 y 1029 cm™ (vibraciones del esqueleto

propias de su estructura pirondsica).
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Aunque a simple vista ambos espectros resulten similares por el formato de los
mismos, se encontraron interesantes diferencias en las intensidades de absorcion. Al
comparar los espectros, puede notarse que el perteneciente a las microesferas de quitosano
modificadas mostré una mayor intensidad en las bandas correspondientes a las frecuencias
2924 y 2853 cm™ asignados al modo asimétrico y simétrico del grupo CH, respectivamente;
y un debilitamiento de la banda a 1599 cm™ atribuido al grupo amina NH,, lo que se
corresponde con la modificacion impuesta por adicién de cadenas alquiladas al grupo
funcional NH,. Al amplificar la escala (Fig. 5.16.B), es posible distinguir mas claramente una
nueva banda a 720 cm™ asignada al C-(CH,), con n>4, lo que concuerda con la cadena

carbonada injertada en la estructura molecular del quitosano.

MHz (1)
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Figura 5.16. (A) Espectro FTIR de: (1) microesferas
de quitosano y (2) microesferas de quitosano
modificadas, QM1-1. (B) Amplificacion de la Fig.
5.16.A.

5.8.2.8. Test de Solubilidad

Al someter a los diferentes tipos de microesferas de quitosano modificadas al test de
solubilidad, se encontré que ninguna de ellas resultd soluble en los medios acidicos ni en los
solventes organicos empleados. En consecuencia, el grado de sustitucion de las microesferas
modificadas no pudo ser determinado mediante la técnica de resonancia magnética nuclear
(*H NMR por sus siglas en inglés) como lo report6 Rinaudo et al. (2005). Esto indicaria que
las microesferas preparadas en este trabajo podrian estar sustituidas en mayor grado que
los N-docedil quitosanos obtenidos en la mencionada investigacién. También, Sajomsang et
al. (2008) han reportado problemas en la cuantificacidon del grado de sustitucion usando 'H
NMR debido a la insolubilidad del material al emplear D,0/CF;COOD en la disolucién de N-

octil quitosano. Por otro lado, la insolubilidad exhibida por las particulas de quitosano
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mostré que estos soportes serian adecuados para usarse en reacciones que empleen

solventes organicos.

5.8.2.9. NRM de sdlidos para cuantificacion del grado de sustitucion

Dado que las microesferas resultaron insolubles en los solventes empleados en NMR
por disolucidn, con el objetivo de realizar la caracterizacion de los soportes obtenidos a
través del grado de sustitucion, se empled la espectroscopia 3¢ NMR para materiales en
estado sdlido. Esta novedosa técnica, al igual que NMR tradicional, permite la elucidacion de

estructuras moleculares y puede emplearse con fines cuantitativos.

Los espectros correspondientes a las microesferas de quitosano y a un tipo particular
de microesfera modificada, QM1-1.5, se muestran en las Fig. 5.17. Como puede apreciarse,
en ambos se observan los picos caracteristicos del quitosano, los cuales resultaron acordes a
los reportados por Kasaai (2010) para *C NMR en solucién, y por Van de Velde y Kiekens
(2004) para 13C NMR de sélidos. Los picos adicionales del material alquilado corresponden a
las sefiales emitidas por las cadenas injertadas a la cadena carbonada. En la Tabla 5.2 se
muestra en detalle las identificaciones de los picos en funcién de su posicion; para algunas
sefiales se reportan dos valores debido al corrimiento que se genera en el material
modificado. Por la misma causa, las microesferas de quitosano modificado muestran un

solapamiento en las senales de C, y Cs.

En base al espectro obtenido para las microesferas de quitosano sin modificar, se
cuantificé el grado de desacetilacion del material, empleando para ello el cociente entre las
areas correspondientes al pico del carbono metilico (CHs) y al de los carbonos
correspondientes al anillo D-glucosaminico (C;-Cg). El valor de desacetilacion asi calculado
fue 79.5%, muy similar al valor proporcionado por quienes suministraron el quitosano en
escamas inicial, 80.2% (previamente obtenido mediante la realizacion de 'H NMR) lo que

permitié validar el analisis.

Empleando el espectro correspondiente a las microesferas de quitosano
modificadas, el grado de desacetilacion no resulté similar, probablemente debido a que las

sefiales de los C;-C¢ fueron distorsionadas por la presencia de las cadenas alquilicas. Sin
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embargo, la relacidn de areas de los grupos carbonilo y metilo de las unidades remanentes
de quitina permanecio inalterada, por lo que se selecciond a este ultimo grupo como
referencia para cuantificar el grado de sustitucion. Los picos relacionados a la cadena
alquilica que se emplearon para obtener este parametro, mediante la relacién entre el area
correspondiente y el drea de la referencia, fueron: R-CHs, N-CH, y R-CH,-R, obteniéndose los
siguientes valores: 7.3 %, 7.8 % y 8.7 % respectivamente; esto resultd en un grado de
sustitucién promedio de 7.9% + 0.7 (promedio * desvio estdndar). La similitud hallada
(varianza < 10%) indicaria que esta técnica es apropiada y consistente para cuantificar el
grado de sustitucion global de microesferas alquiladas. Los valores relativamente bajos del
grado de sustitucidén estan asociados a que el analisis se realizd sobre el total del material

mientras que la modificacién impuesta fue relativamente superficial.

Un aspecto muy importante para destacar es que, las mediciones y los resultados
antes mencionados forman parte inicial del desarrollo de una técnica para cuantificar el
grado de sustituciéon de quitosano alquilado en gran manera (muestras que se tornan
insolubles en los solventes convencionales para el analisis clasico) empleando *C NMR y N
NMR, algo que por el momento no se cuenta con antecedentes. Por esta razoén, el andlisis
del grado de sustitucién de los restantes soportes y el empleo de >N NMR no seran

reportados, ya que al momento se sigue trabajando en esto.
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Figura 5.17. Espectro >C NMR de microesferas de: A) quitosano (Q);
B) quitosano modificadas (QM1-1.5).
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Tabla 5.2.
Sefiales quimicas de los carbonos correspondientes a

las microesferas de quitosano y quitosano
modificadas (QM1-1.5).

Tipo de Carbono 8" (ppm)
C, 105.0-105.2
C, 57.9
C3-Gs 75.3-75.6
Cs 83.0
Cs 60.8
CHs-N 23.4-23.9
N-C=0 173.8-174.2
CHs-R 14.7
N-CH, 32.8
R-(CH,)-R 305
(CH2)10,11 26.9

La linea separa: sefales caracteristicas del quitosano
parcialmente desacetilado (parte superior) y los picos
adicionales producto de la modificacién (parte inferior).

5.8.2.10. Contenido de proteina de los biocatalizadores preparados

Las mediciones del contenido de proteina en los biocatalizadores desarrollados
fueron realizadas con dos propdsitos. Primero, éstas fueron usadas para examinar la
relacion entre el caracter hidrofébico de los soportes preparados y la adsorcién de las
lipasas. Segundo, con la informacidn anterior disponible, fue posible comparar la actividad
especifica de cada uno de los biocatalizadores con la de la enzima libre, al anadir la misma
cantidad de proteina en los medios de reaccion. Los resultados de la proteina adsorbida en
cada biocatalizador son mostrados en la Fig. 5.18. Como se puede apreciar, los soportes de
la Serie QMO0.5 (relacion 1:0.5 NH,/aldehido) mostraron que a mayor modificacion del
material, correspondiente a mayores tiempos de reaccidn, mas proteina fue adsorbida. Este
comportamiento parecié seguir una tendencia lineal positiva. Por otra parte, los soportes de
la Serie QM1 (relacion 1:1 NH,/aldehido) incorporaron menor cantidad de proteina que el

material sin modificar (Q) independientemente del tiempo de la reaccion de aminacion.
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Cabe mencionar que los soportes de la Serie QM1 resultaron mas hidrofébicos que los de la
serie QMO0.5 (seccion 5.8.2.3). Este resultado sugiere que la hidrofobicidad del soporte y la
morfologia de su superficie, obtenidas en base a la concentracidon de cadenas de aldehido
injertadas, pueden definir la adsorcién de las lipasas sobre el soporte. Nieto et al. (2005)
llevaron a cabo la inmovilizacién de lipasas de Rhizomucor miehei por adsorcion sobre
soportes hidrofébicos comerciales (Butyl-Sepabeads, Octyl-agarose y Octadecyl-Sepabeads)
y observaron que la carga de proteina decrecia cuando el material era extremadamente
hidrofébico. Esto resulta consistente con los resultados obtenidos en el presente trabajo.
Una explicacion de este hallazgo es realizada en la proxima seccion. Por otro lado, Branco et
al. (2010) estudiaron la inmovilizacion de lipasas de Pyrococcus furiosus sobre Butyl-
Sepabeads y Octadecyl-Sepabeads, y observaron que a medida que la hidrofobicidad del
soporte se incrementaba, mas lipasas eran adsorbidas. Este resultado sugiere que la
adsorciéon no solo esta determinada por las caracteristicas del soporte sino también por las
peculiaridades de la lipasa (tamafo del lid, numero de residuos hidrofébicos, etc.) o incluso

del preparado enzimatico del cual se parte.
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Figura 5.18. Contenido de proteina en los biocatalizadores preparados (Prot/Sop),
identificados en término de las condiciones empleadas para obtener los soportes: Q (m),
Serie QMO0.5 (4), y Serie QM1(o).
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5.8.2.11. Ensayos de actividad enzimdtica

El comportamiento catalitico de los biocatalizadores obtenidos y de la enzima libre
fue evaluado mediante la reaccién de interés (aciddlisis). La composicion de acidos grasos
palmitico y estedrico respecto al total de acidos grasos en los glicéridos (P+St) en los lipidos
estructurados (SL), productos tras 24 h de reaccién, son reportados en la Fig. 5.19. Como
puede notarse, casi todos los biocatalizadores obtenidos usando microesferas de quitosano
modificadas como soporte, Serie QMO0.5 y Serie QM1, fueron mas activos que el obtenido
empleando microesferas de quitosano (Q). Ademads, para ambas relaciones NH,/aldehido,
las proteinas adsorbidas mostraron una mayor actividad catalitica a medida que los tiempos
asociados a la reaccion de aminacion de sus soportes se incrementd, hasta alcanzar una
condicién a partir de la cual la actividad disminuyd, haciéndose similar a la de los
biocatalizadores preparados con las microesferas de quitosano sin modificar (tiempo de
aminacion= 0 h). Los efectos de los factores relacion molar NH,/aldehido, tiempo de
aminacién y su interaccion, resultaron ser significativos sobre la actividad de la lipasa

inmovilizada (P =0.0351, 0.0002, and 0.0009, respectivamente).

El biocatalizador que logré la mayor modificacién sobre el aceite de girasol fue el
preparado empleando QM1-1.5 como soporte; el mismo condujo a un cambio en la
composicion de los acidos palmitico y estearico, desde un valor inicial de 9.6% en el aceite
hasta 49.1% en el lipido estructurado final. Cabe destacar, que QM1-1.5 fue uno de los
soportes con menor cantidad de proteina adsorbida (Fig. 5.18). Sin embargo, conforme al
analisis del angulo de contacto, éste resultd ser uno de los soportes mas hidrofébicos. Este
comportamiento observado permite postular lo siguiente: en el caso de los soportes de la
Serie QM1 pareciera que una modificacion superficial mayor asociada a un caracter mas
hidrofdbico, hace que las lipasas se adsorban en una conformacion mas abierta. Al principio
ésta podria ser una conformacién mas activa, pero cuando la modificacion del soporte
supera un cierto grado, la conformacidn de la lipasa inmovilizada podria volverse demasiado
abierta y /o con el sitio activo mas cercano al soporte provocando una menor actividad o
impedimento estérico que bloquea fisicamente el acceso del sustrato (Mateo et al., 2007).

Esta forma abierta o expandida de la lipasa podria involucrar mas cadenas de aldehido que
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cuando se emplean soportes de la Serie 1:0.5 (conformacién mds cerrada). Por lo tanto, la
capacidad de los soportes de la Serie QM1 para adsorber proteinas podria estar restringido
por este hecho, lo que justifica el menor contenido de proteina alcanzado con estos (Fig.
5.18). El incremento de actividad debido a la inmovilizacion de lipasas en soportes
fuertemente hidrofébicos ha sido reportado en numerosos trabajos (Palomo et al., 2002;
Nieto et al.,, 2005). Otras investigaciones han informado que la mayor hiperactivacion se
logré cuando una baja cantidad de proteina fue adsorbida sobre los soportes. Para explicar
esto, los autores sugieren que tendria lugar la formacion de un microambiente que envuelve
la superficie del soporte, el sitio activo de la enzima y el sustrato, el cual favoreceria la

eficiencia catalitica de la enzima (Almeida et al., 2008; Branco et al. 2010).

Cuando se emplearon como catalizador lipasas de Rhizomucor miehei libres y el
biocatalizador preparado con las microesferas sin modificar (Fig. 5.20, ART: 0 h), se obtuvo
una incorporacion similar de acidos grasos saturados en los productos de reaccién. Sin
embargo el biocatalizador mas activo (QM1-1.5) tuvo una actividad casi 3 veces mayor que
estos. Los resultados aqui reportados demostraron que la lipasa inmovilizada logré una
condicién de hiperactivacion en algunos de los soportes modificados. Vale mencionar que
esta hiperactivacion no fue tan alta como las que se han reportado en otros trabajos
(Fernandez-Lafuente et al., 1998; Palomo et al.,, 2002; Nieto et al., 2005). Esto podria
deberse a la diferencia en las reacciones ensayadas y en el tipo de sustratos usados. Por
ejemplo, Palomo et al. (2002) mostrd que lipasas de M. miehei inmovilizada en Octadecyl-
Sepabeads fue 20 veces mas activa que la enzima soluble en la hidrdlisis de p-nitrofenil
propianato. Sin embargo, el mismo derivado enzimatico alcanzé solo un incremento en un
factor de 5 comparado con la enzima soluble cuando fue usado en la hidrdlisis de etil

butirato.

Por otro lado, tanto la enzima libre como la inmovilizada exhibieron similar
preferencia por incorporar acido estearico en lugar de palmitico. Usando la misma cantidad
de proteina, las incorporaciones de palmitico y estearico fueron las siguientes: 60.0% vy
104.1%, respectivamente, con lipasas de Rhizomucor miehei libre y 351.3% y 536.4%,

respectivamente, con QM1-1.5. Esto sugiere que los soportes obtenidos, junto con el
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proceso de inmovilizacién empleado, no cambiaron las caracteristicas naturales de las

lipasas en este sentido (Lee y Akoh, 1998).

Por otra parte, en lo que se refiere a la condicién impuesta sobre los biocatalizadores
de ser altamente resistentes a la atricion, este aspecto fue corroborado después de cada
reaccion realizada, por inspeccién visual. Todos los biocatalizadores permanecieron
inalterados en las condiciones de reaccion estudiadas. Ademas, y también en términos
cualitativos, la dureza de los biocatalizadores se pudo confirmar cuando los mismos

debieron llevarse a la forma de polvo para los andlisis de FTIR y *C NMR.

La comparacion del desempeno de los biocatalizadores preparados en este trabajo
con el de otras lipasas inmovilizadas sobre quitosano, reportadas en estudios previos, no
pudo realizarse debido a que no se hallé ningln tipo de investigacién en la que se produzcan
lipidos estructurados con estos derivados enzimaticos. La informacidn publicada muestra
gue otras lipasas han sido inmovilizadas sobre microesferas de quitosano sin modificar y
usadas generalmente en reacciones de hidrdlisis. Por ejemplo, lipasas de Candida rugosa
inmovilizadas han sido ensayadas en la hidrdlisis de p-nitrofenil palmitato (Chiou y Wu,
2004); aunque principalmente otros tipos de enzimas han sido inmovilizadas, por ejemplo B-
galactosidasa para ser empleada en la hidrdlisis de lactosa (Carrara et al. 1994, Rejikumar y
Devi, 1995). Asi también B-glucosidasa, fosfatasa acida y a-amilasa, entre otras, han sido
usadas en sus reacciones especificas (Krajewska, 2004). Esto indica que el trabajo que se
detalla en este capitulo resultd innovador, no solo desde el punto de vista de la
modificacion realizada sobre el quitosano para obtener un soporte mds adecuado, sino

también debido a la aplicacién que se le da al biocatalizador desarrollado.

156



Capitulo 5 - Preparacion de biocatalizadores: Soporte

60

% P+5t

0 T T T T T
0 0.5 1 1.5 2

ART (h)

Figura 5.19. Composicion de acidos palmitico y estearico (P+St) en los lipidos
estructurados (SL) obtenidos por aciddlisis catalizada con los biocatalizadores
preparados: Q (m), Serie QMO0.5 (A), y Serie QM1 (o). Aciddlisis catalizada por lipasas
libres de RM: 0. Aceite de girasol: ®. Condiciones de reaccién: 6 mol StPFA/mol SO, 3ml
hexano/g sustrato, 33 mg de proteina/g sustrato, a 60°C y 24h.

5.8.2.12. Estabilidad en el reuso

Un estudio de estabilidad operacional se llevé a cabo con todos los biocatalizadores.
Los resultados para los 3 primeros usos ensayados se muestran en la Fig. 5.20. Como puede
apreciarse, la actividad del biocatalizador obtenido a partir del material sin modificar (Q)
decrecio con los reusos en forma significativa (P<0.05), en concordancia con los hallazgos
reportados por Tang et al. (2007). La actividad de los biocatalizadores obtenidos de
microesferas de quitosano modificadas, en algunos casos fue moderadamente mantenida y
en otros, en general disminuyd. La estabilidad de QM1-1.5, mejor biocatalizador obtenido
desde el punto de vista de su actividad catalitica, fue testeada durante 10 usos
consecutivos. Como puede observarse en la Fig. 5.21., el mismo mantuvo su actividad
durante los primeros 7 usos de 24 h cada uno (P>0.05). Esto indica que durante este tiempo,
7 ciclos de uso (168 h totales), las lipasas adsorbidas sobre las microesferas modificadas no

fueron desactivadas por las condiciones a las que se llevd a cabo la reaccion de aciddlisis,
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tampoco liberadas al medio de reaccién, ni desorbidas en los lavados intermedios. Después
de 10 usos sucesivos, el biocatalizador mantuvo mas del 70% de la actividad inicial, estando
aun en un nivel de actividad mads alto que el de la enzima libre. Esto revela una fuerte
adsorcién de la lipasa al soporte hidrofdbico, en parte debida a la interaccion fisica
especifica entre la lipasa y el soporte, la cual por otro lado se vio favorecida por la fase

organica donde la reaccion de aciddlisis fue realizada.
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Figura 5.20. Composicion de acido palmitico y estearico (P+St) en los productos de
reaccién obtenidos en sucesivos usos para todos los biocatalizadores preparados.
Condiciones de reaccién: 6 mol StPFA/mol SO, 3ml hexano/g sustrato, 33 mg de
proteina/g sustrato, a 60°Cy 24h.
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Figura 5.21. Actividad relativa (A.R.) en usos sucesivos, correspondiente al biocatalizador
mas activo, QM1-1.5. Condiciones de reaccion: ver Fig. 5.20.

5.9. Conclusiones

En la preparacion de biocatalizadores, el soporte merece tanta atencion como la
enzima misma y el proceso empleado para la union o inmovilizacién. Esto se debe a que un
soporte elegido en forma adecuada puede mejorar significativamente el rendimiento del
derivado enzimatico. Por esta razdn, se opté por la preparacion del propio soporte a fin de

poder otorgarle las caracteristicas deseadas.

En ese sentido, microesferas de quitosano fueron preparadas exitosamente por
neutralizacion y posterior reaccion de aminacion reductiva a fin de modificar la naturaleza
hidrofilica del quitosano a una mas hidrofébica. Dado que esta técnica no habia sido
empleada antes para microesferas de gel, la modificacién quimica fue corroborada
mediante diferentes métodos de caracterizacion de materiales. Los resultados revelaron
que, para las condiciones bajo estudio, la concentracién de aldehido en el medio de
reaccion y el tiempo de contacto con el mismo influyeron en la hidrofobicidad de las
particulas obtenidas. Pudo notarse un incremento en el tamafo de las particulas debido a la
modificacion efectuada sobre las microesferas, probablemente debido a la incorporacion

superficial de largas cadenas carbonadas a la estructura original del polisacdrido. Todas las
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particulas obtenidas mostraron estabilidad térmica hasta al menos 250 °C. Por otra parte las
lipasas de Rhizomucor miehei fueron efectivamente inmovilizadas por adsorcién sobre las
microesferas modificadas, mostrando una mayor actividad a medida que el material era mas
hidrofébico, salvo para aquellos que resultaron altamente hidrofdbicos. El biocatalizador
QM1-1.5, obtenido de uno de los soportes mas modificados, logré la mayor transformacién
sobre el aceite de girasol en la reaccion de aciddlisis, alcanzando un cambio en la
composicidn de los acidos palmitico y estearico desde un valor de 9.6 % en el aceite original
a 49.1 % en el lipido estructurado final. Esta alta conversidn, 3 veces mayor que la obtenida
con la enzima libre, fue mantenida durante 7 usos consecutivos de 24 h cada uno,
transcurso en el cual no se detectaron problemas de atricion. De este modo, el
biocatalizador preparado que mostrd el mejor desempefio podria ser adecuado para usarse
en sistemas discontinuos con altas velocidades de agitacién y asimismo, en sistemas
continuos como catalizador en un lecho empacado. Este ultimo aspecto es motivo de

estudio en el Capitulo 8.

El trabajo que se detalla en este capitulo fue divulgado a través de la
siguiente publicacion cientifica:
Palla C., Pacheco C., Carrin M.E., Preparation and modification of chitosan

particles for Rhizomucor miehei lipase immobilization, Biochemical
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Capitulo

ACIDOLISIS: SELECCION
DE CONDICIONES
OPTIMAS

6.1. Introduccion

Como se detallé en la seccidon anterior, mediante modificaciones en la reaccién de
alquilacién, se obtuvieron soportes para inmovilizacién con distinto grado de hidrofobicidad.
Con la consecuente inmovilizacion de la lipasa Rhizomucor miehei sobre ellos, fue posible
obtener 8 tipos de biocatalizadores. La capacidad catalizadora de los mismos fue probada en
la aciddlisis de aceite de girasol y acidos grasos saturados, palmitico y estedrico, en una
condicién de reaccidn unica y especifica. El biocatalizador mas activo logré un cambio en la
composicion en acidos palmitico y estedrico desde un valor de 9.6% en el aceite original, a

49.1% en producto final.

Si bien este resultado logré ser muy satisfactorio en cuanto a la conversiéon
alcanzada, en lo que a aciddlisis se refiere, resulta necesario desarrollar un conocimiento
mas amplio de la influencia que tienen las variables de reaccion. Esto se hace aun mas
imperioso si se tiene presente que la reaccién de acidolisis consiste en pasos de hidrélisis y
reesterificacion. Ciertas condiciones podrian favorecer la hidrdlisis provocando una

formacion excesiva de diglicéridos (DAG) y monoglicéridos, incluso hasta de glicerol, que si
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permanecen como tales en el producto final disminuirian el rendimiento de los lipidos
estructurados deseados. Adicionalmente, la presencia de DAG puede dar lugar a reacciones
indeseadas. Se ha reportado que ciertas cantidades de DAG en la mezcla de reaccién han
provocado la acil migracién de grupos acilo de cadena larga de la posicidén sn-2 a sn-1 o sn-3,
lo que también conlleva a un menor rendimiento y pureza (Xu et al., 1998; Xu et al., 1999;

Yang et al., 2005).

Por otro lado, este tipo de estudio también resulta necesario cuando procesos de
esta clase se desean implementar en escala industrial, donde se usan por lo general,
reactores de lecho empacado. En este caso, las mezclas de reaccion deben tener una
relacion sustratos/solvente adecuada para que no ocurra solidificacion en las lineas del
sistema. Esto es debido a que la temperatura de trabajo por lo general es cercana a la

temperatura de fusion de los acidos grasos.

Las variables que pueden ser analizadas en una reaccion de aciddlisis enzimatica
son: tiempo, temperatura, relacién entre sustratos, concentracién inicial de agua en el
medio de reaccién, concentracién de enzima, concentracién de solvente y tipo de enzima
empleada, entre otros (Xu et al.,, 1998; Sharma et al., 2009; de Araujo et al., 2011). La

seleccion de los parametros a estudiar dependera de los requerimientos propios.

De este modo, el trabajo experimental y posterior analisis que se detalla en este
capitulo, se realizd con el objetivo de lograr una mayor comprensién del efecto que tienen
los parametros de reaccion mas importantes cuando un novedoso biocatalizador
especialmente preparado para modificacién de lipidos es usado. Asimismo, se buscd hallar
las condiciones de reaccion mas adecuadas sobre la base de consideraciones practicas, a fin

de producir el mayor cambio en la composicion del aceite de girasol.
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6.2. Métodos empleados

6.2.1. Diserio Experimental

Para que un conjunto de experimentos se realice en la forma mas eficiente, es
necesario emplear métodos cientificos en su planificacion. El disefio estadistico de
experimentos es el proceso de planear un conjunto de experimentos para obtener datos
apropiados que puedan ser analizados mediante métodos estadisticos, con el objetivo de
lograr conclusiones vélidas y objetivas. Para obtener conclusiones significativas a partir de
datos que involucran errores experimentales se requiere de un enfoque estadistico del

disefio de experimentos (Montgomery, 2005).

Basicamente, un disefio experimental consiste en desarrollar una serie de
experimentos, previamente planeados, en los que se varian los valores de las variables de
entrada (variables independientes) y se miden los valores de respuesta (variables
dependientes) a la salida (luego de realizar el experimento). Mas especificamente, disefios
gue involucran las metodologias de superficie de respuesta, permiten analizar
simultdaneamente varias variables con un minimo ndmero de ensayos, ya que se basan en
disefios factoriales. Estas metodologias tienen la ventaja de ser menos costosas y de

consumir menos tiempo que los métodos cldsicos (de Araujo et al., 2007).

En base a lo anterior, se selecciond un disefio de superficie de respuesta de tipo Box-
Behnken, para evaluar la influencia de los parametros de reaccién elegidos sobre las
variables de respuesta. El mismo consistio en un disefio factorial incompleto de tres niveles
y tres factores con tres puntos centrales (Fig. 6.1), en el cual los puntos experimentales han
sido especialmente escogidos para permitir una estimacidn eficiente de los coeficientes de
los modelos de segundo grado que este tipo de disefio permite obtener. Los tres factores
seleccionados fueron: cantidad de biocatalizador (E), relacién molar de sustratos (SR) y
cantidad de solvente (H). Estos se eligieron en base a trabajos de investigacion similares
(Shieh et al., 1995; Hita et al., 2009; de Araujo et al., 2011) donde estas variables tuvieron

efectos significativos. Los niveles de los factores se determinaron de acuerdo a estudios
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anteriores y consideraciones practicas. La cantidad de solvente, hexano, en el medio de
reaccion se fijo de modo que pudieran representarse sistemas diluidos en sustrato, de uso
comun en operaciones continuas, y sistemas “verdes”, en los que no se emplean
disolventes. Los rangos analizados fueron: E (0.21 a 0.39 g), SR (3 - 6 mol SPFA / mol SO) y H
(0.0-3.2 ml).

Figura 6.1. Diseiio de Box-Behnken de 3 factores con 3 niveles.

Las variables de respuesta seleccionadas y el justificativo de su eleccidn se detallan a

continuacion.

e % P+St: composicidon de acidos grasos saturados, palmitico y estearico, respecto
a los acidos grasos totales en glicéridos. La cantidad de acidos palmitico y estearico presente
en los glicéridos luego de transcurrida la reaccidn es una medida directa de la actividad neta
de la lipasa (reacciones de hidrdlisis y esterificacion). Representa ademas una caracteristica

gue permite apreciar claramente cuanto se modificaron los lipidos originales.

e % BP: composicién de subproductos (mono y diglicéridos) respecto al total de
glicéridos. Como ya se menciond, la reaccidon de aciddlisis se inicia cuando la enzima
hidroliza los acidos grasos presentes en la estructura del triglicérido, lo que permite la
posterior esterificacion con cadenas acilo presentes en el medio de reaccion. En

consecuencia, los productos de la hidrélisis, acidos grasos libres, monoacilgliceroles vy
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diacilgliceroles, son intermediarios necesarios en la reaccidn. Sin embargo, la presencia de
estos compuestos en el producto final implica un decrecimiento en el rendimiento a lipidos

estructurados.

e % SUS: triglicéridos monoinsaturados respecto al total de triglicéridos. Fue el
lipido deseado por su estructuracion en tipo de acidos grasos. Estos lipidos contienen dos
acidos grasos saturados que dan las caracteristicas de grasas sélidas o semisdlidas. Ademas,
conserva el acido graso insaturado en la posicién sn-2, siempre y cuando la enzima sea
especifica (que solo catalice las reacciones en las posiciones sn-1 y sn-3) y no ocurra

migracion del 4cido graso original de esta posicidn.

* % SSS: triglicéridos trisaturados respecto al total de triglicéridos. La presencia de
triglicéridos trisaturados en el producto de reaccidn se debe a la existencia de la acil
migracion como reaccion secundaria. Por esta razon, el contenido de TAG trisaturados

puede ser empleado como un indicador de esta reaccidn indeseada.

% Acidos grasos saturados

B (% P+St)
__ Cantidad de
2 Biocatalizador
2 2 % Subproductos (% BP)
m 1 Relacion de E’ _
E Sustratos = :
o w | % Monoinsaturados (% SUS)
= = Hexano
- % Trisaturados (% SSS)

Figura 6.2. Factores y variables de respuesta seleccionados para el disefo factorial
incompleto de 3 factores con 3 niveles.
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La matriz de disefio fue realizada empleando el software Design-Ease® (Stat-Ease
Inc., 2006). La misma dio lugar a 15 experiencias, de las cuales 2 son réplicas del punto
central. Los niveles de los factores empleados en cada uno de estos ensayos, en término de
las variables reales, se muestran en la tabla 6.1. Las experiencias se efectuaron en forma

aleatoria.

Este mismo software se empled también para el analisis estadistico a través de
modelos de ajuste, que relacionan las distintas variables independientes y sus interacciones
con la variable dependiente o respuesta considerada. En estos, los coeficientes se calculan
en base a las respuestas experimentales y se obtienen segun la siguiente ecuacion de

regresion multiple:

9::80+Z:8ixi+zlgiixi2+z z:Binin (6.1)

i=1 j=i+l
donde ¥y es la respuesta en estudio, By la interseccién, B; el coeficiente para el efecto
principal del factor i, Bj; el coeficiente que involucra la interaccién entre iy j, y por ultimo, x;
y X; representan cada uno de los factores considerados.
La bondad del ajuste fue testeada mediante el andlisis de la varianza (ANOVA), el

cual emplea coeficientes estadisticos para describir los modelos. Estos son:

¢ Coeficiente de determinacién (Rz): es una medida de la variacién de la media
explicada por el modelo.

¢ Coeficiente de determinacion ajustado (Rzadj): es una medida de la variacion
alrededor de la media explicada por el modelo, ajustada por el nimero de términos
presentes en el modelo.

¢ Coeficiente de determinacién predicho: (Rzpred): es una medida de la capacidad

predictiva del modelo.

La diferencia entre Rzpred y Rzadj no deberia ser mayor que el 20%, de lo contrario
podria haber un problema con los datos o el modelo. Otros parametros descriptivos que se

emplean son:
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e Falta de ajuste (LOF): el valor correspondiente no debe ser significativo.

e Precision Adeq (AP): mide la relacién entre los valores predichos y el error
promedio de la prediccidon. Son adecuados los valores mayores a 4, en cuyo caso el modelo
puede ser usado para navegar en el espacio del disefno.

* Valor P: es un estadistico que determina la significancia de los términos del
modelo. Valores de P>F menores que 0.05 indican que el término del modelo es significativo
y valores mayores a 0.1, indican que es no significativo. Cabe mencionar que algunos
términos que mostraron ser no significativos fueron conservados en los modelos con el fin

de aumentar la calidad del ajuste.

En base a lo anterior, un modelo de ajuste fue obtenido para cada respuesta con su

correspondiente andlisis estadistico.

6.2.2. Preparacion del Biocatalizador

El biocatalizador empleado para la realizacién de las reacciones se preparé segun lo
especificado en el capitulo anterior, en las condiciones que permitieron obtener el
catalizador mas activo. Esto significé emplear dodecil aldehido en la relacion monomolar 1:1

NH2/aldehido y un tiempo de contacto de 1.5 h.

De igual manera, la inmovilizacidon de la lipasa sobre los soportes obtenidos se llevo a

cabo como se detalla en el mencionado capitulo.

6.2.3. Reacciones de Acidolisis

Las reacciones entre aceite de girasol (SO) y la mezcla de acidos grasos palmitico y
estedrico (SPFA) fueron realizadas como se detalla a continuacion: 110 mg de SO y la
cantidad correspondiente de SPFA, necesaria para obtener las relaciones molares de
sustrato deseadas, fueron mezcladas con la cantidad adecuada de hexano y calentadas a 60

°C. La reaccion comenzdé cuando el biocatalizador fue anadido.
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El sistema de reaccion consistid en recipientes cilindricos de vidrio de base plana con
tapas roscadas, en los cuales se colocaron las mezclas de reaccidon y se introdujeron en un

bafio de agua provisto de control de temperatura y agitacién magnética a 250 rpm.

Después de 12 h, las reacciones se detuvieron removiendo la enzima por filtrado.
Luego, los productos de reaccién fueron colocados bajo atmdsfera de nitrégeno para retirar

el solvente y posteriormente almacenados a - 209C hasta su analisis.

6.2.4. Andlisis de productos de reaccion

Los productos de reaccion obtenidos fueron analizados por cromatografia gaseosa,
previa purificacion cuando fue requerida. Las técnicas usadas fueron las que se detallan a

continuacion.

6.2.4.1. Determinacion de dcidos grasos en glicéridos

Se empled el método descrito en la Seccién 2.3.7.

6.2.4.2. Determinacion del perfil de triglicéridos (TAG)

Se empled el método descrito en la Seccion 2.3.8. Tras la identificacion de las
especies de TAG, las mismas se agruparon en cuatro categorias diferentes de acuerdo al
numero de acidos grasos saturados (S) o insaturados (U) presentes en la molécula (sin
distinguir isdmeros de posicion). De este modo el contenido de TAG en los productos fue

reportado como SSS, SUS, UUS, y UUU (% g /100 g TAG total).

6.2.4.3. Cuantificacion de subproductos (BP)

El analisis se realizé en los productos de reacciéon no deacidificados, siguiendo el
método descrito en la Seccidn 2.3.8, por lo que los acidos grasos libres cuantificados no sdlo
fueron subproducto sino también reactivo remanente de la reaccién. Por esta razoén, con el
fin de comparar las distintas experiencias, el porcentaje de subproductos se calculé como

porcentaje en peso de monoglicéridos y diglicéridos respecto al total de glicéridos.
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6.2.5. Optimizacion Multirespuesta y verificacion de los modelos de ajuste

En lo que a optimizacién de procesos se refiere, es comun que varias variables de
respuesta sean de interés. Con lo cual, la determinacién de las condiciones éptimas de las
variables independientes requiere la consideracion simultanea de todas las respuestas, con
el fin de hallar un éptimo global. Estos tipos de andlisis en disefios experimentales,
denominados de optimizacién multirespuesta, pueden ser resueltos a través de diversas
técnicas que se agrupan en 3 grandes enfoques: metodologias de superficie de respuesta,
metodologias de disefio robusto de Taguchi y metodologias basadas en una funcién
denominada, funcién de deseabilidad (D). Este ultimo enfoque consiste en la realizacion de
superficies de respuesta individuales para cada respuesta. Los valores predichos, obtenidos
de cada superficie de respuesta, son transformados a una escala adimensional vy
denominados deseabilidad individual, di. D se calcula combinando los valores de
deseabilidad individual, y el rango de valores que puede tomar varia entre D = 0 (valor
inaceptable) y D = 1 (valor completamente deseable) (Ferreira et al., 2007). El valor de las
variables que maximiza D puede ser determinado mediante el empleo de software

adecuados como Design-Ease® (Stat-Ease Inc., 2006).

Teniendo presente lo anterior, la técnica de la funcién D fue empleada para el
analisis de optimizacién. Para ello se impusieron diferentes especificaciones sobre las
variables de respuesta, con el objetivo de obtener los valores de los pardmetros que
satisficieran dichos requerimientos. Inicialmente se impuso, en simultaneo, la maximizacién
de % P+St y %SUS, y la minimizacidon de % BP y % SSS, permitiendo a los parametros de
reaccion tomar cualquier valor dentro de los rangos analizados. Luego, en base a la solucion
obtenida y consideraciones practicas, otros criterios fueron evaluados. Las condiciones
seleccionadas como Optimas fueron ensayadas en experimentos independientes vy

empleadas para verificar la precision de los modelos de ajuste.
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6.3. Resultados y discusiones

6.3.1. Diserio experimental: Anadlisis de los productos de aciddlisis

6.3.1.1. Composicion de dcidos grasos en glicéridos.

La composicion en acidos grasos para los lipidos estructurados obtenidos se puede
observar en la Tabla 6.1. Adicionalmente, se incluye en ésta la composicion del aceite de
girasol a efectos de favorecer la comparacién. Como puede observarse, todos los productos
de reaccion mostraron una mayor composicion en acidos palmitico y estearico que el SO, y

un decrecimiento correspondiente de los acidos oleico y linoleico (datos no mostrados).

Para el disefio propuesto, los lipidos estructurados obtenidos alcanzaron una
composicion de P+St comprendida entre 30.1 - 45.1 %, lo cual representa un incremento de

225 - 372 % respecto al aceite original (9.6 %).

6.3.1.2. Perfil de Triacilglicéroles (TAG)

La especificacion de las especies de TAG del aceite de girasol y de todos los lipidos
estructurados productos de aciddlisis, se puede apreciar en la Tabla 6.2. Como puede
notarse, la composicidén correspondiente a las especies predominantes en SO fue: 27.36%
de OLL (L= acido linoleico, O = acido oleico), 21.81% de LLL, 15.23% de OOL, 8.30% de PLL (P
= acido palmitico) y 8.12% de 0O0O.

A fin de evaluar los cambios en las especies tras la reaccion, se selecciond al SL del
ensayo 12 (N=12), producto con mayor incorporacion de acidos grasos saturados, para la
comparacion. En éste, las especies mayoritarias y sus porcentajes asociados fueron: 10.55%
de PLSt (St = acido estedrico), 9.90% de OLL, 8.50% de PLL, 8.40% de POLy 7.86% de PLP. Al
confrontar con SO, se detectd la presencia de nuevas especies: PPP, PPSt y StStL.
Adicionalmente, la cantidad de especies de TAG con dacidos grasos saturados aumento,
mientras que la cantidad de especies con 4cidos grasos insaturados disminuyd. Tal
comportamiento era el esperado, considerando que la aciddlisis se realiz6 empleando

acidos grasos palmitico y estearico como acil donador.
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A través del anadlisis por grupos de TAG, se registraron los siguientes porcentajes,
para SO: 71.57% de UUU, 24.22% de UUS, 2.51% de SUS y 0.11% de SSS y para SL(N=12):
26.12% de UUU, 34.77% de UUS, 32.61% de SUS y 6.19 % de SSS. Este analisis también
evidencido el cambio de la composicion de triglicéridos, a través de una considerable

disminucion del grupo UUU y un aumento de los grupos restantes.

Respecto al grupo SUS, el tipo de triglicérido deseado como producto principal de
reaccién, pudo observarse un notable aumento de éste en todos los productos de reaccién
respecto al contenido inicial en aceite, lo que se corresponde con los altos valores de
incorporacion logrados. Los lipidos estructurados obtenidos alcanzaron una composicion de
SUS entre 21.1 y 37.3%, lo que representa un aumento del 740-1346% respecto del aceite
original (2.51%).

Por otro lado, el hecho de que el grupo UUS aumentd, reveld que fue un
intermediario de reaccién entre UUU y SUS. También se hallé una cantidad mayor del grupo
SSS en los lipidos estructurados obtenidos. Esto, junto con el hecho que la composicion
masica de acidos grasos saturados de la posicion sn-2 del aceite de girasol utilizado no
supera el 3%, demuestra la existencia de acil migracién, lo que implica el traslado de los
acidos grasos saturados de sn-1 o sn-3 a la posicidon sn-2. Esta reaccion no enzimatica no es

deseable ya que reduce la selectividad de los TAG deseados.

6.3.1.3. Andlisis de subproductos

La Tabla 6.1 muestra el % de subproductos en los lipidos estructurados productos de
reaccion. Mientras que el aceite tuvo un contenido de subproductos de 0.01%, los
productos obtenidos tuvieron un contenido mucho mas alto, entre 16.3-25.2%. Este rango
de % BP se encontré como resultado de las condiciones de reacciéon ensayadas, por lo que,
un analisis del efecto de los parametros de reaccién sobre los subproductos se realiza en

una proxima seccion.

Cabe mencionar que no se detectd glicerol en ninguna de las muestras, lo que
significa que la reaccion de hidrdlisis no se completd en el rango analizado de las variables

experimentales.
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Tabla 6.1

Capitulo 6 - Aciddlisis: seleccion de condiciones optimas

Variables experimentales y variables de respuesta seleccionas para la aciddlisis catalizada
por lipasas de Rhizomucor miehei inmovilizadas en microesferas de quitosano modificado

(QM1-1.5) a 60 °Cy 12 h de reaccion.

Factores Experimentales

Variables de Respuestab

. SR (mol E H P+St (%) SUS (%) BP (%) SSS (%)
N oseras ) (m)
mol SO)
1 4.5 0.30 1.6 39.1 (39.3) 34.5 (35.8) 22.5 (22.2) 8.6 (8.5)
2 3 0.30 0 37.9 (39.0) 30.6 (33.1) 19.6 (19.7) 5.5 (5.4)
3 4.5 0.39 3.2 38.5 (38.4) 36.8 (37.1) 24.3 (24.8) 9.5 (9.4)
4 6 0.39 1.6 41.0 (41.9) 329 (33.3) 20.1 (20.6) 9.7 (9.2)
5 4.5 0.21 0 38.0 (37.4) 30.2 (29.8) 19.3 (19.2) 4.8 (4.9)
6 6 0.21 1.6 31.1 (32.6) 21.9 (23.5) 16.3 (16.4) 5.2 (5.6)
7 4.5 0.30 1.6 422 (39.3) 35.6 (35.8) 21.9 (22.2) 8.9 (8.5)
8 3 0.39 1.6 37.6 (36.8) 36.7 (35.9) 252 (24.8) 8.7 (8.8)
9 4.5 0.21 3.2 30.1 (29.4) 21.1 (21.0) 18.4 (18.7) 4.7 (4.3)
10 6 0.30 3.2 36.3 (35.8) 27.9 (28.0) 17.5 (16.9) 6.4 (6.8)
11 3 0.21 1.6 345 (34.3) 27.2 (26.1) 19.9 (20.5) 5.3 (5.2)
12 6 0.30 0 45.1 (44.5) 32.6 (30.5) 17.8 (17.7) 6.2 (5.8)
13 45 0.30 1.6 37.8 (39.3) 37.3 (35.8) 23.2 (22.2) 8.1 (8.5)
14 3 0.30 3.2 36.7 (37.8) 31.0 (30.6) 23.6 (23.3) 6.3 (6.4)
15 45 0.39 0 403 (40.3) 33.3 (33.3) 213 (215) 6.5 (6.9)
Aceite de Girasol 9.55 251 0.01 0.11

® N: Nimero de experiencia.

® Valores experimentales (valores predichos por el modelo correspondiente).
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Tabla 6.2
Perfil de triglicéridos del aceite de girasol (SO) y de los lipidos estructurados obtenidos mediante el

disefio experimental y la optimizacion multirespuesta (m%).

Capitulo 6 - Aciddlisis: seleccion de condiciones optimas

TAG® TipodeTAG® SO 1 2 3 4 5 6 7 8
PPP SSS ND° 175 0.88 193 202 09 111 1.85 1.76
PPSt SsS ND 339 177 377 390 193 215 353 3.44
POP suUsS 030 3.42 3.07 367 324 302 222 361 3.74
PLP SuUS 098 794 711 842 783 716 558 821 8.16
StStP SsS 007 260 168 293 289 150 158 266 2.60
POSt suUS 029 560 503 609 521 481 338 592 626
POO uus 2.80 3.17 3.46 3.08 3.02 360 323 322 331
PLSt suUS 0.85 11.12 9.79 1172 1069 9.76 7.19 11.46 11.63
POL uus 6.54 827 937 837 771 913 794 847 9.44
PLL uus 830 808 939 822 781 898 852 815 8091
StStSt SSS 004 082 121 091 085 042 039 085 086
StStO suUS 013 199 179 219 186 174 1.00 210 2.23
00S uus 126 237 253 229 218 261 216 232 244
StStL SuUS ND 440 3.85 470 405 3.66 255 431 4.66
000 uuu 812 266 241 215 3.11 3.01 469 239 141
stoL uus 259 683 756 684 602 719 558 682 7.95
ooL uuu 1523 517 5.63 449 594 607 9.12 495 3.94
StLL uus 306 639 675 610 554 652 535 596 6.87
OoLL uuu 2736 830 957 7.0 9.44 1021 1494 7.87 6.17
LLL uuu 2181 558 698 484 656 7.52 1075 5.16 4.03

NIf 029 0.15 015 020 0.12 0.18 057 019 0.19

5 SSS 011 856 554 953 967 4.82 524 889 866

5 SUS 2.51 3447 30.65 3679 32.89 30.15 21.92 3561 36.67

5 UUS 2422 3511 39.07 3490 32.29 38.03 32.77 34.93 3893

5 UuU 7157 21.71 2459 1859 25.04 26.82 39.50 20.38 15.56

& P: 4cido palmitico, St: dcido estedrico, O: &cido oleico, L: 4cido linoleico. ®S: 4cido saturado, U: acido

insaturado. ND: no detectado.
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Tabla 6.2 (Continuacion)

Perfil de triglicéridos del aceite de girasol y de los SL obtenidos mediante el disefo
experimental y la optimizacién multirespuesta (w %).

TAG® TipodeTAG® SO 9 10 11 12 13 14 15 SLO2
(SLO1)

PPP SSS ND°  1.00 139 1.16 134 172 130 1.33 1.58
PPSt SSS ND 1.83 262 212 246 327 250 259 3.03
POP SuUS 030 207 281 280 327 442 312 330 347
PLP IS 098 520 7.06 684 7.86 854 720 7.79 8.09
StStP SSS 0.07 143 190 162 1.82 247 191 199 228
POSt suUS 029 327 432 435 520 687 517 548 557
POO uus 2.80 3.15 324 331 325 425 334 329 336
PLSt SuUS 0.85 695 9.09 866 10.55 10.94 9.97 10.64 10.87
POL uus 654 7.88 7.86 9.08 840 895 9.10 868 9.10
PLL uus 830 846 813 918 850 7.07 893 869 9.10
StStSt SSS 0.04 043 049 042 057 068 0.58 055 0.73
StStO SuUS 013 117 142 140 1.82 226 174 191 1.96
00S uus 126 213 2,09 227 228 3.05 239 238 237
StstL SUS ND 242 319 3.18 391 428 381 415 3.93
000 uuu 812 514 416 351 319 323 287 250 247
stoL uus 259 549 564 671 646 680 732 690 7.01
ooL UuuU 1523 945 771 7.06 617 539 599 537 476
StLL uus 306 520 524 612 587 465 668 630 635
OoLL Uuu 2736 15.75 1227 1130 990 6.61 9.54 9.02 7.88
LLL Uuu 21.81 1140 864 7.76 687 354 639 673 555

i 029 018 071 115 031 101 016 041 054

5 SSS 011 468 640 532 619 813 629 645 7.62

5 SUS 251 21.09 27.89 27.23 32.61 37.31 31.02 33.27 33.88

S UUS 2422 3231 3221 36.67 3477 3478 37.75 36.23 37.29

S UUU 71.57 4174 3279 29.63 26.12 1877 24.79 23.63 20.67

4sL01: lipido estructurado obtenido de la optimizacién: maximo de % P+St y % SUS, y minimo de % BP y % SSS. © SL 02:
lipido estructurado obtenido de la optimizacidon: maximo de % P+St con SR =3 y H=3.2. NI: no identificado
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6.3.2. Modelos de ajuste

Todos los modelos presentaron valores de AP mayores que 12.7, lo que indica que
las sefiales obtenidas fueron adecuadas. Por otro lado, los valores de falta de ajuste (LOF) no

resultaron significativos.

6.3.2.1. Composicion de dcidos saturados palmitico y estedrico.

El efecto de los factores experimentales sobre la composicion de acidos grasos
palmitico y estedrico respecto al total de acidos grasos en los glicéridos (% P+St),
considerando un modelo cuadratico e interacciones entre las variables independientes, se
muestra en la Fig.6.3. Conforme al R2, este modelo explica un 91.24 % de la variabilidad en
% P+St, lo cual indica que es adecuado para representar la relacidon existente entre los
parametros de reaccién. Respecto al R2adj y el R2pred, sus valores fueron de 82.49% and
66.20% respectivamente, los cuales estuvieron dentro de los margenes considerados como

adecuados. El modelo de ajuste obtenido fue:

% P+St = 13.524 - 1.978 SR + 174.629 E-1.215 H + 12.683 SR*E - 0.783 SR*H
+10.621 E*H — 359.507 E* (6.2)
Analizando los coeficientes del modelo con el test-t, los factores mas significativos
para determinar el % P+St, conforme a sus valor P, fueron los términos lineal y cuadratico
correspondientes a la cantidad de biocatalizador (E) y el término lineal correspondiente a la
cantidad de hexano (H): E (P= 0.0013), E2 (P = 0.0105) y H (P= 0.0035). La relacién molar
entre sustratos (SR) y la interaccién E*H no fueron significativas (P> 0.1). Las interacciones

SR*E (P=0.0731) y SR*H (P= 0.0540) resultaron moderadamente significativas.

Los mayores niveles de incorporacién de los acidos palmitico y estearico se lograron,
para todas las cantidades de hexano, utilizando la mayor cantidad de enzima y la mas alta
relacion de sustrato en el medio de reaccién (Fig. 6.3.A). El hecho de que el aumento de la
relacion molar de sustratos incrementd la actividad de la enzima, indicaria que no se
produjo inhibicién del biocatalizador por la acidificaciéon del microambiente, la cual se

generaria por el exceso de acidos grasos libres (Yankah y Akoh, 2008). Mas aun, la reaccion
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enzimatica pudo haber sido limitada por baja disponibilidad de acidos grasos libres en el

medio de reaccion.

La interaccién SR*H se muestra en la Fig. 6.3.B. Como puede apreciarse, en el nivel
mas bajo de SR, independientemente de la cantidad de H, y a la mas alta cantidad de H,
independientemente del nivel de SR, el porcentaje de P+St no cambid significativamente.
Por otro lado, esta respuesta se maximizé cuando se empled el mas alto nivel de SR en

ausencia de H.

A pesar de que la interaccion E*H mostro ser no significativa como resultado general,
se observé un comportamiento particular en el punto central de SR (Fig. 6.3.C). Trabajando
al mas bajo nivel de hexano (0 ml), se hallé que el porcentaje de P+St se incrementd con el
aumento de la cantidad de enzima en el medio de reaccidon hasta un valor aproximado de
0.33 g. Mayores aumentos de la concentracion de enzima en el medio no produjeron ningun
incremento en el % P+St. En el nivel mas alto de hexano (3.2 ml), la composicién de
palmitico y estearico se acrecentd rapidamente a medida que la cantidad de biocatalizador
aumentaba, observandose este comportamiento hasta un valor de E=0.30 g. Después de
éste valor, permanecié practicamente constante. Por otra parte, en el nivel mas alto de
enzima la composicidén de palmitico y estérico fue casi la misma para todas las cantidades de
hexano, mientras que en el nivel mas bajo de enzima, el incremento de la cantidad de
hexano resultd en una rdpida disminucién en la incorporacion de P+St. Estos resultados
podrian reflejar un comportamiento diferente del sistema cuando hay presencia o no del
solvente, ya que la incorporacién de hexano al medio de reaccién no solo disminuye la

viscosidad del sistema y favorece la solubilidad de los sustratos, sino que también los diluye.

Conforme a los resultados del analisis estadistico, la cantidad de biocatalizador fue el
factor mas significativo en lo que a la incorporaciéon de palmitico y estedrico se refiere, lo
cual evidencia que en el rango de E explorado, no hubo aglomeracién del biocatalizador.
Seguramente, el uso de una enzima inmovilizada como biocatalizador contribuyd a evitar su

agregacion (Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010). Estos resultados ademds, permitieron
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demostrar que el soporte de inmovilizacién preparado es adecuado para su uso con lipasas

en las condiciones de trabajo ensayadas.

6.3.2.2. Triglicéridos monoinsaturados como TAG deseados

Los efectos de los factores experimentales sobre la concentracion de triglicéridos
monoinsaturados (TAG deseados) respecto del total de triglicéridos (% SUS) se muestra en la
Fig. 6.4. El andlisis de la varianza (ANOVA) indicé que el modelo representado por la Ec. 6.3,
cuadratica en SR, E y H, fue el mas adecuado para representar la relacidn entre la respuesta
y los factores significativos, exhibiendo un R? = 94.49 %. El R%adj y el R’pred fueron 88.99 %
y 79.15 % respectivamente, lo cual resulté acorde. El mejor modelo predictivo para % SUS

en término de los factores reales fue:

% SUS = - 29.079 + 10.965 SR + 254.1984 F - 4.44289 H + 21.835 E*H
- 1.313 SR?-391.081 E - 0.900 H? (6.3)

Para este modelo, el factor mas significativo fue la cantidad de biocatalizador en el
medio de reaccién (P< 0.0001). Otros términos significativos fueron: SR? (P=0.0114), E?
(P=0.0082), H* (P=0.0328) y la interaccién E*H (P=0.007). Los términos lineales de SR y H
resultaron moderadamente significativo con valores P= 0.0664 y P= 0.0744,

respectivamente.

La Fig. 6.4.A muestra el efecto de la cantidad de biocatalizador, la cantidad de
hexano y su interaccién sobre % SUS. En el nivel mas bajo de hexano, el % SUS aumentd con
el incremento de la cantidad de biocatalizador, hasta un cierto valor (0.33g). Luego, mayores
incrementos en E dieron lugar a un pequefio decrecimiento en la respuesta analizada. Al
mas alto nivel de hexano, el % SUS tuvo un aumento creciente con el incremento de la
cantidad de biocatalizador hasta alcanzar el valor mdximo. Ademads se pudo notar que,
trabajando con la menor cantidad de enzima, el % SUS decrecié con el aumento de la
cantidad de hexano. Trabajando al mas alto nivel de la enzima, el % SUS se acrecentd con el
aumento de la cantidad de disolvente hasta un cierto valor (2.4 ml), disminuyendo

ligeramente cuando se emplearon mayores cantidades. Esto indicaria que la adicién de
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hexano a medios de reaccion con baja cantidad de biocatalizador provoca un efecto de

dilucién que posiblemente hace que los sustratos no estén tan disponibles para la enzima.

El efecto de la relacidn molar de sustratos sobre % SUS fue muy débil, mostrando
para cada nivel de biocatalizador casi el mismo valor de respuesta en el rango de SR
comprendido entre 3-5.3. Esto muestra la insignificancia de la interaccion E*SR. Por otra
parte, altos valores de acidos grasos libres en el medio, resultaron en un pequefno

decrecimiento en % SUS (Fig. 6.4.B).

% SUS
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Figura 6.4. Superficie de Respuesta: Triglicéridos monoinsaturados respecto al total de triglicéridos
(% SUS). Efecto de: A) cantidad de biocatalizador y de hexano para una relacién molar de sustrato de
4.5 (punto central); B) cantidad de biocatalizador y relacién molar de sustratos para una cantidad de
hexano de 1.6 ml (punto central).
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6.3.2.3. Subproductos: mono y diglicéridos

El efecto de los factores experimentales sobre los subproductos (mono y diglicéridos)
respecto al total de glicéridos (% BP) se muestra en la Fig. 6.5. El analisis de la varianza
(ANOVA) indicé que el modelo representado por la Ec. 6.4, cuadratica en SR y H, fue el mas
adecuado para representar la relacidon entre la respuesta y los factores significativos, con un
R? = 97.26%. El R%adj y el R’pred fueron adecuados, 94.52% y 86.64% respectivamente. El

modelo predictivo para el % BP en términos de los factores reales fue:

% BP = 4.681 + 5.884 SR + 13.144 E + 1.949 H - 0.445 SR*H + 6.590 E*H
-0.729 SR* - 0.463 H* (6.4)

Acorde al valor P, los términos lineales correspondientes a la relacion molar de
sustratos (SR) y a la cantidad de biocatalizador (E) mostraron ser factores altamente
significativos (P < 0.0001) para determinar el % BP. Los términos restantes del modelo que
resultaron significativos fueron: H (P=0.0155), SR®> (P=0.0015), H® (P=0.0082) y las
interacciones SR*H (P=0.0113) y E*H (P=0.0192).

Como puede observarse en la Fig. 6.5.A, para todas las cantidades de hexano (0 - 3.2
ml), el % BP decrecié con el aumento en la relacién molar de sustratos. A bajos valores de SR
el incremento en H resultd en aumento del % BP. Sin embargo, tan pronto como los valores
de SR fueron mas altos, el efecto de H sobre el % BP se volvié insignificante. Del mismo
modo, la Fig. 6.5.B muestra que para todas las cantidades de E, el % BP decrecié con el

aumento de SR.

Independientemente de la cantidad de hexano, un aumento en la cantidad de
biocatalizador incrementd la cantidad de subproductos. Probablemente, el uso de una
mayor cantidad de enzima significé la adicién de mas agua al sistema y favorecio la etapa de
hidrdlisis (Xu et al., 1999). Por otro lado, un incremento en la relaciéon molar de sustratos
causé una disminucién de esta respuesta. Esto podria explicarse en base a que, un
incremento en la cantidad de acidos grasos libres en el medio de reaccién hace posible que

los compuestos intermediarios puedan ser reesterificados mas rapidamente por accion de
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las lipasas. Resultados acorde a lo mencionado han sido previamente reportados por
Bloomer et al. (1991) en la acidélisis entre trioleina y acido palmitico, quienes hallaron que
el contenido de DAG decrecia cuanto mayor era la relacién palmitico/trioleina. Del mismo
modo, Xu et al. (1999) mostré que la formacién de DAG se incrementaba con el aumento en
la relacién de sustratos, definido éste en forma inversa a la variable SR aqui presentada, es
decir como la relacion molar aceite/acido caprico, en la aciddlisis entre ellos. Este hecho
podria ser cierto para valores altos de E, ya que en estas condiciones se obtuvieron elevadas
incorporaciones de palmitico y estearico (% P+St). Sin embargo, a bajos valores de E, no solo
disminuyd el % BP con el incremento en SR, sino también % P+St y % SUS. Esto permitiria
deducir que la acidificacion del medio de reaccion influye sobre la actividad hidrolitica de la

lipasa cuando ésta se encuentra en el rango dependiente de E.

Referido a la Fig. 6.5.C puede notarse que en todo el rango de hexano (H) analizado,
el % BP se incrementd con el aumento de la cantidad de biocatalizador. Mas aun, puede
observarse que para el mayor nivel de hexano, cuanto mas grande es la cantidad de E mas
importante resulta el incremento en % BP. Sin presencia de hexano en el medio de reaccion
los sustratos son mas viscosos. En consecuencia, los pasos de hidrélisis o esterificacion

podrian estar limitados por mecanismos de transferencia de masa.
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6.3.2.4. Triglicéridos trisaturados: indicador de la acil migracion

El efecto de los factores experimentales sobre la composiciéon de triglicéridos
trisaturados respecto al total de triglicéridos (% SSS) se muestra en la Fig. 6.6. El analisis de
la varianza (ANOVA) indicé que el modelo representado por la Ec. 6.5, cuadratico en SR, E y
H, mostrd ser el mas adecuado para representar la relacién entre los factores significativos y
la respuesta, exhibiendo un R? = 96.87 %. El R%adj and R’pred fueron 93.74 % y 79.04 %
respectivamente, lo cual resulté apropiado. El modelo predictivo para el % SSS expresado en

término de los factores fue:

% SSS = -10.345 + 3.286 SR + 49.397 £ + 0.674 H + 5.581 E*H - 0.350 SR?
-64.239 E* - 0.639 H* (6.5)

Una vez mas la cantidad de biocatalizador resulté ser el factor mas significativo (P <
0.0001). Otros factores que resultaron significativos fueron: H (P =0.0166), SR? (P =0.011), E?
(P =0.0576), H? (P =0.0002) vy la interaccién E*H (P= 0.0082). El término lineal SR no resultd
significativo (P > 0.1).

Un examen de la Fig. 6.6.A indica que para todas las cantidades de hexano, el
porcentaje de triglicéridos trisaturados aumentd cuando se incrementd la cantidad de
biocatalizador en el medio. Este efecto fue mas notable para altos niveles de hexano
(interaccion E*H significativa). De igual manera, para todas las relaciones de sustrato se
encontré que el porcentaje de % SSS se acrecentd rapidamente cuando la cantidad de
enzima era mayor (Fig. 6.6.B). Sin embargo, en este caso la interaccion E*SR no fue
significativa. En otras palabras, el efecto de E sobre el % SSS fue similar para cada SR
analizado y viceversa.

Por otra parte, el efecto combinado de la cantidad de sustrato y la cantidad de
hexano sobre la respuesta analizada se aprecia en la Fig. 6.6.C. Esta muestra que para todas
las relaciones de sustratos, el % SSS se incrementé con el aumento en la cantidad de hexano
hasta alcanzar el valor de 1.9 ml. Mas alld de este valor, éste decrecié gradualmente con el
aumento en la cantidad de dicho solvente. Un comportamiento similar pudo observarse

para todas las cantidades de hexano, cuando la relacion de sustratos fue variada. El % SSS
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aumento con el incremento de SR hasta un cierto valor (4.5 mol/mol), disminuyendo luego a

un ritmo similar, a valores mayores.

La cantidad de biocatalizador en el medio de reaccidn fue el factor mas influyente. La
cantidad de E mas alta produjo el mayor contenido de SSS en los lipidos estructurados. Este
resultado estuvo en concordancia con el obtenido en el andlisis de subproductos, ya que
mayores cantidades de MAG y DAG promueven la acil migracion (Xu et al., 1999). De este
modo, acidos grasos insaturados de la posicidn sn-2 podrian migrar, permitiendo que la
enzima los remueva de los triglicéridos. Consecuentemente, podria tener lugar la migracién

de los acidos grasos saturados permitiendo asi la formacién de compuestos SSS.

Con respecto al efecto del hexano, algunos trabajos han reportado que su presencia
en el medio reduce la velocidad de la acil migraciéon (Xu et al., 1998). Sin embargo, en este

estudio, este fendmeno se observd tras alcanzar un cierto valor de dicho solvente.

La calidad de los modelos de ajuste también se puede observar en la Tabla 6.1,
donde se reportan los valores predichos por los modelos presentados para cada respuesta
en cada punto del disefio experimental. Para todas las variables de respuesta, los valores
predichos resultaron muy cercanos a los valores experimentales, lo cual indica que los

modelos experimentales se ajustaron adecuadamente.

6.3.3. Optimizacion Multirespuesta y verificacion de los modelos

El objetivo de la optimizacion multirespuesta fue encontrar un conjunto de
condiciones adecuadas para los parametros o variables independientes, que permitieran
cumplir con los requisitos impuestos sobre las variables de respuesta. En primer lugar se
impuso la maximizacion de % P+St y % SUS y la minimizacion de % BP y % SSS, permitiendo
que los parametros de reaccidon tomaran cualquier valor dentro del rango analizado en el
disefio experimental. El valor maximo de D (D = 0.787) se obtuvo cuando la reaccion de
aciddlisis se lleva a cabo en las siguientes condiciones: SR = 6 mol/mol, E=0.30gy H=0ml,
donde los valores de respuesta previstos son: % P+St = 44.49, % SUS = 30.48, % BP = 17.66 y

% SSS = 5.82. Esta combinacidn de valores de los parametros, que coincidié con uno de los
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ensayos del disefio experimental (N=12), cumpli6 en gran medida con los criterios
impuestos y demostrd que los sistemas “verdes” libres de solvente son los mas efectivos. Sin
embargo, desde un punto de vista practico, cuando se opera en sistemas continuos o
semicontinuos, resulta mas facil llevar a cabo las reacciones en presencia de solvente,
preferentemente en medios diluidos para evitar bloqueos en las lineas del sistema. En
consecuencia, se realizé otra optimizacion teniendo en cuenta la mayor factibilidad de los
sistemas con solventes. Los criterios impuestos fueron: maxima cantidad de hexano, minima
relacion molar de sustratos y maximo % P+St. El resultado éptimo correspondiente fue: SR =
3 mol/mol, E=0.34 gy H = 3.2 ml, donde los valores de respuesta predichos fueron: % P+St
= 38.50, % SUS= 33.71, % BP = 24.73 y % SSS = 7.50; y el correspondiente valor D fue de
0,825 (mayor al anterior debido a la menor cantidad de restricciones en las respuestas).
Estas nuevas condiciones Optimas se utilizaron en cuatro ensayos independientes para
corroborar la validez de los modelos de prediccion. Los valores de respuesta experimentales
hallados fueron: % P+St = 38.60 + 0.09, % SUS = 33.88 £ 0.75, % BP = 24.97 + 0.37 y % SSS =

7.62+ 0.17, los cuales resultaron muy cercanos a los valores previstos.

El perfil de TAG del lipido estructurado obtenido en estas condiciones (SL O2 en la
Tabla 6.2) tuvo como especies mayoritarias: PLSt, POL, PLL, PLP y OLL. Similar al resultado de
la primera optimizacién (SL O1 que corresponde a N12), pero con diferentes distribuciones.
Esto se vio reflejado en la obtencién de una mayor proporcion en los TAG del grupo SSS,
asociada a la existencia de mayor cantidad de enzima y de solvente en el medio; y una
mayor en los de UUS, lo cual estd directamente relacionado con el efecto de dilucién
generado por combinar baja relacion de sustratos y alta cantidad de hexano. Pudo
apreciarse ademads, una mayor cantidad de subproductos, lo que indica que la velocidad de
reaccion asociada a la hidrdlisis fue mayor que la de esterificacion. Cabe mencionar, que
este estudio se focalizd Unicamente en las caracteristicas quimicas de los lipidos
estructurados. Por ende, un estudio de las propiedades fisicas de los mismos resultaria

adecuado para determinar su campo de aplicacion final.
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Figura 6.7. Superficie de Respuesta para la funciéon de deseabilidad (D) como resultado de: A) la
maximizacién de % P+St y % SUS y la minimizacidn de % BP y % SSS; B) maximizacién de la cantidad
de hexano y de % P+St, y minimizacion de la relacidon de molar de sustrato.

6.4. Conclusiones

La necesidad de conocer el comportamiento de un novedoso biocatalizador obtenido
en un estudio previo suscito el trabajo de investigacion detallado en el presente capitulo. El
biocatalizador preparado por la inmovilizacién de lipasas de Rhizomucor miehei sobre

microesferas de quitosano alquiladas, se utilizé para catalizar la aciddlisis entre aceite de
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girasol y acidos grasos palmitico y estedrico, en distintas condiciones de relacidn de

sustratos, cantidad de enzima y solvente.

El analisis estadistico de los resultados demostrd que la cantidad de biocatalizador
fue la variable mas significativa en cada respuesta analizada, dividiendo el comportamiento
de la reaccidén en una zona de alta y una de moderada dependencia de la cantidad de

biocatalizador. La presencia de hexano contribuyo a resaltar este comportamiento.

El andlisis de optimizacion multirespuesta llevado a cabo a través de la funcién de
deseabilidad reveld que, para el rango estudiado, cuando el criterio es maximizar % SUS y %
P+St, y minimizar % SSS y % BP, la reaccion debe ser llevada a cabo sin hexano con la mayor
relacion molar de sustratos y en un valor intermedio de cantidad de enzima. Estas
condiciones serian adecuadas desde un punto de vista medio ambiental pero posiblemente
dificultosas a nivel operativo, lo que permite deducir que diversos criterios deben ser
analizados para hallar un escenario éptimo y a la vez factible. La imposicion de la condicion
con presencia elevada de solvente, mds adecuado para representar los sistemas operativos
reales, did lugar a productos con menor incorporacion de acidos grasos saturados. Esto
demuestra que la evaluacion de la calidad del producto deseado y las condiciones

operativas del proceso debe generar una decisién de compromiso.

El trabajo que se detalla en este capitulo fue divulgado a través de la
siguiente publicacion cientifica:
Palla C., Pacheco C. Carrin M.E. Production of structured lipids by
acidolysis with immobilized Rhizomucor miehei lipases: selection of suitable
reaction conditions. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 76 (2012)

106-115.
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Capitulo

CINETICA DE LIPASAS
INMOVILIZADAS

7.1. Introduccion

La mayoria de las investigaciones dedicadas a la sintesis de lipidos estructurados han
sido dirigidas a estudiar el efecto de las condiciones de reaccidn, ya sea que se trate de
estudios de laboratorio o en escala piloto, incluyendo procesos batch o continuos (Camacho
et al., 2007). Se ha analizado el efecto de variables tales como el tipo de disolvente,
temperatura, relacion molar de sustratos (Fomuso y Akoh, 2002), concentraciones de
sustrato, contenido de agua (Torres y Hill, 2002) y el modo de funcionamiento (Xu et al,
1998a; Shimada et al.,, 1999; Xu, 2003). Sin embargo, poco se ha informado sobre
parametros experimentales de la cinética de reaccion catalizada por lipasas, y del modelado
del comportamiento de la reaccién de aciddlisis, especialmente entre acidos grasos vy
triglicéridos heterogéneos (Garcia et al., 1999; Camacho et al., 2002; Pacheco et al., 2010),
los cuales son muy necesarios para controlar, optimizar y disefiar reactores industriales. Por
otra parte, muchos de los estudios concernientes a las reacciones de aciddlisis han sido
enfocados en los productos de reaccidon sin reportar otra informacién pertinente como
concentraciones de los medios de reaccién asociados o de los productos intermediarios de

la reaccion (Garcia et al., 1999). En consecuencia, no todos los resultados disponibles sobre
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reacciones de acidodlisis podrian ser utilizados para obtener pardmetros cinéticos,

especialmente cuando se desea emplear un modelo mas sofisticado (Pacheco et al., 2010).

La mayor parte del modelado disponible para la reaccidn aciddlisis se basa en la
metodologia de superficie de respuesta (Shieh et al., 1995; Xu et al., 1998b; Sharma et al.,
2009). Esta metodologia es muy util para optimizar el sistema de reaccion estudiado en si,
pero sus parametros son dificiles o imposibles de ser comparados en diferentes condiciones

o sistemas.

Teniendo presente lo anterior, la acidélisis de aceite de girasol con acidos grasos
palmitico y estedrico en presencia de solvente y empleando el biocatalizador éptimo
preparado, fue estudiada desde el punto de vista de la cinética de reaccion, empleando para
ello modelos con diferentes grados de complejidad. El efecto de las condiciones de reaccién
(temperatura, tiempo) sobre los pardmetros cinéticos y de equilibrio, asi como en la
formacion de productos intermediarios de reaccién (monoglicéridos y diglicéridos) fue
analizado. El objetivo de este estudio fue contribuir a aumentar el conocimiento sobre el
comportamiento de reacciones de aciddlisis utilizando expresiones de velocidad propuestos
en la literatura para comprobar su aplicabilidad a este sistema especifico, y la obtencidn de

nuevos valores experimentales de constantes cinéticas a diferentes condiciones.

7.2. Trabajo experimental

La reaccion de aciddlisis entre aceite de girasol (SO) y la mezcla de acidos grasos
saturados (StPFA), palmitico y estearico, fue llevada a cabo en las condiciones determinadas
como 6ptimas desde el punto de vista operativo, en el capitulo anterior. Estas son: relacion
molar de sustratos= 3 mol StPFA/mol SO, biocatalizador = 0.34 g y hexano = 3.2 ml. Para
obtener la cinética, las reacciones se llevaron a cabo a dos temperaturas, 50 °C y 60°C, para

tiempos de reaccidon de 2, 4, 8, 12,24y 72 h.

Cabe mencionar que el biocatalizador empleado fue el denominado QM1-1.5, por
ser el de mayor actividad alcanzada, como se demostrd en el Capitulo 5. Asimismo, las

temperaturas de reaccion fueron elegidas en base a estudios previos donde se corroboré
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que permitian lograr mayor modificacidn del lipido original, que la temperatura éptima de la
lipasa libre. Trabajar a temperaturas mas elevadas (a presion atmosférica) no es

aconsejable, debido a la cercania con el punto de ebullicién del hexano (69°C).

Los analisis realizados sobre los productos de reaccién fueron composicion de acidos
grasos saturados palmitico y estearico en los glicéridos, composicidon en especies de
triglicéridos, y subproductos (mono- y diglicéridos respecto del total de glicéridos). Las

técnicas empleadas para cada determinacién son las detalladas en el Capitulo 2.

7.3. Modelado matematico de la cinética de acidolisis

7.3.1. Antecedentes y consideraciones generales

Sin lugar a dudas, la ecuacidon mdas empleada a lo largo del tiempo para describir
cinéticas enzimaticas ha sido la ecuacion de Michaelis-Menten. Esta ha sido utilizada para
representar adecuadamente numerosas reacciones enzimaticas en las que hay involucradas
un Unico reactante, el sistema es homogéneo y se esta en la etapa inicial de la reaccidn

(Georgakis et al. 1975; Lee y Lin, 1996; Uragami et al., 2006; Cil et al., 2007).

Sin embargo, reacciones mas complejas donde participan dos o mas reactantes,
como la aciddlisis enzimatica donde se suma que la reaccion tiene lugar en un sistema
heterogéneo (interfase lipido-acuosa), no pueden ser descritas por la ecuacién de Michaelis-
Menten y sus variantes, ya que no cumplen con las condiciones anteriormente
especificadas. En estas, la complejidad se presenta por el modo en que los sustratos y
productos se unen y liberan del sitio activo. La forma mds comun de representar esto

incluye:

I) Mecanismo ordenado: un sustrato debe unirse antes que el otro;

II) Mecanismo aleatorio: los sustratos pueden unirse en cualquier orden;

[ll) Mecanismo de doble desplazamiento 6 Ping -Pong: tras la unién del primer

sustrato se libera uno de los productos, en una reaccién parcial en la que se genera una

199



Capitulo 7 - Cinética de lipasas inmovilizadas

forma modificada de la enzima. Esta forma se une al siguiente sustrato, catalizando la

formacion del segundo producto con regeneracién de la forma nativa de la enzima.

Estos tres diferentes mecanismos pueden generar expresiones diferentes de la

velocidad de reaccion, que influyen en la precision de los modelos generados (Sauro, 2011).

Por otro lado, el mecanismo se puede clasificar en funcién al nimero de sustratos y
productos que intervienen en la reaccién. Cleland (1975) desarrolld una notacion para
diferenciar estas reacciones, denominando A y B a los sustratos, y Q y P a los productos,

dando lugar a las siguientes combinaciones:

A an - P Uni Uni
A U - P+Q Uni Bi
A+B 0 - P Bi Uni
A+B an - P+Q Bi Bi
A+B+C 0O - P+Q Ter Bi

En lo que a antecedentes de modelado cinético para reacciones de aciddlisis se
refiere, Balcdo y Malcata (1996) presentaron el modelado matematico de un mecanismo
Ping Pong Bi Bi genérico aplicado a una reaccién catalizada por lipasas y la expresién de la
velocidad asociada, suponiendo estado pseudo-estacionario. Ese modelo se puede
simplificar dependiendo de los supuestos cinéticos, donde generalmente no menos de
cuatro parametros quedan involucrados. Reyes y Hill (1994) utilizaron un mecanismo Ping
Pong Bi Bi, en una forma simplificada, para modelar el comportamiento dinamico de las
reacciones de aciddlisis en ausencia de disolvente. Obtuvieron dos expresiones que
requieren el conocimiento de un total de cinco parametros cinéticos y de las
concentraciones de cinco componentes a través del tiempo. Ortega et al. (2004) aplicaron
este modelo para representar con éxito la incorporaciéon de acido linoleico conjugado en
aceite de soja completamente hidrogenado en un sistema con solvente. Xu et al. (1998c)
propusieron un modelo simplificado para la cinética de las reacciones de aciddlisis en un
sistema libre de disolvente, donde la incorporacidon estaba sujeta al tiempo de reaccion en

una manera similar a como la velocidad de reaccion lo hace con la concentracidn de sustrato
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en la ecuacion de Michaelis-Menten. Camacho et al. (2007) postularon un modelo cinético
de parametros agrupados para la aciddlisis catalizada por lipasas inmovilizadas en un
sistema con disolvente. Dicho modelo requiere el conocimiento de tres parametros
experimentales y sdlo una variable en el tiempo. Ciftci et al. (2009) presentaron un enfoque
de programacion para expresion de genes comparando sus predicciones con un modelo de
red neuronal mds robusto. Encontraron un buen rendimiento aplicando este modelo
empirico para representar la reaccion de acidolisis entre trioleina y acido palmitico en un
sistema con disolvente. Sin embargo, éste utiliza 28 parametros de ajuste en la predicciéon

de tres concentraciones de TAG para la reaccion involucrada.

7.3.2. Mecanismo Ping-Pong Bi Bi

En base a lo anterior, puede notarse que el mecanismo Ping-Pong Bi Bi ha sido de los
mas empleados para describir la cinética de las reacciones de aciddlisis. Por ello, en esta
seccion se da una breve descripcidn de los pasos de reaccion implicados a fin de lograr un

entendimiento mds completo del proceso.

La Fig. 7.1 muestra el ciclo catalitico para la acidélisis entre los triglicéridos del aceite
de girasol y los acidos grasos saturados, palmitico y estearico, libres. El mismo esta basado
en la dindmica planteada por Reyes y Hill (1994), que da lugar al Modelo Ill empleado mas
adelante. El ciclo se divide en dos secciones, la parte superior representa la etapa de
hidrélisis y la parte inferior el paso de reesterificacion. En la practica, estos dos pasos
ocurren simultaneamente dando lugar a una combinacion de reacciones en serie y en
paralelo, con multiples entradas y salidas de reactivos y productos de manera que el
mecanismo global es de tipo Ping Pong. El proceso en su forma simplificada implicaria, la
unién de la lipasa a una molécula de glicérido (mas especificamente, a la regién de la
molécula que contiene el enlace éster) y la posterior ruptura del enlace. Esta ruptura es
seguida por la formacion de un complejo acilo mixto entre el acido graso “liberado™ del
glicérido y la lipasa. Subsecuentemente, el gliceril procedente del glicérido es liberado. A
continuacion, una molécula de agua es capturada dando lugar a la desacilacion, que

permite que el dcido graso sea liberado por la enzima al medio.
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Figura 7.1. Esquema de reaccién de aciddlisis para un mecanismo Ping-Pong Bi Bi. El agua ingresa al ciclo catalitico en los pasos de
acilacion/desacilacion.

A= unidn éster; Al= unién éster original (glicérido reactante); A2= nueva unién éster formada con el acido graso incorporado
U= 4cido graso insaturado liberado del triglicérido original (oleico, linoleico)

S=4cido graso saturado, a ser incorporado (palmitico, estearico)

IG=glicérido intermediario (glicerol, mono -, diglicéridos)

E*= complejo acil- enzima.

ki= constante cinética del paso i.
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La incorporacién de un nuevo acido graso del medio a un gliceril, requiere de la
union de la enzima al 4cido para formar un complejo que mediante la acilacion da lugar a la
formacidn de una molécula de agua que es liberada al medio. Posteriormente, el complejo
acil-enzima se une a un gliceril llevando a cabo una unién ester con el nuevo acido graso.
Tras la liberacion de este nuevo glicérido y la regeneracion de la enzima, esta ultima queda

disponible para catalizar alguno de los dos pasos de reaccién.

Desde el punto de vista de los acidos grasos libres, las expresiones de velocidad
necesarias para describir este sistema son dos, una que describa la aparicion en el medio de
los acidos grasos hidrolizados (los cuales pueden ser agrupados, independientemente de sus
diferencias quimicas) y otra que exprese la desaparicién del medio del acido graso a

incorporarse. El Gltimo tipo se puede interpretar como la velocidad de reaccion de aciddlisis.

7.3.3. Modelos cinéticos

A continuacion se detallan los modelos probados para el ajuste de los puntos
experimentales resultado de la aciddlisis entre aceite de girasol y acidos grasos saturados.
Cabe mencionar que aqui solo se presenta la ecuacidon correspondiente al modelo y las
suposiciones que los autores realizaron para desarrollarlas. La deduccion de las mismas, con

las ecuaciones asociadas, puede ser encontrada en las referencias citadas.

7.3.3.1. Modelo Cinético I

El modelo mas sencillo disponible en la literatura para representar en aciddlisis la
incorporacion de los acidos grasos reactantes con el tiempo de reaccidn, es el propuesto por
Xu et al. (1998c). Este se desarrolld6 observando que la curva que describe el
comportamiento de la incorporacion versus el tiempo de reaccion, tiene una forma similar a
la representada por la ecuacién de Michaelis- Menten. Al reemplazar en ésta la velocidad de
reaccion por la incorporacién y la concentracion de sustratos por el tiempo, se tiene la

siguiente expresion:
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_ FMe [t

= (7.1)
K, +t

M

donde, Fye es la incorporacion maxima de dacidos grasos reactantes, correspondiente al
equilibrio, y K;es una constante a ser determinada experimentalmente. Esta expresion no
tiene asociada ninguna hipdtesis ni simplificacion, y los acidos grasos incorporados son los
acidos grasos que fueron reactivo y ahora  estdn presentes en los glicéridos,

independientemente de la posicion.

7.3.3.2. Modelo Cinético I Modificado

De manera similar a como Xu et al. desarrollaron el modelo anterior, la inspeccién de
las curvas de incorporacién de acidos grasos reactantes vs. el tiempo de reaccidn
permitieron observar su tendencia a comportarse segun el tipo sigmoideas, incluyendo un
periodo “lag” en el cual no se obtuvo una apreciable incorporacion. Esto llevd a buscar una
ecuacién que pudiera describir adecuadamente este comportamiento. La denominada
ecuacion de Hill (Weiss, 1997), empleada para enzimas alostéricas, puede en estos casos ser
usada reemplazando las variables velocidad de reacciéon y concentracién de sustrato por

incorporacion y tiempo, respectivamente.

—_ FIVIe E"

F =
Kln +tn

M

(7.2)

donde, Fye es la incorporacion maxima de dacidos grasos reactantes, correspondiente al

equilibrio, y K; y n son constantes a ser determinadas experimentalmente.

7.3.3.3. Modelo Cinético 11

Un modelo cinético de parametros agrupados para la aciddlisis de triglicéridos (TAG)
y acidos grasos libres (FFA), en medio no acuoso y catalizada por una lipasa inmovilizada sn-
1,3 especifica, fue propuesto por Camacho et al. (2007). Este modelo fue desarrollado
basandose en el mecanismo de reaccién de la aciddlisis considerando las siguientes

hipotesis:
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1- Debido a la especificidad posicional de la lipasa (sn-1,3 especifica) solo los acidos

grasos ubicados en las posiciones 1y 3 del triglicérido participan en la reaccion.

2- La sustitucion en una posicion, no depende de la naturaleza del acido graso
presente en la otra posicion posible de ser sustituido, es decir, ambas posiciones son

equivalentes.

3- La concentracién de diglicéridos en el medio de reaccién se asume en estado
estacionario y posee un valor bajo, ya que no se afiade agua al sistema (lo que favoreceria la

hidrélisis) y la relacion de sustratos FFA/TAG es alta.

4- Los Unicos intermediarios donde la enzima participa que tienen considerable
duracién como para ser tenidos en cuenta son los complejos acil-enzima. Estos estan en

equilibrio con los acidos grasos libres.

5- La concentracion del complejo acil-enzima es mucho mayor que Ia

concentracion de enzima libre en el medio de reaccion.

El modelo representa la variacion de los acidos grasos incorporados, expresados en
fraccion molar mediante la variable Fy con la intensidad del tratamiento 8 como una

funcidon de parametros cinéticos, el equilibrio y Fy, segun la siguiente ecuacién:

dF,, _ (k_E, /3K,,)|(2-3F, )m, -3F,)- (/K. )3F, F] 73)
do |k, /k,,)@3F,)+(m, —3F, )|[(kK, /k.K,, )BF,)+(m, -3F,)] '

donde 0 se define en términos de la masa de biocatalizador (m.), del volumen de reaccion

(V), de la concentracion inicial de triglicéridos ([TAG]o) y del tiempo de reaccion (t), como:

me
H(ﬁ] 7.4

La constante de equilibrio (K.) se obtiene en base al valor de Fy en el estado

estacionario (Fye), segun la ecuacién que sigue:
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K — (3 FMe )2

© (2-3R,)(m, -3F,.) (7.5)

La forma reducida del modelo se obtiene agrupando parametros en la ecuacion 7.3:

df, _ Al2-3£,)m, -3F,)-(1/&,)BF,)]
do [B(3F,)+(m, -3F,)[(BC)BF, )+ (m, —3F,)]

(7.6)

donde A, B y C, parametros cinéticos condensados, se definieron tomando en cuenta el

significado de las variables que se estaban agrupando:

A = k. Er/(3Kw), relacidn entre la constante cinética de formacion del complejo acil-
enzima del triglicérido original (k..), la concentracién de enzima activa (E7)y la constante de

equilibrio de formacién del complejo acil-enzima de los acidos grasos libres reactantes (Ky).

B = K/Kwm, relacidn entre las constantes de equilibrio de formacién del complejo acil-

enzima del acido graso libre liberado (K.) y del 4cido graso libre reactante (Ky).

C = ki/kw, relacion entre las constantes cinéticas de esterificacion de diglicéridos con

acidos grasos del triglicérido original (k.) y con dacidos grasos reactantes (ky).

La expresion determinada por la ecuacién 7.6 fue la empleada para ajustar los datos

experimentales.

7.3.3.4. Modelo Cinético 111

Reyes y Hill (1994) postularon tres mecanismos diferentes para describir la aciddlisis
entre acidos grasos libres y un triglicérido heterogéneo, como aceite de oliva o leche,
difiriendo uno del otro en el punto en el cual la molécula de agua ingresa en el ciclo
catalitico. Las expresiones desarrolladas para describirlos tomaron en cuenta el efecto de la
concentracion de todas las especies participantes en la reaccién, dando lugar a modelos mas
complejos que los anteriormente descriptos. Las asunciones que llevaron a cabo los autores

para desarrollarlos fueron:
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1- Todos los 4acidos grasos liberados del triglicérido sustrato pueden ser

considerados juntos como un solo producto (P,).

2- Las especies de glicéridos minoritarias (glicerol, mono- y diglicéridos) pueden
ser agrupadas en un Unico compuesto intermediario, cuya composicion en acidos grasos es

IG.

3- El paso determinante de la velocidad es el que involucra la ruptura de la unién

éster, asumiendo que los demas pasos alcanzan un rapido equilibrio.

En este caso, los autores emplearon como variables a analizar, la velocidad de
aparicion de acidos grasos en los productos (rp,) y la velocidad de desaparicion de los acidos
grasos libres (-rs), en vez del porcentaje o fraccién molar de incorporacién como en los
anteriores modelos. Cuando cada uno de los tres modelos desarrollados por Reyes y Hill
(1994), derivado de cada mecanismo planteado, fue probado en el ajuste de sus datos
experimentales obtenidos en la aciddlisis sin solvente, hallaron que la versién reducida de la
expresion de la velocidad correspondiente al mecanismo que denominaron 1 (en el cual el
agua ingresa al ciclo catalitico durante los pasos de acilacion/deacilacidn), dio lugar al mejor

ajuste:

— (VRl[S][IG] ~Vino [W][Q])ET (7.7)

) GE )

donde Vg1, VM2 Y Ky son pardmetros cinéticos que, junto con la concentracion inicial de agua

(Wo), son obtenidos experimentalmente.

Es necesario realizar una aclaracion respecto al contenido de agua inicial del sistema.
Reyes y Hill (1994) encontraron diferencias, en reacciones de aciddlisis, entre el contenido
inicial de agua calculado y el tedrico necesario para alcanzar los niveles de hidrdlisis
observados al finalizar la reaccion. En consecuencia, los autores sugirieron considerar a la

concentracion inicial de agua como un parametro adicional a incorporar al modelo.
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7.4. Resultados y discusiones

7.4.1. Composicion de los productos de reaccion de aciddlisis: efecto del tiempo y la

temperatura de reaccion

7.4.1.1. Composicion en dcidos palmitico y estedrico

La Fig. 7.2 muestra la evolucién en el tiempo de la composicidén en dcidos palmitico y
estedrico de los productos de reaccién para las dos temperaturas ensayadas, 50 y 60°C.
Como puede notarse, no se hallaron diferencias significativas en cuanto a la temperatura
para las primeras 2 a 4 h de reacciéon. Después de ese tiempo, la incorporacion fue
marcadamente mas rdpida a 60°C; luego de 24 h los lipidos estructurados contenian
alrededor de 50 % en masa de acidos palmitico y estearico, mientras que a 50°C contenian
aproximadamente el 30 %, lo que indicé que una temperatura mayor tuvo un efecto
positivo. Resultados similares han sido reportados en trabajos previos para lipasas de
Rhizomucor miehei inmovilizadas comerciales (Lipozyme RMIM). Por ejemplo, Carrin vy
Crapiste (2008) reportaron la mayor incorporacién de acidos grasos saturados a 60°C al
llevar a cabo la misma reaccion de interés de esta tesis entre 40 y 60°C. En concordancia,
Sahin et al. (2005) realizaron la aciddlisis entre tripalmitina, acidos grasos de aceite de
avellana y 4cido estedrico, y encontraron que la mayor incorporacion de acido estearico fue

lograda también a 60 °C.
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Figura 7.2. Evolucion de la aciddlisis de SO y StPFA: Composicién de acidos
palmitico y estedrico (% P+St) en lo productos de reaccién a 50 °Cy 60 °C.

7.4.1.2. Contenido de subproductos

La generacion de subproductos mostré un comportamiento similar a la composicion
de acidos palmitico y estedrico incorporados durante las primeras 4 h de reaccion (Fig. 7.3).
Después de ese tiempo, aumentd significativamente con la temperatura, alcanzando el
estado estacionario después de las 12 h, siendo alrededor de 24 y 14% para 60 y 50°C,
respectivamente. Al comparar el contenido de subproductos con el contenido de los acidos
palmitico y estedrico en los productos de reaccion, pudo concluirse que los pasos de la
reaccion enzimatica general (hidrolisis y esterificacidon) progresaron al mismo nivel después

de las 12 h aproximadamente.

Dado que el contenido de subproductos se calculd en base a la composicion en mono
y diglicéridos respecto del total de glicéridos (mono, di y triglicéridos), ya que los acidos
grasos libres no se consideraron porque en su mayoria son reactivo de la reaccion, la
variacion de estos 3 componentes en el tiempo se muestra en la Fig. 7.4. Al analizar

simultaneamente las curvas que representan a los mono-, di- y triglicéridos, para una dada

209



40
30
] u ]
BP 20 1
(s/100g) = A
A
10 1.1 4 4
A
0 . T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
mT=60°C AT=50°C Tiempo (h)

Figura 7.3. Evolucién de la aciddlisis de SO y StPFA: Composicién de
subproductos (BP) en lo productos de reaccién a 50 °C(A)y 60 °C (m).

temperatura, puede apreciarse que inicialmente todos los glicéridos eran en su mayoria
triglicéridos. Con el transcurso de la aciddlisis se comienzan a generar diglicéridos y en
bastante menor proporcion monoglicéridos, lo que conlleva una disminucion de los
glicéridos mayoritarios. Los cambios mas importantes en las composiciones de triglicéridos y
de diglicéridos se aprecian desde que comienza la reaccion hasta aproximadamente las 12 h,
luego las mismas logran paulatinamente estabilizarse hasta alcanzar el estado de equilibrio.
Por otro lado, en lo que a monoglicéridos se refiere, si bien su composicidon es muy baja, se
aprecia al amplificar la escala (Fig.7.4.B) que este contenido no pareciera estabilizarse a 60
°C, sino continuar creciendo, aunque de modo mas lento teniendo en cuenta las horas de
reaccion y los valores alcanzados. Asimismo, en este analisis se hace también evidente como
una mayor temperatura de reaccidn genera mayores modificaciones en la composicion

global de glicéridos.

Cabe mencionar que los valores aqui representados, en términos de composiciones
molares, fueron parte de los datos experimentales empleados en el Modelo Ill. Por otro lado
no se encontrd glicerol en ninguno de los lipidos estructurados productos de reaccion,

indicando que la hidrdlisis nunca fue completa.
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Figura 7.4. Evolucion de la aciddlisis de SO y StPFA: Composicidon de A)
triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos, a 50 °Cy 60 °C; B) Ampliacion
de la Fig 7.4.A (Zona de MAG).

7.4.1.3. Distribucién de triglicéridos

Tras la identificacion de todas las especies de triglicéridos presentes en los lipidos
estructurados productos de reaccion, los mismos fueron agrupados en cuatro categorias

diferentes de acuerdo al nimero de 4cidos grasos saturados (S) o insaturados (U) presentes
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en cada molécula (sin distinguir isdmeros de posicion). De este modo el contenido de
triglicéridos se analizd en base a la evolucién de SSS, SUS, UUS y UUU (% g /100 g TAG total).
La distribucion de estos grupos es mostrada en la Fig.7.5.A y Fig.7.5.B para las dos

temperaturas empleadas, 50 y 60 °C.

Como puede notarse, el grupo UUU disminuye en todo el tiempo de reaccién,
mostrando el mayor decrecimiento hasta la hora 12, siendo el mismo mas notorio a 60 °C
qgue a 50°C. Mads aun, esta disminucion fue practicamente lineal a la mayor temperatura,
mientras que a 50 °C puede observarse una desaceleracion en el cambio de esta
concentracion desde tiempos iniciales. Luego de las 12 h de reaccion, el decrecimiento fue
mucho menor. Cabe notar que el grupo UUU es el mayoritario en el aceite (sustrato de
glicéridos iniciales), por lo cual su disminucidn esta directamente relacionada con la

velocidad relativa de hidrdlisis.

El grupo UUS, segundo mayoritario en el aceite, se incrementé en ambas
temperaturas, siendo el aumento un poco mas rapido a 60 °C. Esto demuestra que sobre
este grupo prevalecid, en forma relativa, la reaccion de esterificacion por sobre la de
hidrdlisis. Adicionalmente, puede notarse que a 50°C este grupo pareciera haber alcanzado
un nivel estable y maximo en su concentracién (35% aproximadamente). En cambio, a 60°C
se observa que antes de las 72 h de reaccién se produciria un maximo en la concentracién
de UUS (igual o superior a 40%) y luego tiende a disminuir (hasta aproximadamente 30% a
las 72 h). Por un lado, se podria pensar que a 50°C el maximo no se encontrd por falta de
datos en tiempos intermedios entre 24 y 72 h. Por otro lado, con el cambio de temperatura
muy probablemente cambien los valores de las constantes cinéticas y de equilibrio, lo cual
se reflejarda en cambios en los perfiles obtenidos. La disminucidn encontrada a 60°C a
tiempos prolongados de reaccion podria deberse a la continuacién del proceso de cambio
de acidos grasos saturados en los glicéridos, dejando en evidencia que el grupo UUS seria un

compuesto intermediario para luego generar otro tipo de glicérido.

Respecto al grupo SUS, el tipo de triglicéridos deseados, su incremento fue mayor a

60 °C. A esta temperatura, pudo notarse un incremento practicamente lineal hasta las 12 h.
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Luego de este tiempo, su crecimiento progresé a mucha menor velocidad, llegando a
convertirse en el grupo mayoritario y representando aproximadamente un 40% del total de
TAG a las 72 h de reaccién. Por otro lado, a 50 °C la concentracion de SUS se incrementa a
mayor velocidad inicialmente (aunque menor que la observada para 60 °C) y luego se
observa una constante disminucion de su velocidad de produccién con el transcurso del
tiempo. Superadas las 24 h de reaccidn, este grupo se convierte en el mayoritario dentro de

los TAG, alcanzando a las 72 h un valor cercano al 30%.

Por ultimo, el grupo SSS mostré un aumento lineal durante las primeras 24 h de reaccion a
50 °C; luego se observa una aceleracion en su produccién, obteniéndose a las 72 h de
reaccion un valor de aproximadamente 14%, en vez del 9% esperado si su velocidad de
produccion se hubiese mantenido igual a la inicial. A 60 °C se observa un periodo inicial
similar al de 50°C, pero de menor duracion, ya que luego de 4 h la produccién de SSS se
acelera, incrementandose a mayor velocidad hasta superadas las 12 h. Luego, su
crecimiento se estabiliza en una velocidad inferior a ésta hasta las 72 h donde logra superar
el 20%. En ambos casos, este grupo parecid seguir la tendencia de crecimiento de SUS y del
contenido de subproductos, lo cual era esperado ya que son obtenidos tras la hidrdlisis de
los triglicéridos del tipo SUS. Teniendo en cuenta la especificidad sn-1,3 de la lipasa de
Rhizomucor miehei (Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010), la formacién por su accién de
triglicéridos trisaturados, SSS, deberia estar limitada por el contenido de dacidos grasos
saturados en la posicion sn-2 de los triglicéridos del aceite (3.1% m/m). Por lo tanto, el
hecho de encontrar valores que superen esta limitacién (aproximadamente 12 y 13%
SSS/muestra a los mayores tiempos de reaccidén y a 50 y 60°C, respectivamente, respecto al
limite superior de 9.3% debido a la composicidn inicial en sn-2) implica la ocurrencia del
reordenamiento de los acidos grasos en las distintas posiciones del esqueleto del glicerol

por la reaccidon quimica de acil migracion.
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Figura 7.5. Evolucidn de la aciddlisis de SO y StPFA: Distribucidn de los grupos de triglicéridos con el
tiempo de reaccién. A) Temperatura = 50 °C; B) Temperatura= 60 °C.
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Como puede ser observado, la temperatura y el tiempo tuvieron un efecto positivo
en el % SSS y en consecuencia, sobre la acil migracion, siendo el efecto de la temperatura el

mas significativo.

Asimismo, es un hecho conocido que los acidos grasos de diferente longitud de
cadena y numero de dobles enlaces, pueden presentar diferente velocidad de migracién.
Este comportamiento puede ser estimado para los acidos palmitico y estedrico, al comparar
los incrementos entre las especies tripalmitina (PPP) y triestearina (StStSt). Luego de
72/70.5 h de reaccioén, la cantidad de PPP cambid desde no detectada hasta 2.67 y 4.02%
para 50 y 60°C, respectivamente; y la de StStSt de 0.04 a 1.34 y 2.15% para 50 y 60°C,
respectivamente. Ademas, de las 4 especies que componen el grupo SSS (PPP, StStSt, PPSt y
StStP), la formacion de StStSt fue la menos favorecida (Tabla 7.1). Esto sugeriria que existiria
una mayor tendencia a incorporar acido palmitico en los triglicéridos y/o que este acido
presentaria mayor velocidad de migracion respecto al acido estedrico. Un resultado similar
fue encontrado por Sahin et al. (2005), quienes reportaron que las posiciones sn-2 del lipido
estructurado obtenido en su investigacion empleando Lipozyme RMIM como catalizador,
fueron predominantemente ocupadas por el acido palmitico, seguido de los acidos oleico,
esteadrico y linoleico. Por lo tanto, se podria pensar que al usar Unicamente acido estedrico

en la reaccion de aciddlisis, en lugar de la mezcla, se podria mejorar la calidad del producto.

La Fig. 7.6 muestra los perfiles de ambos triglicéridos trisaturados; como puede
observarse las curvas obtenidas para tripalmitina a 50 y 60 °C tuvieron un comportamiento
similar, siendo mayor el contenido alcanzado a la temperatura mas alta. En forma andloga lo
mismo sucedid para triestearina. Los cambios mas importantes, tanto para tripalmitina
como para triestearina, se obtuvieron después de las 12 y 24 h de reaccién, a 60 °Cy 50 °C,
respectivamente. Estos tiempos se corresponderian con las condiciones en las que comienza
a haber una cantidad mas importante de diglicéridos y monoglicéridos disponibles para ser
reesterificados. Principalmente, los componentes mas influyentes serian los diglicéridos, ya
gue como se puede notar en la Fig. 7.4.B, el contenido de los mismos para la hora 12 a 60 °C

resulta igual al contenido para la hora 24 a 50 °C.
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Especie
TAG

(s/
100g TAG)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)
- - - St5tSt-50°C —&—PPP-50°C - - - StStSt-60°C —A— PPP-60°C

Figura 7.6. Evolucion de la aciddlisis de SO y StPFA: seguimiento de las especies trisaturadas,
tripalmitina (PPP) vy triestearina (StStSt), a 50 y 60 °C.

De las 20 especies diferentes de triglicéridos identificadas en los productos de
reaccion (Tabla 7.1), podria decirse que las que mds importancia revisten respecto de la
modificacion deseada son las monoinsaturadas (SUS); esto estd en concordancia con el
hecho que la lipasa es sn-1,3 especifica, por lo cual se incorporaron acidos grasos saturados
manteniendo el insaturado original en la posicion sn-2, con los beneficios que esto conlleva
para la salud del consumidor. Por ello en las Figs. 7.7.Ay 7.7.B, se muestran los perfiles de 5
especies de este tipo: POP, PLP, StOSt, StLSt y PLSt (el orden de los acidos grasos puede no
ser el representado ya que no se distinguieron isémeros de posicidon). La especie mayoritaria
tras 70.5/72 h de reaccion fue PLSt, que alcanzé un contenido de 9.36 y 11.85 % a 50 y 60
°C, respectivamente. Este se fue incrementando en todo el rango de tiempo analizado. De
las especies monoinsaturadas aqui analizadas, el orden obtenido en contenido decreciente
fue: PLSt > PLP ~ POSt > POP ~ StLSt > StOSt, coincidiendo para las dos temperaturas. El que
los monoinsaturados hayan contenido predominantemente acido linoleico deberia estar
relacionado al hecho de que este acido es el predominante en los triglicéridos del aceite
original. Mas aun, es el acido graso predominante en la posicion sn-2 de los mismos

(64.63%).
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Figura 7.7. Evolucién de la aciddlisis de SO y StPFA: seguimiento de algunas especies de
TAG monoinsaturadas, P: acido palmitico, St: acido estearico, O: acido oleico, L: acido
linoleico, a A) 50°Cy B) 60 °C.

217



Capitulo 7 - Cinética de lipasas inmovilizadas

Tabla 7.1

Perfil de triglicéridos (TAG) del aceite de girasol (SO) y de los
productos de reaccidn (SL) obtenidos al final de las 72 h de reaccién
para 50°Cy de las 70.5 h para 60 °C (% m/m).

TAG® Tipo de TAG® SO SL-50°C  SL-60 °C
PPP SSS ND¢ 2.67 4.02
PPSt SSS ND 5.53 8.45
POP sus 0.30 3.37 5.09
PLP sus 0.98 6.78 8.31
StStP SSS 0.07 4.11 6.22
POSt sus 0.29 5.33 8.20
POO uus 2.80 2.96 2.78
PLSt sus 0.85 9.33 11.85
POL uus 6.54 9.14 7.68
PLL uus 8.30 8.54 5.94

StStSt SSS 0.04 1.34 2.15

StSto sus 0.13 2.01 3.14
00S uus 1.26 2.17 2.28
StStL sus ND 3.68 5.01
000 uuu 8.12 1.66 0.67
stoL uus 2.59 7.08 6.60
ooL uuu 15.23 4.86 2.19
StLL uus 3.06 6.10 4.55
OLL uuu 27.36 8.19 3.09
LLL uuu 21.81 493 1.61

NI 0.29 0.23 0.18
5 SSS 0.11 13.65 20.84
5 SUS 2.51 30.50 41.60
S UUS 24.22 35.97 29.82
> Uuu 71.57 19.64 7.55

® P: 4cido palmitico, St: &cido estedrico, O: &cido oleico, L: acido
linoleico. ® S: acido graso saturado, U: 4cido graso insaturado.® ND:
no detectado, 4 NI: no identificado.
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Por otra parte, al observar las curvas pareciera notarse que mientras la formacién
de triglicéridos monoinsaturados conteniendo palmitico tuvo lugar a una velocidad alta
desde el inicio de la reaccién, los triglicéridos monoinsaturados conteniendo estedrico
mostraron una velocidad mucho menor al inicio que para tiempos posteriores. Esto podria
indicar que es necesario un mayor contenido de diglicéridos en el microentorno de la lipasa

para que esta incorpore acido estearico.

7.4.2. Modelado matematico de la cinética de reaccion

Los datos experimentales fueron ajustados con los modelos propuestos utilizando
algoritmos lineales y no lineales contenidos en el programa Origin Pro8 (OriginLab, 2007) y
Systat (Systat 13, 2009). Los resultados obtenidos en cada caso se muestran a continuacion.
El Modelo | Modificado no necesito ser empleado con el biocatalizador preparado en

reacciones batch ya que no se observé periodo lag en las mismas.

7.4.2.1. Modelo Cinético I

El empleo del Modelo cinético | significo el ajuste de los datos experimentales con la
Ec. 7.1. Los parametros asociados, Fye Y K, mostraron tener dependencia con la
temperatura (Tabla 7.2). Como puede apreciarse, la incorporacion maxima Fye se
incrementd notablemente, mientras que K, disminuyé con el aumento de la temperatura.
Los valores de Fyresultaron superiores y con mayor dependencia con la temperatura que
los reportados por Pacheco et al. (2010) para los mismos sustratos, pero empleando en su
caso un biocatalizador comercial, Lipozyme RMIM, en otras relaciones molares y de dilucién.
Para ambas temperaturas, los ajustes lograron describir adecuadamente los puntos
experimentales teniendo presente los valores del coeficiente de determinacion (Fig. 7.8). Al
examinar cuidadosamente los ajustes, se aprecia una mejor representacion del Modelo |
para 60 °C a tiempos cortos de reaccidn, mientras que para 50 °C se adecua mejor a tiempos

mayores que 8 h.

Al comparar los parametros anteriores con los obtenidos para el modelado de la
lipasa en su estado libre (Capitulo 3), para 50 °C puede notarse que la incorporacion
esperada en el equilibrio (Fye) resultd muy similar (40.85% para la lipasa libre), asi también
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el valor de K;(15.945 h para la lipasa libre). Por otro lado, los resultados obtenidos a la
temperatura dptima para la lipasa inmovilizada, 60°C, pueden compararse con los obtenidos
a la éptima de la lipasa libre, 40 °C, lo cual muestra que las incorporaciones para el equilibrio
también resultaron similares (50.27% para la lipasa libre), de igual modo el valor de K, (6.194
h para la lipasa libre). Por lo tanto, se podria decir que los pardmetros cinéticos no se verian
afectados por el proceso de inmovilizacion. Cabe mencionar que las cantidades de proteina
en cada caso fueron distintas, porque en cada oportunidad se buscd lograr buenas
incorporaciones, requiriéndose menores cantidades cuando la lipasa estaba libre que en su

forma inmovilizada para evitar formacion de agregados inactivos.

Tabla 7.2.

Pardmetros del Modelo | (Ec. 7.1) para cada temperatura de
reaccion ensayada y el coeficiente de determinacién
correspondiente.

T(°C) Fme (% molar) Ki (h) R’
50 38.547 13.654 0.9569
60 54.740 10.321 0.9813
50 A ™
. "”’_____
40 - e
ST A
30 A m’ T T
Fa , RSt
(% molar) . _AT
a -
20 - !f _/.-
S
m A
10 { /&
Fid
!
.FI.
0 ‘ T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)

A  Exp-50°C B  Exp-60°C —--— Modelol-50°C ---- Modelol1-60°C
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Figura 7.8. Ajuste con Modelo | de la Incorporacidn de acidos grasos saturados (Fy)
en SO en funcidén del tiempo de reaccién y de la temperatura. Exp: datos
experimentales.

7.4.2.2. Modelo Cinético 11

Los valores de la derivada involucrados en la ecuacién a ajustar (Ec. 7.6) fueron
calculados a partir de la expresién obtenida con el Modelo | para Fy. Los parametros
obtenidos con el ajuste segun el Modelo Il, A, B, Cy K. (Tabla 7.3), se compararon con los
reportados en el trabajo del cual se extrajo el modelo y de un posterior trabajo en el que
también se empled. En el caso de Camacho et al. (2007) los valores hallados para la
aciddlisis de trioleina con acido caprico a 30 °C fueron: A= 0.00782 mol/g h, B=2.17 mol/g h
y Ke =1.26. Por otra parte, Pacheco et al. (2010) realizando la acidélisis en las condiciones
gue se menciond anteriormente, a temperaturas entre 40 y 60°C hallaron: A= 0.0038-0.0089
mol/g h, B=0.53-3.68 mol/g h y K. =0.64-1.42. Como puede notarse, los valores encontrados
en el sistema actual para el pardametro A resultaron muy inferiores a los reportados en
ambos trabajos, mientras que los valores de los pardmetros B y K. se encontraron en el
rango de variacion de los mismos. El parametro C (k./km) se mantuvo muy cercano a 1, lo
cual indicd que la reaccion entre los diglicéridos y el complejo acil-enzima fue muy rapida y
que la temperatura no afectd la probabilidad de contacto entre ellos. Este resultado fue
muy similar al reportado por Camacho et al. (2007) y Pacheco et al. (2010). En base a lo
anterior, pudo concluirse que en el Modelo Il el parametro A (que involucra la

concentracion de enzima activa) seria el mas afectado por las condiciones de reaccion.

Luego que se obtuvo la ecuacién correspondiente, por integracion numérica de la
misma, se consiguio el perfil de Fy en funcidn del tiempo (Fig. 7.9). Claramente se observa
gue el modelo de parametros agrupados representd satisfactoriamente el sistema de
reaccion analizado, lo que indica que este modelo de tres parametros empiricos fue valido
para predecir el comportamiento de la reaccion de interés cuando lipasas inmovilizadas en

microesferas de quitosano modificadas son empleadas como catalizador.
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Tabla 7.3.
Pardmetros del Modelo Il (Ec. 7.6) para cada temperatura de reaccién ensayada y el
coeficiente de determinacién correspondiente.
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T (°C) A (mol/gh) B C Ke R?

50 1.56E-05 2.7124 1.0004 0.4937 0.9308

60 2.93E-05 1.7922 0.9999 2.4034 0.9981
o541 eeee--- -
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Figura 7.9. Ajuste con Modelo Il de la Incorporacidn de acidos grasos saturados (Fy)
en SO en funcidén del tiempo de reacciéon y de la temperatura. Exp: datos
experimentales.

7.4.2.3. Modelo Cinético 111

Los datos de la concentracion molar de acidos grasos libres reactivos (S) en el medio

de reaccion en funcién del tiempo son mostrados en la Fig. 7.10, junto con la prediccion

lograda con el Modelo Ill. Dado que este modelo sirvié para representar adecuadamente el

comportamiento hasta la hora 24 de reaccion, solo se representa ese rango de tiempos.
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Los parametros del ajuste se muestran en la Tabla 7.4, y como puede observarse los
altos valores de coeficiente de determinacién indican que el Modelo Ill, para ambas
temperaturas, describié en forma precisa satisfactoria los datos experimentales. La relacidon
entre los valores de los parametros Vg; and Vo (Vri/Vwm2) tendid a aumentar con la
temperatura (de 1.45 a 50 °C a 1.85 a 60 °C), similar a lo reportado por Pacheco et al.
(2010). Este hecho implica que el incremento de temperatura favorece a la velocidad de la
reaccion de esterificacidn respecto a la de hidrélisis. Por otro lado, K; también aumenta con
la temperatura (300 y 1850, a 50 y 60 °C, respectivamente), reflejando que la formacion del
complejo entre los compuestos intermediarios y la enzima se ve favorecida con su
incremento. Los valores de K, son muy superiores a los reportados por Pacheco et al.
(2010); esta diferencia probablemente se deba a que las condiciones de reaccion y las

caracteristicas del biocatalizador empleado en ambos trabajos son distintos.

Por otro lado, el hecho de que el Modelo lll no pudiera representar el
comportamiento del sistema real en todo el rango de tiempos ensayados, podria estar

asociado al hecho de que algunos de los supuestos a tiempos mayores dejan de ser validos.

Tabla 7.4.
Parametros del Modelo Il (Ec. 7.7) para cada temperatura de reaccién ensayada y el
coeficiente de determinacién correspondiente.

T(°C) VriEr(1/h)  VmzEr(1/h) Ku (1/M) W, (M) R?
50 2.180 1.5 300 0.067 0.994
60 14.500 7.8 1850 0.072 0.969
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Figura 7.10. Representacién de la concentracién de 4cidos grasos saturados
reactivos respecto a la concentracién inicial (S/So) en el medio de reaccion, en
funcion del tiempo y la temperatura de reaccion.

7.5. Conclusiones

Las tareas especificadas en este capitulo de tesis estuvieron abocadas a investigar el
comportamiento cinético de la aciddlisis de aceite de girasol con acidos grasos saturados,
utilizando el biocatalizador preparado mediante la inmovilizacién de las lipasas de
Rhizomucor miehei en microesferas de quitosano modificadas. Para ello se cuantificé el nivel
de incorporacion de acidos grasos saturados en los productos y la formacién de
subproductos con el transcurso del tiempo de reaccién, para dos temperaturas. Entre los
resultados mas importantes se destaca que la hidrdlisis no fue completa (no se detectd
formacion de glicerol), que la formacion de diglicéridos fue mayor que la de monoglicéridos,
y que su contenido en el medio predispondria la incorporacién de un acido de graso sobre
otro. La formacién de subproductos y de triglicéridos trisaturados se vié favorecida por el
aumento de la temperatura. El rendimiento en triglicéridos pudo ser estabilizado para la

temperatura optima, 60 °C, después de 12 h de reaccién. Sin embargo, las especies de
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triglicéridos continuaron cambiando, lo que indica que se alcanzé para el paso de reacciéon
de hidrélisis la misma velocidad que para el de esterificacion. Las especies que se
convirtieron en mayoritarias a tiempos prolongados de reaccion fueron las agrupadas en la
categoria de triglicéridos monoinsaturados (SUS).

Por otro lado, para representar la evolucidon de la aciddlisis en el tiempo fueron
probados 3 modelos cinéticos de diferente complejidad, lograndose en todos los casos
ajustes muy satisfactorios para los datos experimentales. En el caso puntual del modelo lli,
solo se logrd representar la cinética para tiempos cortos de reaccion. Los parametros de
cada uno de los modelos fueron obtenidos para permitir su comparacién con datos
obtenidos en sistemas similares de reaccion en otros trabajos cientificos y su

implementacion en futuras aplicaciones de disefio, optimizacién y/o control de procesos.

7.6. Nomenclatura

A B, C parametros cinéticos agrupados del Modelo Il

Er unidades de concentracién de enzima (U)

Fm incorporacion de acidos grasos (mol/mol)

Fme incorporacion de acidos grasos en el equilibrio (mol/mol)
IG acidos grasos en compuestos intermediarios (M)

Ke constante de equilibrio del Modelo Il

K constante cinética del Modelo | (h)

Ki constante cinética del Modelo 11l (1/M)

Mo relacion molar de sustratos StPFA/TAG (mol/mol)

Me masa de biocatalizador (g)
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P, acidos grasos liberados (M)

Q nuevo glicérido formado, producto de la esterificacion (M)
S acidos grasos reactantes (M)

-rs velocidad de desaparicion de S del medio de reaccién (M/h)
t tiempo de reaccién (h)

0 parametro de intensidad del tratamiento (g h/mol)

Vv volumen de reaccion (L)

Ve, VM2 parametros cinéticos del Modelo Il (1/( h U))

w agua (M)
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Capitulo

ACIDOLISIS EN
LECHO EMPACADO

8.1. Introduccion

Para llevar a cabo la produccién de lipidos estructurados en escala industrial son
preferibles los procesos continuos a los batch por su alta productividad, el mejoramiento en
el rendimiento del producto, y por un mejor control del proceso. Existen varias clases de
reactores que pueden emplearse en operaciones continuas tales como: reactor de tanque
agitado continuo (CSTR), reactor de lecho empacado (PBR), reactor de lecho fluidizado (FBR)
y reactores de membrana (MR). De todos ellos, el PBR ha sido tradicionalmente usado para
reacciones cataliticas en gran escala, por su alta eficiencia, bajo costo y su relativa facilidad

de construccion, operacion y mantenimiento (Kittikun et al., 2008).

Reactores de lecho empacado han sido empleados en una amplia variedad de
reacciones enzimaticas para modificacion de grasas y aceites, ya sea en escala laboratorio,
piloto o industrial. A modo de ejemplo de la utilizacion de PBR: Hita et al. (2009) llevaron a
cabo la produccion de lipidos estructurados ricos en acido docosahexanoico (DHA) en
posicion sn-2, mediante la aciddlisis de aceite de atun y acido caprilico catalizada por lipasa

inmovilizadas, obteniendo altas incorporaciones del acido graso; Torres et al. (2002)
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realizaron la aciddlisis de triestearina y acido linoleico conjugado (CLA) catalizada por
Lipozyme TL IM logrando conversiones de hasta el 38 %; Jiménez et al. (2010) obtuvieron
triglicéridos ricos en acido palmitico en la posicidon sn-2, mediante aciddlisis entre estearina
de palma y acido palmitico; Kittikun et al. (2002) produjeron en forma continua
monoglicéridos de oleina de palma por glicerdlisis, también empleando lipasas comerciales
inmovilizadas; Vikbjerg et al. (2005) obtuvieron fosfolipidos estructurados por acidélisis en
continuo de fosfolipidos de soja y acido caprilico, logrando incorporaciones de alrededor del

30 %.

Teniendo presente la importancia de poder llevar a cabo la reaccion de interés en un
reactor de lecho empacado, las tareas desarrolladas durante el transcurso de esta tesis
fueron realizadas desde un principio teniendo en mente este objetivo como el final del
trabajo. Esto se tuvo en cuenta en la preparacién del biocatalizador, al definir el tamafio de
particula del soporte asi como también la resistencia mecanica que debia tener el mismo;
Luego, al realizar una optimizacion de modo de hallar las condiciones de reaccién que
permitian obtener maxima incorporacién en sistemas con alta concentracion de disolvente;
y finalmente al evaluar para este escenario, la cinética de reaccidon junto con la formacion de

subproductos y triglicéridos deseados, entre otros.

De este modo, en este capitulo se especifican las tareas abocadas al disefo vy
construccion del reactor de lecho empacado y las consideraciones que debieron realizarse
para poder llevarlo a cabo. Luego, se describen los ensayos realizados a fin de producir
lipidos estructurados con considerable composicion en 4acidos grasos saturados y se
compara el desempefo logrado con el obtenido en el reactor batch. Finalmente, se lleva a
cabo el modelado y simulacién de la reaccion de aciddlisis en el reactor PBR a fin de

representar y predecir el comportamiento del sistema.

8.2. Consideraciones generales y antecedentes

El reactor empacado de lecho fijo ha sido hasta el momento el mas usado en

operaciones en continuo con sistemas de enzimas inmovilizadas. Consiste en un recipiente
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cilindrico, por lo general ubicado en forma vertical, en el cual particulas con enzimas
inmovilizadas (biocatalizadores) son introducidas y retenidas. Una corriente liquida
conteniendo los sustratos se hace pasar a través del mismo para dar lugar a la reaccidn.
Bajo condiciones de flujo pistdn, el reactor empacado produce conversiones mas elevadas
gue el batch, para un mismo tiempo de residencia (Bddalo et al., 1986). El relleno de los
lechos empacados enzimaticos puede estar constituido por enzimas inmovilizadas en

soportes de diferente geometria, tamafio y material.

En este tipo de reactores el drea de contacto fluido-enzima es elevada, pero en
contrapartida, pueden aparecer problemas debido a la fuerte caida de presidn, sobre todo si
las particulas que se introducen en el reactor son deformables o agregativas, pudiendo

ademas producirse una distribucién irregular del flujo (Bédalo et al., 1986).

El tiempo que la corriente de sustrato permanece dentro del lecho es denominado
tiempo de residencia y esta determinado por el volumen hueco disponible para el paso del

fluido y el caudal del mismo (Q).

L&
r=——=-

8.1
o) (8.1)

donde r, L y € representan el radio interno, la longitud y la porosidad del lecho,

respectivamente.

Si bien hay una variedad de trabajos donde diversas reacciones son llevadas a cabo
en un reactor de lecho empacado, las variables medidas y los estudios realizados en este
tipo de sistemas son acotados. En general se ha analizado el efecto de variables del proceso
para el sistema operando en continuo, de modo de optimizar la conversién. En aciddlisis
mas especificamente, se ha analizado el efecto de la relacion de sustratos, de la cantidad de
disolvente, de |la temperatura de reaccion, del contenido de agua del medio y del tiempo de
residencia en el reactor, sobre la incorporacion de un dado acido graso (Mu et al., 1998;
Garcia et al., 2001; Vikbjerg et al., 2005; Kittikun et al., 2007). Por otro lado, se han llevado a

cabo estudios abocados a determinar las velocidades de reaccion y las constantes cinéticas
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aparentes. En estos, diversos caudales de alimentacién son empleados, para dar lugar a
diferentes tiempos de residencia y en consecuencia distintos grados de incorporacién
(Garcia et al., 1999; Torres et al., 2002). Asimismo, en otras investigaciones este tipo de
reactor ha sido empleado en condiciones especificas a un caudal elevado en modo de
recirculaciéon. De esta manera, el sistema operaria como si fuera un reactor batch donde no
hay resistencia a la transferencia de masa. Tras determinar el estado estacionario para esta
condicidon, empleando un pardmetro que caracteriza la intensidad del tratamiento,
denominado 10T, es posible relacionar las condiciones de operacion discontinua con las
continuas y dilucidar a que caudal se deberia trabajar, en continuo, para tener a la salida del
lecho un producto con las mismas caracteristicas que el obtenido durante la operacion
discontinua, cuando el resto de las variables permanecen constantes. Esto es valido siempre
y cuando no hayan resistencias externas a la transferencia de materia. Las ecuaciones para
el calculo del IOT que permiten comparar ambas operaciones o ambos reactores, en el caso

de que se use uno batch, son:

m, [t
o, =—"tt (8.2)
V.[TAG],
10T M, (8.3)

Continuo — (2[7-—/4(;]0

donde my, t, V, Q y [TAG]o representan la masa de biocatalizador utilizada, el tiempo vy
volumen de reaccidn, el caudal de operacién y la concentracion inicial de triglicéridos en la

mezcla de reaccidén, respectivamente.

A modo de ejemplo, Hita et al. (2009) llevaron a cabo la acidélisis de acido caprilico y
aceite de atun empleando lipasas de Palatase 20000L inmovilizadas; inicialmente,
recircularon la mezcla de reaccién en el reactor de lecho empacado a un caudal de 200
ml/h. En estas condiciones determinaron una incorporacién en el equilibrio de 53% de 4cido
caprilico para un 10T de 2730 g lipasa h/mol TAG. Luego, relacionando las ecuaciones 8.2 y
8.3, estimaron el caudal necesario trabajando en continuo para lograr el mismo nivel de

incorporacion, 63 ml/min. Al poner en practica esto y comparar las incorporaciones
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alcanzadas, pudieron determinar la existencia de resistencia a la transferencia de masa al
operar en modo continuo. Vale destacar que el IOT es generalmente informado en unidades

de tiempo.

Con menor frecuencia, algunos trabajos han desarrollado el modelado matematico
de la reaccion en el lecho empacado, incorporando balances de masa y en algunos casos de
energia, cinéticas enzimaticas, cinéticas de desactivacion si se requiere y, si la particula que
compone el relleno es un sélido poroso el transporte de masa intraparticula también ha sido
tomado en cuenta (Carrara y Rubiolo, 1997; Mammarella y Rubiolo, 2006; Berendsen et al.,
2007). Cabe mencionar que, al momento, no se han hallado antecedentes de modelado de
reactores empacados usados en reacciones de aciddlisis, donde las expresiones cinéticas del

tipo Michaelis-Menten no son aplicables.

8.3. Diseiio y construccion del reactor de lecho empacado

El disefio del reactor de lecho empacado a escala laboratorio se desarrollé tomando
como base otros reactores de este tipo reportados en la literatura y en funcidon de
consideraciones practicas, tales como cantidad de biocatalizador disponible, volumen de

mezcla reactiva a emplear, caudales suministrados por la bomba, etc.

Las caracteristicas de alguno de los lechos empacados reportados en la literatura,
empleados en reacciones de aciddlisis u otra similar para modificacién de lipidos, son
mostrados en la Tabla 8.1. Como puede notarse las dimensiones son relativamente

similares, al igual que los caudales empleados.
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Tabla 8.1.
Caracteristicas de los lechos empacados de laboratorio, publicados en la literatura.

Caudal/
Didmetro Altura Blocatallzadc?r tler"npo c!e .
. Tipo residencia Referencia
(cm) (cm) Cantidad .
(@ (ml/min) /
g (min)
) Torres et al.
0.64 10 1.9 Lipozyme TL IM N.I./N.I.
(2002)
Lipozyme RM  0.5-3.33/0.96 Camacho et al.
0.66 25 2/3
IM -7.67 (2007)
PS/Accurel EP- 0.01-0.06/ Kittikun et al.
0.68 25 1.5
100 150 - 900 (2008)
. Garcia et al.
1.13 10 3.26 Chirazyme L-2 N.l./10-720
(2001)
] 0.5-3.33/ Camacho et al.
1.5 15 6 Lipozyme IM
0.96 - 7.67 (2007)
i 0.1-1.1/48- Vikbjerg et al.
2.1-2.6 19.6-23 36-48 Lipozyme TL IM
780 (2005)
Rdy
Palatase20000L 0.42-333/ )
2.5 25 14.1 Hita et al. (2009)
/Accurel N.I.
MP1000
) 0.09-2.8 /13-
2.6 38 58 Lipozyme IM . Mu et al. (1998)
QLM/tierras de 1.42-3.33/ Jimenez et al.
6.6 23.5 2.5/ 56 i
diatomeas N.I. (2010)

N.l. = no informado

Un parrafo aparte merece el hecho de que la reaccidén de interés en esta tesis es
llevada a cabo empleando hexano como solvente. Si bien su uso se debe a que disminuye la
viscosidad del medio y permite que el mismo sea homogéneo gracias a la adecuada
solubilizacion del aceite de girasol y de los acidos grasos saturados, dada su inflamabilidad y
toxicidad el volumen a emplear debe ser lo mas bajo posible. Adicionalmente, en la mayoria
de los trabajos de modificacion de aceites y grasas llevados a cabo en reactores de lecho

empacado usando solventes, los medios de reaccion se emplean diluidos en gran manera,
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generalmente relaciones alrededor de 1:10 (m/v) sustratos/hexano. Esto evita que en el
caso que hubiese un punto mas frio en el sistema, la mezcla solidifique generando
taponamientos y aumentos de presion. Teniendo presente esta situacion de compromisos,
los componentes del reactor fueron disefiados de modo de tener un bajo volumen de
mezcla dentro del sistema y manteniendo las condiciones de reaccién determinadas como

Optimas, en base a consideraciones practicas, especificadas en el Capitulo 6.

8.3.1. Componentes del reactor de lecho empacado

A continuacion se detallan los componentes del reactor de lecho empacado, y sus

caracteristicas, los cuales pueden ser identificados esquematicamente en la Fig. 8.1.

e Reactor. El reactor consistid en una columna de vidrio de 12 cm de alto y 0.9 cm
de didmetro interno, con una camisa exterior, la cual fue conectada a un baro recirculador
de agua para controlar la temperatura (Fig. 8.2.A). La base de la columna estuvo formada
por un disco de vidrio con perforaciones de menor didmetro que las particulas del relleno,
de forma tal de sostener el lecho biocatalizador y permitir el ingreso de la corriente de
sustratos. La parte superior fue disefiada de forma desmontable de modo de posibilitar el
llenado de la columna con el biocatalizador. Adicionalmente, se realizaron perforaciones en
un disco interno de la pieza superior desmontable para permitir el paso de la mezcla de

reaccion y contener las particulas del lecho que pudieran llegar hasta este punto.

e Reservorio para sustratos. El mismo fue realizado en vidrio contando con una
camisa del mismo material, la cual fue conectada al bafo de agua termostatizado (Fig.
8.2.B). Para evitar la evaporacion del hexano de la mezcla de reaccion, se construydé una
tapa con cuatro orificios del diametro de las mangueras empleadas. Estos orificios
permitieron la salida de sustratos, el ingreso de los mismos cuando se trabajé con bypass, la
toma de muestras y el escape de gases (para evitar la presurizacion del sistema) mediante
una manguera conectada a una columna de vidrio ubicada en el exterior, para su posterior

condensacion.

236



Capitulo 8 - Aciddlisis en Lecho Empacado

e Reservorio para producto. Cuando el sistema operd en continuo el producto de
reaccion fue recolectado y almacenado en un recipiente. A tiempos intermedios, cuando se
requirié tomar muestra de la corriente de salida, estas fueron recolectadas directamente en

recipientes especiales.

e  Caja controladora de temperatura del aire. Para evitar pérdidas de calor debido
a la diferencia de temperatura entre el sistema de reaccién y el ambiente, todos los
componentes del lecho, salvo la bomba, fueron introducidos en una caja de acrilico
especialmente construida. Las dimensiones de la caja fueron: 90 cm de alto, 35 cm de ancho
y 43 cm de profundidad y la misma se colocé dentro de una campana de extraccién de
laboratorio. El calor al interior de la caja se suministré mediante ldamparas luminicas y se
distribuyéd mediante un microventilador. Todas las conexiones eléctricas fueron realizadas
en el exterior de la caja. El acceso al interior de la caja fue posible mediante una puerta
frontal. Por otra parte, mientras la misma permanecia cerrada el sistema se mantenia
practicamente hermético. Algunas perforaciones fueron requeridas en la caja, estas se
usaron para: la salida hasta la bomba de la manguera que conectaba el reservorio con el
lecho, la entrada y salida de las mangueras auxiliares que se conectaban al bafio
termostatizado, salida de la perilla de la valvula reguladora de caudal, entrada de la sonda
medidora de temperatura del aire, salida de la manguera que se conectaba a la columna
condensadora de vapores de hexano. Cuando fue necesario, el sellado de los orificios se

realizd con pegamento siliconado.

e Controlador de la temperatura interior del aire de la caja. Un sistema
controlador de temperatura fue conectado a las fuentes de calor de la caja de modo de
regular la intensidad de la energia suministrada. Para ello, una sonda acoplada al
controlador registraba en forma continua el valor de esta variable. El punto de ajuste (set

point) suministrado fue de alrededor de 42 °C.

e  Mangueras. Las mangueras empleadas para trasladar la mezcla entre los
componentes principales del sistema fueron seleccionadas para su uso con solventes. Las

mismas fueron de Vyton de 0.8 cm de didmetro interno (Masterflex) aptas para uso con
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solventes y altas temperaturas. Las mangueras auxiliares, para el transporte del agua

caliente, se seleccionaron de modo que no fueran afectadas por el calor.

*  Mangueras de contencion. Las mangueras del circuito que transporté la mezcla
de reaccion fueron recubiertas por mangueras de PVC transparente cristal de modo de que
sirvieran de elemento contenedor en el caso de ruptura. Adicionalmente, el aire entre

ambas mangueras se aprovechd como aislante, para evitar la perdida de calor.

e Bado termostatizado con controlador de temperatura. Baiio (Alpha RA 8, Lauda)

(Fig. 8.2.C).

e Bomba peristdltica. La bomba empleada (BPX-DS500) fue seleccionada de modo
gue las mangueras no quedaran totalmente estranguladas en su cabezal (Fig. 8.2.D). La

misma conté con regulador de velocidad permitiendo suministrar diversos caudales.

e Vdlvula reguladora y medidora de caudal. Una valvula con estas caracteristicas
(Thermo Scientific Gilmont) fue empleada para controlar manualmente el caudal que

pasaba por el lecho.

Todas las uniones entre las mangueras y los componentes del sistema fueron
correctamente aseguradas, para evitar pérdidas, mediante el empleo de abrazaderas
regulables. Adicionalmente, cabe mencionar que inicialmente se hicieron determinaciones
de la caida de presion generada en el lecho a distintos caudales; como los resultados
demostraron que estas eran muy bajas, se optd por no mantener este dispositivo durante
todas las experiencias para evitar asi sumar mas complicaciones inherentes a las distintas

uniones fisicas.
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Figura 8.1. Esquema del reactor de lecho empacado operando en continuo. Principales componentes: (1) caja controladora de temperatura, (2)
controlador de la temperatura del aire interior, (3) bomba peristaltica, (4) reservorio de producto, (5) reservorio de sustrato, (6) columna
encamisada con lecho de lipasas inmovilizadas, (7) valvula medidora reguladora de caudal, (8) sonda para medicién de temperatura. En linea

punteada gris la corriente calefactora.
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& Figura 8.2. Componentes del PBR. A) Columna del lecho con
biocatalizador; B) Reservorio de sustrato; C) Bafio termostatizado;
D) Bomba Peristaltica (abajo) y controlador de temperatura del aire
en la caja (arriba).
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Figura 8.3. Esquema del reactor de lecho empacado operando en modo recirculacidn. Principales componentes: (1) caja controladora de
temperatura, (2) controlador de la temperatura del aire interior, (3) bomba peristaltica, (4) columna encamisada con lipasas inmovilizadas, (5)
reservorio de sustratos, (8) sonda para medicidn de temperatura. En linea punteada gris la corriente calefactora.
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Figura 8.4. Reactor de lecho empacado con biocatalizador, en funcionamiento

en modo continuo.



8.4. Operacion del reactor de lecho empacado

El procedimiento para poner en funcionamiento el lecho consistié inicialmente en
introducir una dada cantidad de biocatalizador, 4.73 g de microesferas de quitosano
modificadas del tipo QM1-1.5 (nomenclatura en Capitulo 5), conteniendo lipasas de
Rhizomucor miehei inmovilizadas, en el interior del lecho. La altura de lecho alcanzada fue
de 9 cm. Posteriormente, se procedié a calentar el aire contenido en la caja controladora y
se puso en funcionamiento el bafio termostatizado de modo de favorecer el calentamiento
de los componentes principales. La mezcla de reaccién preparada en el momento fue
introducida en el reservorio de sustratos y mantenida alli hasta alcanzar la temperatura de
reaccion. Cada ensayo comenzo cuando la mezcla de sustratos se alimentd, mediante la
bomba peristaltica, al lecho. Para producir bajos caudales en el lecho parte de la mezcla
impulsada fue derivada al recipiente de sustratos, ya que si por el cabezal de la bomba
(ubicado fuera de la caja termostatizada) se hacia circular esta mezcla a muy bajo caudal se

corria el riesgo de tener solidificacién de los acidos grasos saturados.

La introduccién del medio de reaccidn se realizé por la parte inferior de la columna,
ya que de este modo se minimiza la compresién del lecho y el atascamiento de particulas en
los orificios de pasaje (Shin et al., 1998). Luego de que un volumen de mezcla igual a 2 veces
el volumen vacio del reactor fue pasado a través del mismo se dio inicio al registro de
tiempo de reaccidn. Esta practica, habitual para este tipo de configuraciones, se hizo con el

propdsito de eliminar el aire presente en el reactor (Garcia et al., 2001).

Si bien inicialmente se habia previsto realizar la agitacion magnética de la soluciéon
contenida en el reservorio de sustratos, en los dos modos operativos utilizados y descriptos
a continuacion se observd que el movimiento generado por la corriente de retorno a dicho

reservorio fue suficiente para mantener la homogeneidad de la solucién de sustratos.

8.4.1. PBR en recirculacion

La operacion en modo discontinuo se realizé conectando el conducto que salia del

lecho directamente al recipiente conteniendo la solucién de los sustratos (Fig. 8.3). La
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reaccion fue monitoreada tomando muestras en el reservorio de sustratos a diferentes
tiempos entre 5 y 47 h. El caudal empleado fue de 10 ml/min. La mezcla de reaccion fue
preparada en las proporciones determinadas como dptimas en el estudio desarrollado en el
Capitulo 6 (3 mol StPFA/mol SO y 14.87 ml hexano/g sustratos), y se partiéo de un volumen

total de solucién de sustratos de 100 ml. La temperatura de reaccién fue de 60 °C.

8.4.2. PBR en continuo

La operacién en continuo implicd la recoleccién del producto de reaccién tras su
paso por el lecho (Figs. 8.1 y 8.4). Diversos caudales fueron empleados, los cuales se
regularon y determinaron mediante la valvula dispuesta para tal efecto. La reaccién fue
monitoreada tomando muestras de la corriente de salida a diferentes tiempos
comprendidos entre 1y 8 h, segun el caudal empleado, de modo de asegurarse de haber
alcanzado el estado estacionario. La solucién de sustratos inicial y la temperatura de

reaccion fueron iguales a las descriptas en la Seccién 8.4.1.

8.4.3. Determinacion de la fraccion vacia (¢)

Un pardmetro requerido para realizar la comparacién de desempefio entre el PBR y
el batch, a través del parametro IOT, y en el modelado de los reactores de lecho empacado
es la fraccidon hueca dentro del lecho, ya que permite conocer cual es el volumen disponible
para el paso de la mezcla de reaccién dentro del reactor. Su determinacion se realizd de
modo similar a lo propuesto por Vikbjerg et al. (2005). Para ello se colocé el biocatalizador
dentro de una probeta hasta una altura determinada y se registré el peso obtenido. Luego
se agrego hexano hasta ese mismo nivel y se tomd el nuevo peso. Por diferencia entre el
peso final e inicial, se calculé la masa de hexano presente y empleando el valor de su
densidad se halld el volumen del mismo, el cual correspondidé al volumen hueco (Vhueco)-
Luego, con las dimensiones de la probeta (drea de base y altura de lecho de particulas) se
calculé el volumen total (Viota). La fraccidon hueca se determind relacionando ambas

cantidades, segun:
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Vv,
£= Hueco (84)

Total

8.5. Modelado y simulacion del sistema reaccién-reactor

En el desarrollo de modelos matematicos para reactores enzimaticos de lecho
empacado pueden hacerse algunas suposiciones que simplifican el andlisis matematico

considerablemente; estas son:

e Dada las bajas temperaturas 6ptimas de las lipasas inmovilizadas, y las bajas
entalpias de las reacciones, el proceso en el lecho se mantiene en condiciones isotérmicas

(Bodalo et al., 1986).

* Las microesferas con lipasas inmovilizadas se encuentran distribuidas de manera
uniforme, por lo tanto, no hay variaciones de la actividad enzimatica entre dos puntos

cualesquiera del reactor (Berendsen et al., 2007).

e En los reactores isotérmicos tubulares puede suponerse una contribuciéon
despreciable de la dispersién turbulenta longitudinal en relacién con el transporte debido al
flujo global, asi como que no hay gradientes de concentracién en la direccién radial (Bddalo

et al., 1986).

* Las particulas cataliticas son esféricas y empacadas al azar en el interior del

reactor (Berendsen et al., 2007).

e La desactivacidon térmica no es tomada en cuenta, ya que las lipasas de
Rhizomucor miehei en su estado inmovilizado muestran muy buena estabilidad a altas

temperaturas.

e La desactivacion debida al tiempo en uso no es incorporada, considerando que
el biocatalizador fue empleado durante el periodo de tiempo estipulado en el cual su

actividad permanece constante (Capitulo 5).
245



8.5.1. Balance de materia

La ecuacion matematica que describe la concentracidon de sustrato en la corriente
liguida a lo largo de un reactor de lecho empacado isotérmico, en el estado estacionario y

en condiciones de flujo pistdn, es la siguiente (Carrara y Rubiolo, 1997):

U CE;] =v (8.5)

Con la condicién de borde: S(Z=0)=S,

donde S es la concentracién de sustrato, acidos grasos palmitico y estearico, en el seno de la
corriente liquida, Z es la posicién a lo largo del reactor, U es la velocidad superficial del

fluido en el lecho y v es la velocidad de reaccion.

8.5.2. Velocidad de reaccion

Las expresiones que describen la cinética de la aciddlisis de aceite de girasol y la
mezcla de acidos grasos libres catalizada por lipasas de Rhizomucor miehei inmovilizadas en
las microesferas de quitosano modificadas (QM1-1.5), para las condiciones de reaccion: 3
mol StPFA/mol SO, 14.87 ml hexano/g sustratos, 1.58 g biocatalizador/g sustratos, son los
modelos detallados en el Capitulo 7. Sin embargo, dos de éstos se encuentran definidos en
términos del tiempo de reaccidn, con lo que necesitan ser reescritos en términos de la
concentracion de sustrato. En lo que al Modelo | se refiere, el cambio de variable conduce a
la ecuacion de Michaelis-Menten y como ya se menciond para reacciones de aciddlisis ésta
no logra ajustar los puntos experimentales, con lo cual no pudo ser empleada. Por otra
parte, modelos cinéticos en el que intervienen un gran numero de variables, al ser resueltos
en simultaneo con el resto de las ecuaciones que modelan el comportamiento del reactor,
puede dificultar la resolucion de las ecuaciones. En consecuencia, fue necesario realizar la
transformacion de las ecuaciones involucradas; a continuacién se detallan los

procedimientos realizados.
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8.5.2.1. Modelo Cinético Il expresado en S

La expresion asociada al Modelo Il (Ec.7.6), que describe la fraccion molar de acidos
grasos palmitico y estedrico respecto a los glicéridos totales (Fy) como funciéon de la variable

0 (coincidente con la expresidn del 10T), es:

df, _  Al2-3F,)m, -3R,)- /K, )B3F. ) 86)
dd [B(3F,)+(m, -3F,)[(BC)3F,)+(m, -3F,)] '
e (ﬁj t (8.7)

La relacion entre la concentracion de los acidos palmitico y estearico en los glicéridos

producto de reaccién ([P,]) y en el medio estd dada por:
[Pr] = [50]_[5] (8.8)

donde [Se] vy [S] son las concentraciones de acidos palmitico y estearico en el medio de

reaccion, inicial y para un tiempo dado, respectivamente.
La concentraciéon de producto en funcién de Fy es:
[P.]=F, [(3I[TAG]+2[[DAG] +[MAG]) (8.9)

Asumiendo que la concentracidon de dacidos grasos en los glicéridos en el tiempo
puede representarse como un valor promedio en todo el rango de tiempo, pudiendo
expresarse en funcion de la concentracion inicial de acidos grasos en los triglicéridos

afectada por un pardmetro a ajustar, n, queda:

n(3([TAG,]=(3([TAG] +2([DAG] +[MAG]) (8.10)
__Is.I-Is]
=3t rac, ] (841
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Dado que la relacién de concentraciones molares iniciales entre los acidos grasos
saturados libres y el aceite de girasol, siendo este ultimo compuesto formado al momento
practicamente por triglicéridos, fue de 3:1 (relacion estequiométrica impuesta

experimentalmente), se tiene:

|s,]=31[7AG, | (8.12)

) o

dF, ____ 1 S| (8.14)

dt  3TAG,] dt

Del modelo (Ecs. 8.6 y 8.7) se tiene:

dF, _dF, 46 _ Al2-3F, Xm, -3F,) - (1/K,)BF, }

) m,
dt  do dt [B(3F,)+(m, -3F,)][(BC)BF,)+(m, —3]FM)] EEV[TAG]OJ (8.15)

Igualando las expresiones 8.14 y 8.15 se obtiene:

d[S] 3thim, | Al2- 3F Ym, -3F,)- (/K. )3F, )| (8.16)

“86F, )+ (m, - 37, NBABE, )+ (m, - 37, )]

Expresando en la ecuacidon anterior Fy en términos de S, se tiene la expresion de

velocidad en términos de S para el Modelo II:

PR o o sl
B )

(8.17)
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8.5.2.2. Modelo Cinético 11l simplificado

El Modelo cinético Ill (Ec. 7.7) se encuentra definido en términos de la concentracion
de los acidos grasos palmitico y estedrico en el medio de reaccidn, con lo cual no fue
necesario realizar en este sentido ningun tipo de modificacion. No obstante, una forma
simplificada de la ecuacién del modelo puede desarrollarse a fin de facilitar el manejo

matematico requerido para modelar el reactor.

_ d[S] — (VRlET [S][IG] —VioEr [Q]([Wo]_ |.le D)

dt (w+,G)(sT+[e) (818
[s.)=[s]+[p.] = constante (8.19)
s, 1=lie]- s, 8.20)
[al=[]-p,] (8.21)

donde VRy, Vmz Y Kii son parametros cinéticos que junto con la concentracién inicial de agua
(Wo) son obtenidos del ajuste; IG e IGy corresponden a la concentracion de acidos grasos en
los glicéridos intermediarios (mono y diglicéridos) en el medio de reaccion al tiempo t e
inicialmente, respectivamente, mientras que |IGs corresponde a la concentracion de acidos
grasos en los glicéridos intermediarios formados hasta el tiempo t; y Q corresponde a la
concentracion de 4acidos grasos en los nuevos glicéridos formados, producto de la

esterificacion.

Asumiendo que la concentracion de glicéridos intermediarios se mantiene constante
durante la reaccidn, pudiendo expresarse en funciéon de la concentracidon de triglicéridos

inicial afectada por un pardmetro a ajustar, j, queda:

[1G]=3j1[TAG,| (8.22)
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Empleando lo anterior, junto con el hecho que la concentracién inicial de glicéridos
intermediarios es practicamente despreciable, la Ec. 8.18 puede ser escrita en su forma

simplificada como:

_ d[S] — (VRlET [S][3j[[TAGO]_VM2ET ([So]_[s]))[([wo]_3j[[TAGo])

dt (1+k, Bj7AG, ]Is,] (8:23)

8.5.3. Resistencia a la transferencia de materia

Cuando la concentracién de sustrato disponible en el microambiente de la enzima es
menor a la del medio liquido, se puede hablar de la existencia de una resistencia de masa
externa que limita la velocidad de reaccién. En este caso, la concentracion disponible de
sustrato se denomina S;, y la forma en la que interviene en la reaccién esta dada por la
siguiente ecuacion, en la que se asume que no existe un efecto de particion dado que el
sustrato no tiene una carga neta que modifique su distribucion entre el liquido y el

microambiente (Carrara y Rubiolo, 1997):
v=k.a([s]-[S;]) (8.24)

donde kses el coeficiente de transferencia de masa y a el area de las particulas por unidad

de volumen del lecho, que puede ser estimada empleando la siguiente ecuacion:

a:6(1—£)
d

p

(8.25)

siendo d, el didametro promedio de las microesferas y € la fraccién vacia del lecho.

Cuando la resistencia a la transferencia de masa debe ser incorporada en el
modelado del reactor, las expresiones cinéticas deben escribirse en términos de la variable

Sien vez de S, por ser la concentracion real disponible para la catalisis enzimatica.
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8.6. Resultados y discusiones

8.6.1. PBR en recirculacion

El perfil de composiciones de acidos grasos palmitico y estearico en los glicéridos (%
P+St) en funcidon de la intensidad del tratamiento, IOT, para el reactor de lecho empacado
operando en modo de recirculacion se muestra en la Fig. 8.5. Adicionalmente se han
representado los puntos experimentales correspondientes a la reaccion realizada en modo
batch a la misma temperatura y empleando una mezcla de reaccidn de igual concentracion,
para comparacion. Como puede apreciarse, los datos mostraron el mismo comportamiento
para todo el rango de IOT con el que se operd el PBR en recirculacidon, quedando asi
demostrado que cuando el reactor de lecho empacado trabaja a altas velocidades se
obtiene un mezclado perfecto en el que no existen resistencias externas a la transferencia
de materia. Cabe mencionar que, para el caudal empleado el lecho no permanecié fijo sino

gue tuvo lugar la fluidizacion de las particulas, lo que favorecié en gran manera al mezclado.

60

50 - &

% P+5t ;
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10T (h)
B PBR-Recirculacion - -& - Bafch

Figura 8.5. Variacién de la composicién en acidos grasos palmitico y estedrico en los
glicéridos (% P+St) del producto de reaccién obtenido en el lecho operando en
recirculacién (Q=10 ml/min) y en reactor batch. Condiciones de reaccién: 3 mol
StPFA/mol SO, 1.58 g QM1-1.5/g sustratos, 14.87 ml hexano/g sustratos, 60°C.
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8.6.2. PBR en continuo

La Fig. 8.6 muestra la composicién de dcidos palmitico y estedrico en los glicéridos a
la salida del lecho empacado operando en modo continuo para un caudal de 0.009 ml/min,
a diferentes tiempos desde que se dio comienzo a la reaccidon. Como puede observarse, a
tiempos cortos tiene lugar la salida de productos que poseen las incorporaciones mas bajas
debido a que el sistema aun no se encuentra equilibrado. A medida que transcurre el
tiempo, el producto de salida corresponde a una mezcla que ha alcanzado la composicion de
estado estacionario; la cual se estabiliza tras las 4 h de reaccidon, correspondiéndose con el

tiempo de residencia para estas condiciones (3.18 h, calculado mediante la Ec. 8.1).

La representacion de las composiciones en acidos grasos saturados de los productos
de salida, en estado estacionario, cuando el reactor se operd en caudales comprendidos
entre 0.009 y 0.2 ml/min es dada en la Fig. 87.A. A cada uno de estos puntos
experimentales le correspondié un perfil de concentraciones del tipo de la Fig. 8.6 que no es
aqui mostrada. Como puede apreciarse la incorporacion se incrementé a medida que los
caudales disminuyeron, dado que esto permitidé mayores tiempos de residencia dentro del
reactor. Los caudales mas altos tuvieron un menor tiempo de contacto con las lipasas.
Resultados en concordancia fueron reportados por Garcia et al. (1999), Torres et al. (2002) y
Chen et al. (2011). Por otro lado, un notable aumento tuvo lugar para los caudales mas
bajos empleados, comprendidos entre 0.009 y 0.02 ml/min, la cual merecié un analisis que
es realizado mas adelante. La mayor composicidn de acidos palmitico y estearico lograda en

el lecho operando en continuo fue de 19.24 %.
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Figura 8.6. Composicion en acidos grasos palmitico y estedrico en los
glicéridos (% P+St) del producto de salida del reactor operando en continuo,
a un caudal de 0.009 ml/min.

La Fig. 8.7.B muestra la composicion de estos productos representada en funcion de
la intensidad del tratamiento, IOT. A partir de la forma de esta curva se puede deducir que
para los 10T que se pudieron ensayar (ya que por las condiciones del sistema no era posible
lograr y registrar menores caudales) se estaria en una zona de velocidad inicial, ya que la
pendiente fue practicamente la misma desde el IOT de 78.97 h hasta el ultimo, 263.25 h.
Esto demuestra que si se deseara alcanzar la composicion de equilibrio lograda en el sistema
batch seria necesario usar caudales aun menores. Un aspecto interesante a sefialar es que a
nivel industrial es deseable operar en esta condiciéon de maxima velocidad de reaccidén, para
lo cual se emplean varios lechos empacados en serie de modo de aumentar la conversion

final (Nie et al., 2006; Halim et al., 2009).

Por otra parte, para lograr mayores incorporaciones manteniendo los caudales
empleados, se podria pensar en disefiar una columna para el lecho con una mayor longitud,
gue permita incorporar mayor cantidad de biocatalizador y asi aumente los tiempos de

residencia.
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La comparacién de la modificacion alcanzada al emplear las diferentes
configuraciones de reactor (batch, lecho empacado operando en continuo y lecho
empacado operando en recirculacidon) es mostrada en la Fig. 8.8. Para un mismo IOT se
esperaria misma composicion de acidos palmitico y estearico en los productos de reaccidn,
independientemente del reactor, si es que no existe resistencia externa a la transferencia de
materia. Pero, como puede apreciarse, mientras que esta condicién se alcanzé operando el
reactor a altos caudales (modo en recirculacién), no ocurrié lo mismo cuando se trabajé a
bajos caudales, en continuo. Esto ultimo denota la existencia de una resistencia a la
transferencia de materia que gobierna la velocidad de reaccion y que hace que para mismos

valores de I0T la incorporacién lograda por la lipasa sea bastante menor.
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Figura 8.7. Composicion de estado estacionario en acidos grasos palmitico y

estearico en los glicéridos (% P+5St) de los productos de salida del reactor operando
en continuo, como una funcion de: A) Caudal empleado, B) IOT.
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Figura 8.8. Comparacidon de la actividad alcanzada en los diferentes reactores
ensayados. En linea punteada violeta se marca para un valor especifico de 10T, los
valores de composicién asociados. En linea punteada naranja se indica para una
misma composicidn, los IOT asociados.

Para cuantificar la diferencia asociada por llevar a cabo la reacciéon en el lecho

empacado operando en continuo en vez del reactor batch, se procedié a relacionar los 10T

correspondientes a una misma composicién de acidos saturados en el producto de reaccién.

La linea punteada naranja en la Fig. 8.8 representa graficamente esta comparacién. Para ello

se calculd una eficiencia, E, la cual se determind en base a la siguiente expresion:

IO TBatch
10T,

Continuo

P+St=x

(8.26)

La Fig. 8.9 representa graficamente los valores hallados en funcién del caudal

empleado en el PBR operando en continuo.
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Figura 8.9. Eficiencia (E) de la reaccion llevada a cabo en el reactor de lecho
empacado operando en continuo, respecto del batch.

Como puede apreciarse, si bien las eficiencias fueron bajas, los valores mayores se
dieron en los valores extremos de los caudales ensayados. Es esperado que al trabajar en un
reactor de lecho empacado la eficiencia de la reaccién aumente cuando el caudal se
incrementa debido a que disminuye el efecto de la resistencia a la transferencia de materia,
pero por otro lado, mayores caudales dan lugar a tiempos de contacto menores con la
enzima, con lo cual el fendmeno que mas influya de estos dos es el que termina definiendo
la eficiencia del proceso. En el caso de los caudales altos la eficiencia fue mayor porque la
reaccion se vio favorecida por una menor resistencia a la transferencia de materia (Camacho
et al., 2007), mientras que a bajos caudales, la eficiencia se incrementé debido al mayor

contacto con la lipasa (Chei et al., 2011).

Cabe mencionar que por inspeccion visual del biocatalizador tras cada uso pudo
comprobarse que el mismo no sufrié roturas ni desgaste durante la operacidn, con lo cual se
cumplié con el objetivo de tener un biocatalizador resistente para su empleo en reactores

de lecho empacado.
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8.6.3. Modelado y simulacion del sistema reaccion-reactor

Con el propdsito de representar el comportamiento real del reactor enzimatico de
lecho empacado usado para la aciddlisis de aceite de girasol y la mezcla de acidos grasos

saturados, se llevaron a cabo tareas de simulacidon y modelado.

La simulacién consistié en predecir la composicion del producto de reaccién para
cada punto del lecho incluyendo la salida, cuando no existe resistencia externa a la
transferencia de materia y por ende la velocidad de reacciéon es la dada por el modelo
cinético. En este caso la ecuacién del balance de materia (Ec. 8.5) es igualada a la expresion
de velocidad dada por el modelo cinético y se asume que la concentracién de sustrato a lo

largo del reactor (S(z)) es la misma que se encuentra disponible para la lipasa.

Por otro lado, el modelado consistié en describir al mejor grado posible los puntos
experimentales del sistema, al incorporar el efecto de la resistencia externa a la
transferencia de materia. En este caso se resolvieron en forma conjunta el balance de masa
(Ec. 8.5), la ecuacion que describe este fendmeno de resistencia (Ec. 8.24) y la expresion de
velocidad dada por el modelo cinético correspondiente. Este ultimo, expresado en términos
de S;, ya que ésta corresponde a la concentracién de sustrato en el microambiente de la
lipasa y por ende la disponible para la reaccién. En la resolucion matematica, el parametro
ks se ajustd de modo de obtener para un determinado caudal el valor de S hallado

experimentalmente.

Tanto el modelado como la simulacidon fueron resueltos empleando el software

Maple 15 (Waterloo Maple Inc., Canada).
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Tabla 8.2. Parametros del sistema reactor-reaccién empleados en el modelado y la

simulacidn.

Radio interior de la columna (cm) 0.45
Longitud de la columna (cm) 9

Area de la columna(cm?) 0.64
Fraccién hueca (g) 0.3
Area de particulas /volumen de lecho, ( a )(cm?/cm?) 0.7035
Didmetro de particula promedio (cm) 0.1675
Masa de biocatalizador (g) 473 g
So x10° (M) 112.45

Parametros cinéticos del Modelo Il

A* (mol/ghL) 0.00901
B 1.79221
C 0.99998
Ke 2.40342

Parametros cinéticos del Modelo llI

VriEr (1/h) 9.147
VmzEr (1/h) 7.850
Wo (M) 0.037
Kii (1/M) 1850.0

Parametros de ajuste

n 1.0432

j 0.1100

La Tabla 8.2 muestra los parametros caracteristicos del reactor, del biocatalizador,
de los modelos cinéticos y del ajuste, n y j, representando asi toda la informacién requerida
para llevar a cabo el modelado y la simulacion. Recordara el lector, que los pardmetros ny j

fue introducido para simplificar los Modelos Il y Ill, de forma que la concentracién en el
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tiempo de los &cidos grasos en los glicéridos y de los glicéridos intermedios,
respectivamente, pudieran ser expresadas como un valor constante, afectando por este
valor a la concentracion inicial de triglicéridos. Para poder hallar un valor adecuado para n,
los datos experimentales correspondientes a la aciddlisis realizada en batch, ajustados en el
Capitulo 7, fueron usados con la concentracion de sustrato como variable independiente, y
empleando la Ecs.8.17 con los parametros correspondientes de la Tabla 8.1. De este modo,
n se obtuvo como el valor que permitié representar mejor, esos datos experimentales. El
ajuste logrado se muestra en la Fig. 8.10. El valor obtenido para n fue 1.0432 y el ajuste

resultd sensible a este parametro.
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Figura 8.10. Ajuste de los datos experimentales de la reaccién llevada a cabo
en batch empleando el Modelo Il en S, n =1.0432.

De modo similar se procedié para hallar j empleando la Ec. 8.23 y hallando nuevos
pardmetros cinéticos. Estos valores son mostrados en la Tabla 8.2. En este caso, el valor
obtenido para el parametro j, 0.11, estd directamente relacionado con la proporcién de
glicéridos intermediarios formados durante el transcurso de la reaccién respecto a la
concentracion inicial de triglicéridos. Mas aun, coincide con el valor promedio de esta

relacion en todo el tiempo de reaccion. Cabe mencionar que la simplificacién impuesta a

260



través de la inclusién de este parametro en el modelo cinético no afectd la bondad del

ajuste (coeficiente de determinacion ajustado=0.95).

Una vez que se dispuso de los pardmetros de ajuste requeridos en los modelos
cinéticos, se procedio a realizar la simulacion del reactor de lecho empacado. Los resultados
empleando cada una de las cinéticas propuestas se muestran en la Fig. 8.11. Como puede
notarse, ambas simulaciones describieron de manera muy similar el comportamiento real
del sistema; la representacion del comportamiento para la zona de altos caudales fue
relativamente aceptable, mientras que se alejaron considerablemente de los valores
experimentales en el rango de caudales mas bajos. En esta zona, predijeron menor cantidad
de dacidos grasos saturados en la mezcla de reaccidn, lo que corresponderia a mayores
incorporaciones; este resultado se relaciona directamente con el hecho de no haber

considerado el efecto negativo de la resistencia externa a la transferencia de masa.
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Figura 8.11. Simulacién de la concentracién de sustrato a la salida del PBR.
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Al realizar el modelado del reactor de lecho empacado, se impuso el ajuste mediante
la determinacién del coeficiente ks, el cual fue calculado para cada caudal en cada una de las
cinéticas empleadas. En consecuencia, se pudieron representar en forma sumamente

precisas todos los puntos experimentales del sistema, tal como lo indica la Fig. 8.12.
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Figura 8.12. Modelado de la concentracion de sustrato a la salida del PBR, considerando la
resistencia a la transferencia de masa.

Los valores de ks obtenidos en cada ajuste fueron representados en términos de la
velocidad superficial del lecho, segun el modelo cinético usado para describir la velocidad de
reaccion (Fig. 8.13). En teoria, valores de ks mayores estan asociados a resistencias externas
a la transferencia de masa mas bajas. Justamente, esto fue lo que se obtuvo para las
velocidades superficiales mayores. Sin embargo, el valor del coeficiente ks pareciera
mantenerse practicamente constante o incluso presentar una leve tendencia a aumentar
para la regidn de velocidades superficiales mas bajas. Esto podria explicarse si se piensa que
este parametro fue usado para ajustar los modelos a los puntos experimentales; por ende,
ks en este caso estaria siendo no solo un parametro que permite cuantificar el efecto de la

resistencia a la transferencia de masa sino también el efecto del contacto de la lipasa con el
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sustrato. Este hecho se hizo evidente experimentalmente ya que, para ningun caudal se
logré mantener el lecho completamente cubierto de liquido (los pulsos generados por el
accionar de la bomba peristaltica originaban la formacion de algunas burbujas dentro del
lecho). Este fendmeno se vio disminuido cuando los caudales empleados eran menores,
acorde a las menores velocidades usadas en estos casos en la bomba. Por ende, una
disminucion de la cantidad de burbujas permitié un mejor contacto entre biocatalizadoresy
sustratos, lo que también se vio favorecido por los mayores tiempos de residencia. En
consecuencia, los valores de ks obtenidos aqui deben considerarse como valores aparentes

ya que reflejan mas de un fendmeno.
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Figura 8.13. Coeficiente k, en funcién de la velocidad superficial en el lecho. Se incluyen
los modelos propuestos para describir su comportamiento (Ec. 8.27) cuando se emplea
en el modelado del reactor el Modelo Cinetico Il en S (Mll en S) o el modelo Il (MIII).

Practicamente, mismos valores de ks fueron necesarios para representar los

resultados experimentales al emplear ambos modelos cinéticos, en concordancia con el
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hecho de que mostraron un alejamiento similar de los valores experimentales en la Fig.

8.11.

A fin de disponer de una expresion que represente a ks en funcion de la velocidad
superficial en el lecho (U), el software Origin 8.0 fue empleado. La ecuacidén que mejor logré
describir a ks en el rango estudiado fue del tipo polindmica, siendo la expresidn asociada:

— _ p
k, =A.|U-Uc|+k,, (8.27)

donde A, U, py kso representan parametros de ajuste del modelo.

La precision de los modelos desarrollados para ks en funcion de la velocidad
superficial fue muy alta, considerando los valores del coeficiente de determinacién. La Tabla
8.3 muestra estos valores en conjunto con los parametros determinados para cada modelo

cinético.

Tabla 8.3. Parametros para el modelado de k; en funcidn de la velocidad superficial
en el lecho, que debe emplearse en forma acoplada a cada cinética.

A U, p kSO Rz
Modelo Il en S 0.00337 2.12651 0.99669 0.00825 0.99916
Modelo Il 0.00509 2.12946 0.83711 0.00820 0.99938

8.7. Conclusiones

Con este capitulo se finalizan las tareas abocadas al estudio de la produccién de
lipidos estructurados en reactores batch y en continuo, para esta tesis. Como pudo notarse,
mientas que el primero, el reactor empleado en la mayor parte del trabajo experimental,
fue extremadamente sencillo en su conformacién, el disefio y construccién de un reactor de
lecho empacado fue una tarea compleja en el que muchas consideraciones debieron

tomarse en cuenta. Esto se hizo a fin de desarrollar un proceso seguro desde el punto de
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vista operativo y que pudiera ser empleado durante un lapso considerable de tiempo. Una
vez que el reactor fue realizado, resulté facil de operar y su uso tuvo como ventaja que el

biocatalizador permanecié confinado en la columna del reactor.

Los productos de reaccién obtenidos en el reactor de lecho empacado operando en
continuo no alcanzaron una composicién tan alta en acidos palmitico y estearico como se
logré trabajando en el reactor batch. Esto se debid a que tuvo lugar la resistencia externa a
la transferencia de masa, que el contacto biocatalizador-sustratos no fue el éptimo y que
adicionalmente los tiempos de residencia no fueron lo suficientemente elevados. Para
mejorar estos resultados se propone cambiar el sistema de bombeo y la construccién de

una columna rellena de mayor longitud o el empleo de reactores en serie.

Mientras que la simulacién de la operacién del reactor solo logré representar
adecuadamente el comportamiento en los caudales mads altos, el modelado del sistema
logré llevarse a cabo de manera muy precisa para todos los caudales empleados; esto
gracias a emplear un coeficiente de transferencia de masa aparente como parametro de
ajuste. Este coeficiente aparente no solo contempla el efecto de la resistencia de
transferencia de materia sino también el de la eficiencia de contacto biocatalizador-
sustratos, disminuida principalmente por la generacion de burbujas. De esta forma vy
recalculando este coeficiente de transferencia de masa aparente con el uso de otro sistema
de bombeo, el modelado matemdtico en conjunto con los otros parametros obtenidos,
podrian ser usados en el desarrollo de procesos a mayor escala para producir lipidos
estructurados mediante una tecnologia “verde®™ que se vale de la capacidad de
componentes bioldgicos para la transformacion del aceite de girasol hacia productos grasos

semisolidos.

8.8. Nomenclatura

S: concentracién de sustrato (M), representa la concentracion de los acidos grasos palmitico

y esteadrico en el seno de la corriente liquida.

Z: coordenada axial (cm)
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U: velocidad superficial del fluido en el lecho (cm/s)

v: velocidad de reaccion (M/s)

ks: coeficiente de transferencia de masa (cm/h)

g: fraccién hueca, también denominada porosidad.

a: area de particulas /volumen de lecho (cm?/cm?®)

IG: concentracion de acidos grasos en los glicéridos intermediarios (M)

IGs: concentracidn de acidos grasos en los glicéridos intermediarios formados (M)
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Capitulo

CONCLUSIONES
GENERALES Y
TRABAJO A FUTURO

Las lipasas de Rhizomucor miehei producidas en Aspergillus oryzae demostraron ser,
en su estado libre, catalizadores eficaces para la produccion de lipidos estructurados,
alcanzando hasta un 40 % de incorporacion de acidos grasos saturados a la estructura de los
glicéridos, en la mejor condicién experimental ensayada. Una ventaja respecto a otros
catalizadores es la baja temperatura éptima de la misma, no solo porque permite operar
con bajos costos energéticos sino también porque disminuye el riesgo de producir
alteraciones indeseadas en las estructuras quimicas de los sustratos (degradacion,

formacién de compuestos indeseables nutricionalmente, entre otros).

La formacion de agregados bimoleculares en la lipasa en solucién es un fendmeno
gue se hace mas notable a mayor contenido de lipasa en el medio de reaccién, lo cual
conlleva a reducciones en la actividad tanto en la reaccién de hidrdlisis como en la de
aciddlisis. Este comportamiento puede ser evitado empleando la lipasa en su forma

inmovilizada.

Por otra parte, la preferencia mostrada por las lipasas de Rhizomucor miehei por

remover acido oleico antes que linoleico podria explicarse en base a las interacciones que
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surgen a nivel microscépico, entre la lipasa, el medio y el sustrato, usando como
herramienta el modelado molecular; este queda aqui planteado como un posible trabajo a
futuro.

En lo que al modelado de la cinética de aciddlisis se refiere, se lograron modelos que
describieron con aceptable precisidon el comportamiento del sistema para las temperaturas
ensayadas, los cuales pueden ser empleados para realizar la comparacion con las cinéticas

de la enzima inmovilizada.

El desarrollo de un nuevo biocatalizador no es tarea facil, pues conlleva lidiar con la
complejidad propia de los sistemas bioldgicos. En este aspecto, son aspectos
fundamentales la eleccidn de la técnica a emplear para la union de la enzima al soporte

solido y la eleccion del soporte en si.

La retencion por adsorcién fisica de las lipasas de Rhizomucor miehei empleando
como soporte microesferas de quitosano modificadas fue favorecida por el incremento de
la concentracion de preparado enzimatico comercial en el medio de inmovilizacién (en el
rango analizado), sin enjuague previo del soporte con etanol ni finalizaciéon de la
inmovilizacién con adicion de acetona. La temperatura de inmovilizacion (entre 4°C y
25°C) no resultd tener efecto significativo sobre la actividad del biocatalizador obtenido. El

lavado de los biocatalizadores con Triton X-100 permitié recuperar los soportes.

La técnica de aminacion reductiva empleada sobre las microesferas de quitosano
condujo a la obtencion de soportes con distinto grado de hidrofobicidad, lo que permitié
establecer cual seria la modificacion dptima para lograr la adsorcién de lipasas de
Rhizomucor miehei en su conformacion mas activa respecto a la reaccion de acidolisis
deseada. El biocatalizador denominado QM1-1.5, obtenido de uno de los soportes mas
modificados, logré la mayor transformacion sobre el aceite de girasol en la reaccion de
aciddlisis. La alta conversion, 3 veces mayor que la obtenida con la enzima libre, fue
mantenida durante 7 reusos de 24 h cada uno, transcurso en el cual no se detectaron

problemas de atricion. De este modo, el biocatalizador preparado que mostré el mejor
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desempefio podria ser adecuado para usarse en sistemas discontinuos con altas velocidades

de agitacion y asimismo, en sistemas continuos como catalizador en un lecho empacado.

El biocatalizador preparado por la inmovilizacion de lipasas de Rhizomucor miehei
sobre microesferas de quitosano alquiladas se utilizé para catalizar la aciddlisis entre
aceite de girasol y acidos grasos palmitico y estedrico, en distintas condiciones de relaciéon
de sustratos, cantidad de enzima y solvente. La cantidad de biocatalizador fue la variable
mas significativa en cada respuesta analizada, dividiendo el comportamiento de Ia
reacciéon en una zona de alta y una de moderada dependencia de la cantidad de

biocatalizador. La presencia de hexano contribuyd a resaltar este comportamiento.

Cuando se desea maximizar el porcentaje de triglicéridos disaturados y la
incorporacion de acidos grasos saturados en los glicéridos de los productos de reaccidn, y
minimizar el porcentaje de triglicéridos trisaturados y la generacién de subproductos, la
optimizacion del sistema indica que la reaccién debe ser llevada a cabo sin hexano, con la
mayor relacion molar de sustratos y en un valor intermedio de cantidad de enzima. Estas
condiciones serian adecuadas desde un punto de vista medio ambiental pero
posiblemente dificultosas a nivel operativo, lo que permite deducir que diversos criterios
deben ser analizados para hallar un escenario éptimo y a la vez factible. La imposicién de
la condicidon con presencia elevada de solvente, mas adecuado para representar los
sistemas operativos reales, dio lugar a productos con menor incorporacion de acidos
grasos saturados. Esto demuestra que la evaluacion de la calidad del producto deseado y

las condiciones operativas del proceso genera una decision de compromiso.

El analisis general del progreso de la reaccidn de aciddlisis en el tiempo, en reactor
batch, indicé que la hidrélisis no fue completa, que la formacién de diglicéridos fue mayor
que la de monoglicéridos, y que la formacion de subproductos y de triglicéridos
trisaturados se vio favorecida por el aumento de la temperatura. El rendimiento en
triglicéridos pudo ser estabilizado para la temperatura optima de la enzima inmovilizada,
60 °C, después de 12 h de reaccién. Sin embargo, las especies de triglicéridos continuaron

cambiando, indicando que las velocidades de hidrélisis y de esterificacion se habrian
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igualado. Las especies que se convirtieron en mayoritarias a tiempos prolongados de

reaccion fueron las agrupadas en la categoria de triglicéridos monoinsaturados (SUS).

Por otro lado, se logro representar satisfactoriamente la evolucion de la acidélisis

en el tiempo con 3 modelos cinéticos de diferente complejidad.

El disefio y construccién de un reactor de lecho empacado a escala laboratorio fue
una tarea compleja en el que muchas consideraciones debieron tomarse en cuenta. Esto
se hizo a fin de desarrollar un proceso seguro desde el punto de vista operativo y que
pudiera ser empleado durante un lapso considerable de tiempo. Una vez que el reactor
fue realizado, resultd facil de operar y su uso tuvo como ventaja que el biocatalizador

permanecié confinado en la columna del reactor, evitdandose asi su manipuleo.

Los productos de reaccién obtenidos en el reactor de lecho empacado operando en
continuo no alcanzaron composiciones tan altas en acidos palmitico y estedrico como se
logro trabajando en el reactor batch. Esto se debidé a que tuvo lugar la resistencia externa
a la transferencia de masa, que el contacto biocatalizador-sustratos no fue el dptimo y que
adicionalmente los tiempos de residencia no fueron lo suficientemente elevados. Para
aumentar estos ultimos se propone a futuro la construccidon de una columna rellena de

mayor longitud o el empleo de reactores de lecho empacado en serie.

Mientras que la simulacién de la operacion del reactor solo fue capaz de
representar adecuadamente el comportamiento en los caudales mads altos, el modelado
del sistema se llevo a cabo de manera muy precisa para todos los caudales empleados;
esto se logrd gracias a emplear un coeficiente de transferencia de masa aparente como
parametro de ajuste. De esta forma y recalculando este coeficiente de transferencia de
masa aparente con el uso de otro sistema de bombeo (trabajo a futuro), el modelado
matematico en conjunto con los otros parametros obtenidos, podrian ser usados en el
desarrollo de procesos a mayor escala para producir lipidos estructurados mediante una
tecnologia “verde” que se vale de la capacidad de componentes bioldogicos para la

transformacion del aceite de girasol hacia productos grasos semisélidos.
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