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RESUMEN 

La modificación de triacilgiiceroles (TAG) de aceite de pescado mediante tecnologia enzimática 
ha sido propuesta como altemativa frente a hidrólisis quimica para la concentración de EPA y 
DHA; ácidos grasos poliinsaturados Omega-3 asociados a miltipies beneficios para la salud. La 
hidrólisis de TAG presenta la ventaja de utilizar uria simple reacción con un imico sustrato, a 
diferencia de la reacción de esterificación en la cual se requieren los dadores de acilo como etil-
ésteres o alcoholes. La selectividad de hidróiisis de ciertas lipasas permite obtener Omega-3 en 
forma de glicéridos, los cuales son preferibles a los etil-ésteres pues presentan una mayor 
biodisponibilidad en el organismo. La inmovilización de lipasas además de aumentar su 
estabilidad, modifica ci microentorno de ésta, lo que permitiria modular su selectividad frente a 
un determinado sustrato. Basado en esto, el presente estudio tuvo como objetivo establecer un 
sistema de hidrólisis enzimática de aceite de pescado utilizando lipasas inmovilizadas, con elfin 
de concentrar EPA+DHA en glicéridos en un valor superior al obtenido con la enzima soluble. 
Bajo esta perspectiva, se evaluO el potencial de hidrOlisis de aceite de pescado de diferentes 
lipasas mediante el propuesto parámetro de Indice de selectividad (IS). La lipasa de Candida 
cylindracea (CCL) presentó ci mayor porcentaje de hidrólisis de aceite de pescado 
correspondiente a 69,1% a las 48 horas de reacción y un IS de 3,8. Diferentes soportes y 
estrategias de inmovilización fueron aplicadas a CCL: inmoviiización por adsorción mediante 
interacciones hidrofóbicas, inmovilización por adsorción mediante interacciones hidrofóbicas 
combinada con entrecru.zamiento con polimeros funcionales, inrnovilización por adsorción 
mediante interacciones iónicas, e inmovilización por enlace covalente. Se obtuvo que la 
inmovilización modula negativamente la sclectividad de CCL para efectos del objetivo 
pianteado; los IS disminuyeron respecto al obtenido con la lipasa soluble, dónde ci derivado de 
CCL inmovilizada en octil-agarosa (O-CCL) presentó ci mayor IS (2,7). Sin embargo la 
estabilidad de la lipasa inmovilizada aumenta considerablemente; ci tiempo de vida media de 0-
CCL es de 275 a 40°C mientras que para CCL es de 2 horas a igual temperatura. En otro aspecto, 
la presencia de solventes/co-solventes en el medio de reacción (SR III) permitió lograr un 90,8% 
de hidrólisis de aceite de pescado a las 48 horas de reacción, sin embargo se disminuyó la 
capacidad de reutilización del derivado en lotes sucesivos tras ciclos de reuso del soporte. 
Finaimente ci sistema de reacción SR Ii, correspondiente al derivado O-CCL en ausencia de 
soiventes/co-solventes en ci medio de reacción, se consideró el más apropiado para la aphcación 
estudiada. Con este sistema de reacción se obtuvo la mayor productividad especifica acumulada 
(144,1 g aceite hidroiizado/g CCL*h), y presenta mejor capacidad de reuso de soporte, además 
en términos económicos, a partir del segundo ciclo utilizando ci soporte reciclado, los costos del 
aceite hidrolizado no solo se igualan a los del sistema SR I (lipasa soluble) sino que son 
inferiores a éstos. 
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ABSTRACT 

The modification of triacyi glycerol s (TAG) of fish oil by enzyme technology has been proposed 
as an alternative to chemical hydrolysis for concentration of EPA and DHA, Omega-3 
polyunsaturated fatty acids associated to multiple health benefits. TAG enzymatic hydrolysis has 
the advantage of being a simple reaction where a single substrate is used. In contrast, 
esterification reactions require acyl donors such as ethyl esters or alcohols. The selectivity of 
some lipases produces Omega-3 as glycerides, which are preferred to ethyl esters because of its 
better bioavailability within the body. The immobilization of lipases, in addition to increasing  its 
stability, modifies its microenvironment, a condition that might change its selectivity towards a 
particular substrate. Therefore, the aim of the present study was to establish a system of 
enzymatic hydrolysis of fish oil using immobilized lipases in order to concentrate EPA+DHA in 
the glyceride form with a higher value than that obtained with soluble enzymes. From this 
perspective, the potential for fish oil hydrolysis by different lipases was evaluated by the 
proposed parameter: index of selectivity (IS). Candida cylindracea lipase (CCL) had the highest 
percentage of hydrolysis of fish oil corresponding to 69.1% after 48 hours of reaction time and a 
IS of 3.8. Different supports and immobilization strategies were applied to CCL: immobilization 
by adsorption through hydrophobic interactions, immobilization by adsorption through 
hydrophobic interactions combined with functional polymer crosslinking, immobilization by 
adsorption by ionic interactions, and covalent immobilization. It was found that immobilization 
negatively modulates the selective of CCL for purposes of the proposed objective, the IS 
decreased compared to that obtained with the soluble lipase, where the derivative of CCL 
immobilized on octyl-agarose (O-CCL) had the highest IS (2.7). However, the stability of the 
immobilized lipase increased significantly, the half-life of O-CCL is 275 at 40°C while for CCL 
is 2 hours at the same temperature. In another context, the presence of solvents / co-solvents in 
the reaction medium (SR III) allowed a 90.8% hydrolysis of fish oil after 48 hours of reaction 
time, but derivative reuse was decreased with successive batches after recycling the support. 
Finally, the reaction system SR II, corresponding to the O-CCL derivative in the absence of 
solvent / co-solvents in the reaction medium was considered the most appropriate for the 
application studied. With this reaction system, the highest specific productivity (144.1 g 
hydrolyzed oil/,- CCL*h),  as well as the best capacity for support reuse was obtained. Finally, 
from an economical point of view, after the second cycle of support reuse, costs for hydrolyzed 
oil are not only equal but even lower than those of the SR I system (soluble lipase). 
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Revisióii Bibhouráfica 

1. REVISION BH3LIOGRAFICA 

1.1 INTRODUCCION 

El mercado de los denominados alimentos funcionales y nutracéuticos, se ha visto incrementado de 
manera importante. Dentro de la amplia gama de estos productos están los ácidos grasos 

polimsaturados de cadena larga Omega-3 (AGPICL-n3). Asociado a los AGPICL-o3 se encuentran 
una serie de beneficios ampliamente conocidos, como el correcto desarrollo del sistema nervioso y 
visual, reducción del riesgo de enfermedades cardiacas y Alzheimer, disminución de Ia prevalencia 
de enfermedades alérgicas, atenuación de cuadros depresivos y esquizofrenia. Además se han 
reportado efectos benéficos sobre diabetes tipo 2, algunos tipos de cancer, colitis ulcerativa, 
enfermedad de Crohn, obstrucción pulmonar crónica, soriasis y artritis reumatoide (Leaf y Kang, 
1996; Masuev 1997; Carlson y Neuringer, 1999; Castro-Gonzalez, 2002; Ruxton ef al., 2005). 

Los AGPICL-w3 son caracteristicos de los lIpidos mannos, se encuentran principalmente en forma 

de triacilglicéridos (TAG) y fosfoilpidos, siendo el aceite de pescado una rica fuente de éstos. Chile 
produce airededor de 120 mil toneladas anuales de aceite de pescado, de las cuales se exportan 
cerca de 7 mil a Europa, donde son utilizadas para consumo humano precisamente por alto 
contenido de Omega-3 que posee. El aceite de pescado se comercializa a nivel mundial en airededor 
de USD 800/ton, inientras que el precio de los concentrados de Omega-3 fluctha entre los USD 
50/kg a USD 200/kg, por lo que resulta muy interesante obtener un producto de mayor valor 
agregado con una calidad que los haga competitivos en aquel mercado. 

La modificaciOn de TAG de aceite de pescado mediante tecnologia enzimática ha sido propuesta 
como una interesante altemativa a la hidrólisis y/o sIntesis qulmica para la obtención de 
concentrados Omega-3. La hidrólisis de TAG de aceite de pescado presenta Ia ventaja de utilizar 
una simple reacción con un iinico sustrato, a diferencia de Ia reacción de esterificaciôn en Ia cual se 
requieren dadores de acilo como etil-ésteres o alcoholes. Sin embargo, mediante esta via no se 
alcanzan concentraciones de Omega-3 como las obtenidas por esterificación, siendo éste un campo 
para optimizar, tanto en lo relativo a las condiciones de operación como en el tipo de enzima 
util izada. 
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1.2 ANTECEDENTES GENERALES 

1.2.1 Acidos grasos pollinsaturados Omega-3 

Los principales AGPICL-co3 utilizados como componentes activos en alimentos funcionales y 

nuacéuticos son el ácido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3) y el ácido docosahexaenoico (DHA, 

C22:6 n-3), mostrados en la Figura LL El EPA está asociado a la disminución del riesgo de 

Alzheimer, de depresión y de otros trastomos del comportamiento. El DHA desempefia un papel 

fundamental en el mantenimiento de Ia funciOn saludable del cerebro, los ojos y ci sistema nervioso; 

y en conjunto EPA+DHA han sido principalmente aplicados para la prevención de cardiopatIas. 

Ifl 
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Figura I.I. Acidos grasos pollinsaturados Omega-3, a) ácido eicosapentaenoico (EPA), b) 
ácido docosahexaenoico (DHA) 

Los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) son un tipo de ácido graso que se caracterizar por poseer 

varias insaturaciones (dobles enlaces entre átomos de carbono). El ácido linoleico (LA, Cl 8:2 n-6) 

y el ácido a-iinolénico (u-LNA, C18:3 n-3) son considerados esenciales ya que no pueden ser 

sintetizados por los humanos. Estos ácidos grasos tienen 18 átomos de carbono con dos y tres 

instauraciones respectivamente, y estãn situados en el sexto (o-6) y ci tercer carbono (co-3) 

contando a partir del extremo más alejado del grupo funcional ácido (grupo carboxilo u omega). 

Dichos ácidos grasos son los precursores de ]as familias Omega-6 y Omega-3), respectivarncnte. 

Metabólicaniente los ácidos grasos de familia Omega-6 no pueden convertirse en ácidos grasos de 

familia Omega-3; por lo tanto, Ia sintesis de los diferentes AGPICL-0 depende directamente de la 

concentración de sus respectivos precursores. Los ácidos grasos LA y LNA son elongados y 

desaturados por un sistema enzimãtico ubicado en ci reticulo endopiasmAtico liso, dónde la enzima 

A-6 desaturasa juega un importante rol de regulación del proceso. Esta enzima es activada por 

insulina e inhibida por los productos finales del proceso (AGPl de 20 y 22 carbonos), y su afmidad 
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por el LNA es mucho mayor que por el LA, sin embargo, cuando la ingesta de LA es muy alta 
comparada con la de LNA, como suele ocurrir en la nutricion occidental, La transformación del 
LNA en DHA es marginal (Valenzuela et al., 2008). Dada la competencia por las mismas enzimas 
utilizadas en la elongación y desaturación de las cadenas de átomos de carbono, la relación optima 
de LA/LNA en la dicta debe estar en torno a 5:1 o 10:1 como máxiino. 

1.2.2 Aceite de pescado como fuente de AGPICL- o3 

Los AGPICL-o3 son caracteristicos de los ilpidos marinos los cuales se encuentran en la forma de 

TAG y fosfolipidos (Bomscheuer, 2000). Dichos AGPICL-(,)3 se forman en el cloroplasto de las 
microalgas marinas que forman parte del fitoplancton o macroalgas, que a su vez son consumidas 

por los peces. Los peces concentran los AGPICL-co3 en TAG, principalmente en el tejido adiposo, 
en la grasa del müsculo y visceras (Uauy y Valenzuela, 1992). La composiciOn de los ácidos grasos 
de especies que habitan en agua de mar presenta cantidades considerables de EPA y DHA, mientras 
que los ácidos grasos de Ia especies de agua dulce poseen una longitud de cadena de menos de 20 
carbonos (Safy ci al., 2003). En especial los peces de came roja u obscura son muy buenas fuentes 
de EPA y DHA. 

Los TAG del aceite de pescado presentan más de 50 ácidos grasos distintos, con Lin rango de largo 
de cadena que va desde 14 a 24 carbonos, variando también el grado de instauraciOn. Cabe 
mencionar además que en Lin estudio realizado por Saify ci al., (2003), se reportO que entre Lin 91 y 
991/o de los AGPICL-o3 contenidos en especies marinas de latitudes nórdicas, se encuentra en Ia 

posiciOn 3 o sn-2 del TAG. El contenido de EPA y DHA dependerã de la especie de pescado, el 
lugar y época de captura, asi como del proceso industrial al que se someta. Mientras menor es Ia 
temperatura del agua, mayor puede ser el grado de insaturación de los ácidos grasos en los tejidos 
con el fm de compensar la reducciOn de Ia fluidez de las membranas. Lo contrario ocurre en las 
regiones tcmpladas, donde la temperatura del agua es mayor a 12°C, y el aceite obtenido después de 
procesar ci pescado puede presenta Lin contenido significativamente menor de Omega-3 (Castro-
Gonzalez, 2002). 

De manera general se puede afirmar que los hábitos alimenticios han cambiado y ci consumo de 
pescado ha disminuido desde los afios 50; por ende ci consumo de AGPICL-o3 ha disminuido. Esto 
podrIa no ser importante dado que los humanos tienen la capacidad de convertir el LNA de 
vegetales en EPA y DHA, pero tal como se mencionó, este proceso está sujeto a inhibiciôn 
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competitiva por los ácidos grasos o-6 (Castro-Gonzalez, 2002). Esta es la razón per Ia cual se ha 

foinentado la suplementación de ácidos grasos Omega-3 en formulas concentradas. 

La mayorIa de los aceites comerciales de origen marino presentan un porcentaje en peso de 

EPA+DHA de entre 7% (aceite de arenque del PacIfico) a 28% (aceite de calamar del PacIfico); no 

obstante, la fuente más comün de EPA y DHA es el aceite de sardina que contiene un 25% de 

EPA+DHA. Otras fuentes importantes de estos AGPICL-0 son el aceite de salmon con 19% de 

EPA+DHA, el aceite de lacha y de hIgado de bacalao con 24% de EPA+DHA y el aceite de caballa 

con 15% de EPA+DHA. Por lo general la razón de EPA:DHA es de 2:1, salvo en el aceite de atün 

que contiene airededor de 5% de EPA y 18% de DHA y en el aceite de jurel con alrededor de 4% de 

EPA y 10°/s de DHA. Dado que el aceite de pescado es buena fuente de EPA+DHA y es una 

materia prima de bajo costo, se ha usado ampliamente para la fabncación de concentrados de 

Omega-3 comercializados como nutracéuticos. En la Tabla 1.1 se muestran algunos ejemplos de 

estos concentrados de Omega-3 reconocidos a nivel mundial. 

Tabla 1.1. Ejemplos de concentrados de Omega-3 ofrecidos en el mercado 

Producto Contenido Forma Fabjicante Aplicación 
- 

E-EPA 650 
90% de EPA ester etIlico de Oy Bio-Vita Ab 

Suplemento alimenticio mg EPA Finlandia 

MEG-30 65 a 75% de ester etilico y TAG Ocean Nutrition Ingrediente en fabricación de 
EPA y DHA de EPA+DHA Canada Limited alimentos 

EPAX 58 % EPA ester etilico de EPAX AS Ingrediente en fabricación de 
6015 10% DHA EPA+DHA Norway 

alimentos ' suplementos 
alimenticios 

EPAX 34% EPA TAG de EPAX AS Ingrediente en fabricación de 
6000 24% DHA EPA+DHA Norway alimentos j  suplementos 

alimentictos 

Recientemente se han investigado fuentes altemativas de EPA y DHA, como ]as microalgas 

marinas Monodus subterraneus UTEX 15 1, con 34,2% de EPA, Chlore/la ininu!issiina UTEX 2341 

con 31.3% EPA, Ciypthecodiniurn cohn/i UTEX L1649 con 19,91/o de DHA y Amphidiniurn 

carterae UTEX LB 1002 con 17% de DHA. También se ha estudiado la obtención de AGPICL-w3 

a partir de cultivos de cepas de Saccharomyces cerevisiae modificadas genéticamente que codifican 

para toda la ruta biosintética de los Omega 3 (Chemler ci at, 2006). 
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1.3 MODIHCACION DE TRIACILGLLCERLDOS MEDLANTE EL USO DE LIPASAS 

En ci mercado de los alimentos funcionales y nutracéuticos, la aplicación de lipasas con el objetivo 

de obtener concentrados de AGPICL-o3 está directamente relacionada a la absorción de éstos 
ácidos grasos por el organismo que los consuma. 

Los AGPICL-w3 pueden administrarse como ácidos grasos libres, como ésteres etIlicos o como 

TAG. La administración de AGPICL-w3 como ácidos grasos libres parece ser Ia mejor forma 

farmacéutica absorbible para la prevención de las enfermedades cardiovasculares (Leaf y Kang, 
1996), mientras que los ésteres etilicos se utilizan para ci tratamiento del cancer de pancreas 
(Wigmore et al., 1996). Sin embargo, ha sido ampliamente discutido ci hecho de que los ésteres de 

AGPICL-0 presentan una absorción prácticamente nula (Nicto et al., 2005; Lawson, 1988) he 
incluso pueden resultar metabolitos tóxicos (Carvaiho el al., 2003). Por otro lado, si bien los 

AGPICL-o)3 en su forma libre presentan una mayor absorción, son extremadamente susceptibles a 
sufrir degradaciones oxidativas. Por esta razOn la forma más adecuada de suministro seria Ia más 
natural: AGPICL-o3 en forma de acilglicéridos, es decir esterificados con glicerol, idealmente en la 

posición sn-2, ya que son mejor absorbidos y sufren menos degradaciones (Wijesundera ci al., 
2008; Rubio-Rodriguez ci' al., 2010). Ejemplo de ello son las formulaciones de leche para bebés 
(Boswell el al., 1996) en las cuales ci DHA es administrado formando TAG emulando Ia leche 
materna y ci trieicosapentanoil glicerol (tn-EPA) que se utiliza como infusion para humanos con 
trastornos trombóticos (Hamazaki et al., 1988). 

Segün lo anterior, la concentraciOn enzimática de AGPICL-0 se ha enfocado principalmente en 
dos lIneas: la hidrólisis de TAG para la obtención de MAG o DAG ricos en Omega-3; y Ia reacción 
de esterificación de ácidos grasos Omega-3 a glicerol para la formación de lipidos estructurados con 

alto contenido de AGPICL-o3. 

1.3.1 Aspectos generales de lipasas como biocatalizadores 

Las lipasas (triaciiglicerol acilhidrolasas, EC 3.1.1.3) pertenecen al grupo de las enzimas 
hidrolIticas, cuya función biológica es catalizar la hidrólisis parcial o total de TAG dando lugar a la 
formación de diacilgliceroles (DAG), monoacilgliceroles (MAG), glicerol y ácidos grasos libres. 
Presentan un peso molecular de entre 40-50 kDa con cerca de 300 residuos aminoacIdicos. 
Molecularmente se describen como glicoprotelnas en las cuales una sección hidrofóbica glicosilada 
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circunda el sitio activo. El sitio activo de estas enzimas es similar al de las serin proteasas, 

compuesto por: Ser-Flis-Asp o Ser-His-Glu (Yahya etal., 1998). 

A difcrcncia de las csterasas, cuya actividad se tiene solamente sobre sustratos solubles en 

soluciones acuosas, los sustratos propios de las lipasas son ésteres insolubles y cuando la enzima 

actüa en la interfase orgánico-acuosa se habla de actividad lipolItica. La actividad lipolItica implica 

un fenómeno de adsorción inicial sobre la fase orgánica a lo que le sigue la reacción propiainente tat 

en la interfase (forrnación de complejo enzima-sustrato), y posterior liberación de los productos a la 

fase acuosa (Jaeger et al., 1994). El mecanismo de reacción de hidrólisis, ha sido descrito por el 

modelo propuesto por Verger el al., (1990) que incluye los fenómenos de adsorción en la interfase 

lipIdica-acuosa. La mayoria de las lipasas presentan también actividad esterásica cuya cinética se 

ajusta al modelo de Michael is-Menten (Sharma etal., 2001). 

Uno de los rasgos caracteristicos de las lipasas es su activación en interfases hidrofóbicas. Las 

lipasas presentan un elemento de su estructura secundaria denominado !id o tapa, el cual estã 

plegado sobre su sitio activo haciéndolo maccesible para los sustratos. Sin embargo, cuando las 

lipasas estn en presencia de una interfase hidrofóbica, sufren un cambio confonnacional hacia una 

estructura abierta que le confiere funcionalidad (Derewenda etal., 1992). La Figura 1.2 muestra las 

diferentes conformaciones e interacciones hidrofóbicas que establecen las lipasas. 

a 
lid cerrado 

AF e-N u4 
—.111. 

Conformación 
cerrada 

b 

superficie ilpidica 

Figura 1.2. Esquema del mecanismo de activación interfacial de lipasas, a) equilibrio entre 
conform ación abierta y cerrada de su estructura, b) adsorción de lipasas sobre diferentes 

interfases hidrofóbicas 
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En forma libre, la lipasa se encuentra en un equilibrio entre su conformación abierta y su 

confoimación cerrada segin la hidrofobicidad del rnedio (Bizozowski el al., 1991), y dada esta 

propiedad es que su ha utilizado la inmovilización de este tipo de enzimas en soportes hidrofóbicos 

(aspecto que se analizará en la sección 1.4.2). Además, segãn lo reportado por Palomo et al., 

(2003a), las lipasas en soluciones concentradas pueden formar dimeros a través de interacción de 

sus zonas hidrofóbicas que circundan el sitio activo, con la consecuente merma en su potencial 

catailtico. 

Las lipasas no solo catalizan reacciones de hidrólisis (ruptura de un enlace ester en presencia de 

agua); se ha establecido que controlarido las condiciones del medio, especIficamente minimizando 

ci contenido agua en la reacción, es posible revertir la hidrólisis en el sentido de reacción de 

esterificaciOn (formación de un enlace ester entre un alcohol y un ácido carboxilico) y de la 

reacción de transesterificación (intercambio de residuos de residuos de alcohol o ácido entre un 

ester y un dador de acilo o alcoxilo). Dependiendo del dador, las reacciones de transesterificaciOn se 

pueden clasificar en acidOlisis donde el dador es un ácido, alcohólisis dónde el dador es un alcohol 

o interesterificación en la cual el dador es otro ester (Lortie, 1997), tai como se representa en Ia 

Figura 1.3. 

H id r6 lisis R. 1COOR HO + R.COOH ROH 

EslenfkaciOn 
-J 

R 1 COOH ROH -•+ R 1 COOR HO 

R 1COOR. R.COOH .4 R: COO R. R.COOH 

TrajisesierilicaciOx AlcohOlisis R 1COOR R ;  OH —4 R COO R - RsOH 

InterifkacionH RCOOR R; COO R4  ...+ R1  COO R4  R )COO R. 

Figura 1.3. Reacciones catalizadas por lipasas 

Las lipasas son ampliamente utilizadas en el procesamiento de grasas y aceites, detergentes y 

formulaciones desengrasantes, la eIaboración de alimentos, especialmente en la industria de la leche 

y quesos, y panificación para mejoramiento de sabores, Ia sintesis de productos de quimica fina, de 
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cosméticos y farmacéuticos, la fabricación de papel. En el ámbito de tratamiento medioambiental, 

las lipasas se pueden utilizar para acelerar la degradación de residuos grasos y de poliuretano; asi 

como también he ha investigado promisoriamente la utilización de lipasas para la producción de 

biodiesel (Sharma ci al., 2001; Hasari etal., 2006). 

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Si bien la primera fuente de 

obtención de las lipasas fue a partir de extracción de vIsceras animales, en la actualidad se obtienen 

via fermentativa utilizando una amplia variedad de microorganismos (Sharma et al., 2001). En 

particular, las lipasas obtenidas a partir de bacterias (1'seudomonas), las producidas por hongos 

(Penicilliun, Rhizopus y Geotri chum) 
, 
y las lipasas de levaduras (diversas especies de Candida,), son 

las de mayor preponderancia en cuanto a su producción industrial. Esto es debido principalmente a 

que son enzimas extracelulares, son por to general más estables y de propiedades diferenciadas, 

como su especificidad en relaciOn at sustrato. 

La especificidad de hidrólisis de las enzimas lipasas frente a un sustrato determinado estã 

directamente relacionada con su fuente de origen. De acuerdo con esto, dichas enzimas pueden 

clasificarse en cuatro grupos, tat como se muestra en la Tabla 1.2. 

Tabla 1.2. Clasificación de lipasas respecto a su especificidad de hid rólisis 

Especificidadde lipasa 
- 

Reacción catalizada Microorganismoproductor 
• Catalizan la liberación de ácidos grasos • Rhizopus delemar 

1,3 especificas especificamente en las posiciones sn-I y sn- • Aspergillus Niger 
3 de los TAG. • Mucor rniehei 

• Catalizan La hidrólisis de ácidos grasos 

Acido graso especificas especIficos en las moléculas de TAG 
. • Geotrichum candiditni (acidos grasos con un doble enlace cis en La 

posición 9) 

Glicerido especificas • Catalizan lahidrólisisdeMAGyDAGpero . • 1'enzc,llizim cyclopiurn no los TAG 
• Catalizan la hidrólisis de los ácidos grasos • Pseudomonas 1'luorescens 

No especificas del TAG de forma aleatoria no mostrando 
. .. • Staphylococcus aureus especificidad con relacion a Ia naturaleza 

• Candida cylindracea 
- 

d&grupoaciloasuposicion. 

Fuente: Shimada etal., (1994), Chahinian etal., (2000); Mladcnoska etal., (2000) 

Cabe señalar la hidrólisis total del TAG también puede ocurrir con las lipasas especificas de 

posición sn-i y sn-3, cuando Ia reacción se extiende por un tiempo prolongado. Esto se debe a que 

los productos formados (MAG y DAG) son quImicamente inestables y pueden ser isomerizados 

espontáneamente a sn-I o sn-3, quedando aptos para Ia acción de la en.zima (Carvalho ci al., 2003). 
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AsI mismo es importante mencionar que pese a que se ha clasificado como una enzima no 
especIfica, La lipasa de Candida cylindracea (tarnbién denominada Candida rugosa) presenta una 

mayor velocidad de hidrólisis de ácidos grasos saturados, mientras que la velocidad de hidrólisis de 

AGPICL-o3 es significativamente menor. Precisamente por esta propiedad, esta lipasa ha sido 

utilizada con buenos resultados para la concentraciOn de AGPICL-o3. Tanaka ci al., (1992) 

compararon el comportamiento de esta lipasa con otras lipasas inespecificas de Chromobacieriu,n 

viscosum, Pseudomonas sp. AsI mismo, Shimada el al., (1994, 1995) la compararon con lipasas de 

G. candidum (ácido graso especifica) y de Rhizopus delemar (sn 1,3 especIfica). En ambos estudios 

se obtuvo que la lipasa de Candida cylindracea fue la más eficiente en el enriquecimiento de DHA. 

En Ia evaluación de Tanaka etal., (1992) se propone el concepto de valor de resistencia a hidrólisis 

(HRV. sigla en ingles), como medida de la especificidad para no hidrolizar enlaces ester de AGPI. 

El HRV es definido como la razón entre el contenido de DHA en glicéridos del aceite hidrolizado y 

ci contenido de DHA en el aceite original. 

1.3.2 Mod ificación de triacilglicéridos mediante esterificación y transesterificación 

enzimãtica 

Considerando las implicancias de la absorción y degradación de los AGPICL-o3 discutida con 

anterioridad, en la ültima década, se han realizado numerosos estudios con ci propósito de 

concentrar éstos ácidos grasos en una molécuLa de acilglicérido, mediante las reacciones de 

esterificación y de transesterificación, utilizando la capacidad de las lipasas de catalizar Ia reacción 

inversa a la hidrólisis cuando se tiene tin minimo contenido de agua y solventes orgãnicos en ci 

medio de reacción. 

Osada etal., (1990), lograron un elevado grado de incorporación de AGPICL-w3 a una molécula de 

glicerol, utilizando la lipasa de Chromobacterium viscosuin y lipasa de Candida cylindracea. De 

igual forma Lie ci al., (1992), reportaron resultados similares de incorporación de AGPICL-w3 

mediante una lipasa obtenida de Mucor ,niehei, mientras que Li y Ward (1993) obtuvieron un 70% 

de EPA+DHA en forma de glicéridos. 

Se ha demostrado que mediante transesterificación es posible aumentar significativamente ci 

porcentaje de AGPICL-w3 en los glicéridos resultantes; alcanzando hasta un 70% de éstos con tin 

contenido de DHA de 40% y de EPA de 25%, tal como reporta Yamane ci al., (1992) quienes 



Capitulo I 
Revision Bibliogrãfica 

utilizaron la lipasa de Mucor miehei para la acidólisis, en ausencia de disolvente, entre aceite de 

sardina y àcidos grasos libres. Huang ci al., (1994) reportaron la incorporación de AGPICL-3 en 

aceite de soya mediante transesterificación catalizada por lipasa de Candida cylindracea, 

obteniendo TAG con 34,7% de EPA y 32,9% de DHA. 

La obtención de lipidos estructurados con fines nutricionales y dietéticos mediante esterificación ha 

sido reportada en La patente europea EP 1 642 959 Al, presentada por Negishi etal., (2006). En esta 

patente se propone un proceso para la fabricación de un TAG simetrico de bajo aporte calórico 

compuesto por âcido octanoico (caprilico) en las posiciones sn-i y sn-3, y DNA en Ia posición sn-2. 

Dicho proceso utiliza la lipasa QL, (Meito Sangyo) en el cual se hace reaccionar tricaprilina 

(triglicérido de ácido caprilico), con ester etilico de DHA coino sustrato para la transesterificación. 

Adachi etal., (1993) realizaron una evaluación de lipasas microhianas utilizadas para aumentar los 

Ia concentración de AGPICL-co3 en aceite de sardina mediante reacciones de acidólisis, en la cual La 

lipasa de Pseudomonas sp. presentó una mayor capacidad de transesterificación entregando un 

contenido final de estos ácidos grasos de 44% en fonna de glicéridos, comparado con un 29% de 

AGPICL-0 en el aceite original. 

Moore y McNeil! (1996), proponen un proceso en el que combinan las técnicas enzimãticas de 

hidrólisis y esterificación para producir concentrados de Omega-3 a partir de aceite de pescado. En 

primera instancia, utilizaron la lipasa de Cc,ndida rugosa en reacciones de hidrólisis para concentrar 

EPA y DHA en la fracción de glicéridos. La fracción de glicéridos fue recuperada por evaporación 

y la fracción de ácidos grasos libres, pobre en DHA, pero con un porcentaje importante de EPA, fue 

fraccionada de modo de recuperar dicho Omega-3 y re-esterificado en triglicéridos por la reacción 

de la lipasa Rhizoinucor ,niehei. 

En la patente US 5,945,318 (Breivik et a!, 1999) se presenta un proceso, para concentrar los 

AGPICL-o3 de aceites de origen marino mediante transesterificación de los triglicéridos con etanol 

anhidro, utilizando las lipasas de Pseudoinonas sp. y de Pseudomonas fluorescens, con las cuales 

fue posible obtener concentrados de Omega-3 de 70% de EPA+DFIA en forma de glicéridos. 

Le Goffic ci al., (2000), patentaron un método que combina la transcstcrificación quImica y 

enzimática de aceite de pescado, que junto a una destilación short path, se logra obtener por un lado 

una fracción rica en DHA de más del 90% y pobre en EPA (menos del 5%), y por otro una fracción 

rica en EPA con xnás del 50% y pobres en DHA (inenos del 2%). Los métodos de destilación 

molecular han sido ültimamente aplicados para el enriquecimiento de Omega-3 como procesos de 

concentración y punficación del producto; sin embargo, el principal inconveniente es el uso de aitas 
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temperaturas (por encima de 1000  C) durante las etapas de destilación, que pueden provocar la 

oxidación de estos ácidos grasos. 

1.3.3 Modificación de triacilglicéridos mediante hid rélisis enzimática 

La modificación de TAG mediante hidrólisis enzimática también ha sido utilizada como estrategia 

para Ia concentración de AGPICL-0, con Ia ventaja de realizar una simple reacción con un ilinico 

sustrato, los TAG del aceite, a diferencia de la reacción inversa de esterificación (o de 

interesterificaciOn) en la cual se requieren dadores de acilo como etil-ésteres o alcoholes. No 

obstante, pareciera ser que mediante la hidrólisis de TAG no se alcanzan niveles de concentración 

final de AGPICL-o3 como los obtenidos por los procesos de esterificación y transesterificación, 

siendo éste un campo para optimizar tanto en lo relativo a las condiciones de operación como en el 

tipo de enzima utilizada. 

Los primeros trabajos de hidrólisis de TAG se basaron en el hecho de que en su mayorIa, los 

AGPICL-o)3 de aceites de pescado y otros aceites vegetales se encuentran localizados en la posición 

sn-2 del TAG. Estos aceites sometidos a hidrólisis catalizadas por lipasas con especificidad 

posicional sn-I y sn-3, pierden los ácidos grasos saturados y monoinsaturados que normalmente 

están presentes en estas posiciones, aumentando la concentración relativa de AGPICL-w3. Como 

ejemplo de lo anterior se pueden citar los estudios realizados por Bottino el al., (1967) con lipasas 

pancreáticas, y también los de Nieto et al., (1999), quienes utiiizaron la lipasa de Mucor miehei 

(Lipozyme IM-20). 

La utilización de lipasas no especificas presenta dos alcances; uno es que, si bien estas enzimas no 

son ácido graso o posición especificas, presentan una menor velocidad de hidrólisis frente a 

AGPICL-co3. El otro alcance guarda relación con ci hecho de lograr la hidrólisis de la mayor 

cantidad de ácidos grasos incluidos los AGPICL-w3, los cuales pueden ser concentrados, por 

ejemplo mediante esterificación selectiva, como segunda etapa de proceso. 

Evidenciando la menor velocidad de hidrólisis de ciertas lipasas frente a AGPICL-o3, se 

encuentran entre otros, los trabajos realizados por Wanasundara y Shahidi (1998a) quienes 

estudiaron la concentración de AGPICL-o3 en TAG a partir de aceite de foca y de aceite de lacha, 

mediante hidrólisis enziinãtica con lipasas cornerciales de Aspergillus niger, Candida cylindracea, 

Chrornobacterium viscosum, Geotrichum candidum, Mucor miehei, Pseudomonas sp., J?hizopus 
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oryzae, Rhizopus niveus. Los autores reportaron que pese a que con todas las lipasas evaluadas se 

iogró aumentar el contenido de AGPICL-o3 en ci aceite respecto a su composición original, el 

mayor porcentaje de Omega-3 en TAG se obtuvo con la lipasa de Candida cylindracea. En 40 horas 

de reacción con esta enzima se logró un 43,5% de AGPICL-e3 en el aceite de foca hidrolizado, 

correspondiente a 9,8% de EPA, 8,6% de DPA y 24,01/o de DHA; y un 44,1% de AGPICL-0 en ci 

aceite de lacha hidrolizado, correspondiente a 18,5% de EPA, 3,6% de DPA y 17,3% de DHA. 

Por su parte, Okada y Momsscy (2007), evaluaron la hidrólisis de aceite de sardina del PacIfico, 

catalizada por lipasas comerciales de Candida rugosa, Mucorjavanicus y Aspergillus niger. Como 

resultado se obtuvo que la lipasa de Candida rugosa fue la más efectiva en la concentración de 

AGPICL-w3, con 26,86% de EPA y 13,62% de DHA en forma de gliceridos. Se estudió la 

hidrólisis a 37°C, por 1,5, 3, 6, y 9 horas de reacción a diferentes concentraciones de lipasa. Con 

250 U de lipasa la concentración de EPA aumentó a un nivel relativamente constante de 34% 

después de 1,5 horas de reacción y con 500 U los niveles de DHA también fueron 

significativamente aumentados de 14% a 30%, después de las 9 horas de reacción. 

Este comportamiento de hidróiisis preferencial de los ácidos grasos saturados y monoinsaturados en 

desmedro de los poliinsaturados como ci DHA, puede deberse a un impedimento estérico de la 

enzima para liegar al enlace ester del ácido graso con la molécula de glicerol. A su vez, este 

irnpediinento para acceder al enlace ester se explicaria por la conformación de la molécula del 

AGPI, molécula espacialmente más piegada debido al mayor nümero de instauraciones. 

Se podria postular entonces que existe cierta correiación entre ci largo de la cadena carbonada y 

grado de instauraciones de la molécula de ácido graso con su velocidad de hidrólisis. Sin embargo, 

Tanaka ci al., (1993) proponen que la especificidad que posee la lipasa de Candida cylindrucea es 

una "especificidad de no hidrólisis de triglicerido" dada por su estructura en forma global, dónde Ia 

hidrólisis de esta molécula se favorece cuando su contenido de DHA es menor. Los autores 

evaluaron Ia hidrólisis de aceite de atün con lipasa de Candida cylindracea, en la cual con un 70% 

de hidrólisis, obtuvieron en la mezela reaccionada TAG y DAG ricos en DHA, mientras que no 

detectaron MAG con dicho ácido graso. Dc modo de corroborar la hipótesis los investigadores 

sintetizaron moléculas de TAG de ácido oleico y DHA en diferentes proporciones, las cuales fueron 

sometidas a hidrólisis con la lipasa. Como resultado de esta prueba se obtuvo que los TAG 

compuestos solamente de ácido oleico fueron hidrolizados rápidamente, mientras que en aquellos 

TAG con mayor contenido de DHA, ci grado de hidrólisis the menor. Frente a esto, los autores 

sugieren que la lipasa Candida cylindracea presenta resistencia de hidrólisis para toda la estructura 
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del TAG y no solo a los enlaces ester, puesto que el ácido oleico contenido en ci TAG con DHA no 

fue hidrolizado. 

Tal como se ha expuesto hasta este punto, la lipasa de Candida cylindraceci ha sido ampliamente 

reportada como la más eficaz para la concentraciOn de AGPICL-w3 y especIficamente de DHA. No 

obstante algunos estudios realizados por Shimada et al., (1994) discrepan de tal aseveraciOn. Esos 

autores compararon la hidróhsis y la concentración de Di-IA y EPA en glicéridos, de La lipasa de 

Candida cy/indracea con tres lipasas previamente aisladas en sus laboratorios, cada una con 

diferentes especificidades tanto posicional como de ácidos grasos. La lipasa de Geoirichum 

candidum resultô ser la mas eficiente para Ia concentración de DHA y EPA en forma de glicéridos, 

a partir de la hidrOlisis de aceite de atün a 30°C durante 16 horas. Bajo estas condiciones se obtuvo 

un 33,5% de hidrOlisis y giicéridos con un contenido de 48,7% de EPA+DHA. Los investigadores 

reportan también que ci porcentaje de hidrólisis no aumentO a pesar de añadir más lipasa. 

Con respecto a los trabajos de hidrólisis total de ãcidos grasos inciuidos los AGPICL-o)3 y posterior 

reesterificación de éstos, se puede mencionar la patente japonesa JP 138073 (Yoshinori y Masami 

2003), en la cual se presenta la hidrólisis de aceite de pescado utilizando una lipasa de 

Pseudomonas sp. El producto de la hidrOlisis fue sometido a fraccionamiento por bajas 

temperaturas (winterizaciOn) obteniéndose un concentrado rico en ácidos grasos poiiinsaturados, 

posteriormente reesterificado con glicerol con una lipasa de Candida sp. 

Shimada ci al., (1997) propusieron un método de concentración de DHA basado en la hidrOlisis de 

aceite de atñn y posterior esterificación selectiva de los ácidos grasos libres. Para ello realizaron una 

primera reacción de hidrólisis del aceite, usando la lipasa AK y lievada a cabo a 40°C por 48 horas. 

En esas condiciones obtuvieron tin rendimiento de 791/o de hidrOLisis. La fracciOn de ácidos grasos 

libres presentO un 83% del contenido inicial de DHA, la cual fue posteriormente esterificada 

selectivamente en una mezcla de reacción 1:2 molar con lauril alcohol y agua. La reacciOn de 

esterificaciOn se realizO a 30°C durante 20 horas y utilizando la lipasa Rhizopus delemar. Como 

resultado se obtuvo un 83% de rendimiento de esterificación de DHA. Los ácidos grasos libres de la 

mezcla reaccionada se extrajeron con n-hexano y fueron nuevamente esterificados bajo las mismas 

condiciones. El contenido de DHA se elevó a un 91% en peso con un rendimiento total de 

esterificaciOn de 88%. 
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1.4 Uso DE LIPASAS INMOVILIZADAS PARA LA MODIFICACION DE 

TRIACILGLICERIDOS 

1.4.1 Aspectos generales del uso de enzimas inmovilizadas. 

Es ampliamente sabido que en ciertos casos, la utilización a escala industrial de enzimas en su 

forma soluble resulta poco rentable por ci constante consumo del catalizador que eleva los costos 

del proceso. En consecuencia y de forma de aumentar Ia estabilidad del catalizador, nace la 

estrategia de inrnovilización enzimática. 

Se entiende por inmovilización enzimática al procedimiento en el que la enzima se confmna a una 

region defmida para dar lugar a formas insolubks que retienen su actividad catalItica (Illanes, 

1994). Esto provoca una estabiiización conformacional de la enzima, dónde su estructura adquiere 

mayor ngidez haciéndose más resistente a la desactivación térmica o quimica; lo que conileva a la 

posibilidad de reutilización del biocatalizador aumentando Ia productividad del proceso. 

Sin embargo, la inmovilización de enzimas también presenta inconvenientes que es necesario tomar 

en cuanta si quiere pensar en una real aplicaciOn industrial. 

Generalmente, ci principal factor en contra es ci precio que supone el soporte y ci proceso de 

inmovilización, sumado claro está, al costo de la enzima. Se debe considerar además Ia posible 

pérdida de actividad de la enzima durante la inrnovilizaciOn y a las restricciones difusionales dadas 

por el impedimento de la difusiOn de los sustratos hacia el centro activo de la enzima (Bornscheuer, 

2000). 

El diseflo de un derivado enzimático (enzima + soporte) debe realizarse teniendo el cuenta los 

parárnetros que permitan obtener una elevada actividad catalItica por unidad de peso o volurnen, y 

por ende una elevada eficiencia catalItica. Se entiende por eficiencia catalitica la relaciOn entre la 

actividad enzimática y la carga enzimãtica en términos de cantidad de protelna inmovilizada. Por lo 

tanto, por un lado se deben buscar las condiciones de inmovilización en las cuales las pérdidas de 

actividad sean ininimas, y por otro se debe utilizar soportes que presenten valores altos de supeificie 

especif'ica capaces de aibergar una gran cantidad de moléculas de enzima, de modo de lograr cargas 

enzimáticas altas (Blanco et al., 2004). 
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1.4.2 Modificación del microentorno de las lipasas por inmovilización 

La modificación del microentorno de la proteIna por efecto de la inmoviización, puede Ilegar a 

cambiar el potencial catalitico de la enzima, la resistencia frente a inhibidores y más aun, se puede 

modular su selectividad frente a sus sustratos (Cao, 2005; Mateo et al., 2007). 

Por ejemplo, se ha reportado que un microambiente hidrofilico, creado por la introducción de 

macrornoléculas hidrofilicas en la proxirnidad de La enzima o bien por un espaciador hidrófilo, 

puede promover la estabilización de esta. Tal es el caso de Ia inmovilización covalente de Ia lipasa 

de Bacillus stearothermophilus en silica activada con glutaraldehIdo y revestida con polietilenimina 

(PEI). La lipasa inmovilizada de esta manera, presentó una mayor estabilidad operacional y térmica, 

en comparación con la inmovilizada en una inatriz silanizada y activada con glutaraldehIdo, 

evidenciando que la presencia de PEI crea un microambiente favorable en términos de estabilidad 

para Ia enzima (Hwang et al., 2004). 

La modificación del microambiente también se ha estudiado en la creación de cross-linked enzyme 

aggregates (CLEAs), dónde los agregados enzimáticos fueron mezclados y entrecruzados con 

polimeros polifuncionales preparados a partir de La mezcla de glutaraldehIdo con otros compuestos 

diamino. La actividad enzimática y Ia estabilidad de las lipasas de Candida rugosa, Ia lipasa de 

Candida antartica, la lipasa de pancreas porcino y la lipasa de Pseudomonas cepacia, pudieron ser 

moduladas por la variación en la concentración de los compuestos diamino seleccionados, asI como 

también por las propiedades de la cadena lateral y por la longitud de ésta; lográndose una elevada 

actividad volumétnca y estabilidad térmica, no solo en medios acuosos sino que también en medios 

con solventes orgánicos. (Cao y Elzinga, 2003). 

Otro aspecto muy interesante de la alteración del microentorno de las lipasas, es que en algunos 

casos se produce un drástico cambio en su selectividad hacia un determinado sustrato. Como 

ejemplo se puede citar lo reportado por Palomo ci al., (2002a) dónde Ia lipasa de Candida rugosa 

(S)-selectiva, se convirtiO en una lipasa (R)-selectiva solamente producto de ser inmovilizada 

mediante enlace covalente. De igual modo, se ha reportado la modificación de La 

enantioselectividad de varias lipasas segün la estrategia de inmovilizaciOn; como la lipasa de 

Candida rugosa al ser inmovilizada por inclusion en gel (Chen ci al., 2002); y las lipasas de 

Rhizopus oryzae, Pseudomonas fluorescens y Candida antarlica B inmovil izadas mediante enlace 

covalente, adsorción por interacciones hidrofObicas y adsorción por interacciones iónicas (Palomo 

el al., 2004; Fernández-Lorente etal., 2001a; Fernández-Lorente etal., 2001b). Asi mismo, Cabrera 
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et al., (2008), demostraron que el derivado comercial Novozym 435, correspondiente a la lipasa de 

Candida an/arlica B inmovilizada en la resina lewatit, presentaba rnuy distintas selectividades de 

hidrôlisis de diferentes ésteres comparado a la misma lipasa inmovilizada en soportes hidrofóbicos. 

Bastida ci al., (1998) reportan el aumento en la enantioselectividad de hidrólisis de etil-a 

hidroxifenil but '  to cuando la lipasa de Pseudornonas fluorescens es inmovilizada en Lin soporte 

hidrofóbico. 

Sumado a lo anterior, se ha demostrado que Ia zona por dónde se realiza Ia inmovilizaciOn tanihién 

es relevante en la modificación de la selectividad de la lipasa, tal como reporta Palomo ci al., 

(2003b) con la lipasa de Mucor miehei inmovilizada en resinas epóxidas heterofuncionales. La 

inmovilización de esta lipasa a través de los residuos de lisina localizados lejos del centro activo, no 

altera su selectividad, mientras que la inmovilización via residuos de histidina próximos al lid, 

puede influir en el cambio conformacional de Ia lipasa modulando su actividad y su selectividad. La 

presencia de metales de Cu (II) quelantes inmovilizados cerca de Lin anillo de epóxico orienta los 

residuos de histidina hacia el soporte, lo que resulta en el carnbio conformacional (apertura del li(l) 

y la activación de Ia lipasa en la superficie hidrofóbica. 

1.4.3 Tipos de inmovilización aplicados a lipasas 

Conforme a lo analizado anteriormente se han desarrollado un gran nümero de sistemas de 

inmovi!ización de enzimas. Existe abundante información sobre los distintos métodos de 

inmovilización como la adsorción, la union covalente, el entrecruzamiento, Ia inclusion en geles y 

Ia retención por membranas (IlIanes, 1994; Buchholz, 2005), los cuales serán analizados en función 

de su aphcación a lipasas en las secciones siguientes. 

InmoviIización de lipasas mediante adsorción 

La práctica más usada de inmovilización de lipasas para diferentes aplicaciones es la adsorción, 

probahlcmcnte debido a que es la técnica de mãs fácil rcalizaciOn (ocurre en Lin solo paso), es de 

bajo costo y se tiene una menor pérdida de actividad inmovilizada, por ejemplo, en comparación a 

la uniOn covalente. Un aspecto importante es que mediante esta técnica de inmovilización es posible 

recuperar el soporte. Como desventaja presenta Ia desorción de Ia enzima en ciclos repetidos de 

reacciOn; sin embargo, para sistemas no acuosos, la desorciOn de la enzima por lo general es menor, 

pudiéndose utilizar este tipo de inmovilización a escala industrial (Malcata et al., 1990). 
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La union de la enzima al soporte se realiza por interacciones electrostáticas o hidrofóbicas, 

dependiendo del tipo de soporte utilizado como matriz de inmovilización. En la actualidad se 

reportan una gran diversidad de soportes para. la inmovilizaciOn de lipasas por adsorción; soportes 

sintéticos o naturales, de distintas formas y tamaños, de estructuras porosas y no porosas, y de 

diferentes hidrofobicidades. Ejemplo de éstos son: alumina, sulice, celita, cerámica, Oxidos 

metálicos, vidrio poroso, agarosa, celulosa, zeolitas, polietileno, polipropileno, poliestireno y nylon 

por nombrar algunos. 

La adsorción de lipasas en Jos distintos soportes depende de factores como ci pH, fuerza iónica, 

punto isoeléctrico de la lipasa, y principalmente la hidrofobicidad del soporte. Normalmente, la 

afinidad de las lipasas frente a un soporte aumenta con la hidrofobicidad de su superticie y su 

desorción ocurre con mayor facilidad desde las superficies hidrofihicas que desde las hidrofObicas. 

Comurnmente se pueden obtener derivados con una carga enzimática de 2 a 50 mg de protemna por 

gramo de soporte. No obstante, Villeneuve el al., (2000) reportan la inmovilización de lipasas a una 

alta carga de 170 mg de protelna por gramo de soporte, pero seg(in lo estudiado por Palomo ci al., 

(2003a) a tales condiciones de alta carga proteica pueden aparecer limitaciones de tipo estérico y de 

pérdida de actividad enzimática por efectos de dimerización de las lipasas. 

Jnmoviización de lipasas mediante adsorción POT interacciones hidrofobicas 

Guisán ci al., (1999) en la patente europea WO/1999/051726 presentan un nuevo tipo de soportes 

hidrofóbicos para la inmovilizaciOn de lipasas con una gran actividad y estabilidad incluso en 

medios acuosos o en mezclas acuosas con solventes. Estos soportes de materiales hidrofihicos, esth.n 

recubiertos qulmicamente con una capa muy densa y bien definida de grupos hidrofóbicos, dónde la 

lipasa puede reconocer estas superficies hidrofóbicas de un modo similar a como se reconocen las 

interfases hidrofObicas liquidas de sus sustratos naturales, consiguiéndose la activación interfacial 

de la lipasa, tal como se muestra en Ia Figura 1.4. 

Zona ffldrotóbca 
- Zona hidrofifica 

\\\\\ \ \\\\\\ • Sfto activa 

soporte hdrofóbico 

Figura 1.4. Esquema de la adsorción de lipasas sobre soportes hidrofóbicos 
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La interacción entre Ia enzima y el soporte se efectüa a través del gran bolsillo hidrofóbico que se 

encuentra en los airededores del centro activo, con lo que se consigue la activación interfacial de la 

lipasa. Los soportes poseen gran superficie interna dada por poros de diámetro superior a 100 A que 

permiten la activación de la lipasa sin bloquear el centro activo. Las matrices hidrofihicas utilizadas 

en la fabricación de estos soportes, como la agarosa o poilmeros sintéticos, contienen una gran 

cantidad de grupos hidroxilo activos, a i.ravés de los cuales se realiza Ia union covalente con los 

grupos hidrofóbicos destinados a recubrirlas. Tales grupos que confieren la caracteristica 

hidrofobicidad al soporte, formados a partir los glicidil éteres de hidrocarburos alifáticos o 

aromáticos de diferentes tamafios de cadena (de C4 a CIS), son: butil, hexil, fenil, octil, decil, 

dodecil, decabutil, decahexil o decaoctil, preferentemente octil o decaoctil. 

Por otro lado, los autores reportan que la adsorción de las lipasas al soporte resulta fuerte y estable, 

siendo resistentes a prolongados lavados en continuo. Adicionalmente, la enzima puede desorberse 

del soporte, mediante incubación de los derivados en agentes tensoactivos, lo que produce la 

liberación completa de la enzima, permitiendo recuperar el soporte. 

Sumado a lo anterior, los autores proponen que la inmovilización en estos soportes hidrofOhicos 

está asociada a la purificación de lipasas, ya que a baja fuerza iónica la mayoria de las protelnas no 

se adsorben en soportes hidrofóbicos; a diferencias de las lipasas que se adsorben muy rápidamente 

en dichas condiciones. De este modo, cuando se contacta un extracto impuro de lipasas con estos 

soportes hidrofObicos a baja fuerza iOnica, se logra que todas las protelnas con actividad Iipásica se 

adsorban muy rápidamente mientras el resto de las protelnas permanecen sin inmovilizar. 

Finalmente, los autores reportan que con estos soportes hidrofóbicos se pueden obtener derivados 

con una carga de hasta 30 mg de una proteina de tamaflo medio (60 kDa) por mL de soporte. 

Femández-Lafuente et al., (1998) y Bastida et al., (1998), estudiaron el fenOmeno de 

hiperactivacion de las lipasas, que consiste en el gran aumento de su actividad catalitica en 

comparación a la actividad que presentan en su forma soluble y que se produce en Ia mayoria de las 

lipasas cuando son adsorbidas en soportes hidrofóbicos. Se ha deinostrado que esta caracterIstica 

está asociada con los cambios conformacionales de la enzima hacia una estructura abierta del lid 

dejando el sitio activo más accesible al sustrato. De igual modo, Palomo ci al., (2002b), evaluaron 

los soportes hidrofóbicos octil-agarosa y octadecil-sepabeads para la inmovilización de lipasas de 

Candidci antarctica (fracciOn B), Mucor miehei y Candida rugosa, dónde evidenciaron un aumento 

de la actividad de hasta 20 veces en las lipasas inmovilizadas en comparación a las lipasas en forma 

soluble. 
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Como contraparte a la inmoviiización por interacción hidrofóbica, la adsorción de lipasas en 

superficies rnás hidrofilicas puede dar lugar a deformaciones estructurales de la molécula, 

imposibilitando la apertura de la lid con la consiguiente disminución de actividad cataiItica, que 

segün to reportado por Malcata el al., (199 1 ) puede tiegar hasta un 30%. 

Inmovilización mediante adsorción por interacciones iónicas 

En este tipo de inmovitizaciôn ci principio de union entre Ia lipasa y el soporte es Ia adsorción por 

intercambio iónico de grupos de la superficie de Ia enzima con grupos iónicos de una matriz 

funcionalizada, que suele ser agarosa, celulosa, silice u otros. Este intercambio iónico puede ser de 

tipo aniónico o catiónico y de interacciones débiles o fuertes. Un ejemplo de intercambio aniónico 

fuerte es et caso de la adsorción en soportes como Q-sepharose y DEAE-agarosa en los cuates La 

agarosa se encuentra altamente entrecruzada y funcionalizada con grupos amino  cuaternario y con 

grupos dietitaminoetil como grupos de intercambio respectivamente, mostrados en La Figura 1.5. 

También se han desarrotiado soportes de intercambio aniónico débil como MANAE-agarosa dónde 

la agarosa está funcionalizada con grupos monoaminoetil-N-aminoetil (Pessela et al., 2004) 

D 

Oil Cl-13  

o-cHf n-cHfo-cHfcil-cIlf -  CH3  
OH 

b 

O—CH-CH-tJ-H 

CH—CH  3  

C 

I

O-CHf COU  

Figura 1.5. Grupos de intercambio iónico, a) Q-Sepharose (aniónico fuerte), b) DEAE-agarosa 
(an ion ico fuerte), c) CM-Agarosa (catiOnico) 

AsI mismo, como ejemplo de intercambio catiónico se tiene la adsorción en agarosa funcionalizada 

con ci grupo carboximetil para ci intercambio iónico, representado en Ia Figura 1.5 c. 

El grado de adsorción de la lipasa puede mejorarse mediante ci uso de soportes recubiertos con 

poilmeros poliónicos. El uso de polImeros permite aumentar Ia carga del soporte, generándose 

además un lecho flexible que puede adaptarse a La enzima involucrando un gran porcentaje de la 

superficie de ésta (Mateo et al., 2000; Fuentes et al., 2004). Un ejemplo de estos soportes son 

glioxil-agarosa con PEI, en ci cual ci intercambio es de tipo aniónico; y agarosa recubierta con 

dextrano-sulfato, dónde ci intcrcambio es dc tipo catiónico, tal como se representa en la Figura 1.6 

glioxil-agarosa-PEI se construye recubricndo Ia matriz, en estc caso glioxil-agarosa 413CL, con un 
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polimero poliónico como la polietilenimina (PEI), mientras que agarosa-DxSO4, la matriz, en este 

caso agarosa 413CL, es recubierta con polimeros poliónicos como el dextrano sulfato (Dx-SO4) 

a b Zonahidrofóbica 

Zona hldrotihca 

:: 

Figura 1.6. Esquema de inmovilización de lipasas en soportes iónicos obtenidos a partir de 
matrices recubiertas con polImeros poliónicos, a) glioxil-agarosa-PEI, b) agarosa-DxSO4 

InmoviIización de lipasas mediante union covalente 

Este tipo de inmovilización se basa en la union covalente de los grupos reactivos de la superficie de 

Ia lipasa a grupos funcionaics de un soporte quImicamcnte activado. Tiene como principales 

ventajas que impide la desorción de Ia enzima y aumenta la estabilidad de ésta, sin embargo este 

método de inmovilización conileva generalmente pérdidas de actividad de la enzima. Otra 

lirnitaciOn no menos importante es que es de alto costo de implementación y su proceso de 

preparación complejo. Si bien está establecido que no es posible recuperar el soporte (como tal), 

recientemente se han estudiado estrategias de reactivación de derivados, analizadas en la sección 

1 .6, que tienen como objetivo la reutilización de éstos biocatalizadores. 

Entre los soportes más utilizados en este tipo de inmovilizaciOn están agarosa, celulosa, almidón, 

quitina, poilmeros sintéticos y varios soportes inorgãnicos. Sin embargo, dichos soportes, no poseen 

grupos reactivos para el enlace directo de la enzima (grupos hidroxi, amino, aniida, y carboxilo). El 

enlace covalente por lo general es formado por moléculas activas que acthan como puente, tales 

como brornocianogeno (CNI3r) y entrecruzanles bi-o polifuncionales como el glutaraldehido. 

Inmovilización de lipasas mediante union covalente a agarosa activada con bromocianOgeno 

La inmoviización de lipasas a este soporte ocurre por Ia union de un amino reactivo de la superficie 

de la enzima, que normalmente es el amino-terminal, con el ester de cianato fonnado tras la 

activaciOn de la agarosa con CNBr, como se ilustra en la Figura 1.7. 
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Figura 1.7. tnmovilización unipuntual de lipasas a CNBr-agarosa 

El procedimiento se realiza a pH neutro y a tiempos cortos para evitar que se produzca un mayor 

numero de uniones, por lo que se estima que esta union es unipuntual y no provoca modificaciones 

en la estructura de Ia lipasa (Mateo et aL, 2005; Femández-Lorente el al., 2007). De modo de 

bloquear los grupos reactivos remanentes del soporte, y con ello no alterar el microentorno deseado 

para la lipasa, el proceso de inmovilización se termina con una incubación con etanolamina. 

Inmoviización de lipasas mediante union covalente a glioxil-agarosa 

Este soporte se obtiene a partir de la activación de Ia agarosa con grupos glioxil come, se ha descrito 

por Mateo el al., (2005). En condiciones alcalinas, el soporte activado penmte mmovilizar protelnas 

provocando una orientación de éstas, debido a que los grupos aldehIdos del soporte se unen con los 

grupos aminos reactivos (lisinas, amino terminal) de la superficie de la enzima con mayor densidad 

de éstos. Las uniones formadas por bases de Schiff entre los aldehIdos y los aminos son débiles, 

razón por la cual el procedimiento se termina con una reducción del derivado con borohidruro de 

sodio. Con ello se consigue que la enzima quede inmovilizada muy establemente por medio de 

varias uniones covalentes de los aminos secundarios y los grupos aldehIdos remanentes del soporte 

son convertidos en grupos hidroxilos inertes (Mateo etal., 2006), como se muestra en la Figura 1.8. 

10 L" 
i C. 

I 
H  

10  
+ 
NH--& 

P

//0
~ H  

',° I 
H rCH2oH 

- NaBH.I 
N I_CH2 

CH2-NH— 

Figura 1.8. InmoviIización covalente de lipasas a glioxil-agarosa 
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De modo de incrementar ci niimero de aminos reactivos que interaccionen con ci soporte, la lipasa 

puede ser sometida a una aminación quuinica de su superficie, técnica propuesta por López-Gaiiego 

el al., (2005), mediante Ia cual los grupos carboxilos libres de la superficie de la enzima (por 

ejemplo carboxilo terminal, aspartico y glutãmico) forman enlaces con los grupos aminos primarios 

de la etilendiamina (EDA). Esta reacción es catalizada por I -etil-3-(3-dimetilaminopropil)-

carbodiimida (EDC), y se representa en Ia Figura 1.9. 

EDC,PH475 

J--~  EDA 
OH 

\4
l•  \ —NH2 

N 
H 

Figura 1.9. Reacción de aminación qulmica de la superficie de enzimas 

Para evitar una posible interferencia de Ia aminación sobre la activación interfacial y exposición del 

sitio activo de la lipasa, ci proceso de aminación se realiza sobre la enzima previamente 

inmovilizada en ci soporte hidrofObico octil-agarosa, tal como ilustra la Figura 1.10. Posteriormente 

la lipasa se desorbe en una solución de tensoactivo y la soiución con la enzima desorbida se somete 

a Ia inmovilización en glioxil agarosa. 

O
coo-( coo coo 

NH, NH, 

NH, 3H, 

NH,-4Y NH, 
AMINACION NH,-.. 's 

QUIMICA 

NH, NH, 

INMOVOLIZAcION 
COVALENTE A 

GLIOXIL.AGAROSA 

Zona hidrofóblca 
Zona hidrofflica 

• SitloacUvo 

Figura 1.10. lnmovilización multipuntual de lipasas a glioxil-agarosa 

Inmovilización de lipasas mediante entrecruzamiento molecular 

La inrnovilización por entrecruzamiento se basa en la union de la enzima mediante agentes 

entrecruzantes bi o poiifuncionales, lo que en general permite aumentar la estabilidad de la enzima, 

pero, dado ci compiejo proceso de preparación posee hasta ahora poca aplicabilidad industrial. 
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Dentro de este tipo de inmovilizados se encuentran los CLEAs, producidos por Ia agregación fisica 

de enzimas precipitadas en condiciones no denaturantes y por el entrecruzamiento quImico de los 

agregados, tal como se muestra en la Figura 1.11. 

00 precipitante 

p d'IN 00 agente 

v 
e entrecruzante 

Figura 1.11. Esquema de la preparación de CLEAs 

La precipitación se puede realizar con sulfato de amonio, polimeros no iónicos como el 

polietilenglicol (PEG) y solventes orgáriicos como el terbutariol (Cao el at., 2003; Sheldon ci aL, 

2007). Para el entrecruzamiento quimico, que da lugar a la formación de un agregado insoluble, se 

utiliza comüimiente glutaraldehido. A p1-I neutro o ligerarnente alcalino (p1-I del proceso de 

entrecruzamiento) se forman polimeros de glutaraldehido insaturados que interaccionan con los 

grupos amino de las proteinas (Wong, 1993). 

López-Serrano ci al., (2002), utilizaron siete enzimas comerciales para inmovilizarlas en forma de 

CLEA. Para la fonnación de CLEA de las lipasas de Therinoinyces lanuginosus y Rhizoinucor 

miehei, los autores realizaron la precipitación con sulfato de amonio en presencia de sodio dodecil 

sulfato (SDS) y el entrecruzamiento con glutaraldehIdo, logrando un aumento en la actividad de 

hidrólisis de tres y dos veces respectivamente, con respecto a las enzimas en su forma soluble. 

En otro aspecto, Wilson et al., (2006), proponen que Ia preparación de CLEA de las lipasas 

comerciales de Alcaligenes sp. y Candida antarctica B, no es del todo efectiva dehido a que puede 

ocurnr cierto desprendimiento de los agregados probablemente a que no todas las enzimas se ligan 

de manera correcta. De modo de evitar este tipo de limitaciones, los investigadores proponen la co-

precipitación de las lipasas con polimeros poliiónicos, como PEI o PET-dextrano sulfato. Uno de los 

resultados observados fue que tanto las condiciones de precipitación como la naturaleza de los 

polimeros, incide significativamente en Ia actividad catalitica, la enantioselectividad y en la 

especificidad de las lipasas. 
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mm ovilización de lipasas mediante confinamiento 

Otro método empleado en Ia inmovilización de lipasas es el confinamiento de éstas ya sea por la 

inclusion en geles o por retención en membranas, como se reprcsenta en la Figura 1.12. 

a b 

000  NW* Al• Z QXN 
Cp 

10000 00  
Pq 

moo 

co o 
 

Figura 1.12. Esquema de la inmovilización de lipasas mediante confinamiento a) inclusion en 
geles, b) retenciOn por membranas 

En la inmovilizaciOn por inclusiOn en geles, la enzima se sitña en una matriz polimérica que permite 

la difusiOn de sustrato y productos. Este método supone una menor pérdida de actividad del 

biocatalizador pero una de las mayores limitaciones es Ia ocurrencia de mayores restricciones 

difusionales. Algunas de las matrices usadas son polimeros naturales como alginato, gelatina, 

carragenina y agarosa, quitina y quitosano (Kneevié et al., 2002; Betigeri y Neau, 2002; Stamatis y 

Xenaksis, 1999; ('hiou y Wu, 2004). Kneevié et al., (2002) mediante la técnica de extrusiOn 

electroestática produjeron soportes de alginato de diámetro pequeflo de menos de 1 mm, de modo 

de minimizar las restricciones difusionales. Los investigadores lograron obtener derivados de 

Candida rugosa con un 75% de la actividad referida a la actividad de la enzima soluble, los cuales 

fueron utilizados en Ia hidrOlisis de aceite de palma en un sistema microacuoso. 

Otro tipo de matrices utilizadas para. Ia inmovilización por inclusion son aquellas hechas a partir de 

polimeros smtéticos como resinas fotoreticulables, prepolImeros de poliuretano y polimeros 

acrIlicos como poliacrilamida. Kimura el al., (1983), estudiaron la inmovilización de la lipasa de 

Canthda cy/indracea mediante inclusion en resirias prcpoliméricas fotoreticulables y prcpolImeros 

de uretano. Como resultado obtuvieron que el derivado formado con la resina prepolimérica 

fotoreticulable fue el que obtuvo la mayor actividad. Sin embargo dicha actividad catalitica 

correspondiO a sOlo un 30% de la actividad de Ia enzima soluble. 
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En la inmovilización mediante retención por membranas, las lipasas que se encuentran en forma 
soluble, son separadas del rnedio de reacción por una membrana. Las meinbranas utilizadas 
comünmente son orgánicas de origen sintético, en configuraciones de reactor de fibra hueca o plana. 
Esta estrategia presenta evidentes ventajas tales como la separación simultánea de sustratos y 
productos, y la disminuciàn de restricciones difusionales. Sin embargo, aun se presenta como una 
alternativa de alto costo de irnplementación y de operación compleja; no obstante, cad.a vez son rnás 
las investigaciones que apuntan a la optimización de estos sistemas. 

El uso de reactores de membrana aplicados a sistemas bifásicos, puede evitar dificultades técnicas y 
econômicas, tales como la inactivación de la enzima por Ia intensa agitación para formar 
ernulsiones y la contaminación de los productos por el uso de tensoactivos. Adeniás el uso de esta 
modalidad de inmovilizaciôn de lipasas permite la operación continua del proceso con gran 
estabilidad de funcionamiento (Giomo y Drioli, 2000). Una de las aplicaciones más frecuentes en 
este tipo de inmovilización ha sido el estudio de hidrólisis de grasas y aceites (Rice c/ al., 1999). 

Hoq et al., (1985) y Pronk et al., (1988) reportaron sistemas para la hidrólisis de grasas mediante 
reactores de fibra hueca de carácter hidrofôbico, donde la lipasa fue inmovilizada en la membrana 
por el lado de contacto agua-glicerol. Por otra parte, van der Padt el al., (1990) reportan la 
utilización de estos sistemas con membranas hidrofIlicas para Ia sintesis de acligliceroles y la 
hidrólisis de triglicéridos. 

Ambos sistemas de membrana (hidrofóbicos e hidrofilicos) tienen ventajas y limitaciones segán la 
aplicación especIfica en sistemas de hidrólisis 0 sIntesis, dado principalmente por las caracterIsticas 
del sustrato y de los productos, no estando del todo claro cual de las modalidades se presenta como 
la rnás adecuada para una aplicación industrial. 

1.4.4 Lipasas inmovilizadas aplicadas a Ia modificaciön de triacilglicéridos 

Desde hace ya un par de décadas que la utilización de lipasas inmovilizadas, mediante las distmtas 
técnicas y diversos soportes, ha sido estudiada con el fin de optirnizar la modificación de TAG. 

En la Tabla 1.3 se resumen algunas de las publicaciones con las aplicaciones más relevantes en el 
Area. 
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1.5 Uso DE SOLVENTES EN REACCIONES CATALIZADAS POR LIPASAS 

En los sistemas bifásicos de biocatálisis, existe una relevante relación entre los diferentes 

componentes del sistema que inciden directamente en el microentorno de la lipasa, tal como se 

ilustra en La Figura 1.13. 

OPORTE 

/ T\ 
AOUAJ ENZIMA 4 SUSTRATO 

\ I / 
ISOLVENTE 

Figura 1.13. Relación entre los componentes involucrados en un sistema bifásico de 
reacción con enzima inmovilizada 

La interacción entre solventes y la monocapa de agua ligada a la superficie de la enzima 

controlaria su actividad, puesto que se ha demostrado que las enzimas necesitan una pequefla 

cantidad de agua para mantener su conformación activa, independientemente si se encuentran 

inmovilizadas o no. En ausencia total de agua la enzima presenta una estructura rigidizada que 

no le permite efectuar los cambios conformacionales indispensables para la catálisis. Por ende, a 

mayor contenido de agua mayor libertad de movimiento pero también mayor probabilidad de 

desnaturalizarse (Carta et al., 1991; Basheer et al.. 1995; Klibanov, 2001). El fenómeno 

denominado water stripping o secuestro de agua, provocarla Ia inactivación de las enzimas ya 

que se produce Ia ruptura del enlace entre ci agua ligada y la proteIna (Zaks y Klibanov, 1988). 

La monocapa de agua ligada contribuye a Ia integridad estructural, como se mencionó, además 

de la modulación de la polaridad del sitio activo, y también puede Limitar la solubilidad de 

sustratos hidrofObicos en torno enzima, como el caso de las lipasas (Triantafyllou ci al., 1995). 

El efecto de la actividad de agua en las reacciones catalizadas por las lipasas ha sido estudiado 

por HaIling (1989), Gorman y Dordick, (1992) y Gulati el al., (2003). Por ejemplo, Dudal ci al., 

(1995) demostraron que la actividad catalitica de la lipasa de Mucor miehei en disolventes 

orgánicos disminula para ciertos valores de actividad termodinámica de agua (aw). Asi también 

los trabajos realizados por Nurok et al., (1999), Tejo el al., (2004) y James el al., (2007) apuntan 

a que los cambios estructurales que sufren las lipasas por el tipo de inmovilización y por Ia 
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presencia de solventes en la reacción, podrIan influir en su capacidad catalItica yio modular su 

selectividad dado ci cambio en su microentomo. 

En otro aspecto, se ha propuesto que la naturaleza del solvente puede influir en el cambio de la 

rigidez de la enzima y en la variación en las interacciones iónicas que establece la proteina 

(Affleck ci al., 1992a; Affleck ci al., 1992b). Por ejemplo, el solvente puede estabilizar las 

cargas en el estado de transición cambiando La polaridad del sitio activo, asI como también puede 

modificar la variaciOn de Ia energIa libre total, la cual se asocia con las diferentes energIas de 

solvatación del solvente (Gupta, 1992; Lang ci al., 1996). En Ia literatura, no hay un consenso 

claro sobre la elección del parámetro para describir cuantitativamente el efecto del solvente en 

reacciones catalizadas por enzimas. No obstante, Laane c/ al., (1987), establecieron un criterio 

comñnmente utilizado, basado en ci parámetro log P,,1, que se define como ci logaritmo del 

coeficiente de reparto de disolvente en un sistema octanol/agua. Segón los investigadores, los 

solventes con log P,, :5 2 son hidrofilicos y no son adecuados debido a que perturban 

fuertemente la interacción de la monocapa esenciai de agua con la protelna, inactivándola por la 

distorsión de su esti-uctura. Solventes con log P de entre 2 y 4 son menos hidrofilicos y la 

perturbación de la interacción de Ia monocapa de agua con la enzima es menor, afectando su 

estructura de manera impredecible. Finalmente aquellos solventes con un log P de mãs de 4, 

considerados hidrofóbicos, no interaccionan con la monocapa de agua, permitiendo que ci 

biocatalizador perrnanezca activo. AsI también, parámetros como la constante dieléctrica (c) 

(Gupta, 1992; Affleck el al., 1992b), la polaridad (Vahvety et al., 1991), ci parámetro de 

solubilidad de Hildebrand (6) (Brink y Tramper, 1985) y la solubilidad tridimensional 

(Schneider, 1991), ban sido propuestos para evaluar la influencia del solvente en reacciones 

catalizadas tanto por enzirnas inmovilizadas como en forma soluble. 

En otro punto, Costa et al., (1999) estudiaron los principales aspectos relacionados con ci hecho 

de que ci solvente puede alterar Ia especificidad, quimioselectividad, regioselectividad, la 

selectividad proquiral y la enantioselectividad de las lipasas. Varios modelos han sido 

propuestos para explicar este fenónieno, los cuales se basan principalmente en el carnbio de la 

flexibilidad conformacional del sitio activo y a la particion del sustrato o de los grupos 

funcionales de la molécula del solvente dentro o fuera de las cavidades del sitio activo. Es asI 

como Jesus ci al., (1997), Ottosson et al., (2002), Yadav y Latthi, (2003) reportan diferentes 

comportamientos en la selectividad de las lipasas en reacciones en presencia de solventes. 
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1.6 ESTRATEGL&S DE REUTILIZACIÔN DE BIOCATALIZADORES 

El desarrollo de técnicas de inmovilización ha sido importante para procurar la reutilización de 

las enzimas, de modo de obtener un biocatalizador con una actividad y estabilidad que no sean 

afectadas durante el proceso, en comparación a su forma libre; esperando por ende, factores 

económicos favorables. Sin embargo, en ciertas ocasiones la utilización de enzimas 

ininovilizadas unplica un auinento de los costos que no se coinpensa con el aumento de su 

estabilidad que permite su uso en lotes seriados. 

Por esta ra.zón, es que se que han plariteado algunas estrategias para la reactivación de derivados, 

especialmente aquellos formados por uniones covalentes, que han sido inactivados  o 

parcialmente inactivados luego de su uso como biocatal izadores. 

Ejemplos de aquello es lo que reporta Soler el al., (1997). Los autores postulan que la 

inactivación de derivados enzimáticos en presencia de medios orgánicos a pH neutro y 

temperaturas moderadas, se debe principalmente a los cambios conformacionales en su 

estructura. Sin embargo, cuando estos derivados parcial o totalmente inactivados, son 

reincubados en medios acuosos, presentan una lenta e incompleta reactivación debido al re-

plegamiento incorrecto de su estructura, causado probablemente por una barrera cinética que 

impide el replegado espontãneo a la conformación inicial. Por esta razón los autores propusieron 

la estrategia de desplegar las formaciones incorrectas de las enzimas mediante agentes 

denaturantes como la urea o guanidina, para posteriormente promover el correcto replegado 

mediarite una reincubación en medio acuoso. Para ello utilizaron derivados covalentes de 

quimotripsina inmovilizada multipuntualmente y parcialmente inactivados por solventes, los que 

fueron sometidos a la estrategia de reactivación via desdoblamiento y replegamiento de la 

proteina. Los derivados recuperaron hasta el 100% de su actividad inicial en 10 minutos, 

comprobándose también que en ciclos sucesivos de despliegue y repliegue de Ia estructura 

proteica, estos resultados podian ser reproducidos. 

Bolivar et al., (2010), estudiaron la reactivación de la glutamato deshidrogenasa (GDH), en.zuna 

multimérica, cuya inactivaciOn esta directamente relacionada con la disociación de sus 

subunidades. Los investigadores reportan que, tras la aplicación de la estrategia de reactivación 

consistente en la inactivación total de GDH (por incubación en solución de guanidina saturada) y 

posterior resuspension en condiciones de pH y temperatura adecuadas, de todos los derivados 

evaluados, con GDH inmovilizada multipuntualmente en glioxil-agarosa, se obtuvo una 

reactivación que permitiO recuperar el 100% de la actividad enzimática inicial. 
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Las estrategias de reactivación han sido también evaluadas en lipasas tal como lo reportado por 

Rodrigues et al., (2009). En este estudio se demoslró que la lipasa de Ther,no,nyces lanuginosus 

inmovilizada covalentemente en bromocianógeno-agarosa, puede ser totalmente inactivada 

cuando se incuba en soluciones saturadas de guanidina, y luego cuando esta enzima inactivada 

es re-incubada en medio acuoso, el 20% de su actividad puede ser recuperada por varios ciclos. 

Sin embargo, cuando la actividad se determina en presencia de un detergente (CTAB, un 

activador de esta enzima), se recupera el 100% de la actividad inicial. Los autores comprobaron 

también que al inactivar Ia lipasa en disolventes orgánicos y a altas temperaturas, la inactivaciOn 

fue más rápida cuando la actividad se determinó en ausencia de detergente. Con estos resultados 

los autores postulan que el estado de la configuración abierta de Ia estructura de la lipasa 

constituye un aspecto cave en la estabilización de ésta. 

En otro aspecto, se ha mencionado anteriormente que dentro de las técnicas de inmovilización, la 

adsorción es la de mayor potencial comercial ya que los soportes utilizados, en su mayorIa son 

mecánicainente resistentes y pueden ser reutilizados haciendo más competitivo el proceso frente 

a Ia utilización de la enzima en forma libre. No obstante, en al actualidad no se encuentran 

reportes directamente relacionados al uso de soportes reciclados tras ciclos de operación, ni de 

su eventual reuso tras ciclos de regeneración; siendo entonces interesante generar información 

sobre el potencial de reutilización de las matrices usadas en este tipo de inmovilización 

enzimática. 

De lo que si se tiene amplia información es acerca de los métodos de regeneración de matrices 

de rnmovilizaciOn usadas en cromatografia corno octyl-sepharose, soporte hidrofóbico usado en 

la inmovilización de lipasas. En el manual' de procedimiento y preparación de dicho soporte se 

indica que se produce la elución de las protemnas adsorbidas al reducir la interacción hidrofóbica, 

lo cual se puede lograr mediante Ia disminución de la concentración de iones con un buffer en 

gradiente, eluyendo con un solvente orgánico no-polar (por ejemplo etilenglicol o isopropanol) e 

incluir detergentes en el eluyente. La regeneración de Ia matriz cuando se tienen protelnas 

desnaturalizadas o lipidos se produce utilizando una disolución de detergentes no iónicos (por 

ejemplo Triton X-100) en lavados sucesivos, para finalizar con lavados de disoluciones de 

etanol, de modo de eliminar restos de detergente. 

GE Healthcare Instructions 71-7081-00 AD. Octyl Sepharose CL-4B. hydrophobic interaction chromatography 
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1.7 RESUMEN DE LOS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

A partir de los antecedentes expuestos se resume lo siguiente: 

Tras la evidencia de los mi:iltiples beneficios a la salud de la suplementación de ácidos 

grasos EPA y DHA en Ia dieta, se ha buscado Ia forma de obtener concentrados de estos 

ácidos grasos Omega 3 para ser comercializados como nutracéuticos o componentes en 

alimentos funcionales. 

También ha sido ampliamente discutido el hecho de que los ésteres de AGPICL-o3 

presentan una absorción prácticamente nula y que los AGPICL-o3 en su forma libre son 

rnás susceptibles a sufrir degradaciones oxidativas. Por esta ia.zón se postula que la 

forma más adecuada de suministro corresponde a AGPICL-0 en forma de glicéridos, 

es decir esterificados con glicerol, idealmente en la posición sn-2, ya que son mejor 

absorbidos y sufren menos degradaciones. 

La modificación enzimática de TAG de aceite de pescado, aceite considerado una 

excelente fuente de EPA y DHA, ha sido propuesta como alternativa a Ia hidrólisis yb 

sIntesis quimica para la obtención de concentrados de Omega-3. La hidrólisis de TAG 

de aceite de pescado presenta la ventaja de utilizar una simple reacción con un ünico 

sustrato, a diferencia de La reacción de esterificación en La cual se requieren dadores de 

acilo como etil-ésteres o alcoholes. Sin embargo, mediante esta via no se alcanzan 

concentraciones de Omega-3 como las obtenidas por esterificación, siendo éste un 

campo para optimizar, tanto en lo relativo a las condiciones de operación como en el 

tipo de enzima utilizada. 

Se ha demostrado que las lipasas no especIficas utilizadas en Ia modificación de TAG de 

aceite de pescado, presentan una menor velocidad de hidrólisis de AGPICL-w3. Este 

comportamiento de hidrólisis preferencial de los ácidos grasos saturados y 

monoinsaturados en desinedro de la hidrólisis de los poliinsaturados, puede deberse a un 

impedimento estérico de la enzima para llegar al enlace ester del ácido graso, lo que se 

explicarla a su vez por la conformación de la molécula del AGPI que, por el mayor 

ni:imero de instauraciones, es espacialmente más plegada. 

En sistemas bifásicos de biocatálisis, existe una relevante relación entre los componentes 

del sistema que mciden directamente en el microentorno de Ia lipasa. Es asI como se ha 

establecido que Ia inmovilización de lipasas, lograda mediante numerosas estrategias y 
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soportes, además de aumentar su estabilidad conileva una posible modulación de su 

selectividad. De igual modo, la presencia de solventes en el rnedio de reacción puede 

alterar la especificidad, quimioselectividad, regioselectividad, la selectividad proquiral y 

Ia enantioselectividad de las lipasas. Hasta la fecha, no se reportan investigaciones que 

hagan referencia expilcita a la modificación del microentorno de la lipasa para modular 

la selectividad de hidrólisis de TAG de aceite de pescado y concentrar AGPICL-0 en 

forma de glicéridos. 

El reuso del biocatalizador es un aspecto cave para la aplicación industrial de estas 

tecnologIas. En virtud de ello, se han propuesto estrategias para la reactivación de 

derivados formados por uniones covalentes, tipo de inmovilización en la cual ci soporte 

no puede ser reutilizado; y por otra parte, cuando la inmovilización de la enzima se 

realiza por adsorción, se plantea Ia reutilizaciOn del soporte de modo de hacer más 

competitivo el proceso en térrninos de costos. No obstante, en at actualidad no se 

encuentran reportes relacionados at uso de soportes reciclados tras ciclos de reacción, 

haciéndose interesante generar información sobre ci real potencial de reutilización de las 

matrices usadas en este tipo de inmovilización enzimática. 
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2. HIPOTESIS V OBJETIVOS 

Para la realización de la presente tesis doctoral que Ileva por tItulo se plantea la siguiente 

hipOtesis y objetivos: 

2.1. HIPóTEsIs 

La modificación del microentomo de lipasa causada par su inmoviización y por el uso de 

solventes en el medic, de reacción, modula Ia selectividad de ésta, permitiendo obtener a partir de 

la hidrólisis de triglicéridos de aceite de pescado, perfiles de concentración de EPA y DHA en 

glicéridos distintos a los obtenidos con la lipasa en forma soluble. 

2.2. OBJETIVO GENERAL 

Establecer un proceso biotecnológico de hidrólisis enzimática de aceite de pescado que 

contemple la reutilización del biocatalizador, implementando estrategias de inmovilización y de 

ingenierla del medic, que conileven a la obtención un mayor contenido de EPA y DHA en 

glicéridos en comparación a lo obtenido con la lipasa en forma soluble. 

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Seleccionar a partir de diferentes lipasas aquella con el mayor potencial de hidrOlisis 

sabre triacilglicéridos de aceite de pescado mediante parámetros como velocidad 

especIfica de hidrólisis de ácidos grasos y porcentaje de ácidos grasos polimsaturados 

obtenidos. 

2 Definir ]as condiciones óptimas para la reacción de hidrólisis de triacilglicéridos de 

aceite de pescado y concentraciôn de EPA+DHA en forma de gliceridos con la lipasa 

seleccionada. 
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3 Evaluar diferentes soportes y estrategias de inmovilización de lipasas para la hidrólisis 

de tnacilghcéridos de aceite de pescado y concentración de EPA+Dl-IA en forma de 

glicéridos, en función de parámetros como la selectividad de hidróiisis y actividad 

especIfica del derivado formado, asi como también su estabilidad térmica, en solventes y 

operacional. 

4 Evaluar el uso de solventes y co-solventes en ci medio de reacción para la hidrólisis de 

triaciiglicéridos de aceite de pescado y concentración de EPA+DHA en forma de 

glicéridos, en función de La selectividad de hidrólisis, estabilidad térmica y estabilidad 

operacional del biocatalizador. 

5 Detenninar La capacidad de reutilización del soporte de rnmovilización tras ciclos de 

lotes de reacción en función de Ia estabilidad del biocatalizador y la capacidad de carga 

del soporte reciclado. 

6 Determinar ci sistema de reacción apropiado (tipo de inmovilización y modificación del 

medio de reacción) para la reacción de hidrólisis enzimática de triacilglicéridos de aceite 

de pescado en varios lotes y ciclos de operación en función de la comparación de sus 

costos. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. METODOLOGIA ANALITICA 

3.1.1. Obtención de ácidos grasos libres del aceite de pescado para la 

determinación de su perfil de composición 

La determinaciôn del perfil de ácidos grasos contenidos en el aceite de pescado, cuya 

composición se detalla en el Anexo 2, se realizó mediante su saponificación y posterior 

extracción basándose en los métodos 994.10 AOAC y 972.28 AOAC (AOAC, 2000). En la 

Figura 3.1 se inuestran las etapas que contempla este procediiniento. 

Aceite de pescado 
1120 dest. 
NaOH 
Etanol HCI 

HO dest Hexano .ficación I- Acidulación I Etanol 
Fase 

 11 idica lipidica  Fxtracc  Hexano 
Li -Li del solvente 

Fase acuosaj ase acuosa  

Acidos Grasos Fibres 
descarte 

Figura 3.1. Procedimiento para la obtención de ácidos grasos libres del aceite de pescado 

La Ecuación 3.1 muestra la reacción de saponificación, la cual se realiza a alta temperatura con 

reflujo por un perlodo de dos horas. La cantidad de hidrôxido de sodio adicionada corresponde a 

la estequiométrica para saponificar la masa de aceite de pescado con un exceso del 25%, Ia 

proporción de agua aceite es por lo general 1:1 y la cantidad de etanol adicionado es la requerida 

para formar una solución etanólica de NaOH 0,5 N, que es lo recomendado en el método 

920.160 AOAC para la determinación del Indice de saponificación (AOAC, 2000). 
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0 
11 

H-C—C—OR I1C—OH 

10 I 
CH—  C—  OR + 3 NaOH __ 3 RCOONa + CH - OH 

10 I II 

H,C—C—OR H-C--OH 

Irhicllglicerido Hjdroido dc sodio Sales de Acidos grams (llrcroi 
(jabone) 

Ecuación 3.1 

El aceite saponificado Cs acidulado (Ecuación 3.2) Con acido clorhidrico en la cantidad 

estequiométrica a la soda adicionada, contemplando un exceso del 25%, de modo de obtener la 

totalidad de las sales de ácidos grasos obtenidos en la saponificación, en su forma libre. 

RCOONa + HCL * RCOOH + NaCL 

Sale,  de àcidos grasos Acido clorJiidrico Acidos grasos Iihres Cloruro de sodlo 
(jabones) Ecuación 3.2 

Posterior a Ia acidulación se realiza una extracción lIquido-liquido COfl a1giin solvente como 

hexano. La extracción se puede repetir las veces necesarias para asegurar el total contenido de 

ácidos grasos libres en la fase lipidica. El solvente se extrae de la fase IipIdica con un rotavapor, 

dónde la masa obtenida corresponde a los ácidos grasos libres. 

3.1.2. Determinación del perfil de ácidos grasos mediante cromatografia gaseosa2  

Las muestras fueron analizadas en un cromatógrafo de gases HP6890 Series II (Hewlett—

Packard, USA), equipado COfl un detector de ionización de llama (FID) y un inycctor 

split/splitless. Las temperaturas del myector y detector fueron 300 y 320°C respectivamente, el 

volumen de inyección fue de 0,5 pL a una razón de split de 1:30. Se utilizó una columna de 

metilfenilpolisiloxano HP-5 (30 rn x 0,32 mm x 0,25 Inn) y helio como gas portador a un Ilujo 

constante de I mL/min. Los ácidos grasos, previa derivatización con N,O-Bis(trimetilsilil) 

acetamida, fueron cuantificados utilizando como patron interno 3-sitoestanoI al 64%. 

2  Las muestras analizadas por medio de esta técnica corresponden a aquellas obtenidas en el Laboratorio 
de Investigación y Desarroflo de Harting S.A., cuyo procedimiento de análisis de datos fue desarrollado en 
esta investigación. 

37 



Capitulo 3 
Materiales v \iétodos 

Para la determinación del porcentaje de hidrólisis a partir del análisis cromatográfico CC, se 

planteó el balance de masa mostrado en la Figura 3.2 y definido por las ecuaciones presentadas a 

contmuación. 

M2 I iio M4 
ácidos grasos libres 

Ml ' • ' M3 
01 llidrolisls I 

tad1icedos de I Enzimics masa reacdonada 
acefle de pescado I 

MS 
gliceridos 

Figura 3.2. Sistema para la determinación del porcentaje de hidrólisis de aceite de pescado 

Balance de masa 

MI+M2=M3 

M4=M3*X 

M5 =M3*(1_X) 

Balance de masa por componente 

A'Il* x  =M4*x+M5*x 

M1*x,'* X,  =M4*x  
i 4 

Ml*x,'*X,  =M3*x? 

ReJaciones entre variables 

XI'  

18 
k =1+ = 

PM 

M3= Alf I*k,1  

Ecuación 3.3 

Ecuación 3.4 

Ecu aciôn 3.5 

Ecuación 3.6 

Ecuación 3.7 

Ecuación 3.8 

Ecuación 3.9 

Ecuación 3.10 

Ecuación 3.11 
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= 
(x * PM) 

Ecuación 3.12 
x 

Donde M, con j de I a 5, representa la masa de la corriente respectiva, X corresponde al 

porcentaje de hidrólisis, x corresponde al contenido expresado como porcentaje de un 

determinado ácido graso libre (i) en la corriente Mj y X1  es el porcentaje de hidrólisis de un ácido 

graso. El peso molecular de cada acido graso se representa por PM, mientras que el peso 

molecular promedio se representa por PM. El factor k representa la ganancia en masa dada por 

la hidratación en la reacción de hidrólisis la cual se plantea en las Ecuaciones 3.13 y 3.14. 

M2 = MI*X*=
18 

Ecu ación 3.13 
PM 

M3=MI*(1+X*JL Ecuación 3.14 
PM 

Si X = 0, es decir si no hay conversion, obviamente M3 es igual a Mi. Si X = 1, la Ecuación 

3.14 queda expresada par La Ecuación 3.11. Para efectos de resolución del sisterna de ecuaciones 

se consideró ci valor de kh independiente del grado del conversion (con X = I), segim se describe 

en la Ecuación 3.10. 

De ]as areas entregadas par ci cromatograma, se puede obtener xil mediante ci cálculo mostrado 

en la Ecuación 3.15. 

Al 
* p  

= 1 ml 
Ecuación 3.15 

A3 * mTAG 

Dónde A1  corresponde al area de un determinado ácido graso cuantificado, f factor de respuesta 

cromatográfico del ácido graso 1, Si,11  a la masa de estándar interno, p a la pureza del estándar 

interno, A, al area del estAndar interno y mlAo a la masa de muestra inyectada. Cabe seflaiar que 

la masa de muestra está en base a la molécula de triacilglicérido. Por tanto, cuando se anaiiza 

directaniente ácidos grasos libres, coma es ci caso de la deterrninación del perfil inicial de ãcidos 

grasos que componen ci aceite de pescado (x11 , cuya obtenciOn se detalia en la sección 3.1 del 

presente capItulo), debe realizarse la corrección que contempla Ia diluciOn por Ia molécula de 

glicerol, segn se muestra en al Ecuación 3.16. 

. 
MTAG 

= 0 

m 

; 
Ecuación 3.16 
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Dónde mAGL  es la masa de muestra en base ácido graso libre y 0,96 corresponde a la fracción 

másica de ácidos grasos de la molécula de triacilglicérido. 

De los balances de masa se obtiene: 

L Porcentaje de hidróllsis de un dcido graso 

X1  = k3 * 
Ecuación 3.17 

iL Porcentaje de un ácido graso en forma libre después de la reacción enzimática 

x4 = 
* 

k11 *X Ecuación 3.18 

iiL Porcentaje de un dcido graso enforma de glicérido despuéc de la reacción enzimdtica 

x(1-xi ) 
X = Ecuaciôn 3.19 k,, *(1_X) 

3.1.3. Determinación del perfil de ácidos grasos mediante HPLC3  

Las muestras fueron analizadas en un HPLC (Thermo Separation Products) con detector de 

dispersion de particulas, Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) Sedex 75, operado a 

30°C, 3 bar de presión de inyecciOn de nitrógeno para nebulización y ganancia de 8. Cabe 

destacar que este detector no habia sido usado para esta aplicación con anterioridad puesto que 

fue necesario instaurar el protocolo de puesta a punto para. toda la inetodologla analItica. Para la 

separación de los ácidos grasos se utilizó una columna Ultrabase Cl 8 (250 mm) tennostatada a 

40°C. La fase móvil utilizada se componha de dos soluciones; A: 98% de acetonitrilo en agua 

miliQ y B. 95% de acetonitrilo en propanol, operada secuencialmente segán se detalla en al 

Anexo 2. 

El cálculo del porcentaje de hidrólisis de ácidos grasos a partir de la cuantificación por I-IPLC-

ELSD se realizó determinando la concentración de cada ácido graso disponible a reaccionar 

Las muestras analizadas por medio de esta técnica corresponden a aquellas obtenidas en ci Laboratorio 

de Biocatálisis y Biotransformaciones del Instituto de Catálisis y Petroleoqulmica CSIC, en el marco de la 

pasantia doctoral, cuyo procedimiento de análisis de datos fue desarrollado en esta investigación. 

40 



('apitulo 3 

Materiales v \Ietodos 

(CTAG) y la concentración de ácidos grasos liberados tras la reacción de hidrólisis (C1AL),  segón 

lo muestra la Ecuación 3.20. 

X, = *100 Ecuación 3.20 

3.1.4. Determinación de la actividad enzimática 

La determinaciôn de actividad enzimática se realizó mediante ci método descrito por Gilham y 

Lehner (2005), el cual correlaciona Ia liberación de p-nitrofenol (Figura 3.3) con la actividad 

enzimática de hidrólisis del enlace ester de ésteres de p-nitrofenil. El aumento de absorbancia, 

producto de la liberación de p-nitrofenol en la hidrólisis de una solución de p-nitrofenil butirato, 

se midió a 348 rim utilizando un espectrofotómetro termostatado a 30°C con agitación 

m agnética. 

0 
11 

O''CH3 OH 

0 

0 
0 

II + H20 +
H0 CH3  

NO2 NO2  

p-NPB p-NP HBut 

Figura 3.3. Reacción de hidrólisis de ésteres de p-nitrofenil utilizada para la deterrninación 
de actividad enzimática 

Una unidad de actividad (U) sobre p-NPB se define como Ia cantidad de enzima nccesaria para 

hidrolizar I jtmoI de p-NPB/min en las condiciones descritas. El protocolo de procedimiento y 

curva de calibración de este anãlisis se encuentra en el Anexo 3. 

Todas las mediciones de actividad se realizaron al menos en duplicado, y los valores de 

actividad reportados corresponden al promedio de éstos cuando la desviación estándar fuese 

menora 10%. 
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3.1.5. Deterniinación del contenido de proteInas 

La determinación del contenido de protemna total se realizó utilizando el kit de determinación de 

proteInas BCAThI  Protein Assay Kit (Pierce Thermo Fisher Scientific, USA). 

El método que es compatible con formulaciones con detergentes, se basa en la combinación de Ia 

reaccióri de Biuret, en la cual se produce reducción de Cu 2  a Cu" en medio alcalino, con la 

detecciOn colorimétrica del cation cuproso mediada por el ácido bicinconinico, como se muestra 

en la Figura 3.4. 

a b 

Protein + Cv2+ OH Cti1 

Na02C CO2 Na 

cPb 
go 

-oec _N. •P_COO-

\ Cu Cu1 +2BCA r 
cu" çQornPIex(Q 

Figura 3.4. Esquema de la reacción del ácido bicinconInico del kit de determinación de 
protelnas BCATJ,  a) ácido bicinconInico, b) pasos de la reacción 

El complejo formado por Ia quelación de dos moléculas de BCA con el ion cuproso es de color 

pttrpura y absorbe a 562 rim linealmente a la concentración de protelna en un rango de 20 a 

2.000 mg/niL. 

El protocolo de procedimiento de este análisis y Ia curva de calibración realizada con albümina 

de suero bovino (BSA) se detalla en el Anexo 4 

Todas las mediciones se realizaron al menos en duplicado, y los valores reportados corresponden 

at promedio de éstos cuando la desviación estándar fuese menor a 10%. 

3.1.6. Identificación de CCL mediante Electroforesis SDS-PAGE 

Se identificó CCL mediante una electroforesis de protelna desnaturalizada en gel de 

poliacrilarnida (SDS-PAGE) y posterior tinción Coornassie. La poliacrilarnida se forma por 
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copolimerización de la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida), en una 

reacción iniciada por la tetrametiletiiéndiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. Las 

cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al a.zar por la bisacrilamida, formando una red de 

porosidad uniforme, que puede ser regulada. Este sistema electroforético es discontinuo, 

formado por dos geles de distinta porosidad y pH. 

El gel superior o compactador, donde se depositan las muestras, primero las compacta y luego en 

ci gel inferior o separador, estas son separadas. En el gel separador, la movilidad es restringida 

por ci tamaño del poro, el cual depende de la concentraciOn de monOmeros de acrilamida del gel. 

Para separar componentes de alto peso molecular, se utilizan geles al 5% o 7,5%, mientras que 

los geles de poro menor (15-20%) son ütiies en la separación de péptidos y proteinas pequeñas. 

Los geles de poro mtermedio (10-12%) son adecuados para la separación de proteinas de 10 a 90 

kDa, como es el caso de Ia lipasa en el presente estudio 

En la técnica de SDS-PAGE, las protelnas se mezclan con el detergente aniónico SDS de modo 

de formar complejos desnaturalizados cargados negativalnente. La cantidad de SDS unido a las 

proteinas es proporcional a su tamafio; utilizando una proporción aproximada de 1,4 g SDS/g 

proteIna. Dado que la relaciôn final carga/masa queda constante para las distintas proteinas, 

anulándose su carga intrmnseca, estas van a ser separadas en ci gel poroso inicamente en base a 

sus difereiicias de peso molecular, dónde a menor tamailo, mayor movilidad de la proteina. 

Para evidenciar la migración de las proteinas en ci gel se realiza una tinción con azul de 

Coomassie. El reactivo azul de Coomassie tiene La capacidad de complejarse con ciertos 

aminoácidos básicos como arginina, tirosina, lisina e histidina proporcionando una sensibilidad 

de detección proteica y además posee Ia ventaja de su fácil distinción del gel utilizando agua 

miliQ. 

El protocolo de procedimiento de preparación y tinción de geles se detalla en ci Anexo 5 
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

La Figura 3.5 muestra un esquema de la experimentación realizada en el presente estudio, la cual 

se basa en la comparaciOn y evaluación de la hidrólisis de aceite de pescado mediante diferentes 

sistemas de reacción utilizando la lipasa en forma soluble e mmovilizada bajo diferentes 

estrategias que modifican su microentorno, con el fin de disponer de un proceso con 

aplicabilidad industrial para Ia obtención de ácidos grasos Omega-3 de cadena larga. 

Screening de lipasas para Ia 
hidrólisis de aceite de pescado 

Eozima V Enzima 
soluble inmovilrzada 

Determinación de las condiciones Estudio de diferentes tipos de 
óptimas de reacción inmovilización 

Estudio de estabilidad 

Térmica I Solventes / Co-solventes I Operacional 

Comparación de sistemas de reacción enzimatica de 
hidrólisis de aceite de pescado 

Determinación de la reutilización del soporte de 
inmovilización 

Comparación de costos de sistemas de reacción de 
hidrólisis de aceite de pescado 

Figura 3.5. Esquema de Ia metodologla experimental 
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3.2.1. Sitemas de reacción enzimáticade hidróhsis de aceite de pescado 

Todas las reacciones de hidrólisis de aceite de pescado, salvo en las que se evaluaron diferentes 

temperaturas y concentraciones de enzima, se realizaron a 37°C y con una concentraciOn de 

lipasa tal para alcanzar 35 U de actividad enzimática por gramo de aceite a hidrolizar. Los 

sistemas de reacción bifásicos evaluados correspondieron a SR I, SR H y SR III; en los cuales se 

mantuvo una razón fase acuosa / fase lipIdica de 1: 1. La cornposición de las fases acuosas y 

lipIdicas para los diferentes sistemas de reacción evaluados se detalla en la labia 3.1. 

Tabla 3.1. Sistemas de reacción evaluados para la hidrólisis de aceite de pescado 

Sistemade 
Lipasa Fase acuosa Fase lipidica reaccion 

SRI Soluble 
Tampon fosfato sodico 200 mM, pH 7 Aceite de pescado SR H Inmovilizada 

SR III Inmovilizada 
Solución pH 7 Solución 1:4 • 

40% PEG en tampon fosfato sodico 200 mM AP / hexano 
+ Paramuetras analizadasmediante HPLC-ELSD se utilizó tampon ThIS 100 mM.pH 7, de modode evitar 

la interfercncia que produce ci fosfato en ci detector ELSD. AP: aceite de pescado. PEG: polietilenglicol 

El aceite de pescado utilizado fue provisto por South Pacific Korp (SPK) conespondiente a 

aceite de jurel, inientras que el aceite de pescado usado en los ensayos real izados con derivados 

iónicos correspondió a aceite de sardina provisto por el Instituto de Catálisis y Petroleoquimica. 

La cornposicióii de ácidos grasos de ainbos aceites se detalla en el Anew I. 

La reacción de hidrólisis se mantuvo bajo agitación constante de modo de tener una dispersion 

de fases homogénea. Las muestras de la dispersion fueron tomadas periódicamente y la fase 

lipIdica fue analizada previa separación por centrifugación. 

La velocidad especIfica de hidrólisis (ye1) de los ácidos grasos se obtuvo calculando la pendiente 

de Ia zona lineal generada al graficar el porcentaje de hidrôlisis del ácido graso (X1 ) por gramo 

de enzima soluble o de derivado (M 1) segün corresponda, en el tiempo, a tiempos iniciales de 

reacción (cinco primeras horas de reacción), tal como se muestra en la Ecuación 3.21. 

ye, = 

X,_ x, 

cat f 
M cat 10 

t f  - t o  
Ecuación 3.21 
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El indice de selectividad (IS) corresponde al cuociente entre la velocidad especifica de hidrólisis 

de los ácidos grasos que componen el aceite de pescado exceptuando EPA+DHA y la velocidad 

especifica de hidróiisis de EPA+DHA, segün se muestra en la Ecuación 3.22. 

ye 
no (EPA + 1)11.1 

Ecu ación 3.22 
ye EPA + DHA 

3.2.2. Screening de lipasas para la obtención de ãcidos grasos poliinsaturados de 

cadena larga Omega-3 

En la Tabia 3.2 se describen las diferentes lipasas evaluadas segán su selectividad frente a los 

AGPICL-o3, ya sea mediante una hidrólisis preferencial de éstos o mediante su concentraciOn 

en forma de glicéridos. Para ello se realizaron reacciones de hidrólisis bajo la modalidad de SR I. 

Tabla 3.2. Lipasas evaluadas para Ia hid rólisis de aceite de pescado 

Lipasa Origen Estereoespecificidad de 
Proveedor corte  

Lipozyme TL- 
ihermomvces lanuginosus 

sn-i y sn-3 
100 
Novozym 388 Rhizomucormiehei sn-I y sn-3 Novozyme 
Novozym 735 Candida antarlica (lipasa A) no especifica 
Lipozym CALB Candida Antarctica ('lipasa B) no especifica 
AY Candida rugosa no especifica 
F-AP- 15 Rhizopusjavanicus Sn-I y sn-3 Amano 
PS Pseudoinonas cepacia sn- l_y sn-3 
Lipomod 338P Penicillium roquefbrli Sn-I y sn-3 
Lipomod 34P Candida cylindracea no especifica Biocatalyst 
Lipomod 691 P Candida sp. / Rhizopus sp. no especifica / sn-i y sn-3 
Lipolyve AN Aspergillus niger sn-I y sn-3 Liven Lipolyve CC Candida cylindracea no especifica 
TL Pseudomona sm/zen sn-I y sn-3 Meito Sang yo 

3.2.3. Determinación de las condiciones óptimas para la reacción de hidrólisis 

enzimática de aceite de pescado 

La determinación de las condiciones óptimas para la reacción de hidrólisis enzimática de aceite 

de pescado, se realizó a partir de un diseño experimental factorial 2 no replicado para estudiar 

cuatro factores con dos niveles cada uno (alto y bajo), los cuales fueron fijados por medio de 
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experimentos previos de carácter exploratorio y datos bibiiográficos (Osorio et al., 2001). Los 

diseños factoriales permiten estudiar de manera simultánea el efecto de varios factores sobre una 

o varias respuestas; lo que resulta más exacto y eficiente que la experimentación tradicional de 

variar un efecto a la vez, la cual no permite evidenciar efectos de interacción entre los factores 

en estudio (Gutiérrez y de la Vara, 2003). 

Los factores evaluados fueron temperatura, pH, concentración de enzima en base aceite de 

pescado y razón fase acuosa (w) / fase lipidica (o), tal como se muestra en Ia labia 3.3. 

Tabla 3.3. Parámetros a optimizar para la reacción de hidrólisis de aceite de pescado 

Factores Niveles 
Bajo (-) Alto (+) 

A(x1 ) pH 6,5 7,5 
B(x2) WO 1.1 1.10 
C (x3) [E] (U/g AP) 3,5 35 
D(x4) T(°C) 25 37 

W: fase acuosa, 0: fase lipidica, IEl-concentracion.dc euzima-en ténninos-de actividad, T: temperatura 

En el Anexo 6 se detalla, la matriz de experimentación derivada del diseflo experimental 

factorial 2 4  con dos niveles para cada factor. 

Como respuest-a a maxim izar se consideró el porcentaje de hidrólisis de aceite de pescado y la 

concentración de EPA+DHA en gliceridos, las cuales fueron descritas por los poliriornios de 

respuesta como lo muestra Ia Ecuación 3.23. 

Y=a0+a1  xi +a2x2+a3x3+a+a5x5+x6+a7x7+agx8+x9+a1 ox1 0 Ecu ación 3.23 

Donde aoj  corresponden los coeficientes de efectos de los factores y sus interacciones los cuales 

se calculan seg1m la Ecuación 3.24. 

Epizk  * 
aj = 

 

n2" 
Ecu ación 3.24 

Las interacciones de tres factores en adelante, se incluyeron en el error ya que éstos resultan muy 

pequeños, lo cual pennite generar 5 grados de libertad para el error. La significancia de los 

efectos se evaluó mediante análisis de varianza (ANOVA) usaido la distribución de 

probabilidad F. La información para calcular el estadistico F0  se muestra en la labia 3.4. 
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Tabla 3.4. Tabla de análisis de varianza para el diseño factorial 2 4 no replicado 

FV SC (L CM FO p-value 

Tratamientos SCTRAT GLTRT = n CMTRAT = P(F>F0) 

Error SCE = SC-1- SC1.11 GLE  = n. CME  = 

Total SC1  = 
fl2k Y2_!_ GLi=n2kl 
1=1 

FV: fuentesde variabilidad-(efcctos), SC: suma de cuadrados, CL: grados-de Iibcrtad,.CM: cuadradosmedios, 
FO: estadistico de prucba,p-value: significancia observada, Y: respuesta observada, k: nümero deefectos 

estudiados, n: nümero de experimentos. 

Los ANOVA para cada respuesta se realizaron a 3 tiempos de reacción de hidrólisis: 3,5 h, 7 h y 

22 h, de modo de evaluar si Ia influencia de los factores cambiaba en el tiempo 

3.2.4. Diferentes tipos de inmovilización aplicados a la lipasa de Candida 

cylindracea 

CCL fue inmovilizada utilizando diversos protocolos de acuerdo al principio de inmovilización 

aplicado: inrnovilización por adsorción inediante interacciones hidrofóbicas, inmovilización por 

adsorción mediante interacciones iónicas e inmovilización por enlace covalente. 

El rendimiento de inmovilización para todos los soportes evaluados en términos de actividad 

enzimática (RI) fue deterininado como se describe en la Ecuación 3.25. 

RI= ABI-ASN100 
Ecuación 3.25 

ABI 

Dónde ABI corresponde a la actividad del blanco de inmovilización (U/mL) el cual consiste en 

la solución de enzirna en previa la imnovilización; ASN colTesponde a la actividad medida en el 

sobrenadante de la suspension de inmovilización (U/mL). 

A su vez, el rendimiento en términos de proteIna inmovilizada (RIP) the determinado como se 

describe en la Ecuación 3.26. 

RIP = PSE - PSN 100 
Ecuación 3.26 

PSE 
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Dónde PSE corresponde a la concentración de proteina medida en la soluciOn de enzima ofrecida 

a La lnmovl!lzaclón (rng/L); PSN corresponde a la concentración de proteina medida en ci 

sobrenadante de la suspension de ininovilización (mgfL). 

La actividad especifica (as) de cada derivado se determinó segitn la EcuaciOn 3.27. 

a 
AS* V11 

Ecuación 3.27 
'1cai 

DOnde AS corresponde a la actividad de Ia suspension de derivado (U/mL) en tampOn fosfato 

sódico 25 mM pH 7 (en relación del g de derivado por 10 mL de tampon), VIM al volumen de 

inmovilización y M r  a la masa de derivado en la suspension (g). 

Inmovilización de CCL mediante adsorción por interacciones hidrofóbicas 

El protocolo de inmovilización de CCL por adsorciOn hidrofóbica se detalla en el Anexo 7. Los 

sopor tes usados y La denominaciOn del derivado fonnado, se describen en La Tabia 3.5. 

Tabla 3.5. Soportes utilizados en la inmovilización de CCL mediante adsorción por 
interacciones hidrofóbicas 

Soporte Descripción Derivado 

Soporte usado en cromatografia de interacciOn hidrofObica. El grupo oct11 
Octil-agarosa estã covalentemente unido por enlace éter a la matriz de agarosa 4% 

0- 
 CCL (Octyl Scpharosem1  CL-413) entrecruzada, confiriéndole hidrolobicidad a su superficie, sin propiedades  

Iónicas 

Butii-sepabeads Soporte esférico altamente poroso constituido por una rn.atriz entrecruzada de 
polimero metacrilico. El grupo butilo esta unido covalenternente a la matriz, B-CCL (SEPABEADS EC-BU) confiriéndole una superficie hidrofObica 

Octadecil-sepabeads Soporte esférico altamente poroso constituido por una matriz entrecruzada de 
polimero metacrilico. El grupo octadecil está unido covalentemente a Ia OD-CCL (SEPABEADS' EC-OD) matriz, confiriéndole una superficie hidrofObica 

Lewatit Resina esférica macroporosa cuya matriz de metacrilato se encuentra 
L-CCL (Lcwatit VP oc 1600) entrecruzada con divinilbenceno 

Soporte conocido también como ticrra de diatomeas (restos fOsiles) está 
Celita constituido por rocas silIceas sedimentarias de alta porosidad que presentan C-CCL 

una estructura superficial hidrofóbica 
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Dc modo de evaluar la influencia del cambio en el microentorno de la lipasa sobre su actividad, 

se estudió la adsorción hidrofóbica combinada con entrecruzamiento con polimeros funcionales. 

La estrategia de entrecruzamiento apunta también a evitar una posibie desorción de la lipasa 

desde el soporte. Los polimeros polifuncionales utilizados para ci entrecruzamiento y la 

denominación de los derivados formados, se describen en la Tabla 3.6. 

Tabla 3.6. PolImeros funcionales utilizados en el entrecruzamiento de los derivados O-CCL 

PolImero Descripción Derivado 

Dextrano sulfato La union entre el polimero de DxSO4 y la superficie de la 
enzima quimicamente aminada se logra mediante una O-CCL-NH2-DxSO4 

(DxS01 100.000 Da) interacción ioriica de carácter catiónico 

Dextrano aldehIdo Los grupos aldehidos del polImero de DxCHO reaccionan 
covalentemente con tosgrupos aminosde Ia superflcie de la O-CCL-NH2-DxCHO (DxCHO 100.000 Da) enzima 

La modificación de la superficie de Ia enzima mediante aminación quimica permite incrementar 

los puntos de uniOn de la lipasa con ci poiImero polifuncional que genera una especie de red 

sobre Ia enzima inmovilizada, tal como ilustra la Figura 3.6. 

L 

CHO 
CHO CHO CHO CHO CHO 

+ 
NH, NH2  H2  

NH2  NH2  Nft NH2  

1)  c 
C c Cs CCN 

N )N N N 

+ 

©o©% o 
p0 p0,0 

Figura 3.6. lnmovilización de lipasas en soporte hidrofébico y entrecruzamiento con 
polimeros polifuncionales, a) con dextrano aldehido b) con dextrano sulfato 
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El protocolode activación del polimero de dextrano aldehido, descrito previamente per Betancor 

el al., (2004), la estrategia de aminación quiniica de la superficie enzirna propuesta por Lopez-

Gailego et al., (2005) y el entrecru.zamiento con polimeros funcionales de los derivados de octil-

agarosa se detailan en ci Anexo 7. 

lnmovilización de-CCL medianteadsorción por interacciones iónicas 

Los soportes utilizados para Ia inmovilización de CCL mediante adsorción per interacciones 

iónicas y la denominación del derivado formado, se describen en la Tabia 3.7. 

TabIa 3.7. Soportes utilizados en la inmovilización de CCL mediante adsorción por 
interacciones iónicas 

Soporte Descripción Derivado 

Q-Sepharose 
Intercambiador aniónico fuerte, cuya matriz de agarosa se encuentra 

Q-CCL aitamente entreeru.zada y funcionalizada con un grupo amino cuaternario 

MANAE-Agarosa 
Intercambiador aniónico débil, cuya matriz de agarosa se encuentra 

M-CCL funcionalizada con grupos monoaminoetii-N-aminoetii 

CM-Agarosa 
Intercambiador catiónico débil, cuya matriz de agarosa se encuentra 

CM-CCL funcionalizada con grupos carboximetii 

Soporte iónico formado pot una matriz de glioxil-agarosa 4BCL recubierta 
Glioxii-agarosa-PEI con ci polirnero poliiónico poiietiienimina (FE!), generando un Gx-PEI-CCL 

intercambiador iónico de tipo aniónico 

Soporte iónico formado pot una matriz de agarosa 4BCL recubierta con ci 
Agarosa-DxSO4 poilmero poliiónico dextrano sulfato (Dx-SO4), generando un intercambiador C-CCL 

iónico de tipo catiónico 

Segin el tipo de adsorción iónica (aniónica o catiónica), la lipasa podria orientarse de maneras 

diversas durante la ininoviiización, afectando su reactividad y su mecanismo de activaciOn 

interfacial. Dc modo de evaluar dicho efecto, se realizó la inmovilización de la lipasa en 

MANAE-Agarosa y Q-Sepharose en presencia de lauril-sucrosa (0,3% en tampon fosfato 5 mM 

pH 7). Este ester de ácido graso de cadena corta otorga un mayor grado de hidrofobicidad en ci 

medio de inmovilizaciôn, lo que podrIa Ilevar a la inrnovilizaciOn de tipo iónica pero con la 

conformación abierta y reactiva de la lipasa, producto del fenómeno de activación interfacial. 

El protocoio de activación de soportes con poiImeros funcionaies e inmoviiizaciOn de CCL 

mediante adsorción por interacciones iónicas se detaila en el Anexo 7. 
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Inmovilización de CCL mediante union covalente 

Los soportes utilizados para la inmoviiizaciOn de CCL mediante union covalente y la 

denominación del derivado formado, se describen en Ia labia 3.8. 

Tabla 3.8. Soportes utilizados en la inmovilización de CCL mediante enlace covalente 

Soporte Descripción Derivado 
Soporte esférico cuya matriz de agarosa altamente entrecruzada estã 
activada con bromocianogeno (CNBr). La union covalente se establece 

Bromociaiógeno-agarosa entre ci amino reactivo de la superficie de la enzima, que normaimente CNBr-CCL 
es el amino-terminal, con ci ester de cianato formado tras la activaciOn 
de la con CNBr 

Soporte constituido por fibras de agarosa activada con grupos glioxil 
como se ha dcscrito anteriormentc (Mateo etal., 2005). La union Glioxii-agarosa. Gx-CCL covalente se establece entre los grupos aidehidos del soporte con los 
grupos aminos reactivos (lisinas, amino terminal) 

El protocolo de inmovilizaciOn de CCL mediante enlace covalente se detalia en ci Anexo 7. 

3.2.5. Estudlo de estabilidad térmica de CCL y sus diferentes derivados 

La estabilidad ténnica se evaiuO incubando CCL y sus diferentes derivados en una soiución de 

fosfato de sodio 25 mM p1-I 7, a 30°C, 40°C, 50°C y 60°C. Las muestras fueron tomadas 

periódicamente y su actividad se midió como se describe en la sección 3.1.4. La fracciOn de 

actividad residual se calculó como el cuociente entre Ia actividad medida en un momento dado y 

la actividad al inicio de Ia incubación. El factor de estabiiizaciOn (FE) se calculó como ci 

cuociente entre el tiempo de vida media (t12) de la enzima inmoviiizada (El) y ci tiempo de vida 

media de Ia enzima soluble (ES), a la temperatura dada (T) segón la Ecuación 3.28. 

ITFE = 
1 / 2 

Ecu ación 3.28 
'i2 

El tiempo de vida media y los parámetros cinéticos se obtuvieron a partir de la correlación de los 

datos experimentales con las expresiones de mecanismos de inactivación térmica propuestos por 

Henley y Sadana (1985), mediante ajuste no lineal (algoritmo Levenberg-Marquardt) utilizando 

el software estadistico SPSS (IBM). Los mecanismos utilizados se describen en la labia 3.9. 
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Tabla 3.9. Mecanismos de inactivación term lea utilizados en el análisis de estabilidad 
térmica de CCL y sus derivados 

Mecanismo de ., Descripcion Expresion cinetica Inactivación 

F k k2 

en serie en dos describe el paso de la enzima por tres 
etapas estados conformacionales distintos, 

siendo el áltimo estado inactivo 

E ki  
de primer orden en 

una etapa describe la pérdida de actividad en 
un solo paso 

A—  Il+a* k1 _Ia* k1 *e_k2t 
k2 _k1 ) k—k 1 ) 

A = e_j *j 

I", kl  

de primer orden en describe la pérdida de actividad en 
A = (1 _b)* et +b una etapa con un solo paso, donde el (iltirno estado 

actividad residual de la enzima presenta una fracción 
de actividad residual 

E: estado inicial de la enzima, E': estado intermcdio de Iaenzima, E": estado final dc la enzima, I: estado final 
inactivo tie la enzima, k1: constante de inactivación térmica de Ia primera etapa (h 1). k2: constante de 

inactivación térmica de In segunda etapa (1), A: fracción tie actividad residual de la enzima, t: tiempo de 
incubación (h), a: fracción de actividad residual de E', b: fracción de actividad residual de E" 

3.2.6. Estudio de estabilidad en solventes y co-solventes del medio de reacción de 

CCL y sus diferentes derivados 

Se evaluó la estabilidad de CCL y sus diferentes derivados en los solventes hexano y 

ciclohexano; y en los co-solventes propanol, etilenglicol y polietilenglicol; mediante incubación 

a 370C. La incubación en solventes se realizó en una proporción 1:1 del solvente con una 

solución de fosfato de sodio 25 mM p1-1  7. La incubación en co-solventes se realizó adicionando 

a una solución de fosfato de sodio 25 mM pH 7 la cantidad adecuada de co-solvente de modo de 

igualar Ia polaridad de una solución 50% de propanol usada como referencia (calculada 

mediante de la constante dieléctrica de Ia disolución, Em = 46). Las muestras fueron tomadas 

periódicamente y su actividad se midiô como se describe en la secciOn 3.1.4. La fracción de 

actividad residual se calculO como el cuociente entre la actividad medida en un momento dado y 

Ia actividad al inicio de la incubación. 
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3.2.7. Estudio de estabilidad operacional de los diferentes derivados de CCL 

Se evaluó la estabilidad operacional de CCL y sus diferentes derivados mediante la reacción de 

hidrólisis de aceite de pescado en lotes sucesivos, contemplando la reutilización de la enzinia 

inmovilizada, tal como se esquematiza en la Figura 3.7. 

Fase acuosa 
Fase lipidica 
Liiasa inmovilizada 

I análisis cromatoráfico I 

Aceite hidrolizado 

Lote I Fase acuosa 
1+Lipasa inmovilizada  

Lipasa Fase ontenido de rot
fl

acuova 

Lipasa inmovilizada 

determinación 
actividad enzirnática 

Fase acuosa 
Fase IpIdka Fase acuosa 

I Fase lipIdica 

+ 'I 

Lote2 
: Loten 

Figura 3.7. Procedimiento experimental para la hidrólisis enzimática de aceite de pescado 
por totes sucesivos. La lInea discontinua indica que et procedimiento realizado en el tote 1 

se repite en los totes consecutivos 

La fracción de actividad residual de los derivados se calculó como el cuociente entre la actividad 

de éstos medida al finalizar el lote de reacción y su actividad a! inicio del primer lote de 

reacción. El porcentaje de desorción (D) de la enzuna del soporte tras cada lote de reacción se 

determinó segin la Ecuación 3.29. 

/)=1_((P*M)_PPA)*100 Ecu ación 3.29 

Dónde P es el contenido de protelna (mg) por gramo de soporte, M masa de soporte (g) y PFA es 

ci contenido de proteina (mg) de la fase acuosa de la reacción. 
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3.2.8. Determinación de la capacidad de reutilización del soporte de 

inmovilización de CCL 

Se estudió la reutiización del soporte seleccionado en virtud de su capacidad de carga tras ciclos 

de reacción (en lotes sucesivos) - desorción - inrnovilización - reacción (en lotes sucesivos). 

El estudio de reutilización de soporte se realizó para los sistemas de reacción que contemplaban 

la lipasa inmovilizada, esto es para SR H y SR III evaluados a 37°C y a 50°C. El procedimiento 

se llevó a cabo realizando lotes sucesivos de reacción hasta que el derivado presentara un 25% 

de actividad residual respecto a su actividad al iniciar el primer lote de reacción. Posteriormente 

la enzima se desorbió mediante la incubaciôn con un agente tensoactivo (Triton x-100 al 1% en 

tampon fosfato de sodio 25 mM pH 7) y el soporte se lavô seriadamente con hexano, acetona 

diluida al 50% con agua destilada y finalmente con tampOn fosfato de sodio 25 mM pH 7. De 

esta manera el soporte es reciclado y listo para ser utilizado en la inmovilizaciOn de lipasa fresca. 

En Ia Figura 3.8 se muestra un esquema del procedimiento. 

+I- 
I reacción de hidrólisis de aceite de pescado 

filtraclén y lavado del derivado
Lote de 

 

medición actividad del derivado 
reaccion 

- 

Ciclode 
utilización 

j' de soporte 

I desorción de CCL del soorte 

medición actividad y contenido de proteina 
en sobrenadante de desorción 

I inmovilización de CCL en soporte reciclado I 

medición actividad del derivado y contenido de 
protelna en sobrenadante de inmovilizaciOn 

Figura 3.8. Procedimiento para el estudio de reutilización del soporte de inmovilización 
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El procedimiento descrito se realizó por 5 ciclos de reutilización de soporte, en dónde para todos 

los lotes de cada ciclo se detenninó la de actividad especIfica del derivado (UIg de soporte), el 

porcentaje de hidrOlisis de aceite de pescado y contenido de EPA+DHA en forma de glicéridos. 

Además, al inicio de cada ciclo de reutilizaciôn de soporte se determinó el rendimiento de 

inmovilización de CCL en térrninos de actividad y de proteina, y el porcentaje de activación de 

la lipasa por efecto de la inmovilización. Asi mismo, al finalizar cada ciclo se determinó el 

rendimiento de desorción de CCL en términos de actividad y de protelna, y el porcentaje de 

lipasa rem anente en el soporte. 

3.2.9. Simulación de lotes sucesivos de hidrólisis de aceite de pescado con 

inactivación térmica del biocatalizador para Ia comparación de costos de los 

sistemas de reacciôn 

El mecanismo de reacción de hidrólisis de ésteres de ácidos grasos ha sido comñnmente descrito 

por el modelo cinético de Michael is-Menten (Sharma ci al., 2001). Sin embargo, dado que los 

sustratos propios de las lipasas son ésteres insolubles y solo se establece su actividad lipolItica 

cuando la enzima actüa en la interfase orgánico-acuosa, Verger et al., (1990) propusieron un 

modelo que contempla el fenOmeno de adsorciOn inicial de la lipasa sobre Ia fase orgánica, al 

que sigue la reacciOn propiamente dicha sobre la interfase con la formaciOn de complejo enzima-

sustrato, y posterior liberaciOn de los productos a la fase acuosa. Este modelo es rnás completo, 

no obstarite, es un modelo complejo con parámetros cinéticos dificiles de determinar en 

condiciones experimentales, con los que finalmente se deben hacer numerosas suposiciones. 

Teniendo en cuenta esto, se decidiO utilizar el modelo cinético de Michaelis-Menten (M-M) 

contemplando inactivaciOn térmica; de modo de tener una primera estimación de las 

productividades de hidrOlisis de aceite de pescado de los distintos sistemas de reacción 

evaluados. La cinética de Michaelis-Menten, descrita en la Ecuación 3.30, contemplando 

inactivación térmica, queda definida por la expresión cinética de la Ecuación 3.31. 

V S' 
V = 

Ecu ación 3.30 
K+S 

- * X - ln(1 - X) 
M1 *a 

At) Ecuación 3.31 K K*Vr 
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Donde v representa la velocidad de reacción (mM/mm), S la concentración de sustrato (mM), K 

La constante cinética de afinidad de sustrato (mM) y Vm a la velocidad maxima teOrica de 

reacción (mM/min). So  corresponde a la concentración inicial de sustrato (mM), X al grado de 

conversion, M 1  a la masa de catalizador (g), a a la actividad especIfica del catalizador (U/g) y 

Vr al volumen de reacción (mL). 

El valor de K se estimó mediante ajuste no lineal (algoritmo Levenberg-Marquardt) utilizando el 

software estadIstico SPSS (IBM) de datos experimentales de la reacciOn para los distintos 

sistemas de reacción evaluados. 

A(t) representa el mecanismo de inactivación térmica en dos etapas descrito en la sección 3.2.5, 

dónde la resolución de la integral de A(t) queda expresada segtmn La Ecuación 3.32. 

5 A(1)dt = - e'' )* ( ki
! + 

a -k,'t 
- i)* ( * k1 

k2  - k1 
J 

+ I k * (k2  - k1 
J 

Ecuación 3.32 

Donde a representa la fracción de actividad residual del estado conformacional intermedio de Ia 

enzima, k1  corresponde a La constante de inactivacmón térrnica de la prirnera etapa (h1), k2  a la 

constante de inactivación térmica de la segunda etapa (h') y t al tiempo de reacciOn (mm). 

Las productividades de lotes sucesivos de los sistemas de reacción evaluados, calcuLadas a partir 

del modelo aplicado, se describen segán ]as siguientes ecuaciones: 

so *x 
= Ecuación 3.33 

YO QA,1 = Ecuación 3.34 

s*x 
q4, 

= * Ecuación 3.35 
rn 

 

Dónde Qn es la productividad volumétrica del lote n de reacción (g aceite hidrolizado/L*h),  QA 

es la productividad volumétrica acumulada al lote n de reacción (g accite hidrolizado/L*h)  y qA 

es la productividad especifica acumulada al lote n de reacción (g aceite hidrolizado/g de 

lipasa*h), S0  corresponde a la concentración inicial de sustrato (gIL), X al grado de conversiOn, 

in a Ia masa de preparado enzimático utilizado (g) y t al tiempo de reacción del lote (h). 
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4. RESULTADOS V DlscuslóN 

4.1. SCREENING DE LIPASAS PARA LA OBTENCION DE Acmos GRASOS 

POLIINSATURADOS DE CADENA LARGA OMEGA-3 

Sc realizó un screening de diversos preparados enzimáticos comerciales con el fin de evaluar el 

grado de hidrolisis de aceile de pescado y la selectividad de hidrólisis frente a los distintos 

ácidos grasos que lo componen. 

4.1.1. Actividad especIfica de las diferentes lipasas evaluadas 

En Ia Tabla 4.1 se muestra la actividad de hidrólisis de p-NPB con las diferentes lipasas 

evaluadas en solución de 0,5 g/L. 

Tabla 4.1. Actividad especIfica medida en p-NPB, de las lipasas evaluadas 

Lipasa 
Actividad especIfica (p-NPB) 
U/g de preparado enzimatico 

Lipomod 34P 14.927,4 
Lipolyve CC 7.777,3 
Lipomod 338P 6.827,5 
AY Amano 5.268,5 
Lipomod 691 P i .745,4 
PS Amano 1.458,7 
+Novozym 735 503,7 
TL Meito 480,3 
F-AP- 15 268,3 
•Lipozym CALB 152,5 
Lipolyve AN 63,9 
•Lipozyme TL- 100 17,9 
+Novozvm 388 17.0 

•U/mL de preparado enzimático 

Debido a Ia baja actividad de las lipasas Lipolyve AN, Lipozyme TL-loo y Novozyin 388, no se 

incluyeron en la evaluación de la hidrólisis de aceite de pescado. 

4.1.2. HidrOlisis de accite de pescado con las diferentes lipasas evaluadas 

En la Figura 4.1 se presentan los resultados de la hidrólisis de aceite de pescado utilizando 

diferentes lipasas. Se aprecia que el mayor porcentaje de hidrólisis y EPA+DHA en forma de 

glicéridos se obtiene con el preparado enzimático Lipolyve CC, correspondiente a la lipasa no 
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especifica de Candida cylindracca. Este comportamiento corrobora lo presentado en ci capItulo 

de Revision Bib!iográfica que describe a dicha iipasa con una menor velocidad de hidrOlisis 

frente a los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Hoshino et al., 1990; Tanaka et al., 

1993; Wanasundara y Shahidi, 1998). 

a b 
100% 60% 

75% 

•0 

50% 

25% 

0% 

0 
13 40% 

II 
C 

20% 

10% 
w 

0% 

I 

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 
Tiempo (h) Tiempo (h) 

• Novozyme flS • Lozyine CAL B £ AY Amano • Lomod 34P I Lomod 691P • Lipolyve CC 

P.AP.15 Amano I PS Amano - Upomod 33$P IL Melt* Sangyo 

Figura 4.1. Hidróiisis de aceite de pescado a 37°C utilizando diferentes lipasas con 35 UIg 
de aceite, a) hidróllsis del aceite b) EPA+DHA en forma de glicéridos 

Los valores levemente superiores a! 30% de AGPICL- o3 en forma de glicéridos obtenidos con 

ci preparado de Lipolyve CC concuerdan con los reportados por Wanasundara y Shahidi (1998), 

quienes estudiaron la concentración de AGP1CL-93 en forma de glicéridos a partir de aceite de 

foca y de lacha, mediante hidrólisis con lipasas comerciales de Candida cylindracea. Los autores 

reportaron que en 40 h de reacción se logró un 9,75% de EPA y 24,0% de DHA en ci aceite de 

foca hidrolizado, y un 18,5% de EPA y 17,3% de DHA en ci aceite de lacha hidrolizado. 

En otro aspecto, se aprecia que no hubo una marcada diferencia en ci grado de hidróiisis o en ci 

porcentae de EPA+DHA en glicéridos segOn la esteroespecificidad de corte de las diferentes 

lipasas; esto es entre las sn-I sn-3 especIficas y aquelias reportadas como no especificas. Este 

hecho corrohora dos aspectos discutidos anteriormente. Uno es que ci 90%  de los ácidos grasos 

poliinsaturados se encuentran en la posición sn-2 (Saify et al., 2003) y que para ci caso de las 

lipasas especIficas de posición sn-I y sn-3, puede ocurrir la hidróiisis total del triaciiglicéndo si 

la reacción se extiende por un tiempo prolongado. Esto se debe a que los productos formados 

(AG o DAG) son qulmicamente inestabies y pueden ser isomerizados espontáneamente a la 

posiciones 1 o 3, quedando aptos para la acción de Ia enzima (Carvaiho ci al.. 2003). 
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Sumado a esto, se evaluó la velocidad de hidrólisis de las diferentes familias de ácidos grasos y 

con ello el indice de selectividad de hidrólisis de EPA+DHA. Como se aprecia en la 'Fabla 4.2, 

los preparados enzimáticos con un IS mayor a 2 resultan interesantes como catalizadores para la 

presente investigación ya que indican una mayor selectividad en la hidrólisis de los ácidos grasos 

distintos a EPA y DHA, permitiendo la concentraciOn de éstos en forma de gliceridos. 

Tabla 4.2. Velocidad especIfica de hidrólisis de ácidos grasos de aceite de pescado e Indice 
de selectividad de hidrólisis de EPA+DHA de las lipasas evaluadas 

Velocidad especIfica de hid rólisis 
% H AG/h*g  de preparado enzimático IS 

Saturados Monoinsaturados Poliinsaturados 
- 

24,3 21,7 7,7 3,9 
67,5 60,2 22,3 3,8 
3,5 3,1 1,1 3,7 

95,6 84,9 35,4 2,9 
1,2 0,9 0,5 2.7 
1,5 1,3 1,0 1,8 
0,7 0,5 0,5 1,2 
89,8 86,6 83,4 1,1 
4,8 4,6 4,8 1,0 
7,9 

- 
7,0 

- 
7,2 1,0 

+% H AG/h *ml  de preparado enzimático 

Derivado 

AY Amano 
Lipolyve CC 
+Novozym 735 
Lipomod 34P 
F-AP-15 Amano 
TL Meito 
+Lipozym CALB 
Lipomod 338P 
PS Amano 
Lipomod 691P 

Si bien con ci preparado AY Amano, se obtiene un mayor IS, no se 1oa un importante 

porcentaje de hidróiisis; por esta razón y concordando con to seflalado anteriormente en ci 

análisis de la Figura 4.1, se utilizó el preparado enzimático Lipolyve CC, correspondiente a la 

lipasa no especifica de Candida cylindracea para ci desarrollo del estudio, denominada dc aqul 

en adelante CCL. Las dos principales aplicaciones que se le han dado a esta lipasa, son la 

resolución de mezclas racémicas y la concentración de AGPI. Numerosos estudios ban sido 

reportados relativos a su aplicación para resolución de racematos, tales como los realizados por 

Kirchner etal., (1985), Oherhauser el al., (1989), Mustranta (1992), Cipiciani cial., (1997). Joly 

y Nair (2003) y Ramadas y Krupadanam (2004), por citar algunos. Mientras que la obtención de 

AGPICL ha sido estudiada por Hoshino et al., (1990), Tanaka et al., (1992), Shimada et al., 

(1995), Wanasundara y Shahidi (1998), Okada y Morrissey (2007), entre otros. 

Cabe señaiar que con ningiin preparado se obtuvo un IS inferior a 1, to que indicarla una de 

hidrólisis selectiva de los ácidos grasos de interés EPA+DHA frente al resto de los ácidos grasos. 
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4.1.3. Caracterización del preparado enzimático seleccionado 

El preparado comercial de CCL, presentó un contenido de protelna de 153,7 mg/g de polvo, lo 

que equivale en términos de actividad en p-NPB a 46 U/mg de proteina. 

Se identificO CCL mediante una electroforesis de proteIna desnaturalizada en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) y posterior tinción Coomassie, como se muestra en la Figura 4.2. 

97 KDa +- 

66 KDa 4.-. • — 

45 KDa i IOW — 

30 KDa +- 

20,1 KDa i-.  MMOW 

14,4 KDa 4.- 

!r tttl 
Figura 4.2. Electroforesis de la lipasa de Candida cylindracea (Lipolyve CC) 

Al compararse con los patrones de peso molecular LMW SDS (carril 1) se observa que Ia lipasa 

posee un peso molecular cercano a los 60 kDa, concordando con lo que se reporta en literatura. 

Tarnbién se observa la existencia de dos bandas lo que indicarIa la presencia de las dos 

isoformas de la enzima, tal como lo reporta Rua et al., (1993), Lotti el al., (1994), Alberghina el 

al., (1997) y una de ellas con un peso de 63 kDa y la otra de 60 kDa. Las muestras anal izadas 

correspondieron al preparado enzimático en concentración de 10 g IL (cam! 3) y a la enzima 

inmovilizada en octil-agarosa (carril 5). Dada las caracteristicas de la inmovilización por 

adsorción hidrofóbica, el derivado puede someterse directamente a la electroforesis, donde luego 

de Ia preparación de la muestra, Ia lipasa se desorbe del soporte. Esta estrategia permite una 

concentración de la proteIna ofrecida al gel. Ademãs se analizó el preparado enzimático 

sometido a dos tipos de purificación para constatar la presencia de otras proteInas: una 

consistente en una simple centrifugación de una solución del preparado enzimático (cam! 2); y 

la otra se realizó contactando una solución del preparado enzimático por con octil-agarosa y 

posterior desorción de la enzima adsorbida mediante incubación en un tensoactivo (carri! 4). 
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Esta técnica se basa en que solo las lipasas posen Ia capacidad de interactuar con superficies 

hidrofObicas como el octil-agarosa, por tanto tras la desorción del soporte solo se obtienen 

lipasas entre otras proteinas. 

En el carril 3 se aprecia una tercera banda airededor de los 45 kDa, mostrando la presencia de 

otras proteinas en el preparado comercial. El perfil electroforético del carril 2 es prácticamente 

igual al del carril 3, indicando que la centrifugacion no cainbia ci contenido proteico del 

preparado. Esta banda también está presente pero con mucho menor intensidad, en el carril 4, 

que corresponde a la soluciOn enzimática desorbida del soporte hidrofóbico. Esto implicarla que 

cierta fracción de las proteinas identificadas en ci carril 2 y 3 corresponde a algunas lipasas 

cercanas a un peso molecular de 45 kDa. En ci carril 5 Ia aparición de las dos bandas atribuidas a 

las dos isoformas de CCL mencionadas anteriormente, se intensifica por la 

adsorciOn/purificaciOn de la lipasa en el soporte hidrofóbico. 

Dado el efecto de dimerizaciOn reportado para las lipasas (Palomo ci al., 2003a), se determinO la 

concentración de proteIna para la cual se despliega el ináxiino potencial catalItico en términos de 

actividad especIfica, medida con p-NPB, tal como se muestra en la Figura 4.3. 
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Soluciôn de preparado enzimático g/L 

Figura 4.3. Actividad especIfica de Lipolyve CC a distintas concentraciones de solución del 
preparado enzim ático 

Se observa que hasta una concentración de 0,5 g de preparado IL, equivalente a 80 mg de 

protelna /L, se obtiene Ia maxima actividad de hidrOlisis (50 - 40 U/mg protelna). Al aumentar Ia 

concentraciOn de proteina, la actividad especifica disminuye drásticamente. evidenciando Ia 

posible formación de dimeros de la lipasa. 
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4.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE REACCION 

ENZLMATICA DE HIDROLISIS DE ACEITE DE PESCADO 

Previo a la determinación de las condiciones óptimas para la reacción de hidrólisis de aceite de 

pescado utiizando CCL, se realizó un estudio prelimmar de las condiciones de operación a 

optimizar. En la Tabla 4.3 se presentan los ensayos realizados a distintas temperaturas y 

concentraciones de enzinia. 

Tabla 4.3. Condiciones prelirninares evaluadas para la hidrólisis de aceite de pescado 

Ensayo Tern peratura (°C) 
Concentración de 
Enzirna (U/g AP) 

1 25 70 
II 35 0,7 
III 35 3,5 
IV 35 35 
V 35 70 
VI 35 350 
VII 37 35 
VIII 37 350 
IX 50 35 
X 50 350 

AP: aceite de pescado 

En los ensayos se evaluó el porcentaje de hidrólisis de aceite de pescado y la concentración de 

EPA+DHA en glicéridos, cuyos resultados se muestran en Ia Figura 4.4. 

Los datos experimentales obtenidos del porcentaje de hidrólisis fueron correlacionados con el 

modelo de M-M (Ecuación 3.3) como se muestra en la Figura 4.4a. Se observa que los ensayos I, 

V, VI, VIII y X, que corresponden a los ensayos con mayor concentración de lipasa (70 y 350 

U/g AP), presentarl prácticamente el mismo perfil de hidrólisis, indicando que a 70 U/g AP es 

Ilmite superior para la concentración de lipasa con la cual se obtiene la maxima velocidad de 

hidrólisis. 

En la Figura 4.4b se aprecia que la mayor concentración de EPA+DHA en gliceridos se obtiene 

en el ensayo VII al finalizar la reacción; no obstante, en los ensayos VI y VIII, ambos con Ia 

mayor concentración de lipasa (350 UI g AP), el mayor porcentaje de EPA+DHA en glicéridos 

se obtiene en las primeras horas de reacción para luego disminuir a partir de las 24 horas de 

reacción. 

63 



50% 
b 

40% 
I 
9 
< 30% 

w 

20% 

.. S  e ..$::.::.................... 
L. 

. ........... 

S.......................  

60 

('apitulo 4 
Resultados v E)iscusión 

a 
100% 

75% 

60% 

25% 

0 10% 

0% 
0% 

0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 
flempo (h) Tiempo (h) 

I a • V • VI • VII VIII • IX X 

Figura 4.4. Ensayos preliminares de hidrólisis de aceite de pescado, a) hidrólisis del aceite, 
b) EPA+DHA en forma de glicéridos en el aceite hid rolizado 

La velocidad de hidrólisis de aceite de pescado de cada ensayo se presenta en la Tabla 4.4. 

Tabla 4.4. Velocidades de hidrólisis de aceite de pescado obtenidas en ensayos preliminares 

Velocidad de hid rólisis Ensayo 
(%H de AP/h) 

1 0,3 
II 0,9 
III 3,4 
IV 6,2 
V 6,0 
VI 5,6 
VII 3,8 
VIII 6,3 
IX 1,6 
X 6,1 

%H: porcentaje de hidrólisis, AP: aceite de pescado, h: horn 

Se observa que para los ensayos II, III y IV realizados a 35°C la velocidad de hidrólisis aumenta 
a medida que se aumenta la concentración de enzima, no obstante este aumento no es en igual 

proporción al aumento de la concentración de biocatalizador; por ejemplo en el ensayo III (3,5 
U/g AP) se tiene una velocidad de hidrólisis de 3,4 %H/h y al aumentar diez veces la carga 

enzimática en el ensayo IV (35 U/g AP) se logra tan solo 6,2 %H/h y no 34 %H/h como se 

hubiera esperado. Más aun, en los ensayos V y VI, también realizados a 35°C, en los cuales se 
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utilizan las mayores concentraciones de lipasa, la velocidad de hidrólisis tiende a disminuir. 

Estos resultados podrIan ser atribuidos a varios factores no necesariarnente excluyentes; como la 

dimerización de las lipasas en soluciones concentradas y a los fenómenos de restricciones 

difusionales externas del sustrato que se pueden generar en sistemas de reacción bifásicos como 

el del presente estudio. 

Otro efecto interesante observado es el de la temperatura de reacción. En los ensayos IV, VII y 

IX realizados a ima misma concentración de enzima, se obtiene que al aumentar Ia temperatura 

de reacción de 35 a 50°C, la velocidad de hidrólisis disminuye, evidenciando claramente algñn 

tipo de inactivaciôn térmica. 

A partir de estos resultados prelimmares se realizó una experimentación bajo un disefio factorial, 

tal como se describe en la seccion 3.2.3, para estudiar los efectos de la temperatura, 

concentración de enzima, pH y relación fase acuosa (W) fase lipidica (0) sobre el porcentaje de 

hidrólisis de aceite de pescado y la concentración de EPA+DHA en glicéridos, correspondientes 

a las respuestas a maximizar. En el Anew 6 se presentan los ANOVA realizados con un nivel de 

significancia de a =  0,05, para los tres tiempos de reacción evaluados. 

En la Tabla 4.5 se presentan los valores de los niveles de los efectos al maximizar las funciones 

de respuesta para la hidrólisis de aceite de pescado 

Tabla 45. Valores de los niveles de las distintas variables del diseño factorial al maximizar 
las funciones de respuesta para la hidrólisis de aceite de pescado 

Tiempo de . efecto (variable) 
valor at maximizar la 

.. 

. 

nivel 
valor del 

reaccion funcion de respuesta nivel 
pH(xl) -1 bajo 6,5 

35h W/O (x2) -I bajo 1.1 
[E] (0) 1 alto 0,5 
T(x4) ns - - 

pH(xl) ns - - 

7h W/O (x2) -1 bajo 1:1 
[E] (0) I alto 0,5 
T(x4) ns - - 

pH(xl) ns - - 

22h 
W/O (x2) -1 bajo 1:1 
[E] (x3) 1 alto 0,5 
I (x4) I alto 37 

W: fase acuosa, 0: fase lipidica, IEI: concentración de enzima en términos de actividad, T: temperatura, ns: no 
significativo 
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En la Tabla 4.6 se presentan los valores de los niveles de los efectos al maximizar las funciones 

de respuesta para la concenhración de EPA+DHA en forma de glicéridos 

Tabla 4.6. Valores de los niveles de las distintas variables del diseño factorial al maximizar 
las funciones de respuesta para la concentración de EPA+DHA en forma de glicéridos 

Tiempo de . valor a! maximizar la efecto (variable) ., 

. 

nivel 
valor de! 

reaccion funcion de respuesta nivel 
pH(xl) ns - - 

3,5 h W/O (x2) -1 bajo 1.1 
[E] (0) I alto 0,5 
T(x4) -1 bajo 25 

pH(xl) ns - - 

7h W/O (x2) -1 bajo 1:1 
[E} (0) I alto 0,5 
T(x4) ns - - 

pH(xl) ns - - 

22 h W/O (x2) -1 bajo 1:1 
[E] (0) I alto 0,5 
T(x4) ns - - 

W: fase acuosa, 0: fase lipIdica, lEl: concentración de enzima en términos de actividad, T: temperatura, ns: no 
significativo 

Segtn se aprecia para ambas respuestas de interés y a todos los tiempos evaluados, ci valor 

óptimo para !a concentración de enzima corresponde a 35 U/g AP; asI mismo el valor óptimo 

para la razón W/O es de 1:1. 

Con respecto al pH, variable que no resultó significativa en todos los tiempos evaluados; y que 

solo tuvo incidencia a las 3,5 horas on la respuesta de hidrólisis, se optO por utilizar el promedio 

de ambos niveles (pH 7). 

Finalmente, la temperatura escogida fue 37°C, temperatura correspondiente al nivel alto que 

mostró mcidencia a las 22 h de reacción en la respuesta de hidrólisus. Este valor de temperatura 

coincide con lo obtenido por Wanasundara y Shahidi (I 998b) en la optimizaciOn de hidrOlisis de 

aceite de foca realizada con la misma lipasa. Pese a que en Ia respuesta de concentraciOn de 

EPA+DHA en glicéndos, se obtuvo una significancia para este parãmetro al tiempo inicial de La 

reacción (25°C); no se consideró dicho efecto ya a esa temperatura de reacción evaluada en los 

experimentos preliminares, se obtuvo la más baja velocidad de hidrólisis y un porcentaje de 

concentraciOn de EPA+DHA en glicéridos menor al 30%. 
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4.3. DIFERENTES TIPOS DE INMOVILIZACION 1W CCL APLICADOS A LA 

HIDROLISIS DE ACEITE DE PESCADO 

4.3.1. Cinética de inmovilización de los diferentes derivados de CCL 

Los diferentes derivados de CCL se obtuvieron mediante diversos protocolos de acuerdo al 

principio de inmovilización aplicado. Las cinéticas de inmovilización se resumen en el Anexo 8. 

A modo de ejemplo, en la Figura 4.5 se muestran ]as cinéticas de inmovilización de CCL en los 

soportes hidrofóbicos octil-agarosa y octadecil-sepabeads y en los soportes iónicos MANAE-

agarosa y Q-sepharose en presencia de lauril-sucrosa. 

a b 
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Figura 4.5. Cinéticas de inmovilización de CCL, a) octil-agarosa, b) MANAE-agarosa, c) 
octadecil-sepabeads, d) Q-sepharose con lauril sucrosa en el medio de inmovilización 
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En la Figura 4.5a, se aprecia que Ia inmoviiización de la enzima en octil-agarosa presenta ci 

tIpico perfil de inmovilización de lipasas dónde se evidencia el fenómeno de hiperactivaciOn 

dado por el desplazamiento de la zona hidrofóbica de su estructura terciaria que cubre el sitio 

activo hacia ci soporte, dando paso a su conformación activa. En los otros soportes hidrofóbicos 

evaluados, butil-sepabeads, lewatit y celita, este efecto no es tan marcado debido a que éstos 

poseen una superficie con menor hidrofobicidad en comparación a octil-agarosa. 

Por el contrario, en Ia inmovilización de CCL en octadecil-sepaheads (Figura 4.5c), el soporte 

más hidrofóbico estudiado, la actividad de la enzima se ye notoriamente comprometida, 

observándose una rápida inactivación. La razón de este fenómeno puede explicarse segi:in lo que 

ha sido reportado por otros autores al imnovilizar I ipasas en algunos soportes hidrofóbicos 

dónde se atribuye este comportamiento a una excesiva similitud y concordancia entre la 

geometrIa del soporte y ci punto de union con la enzima, lo que impedirla el acceso de los 

sustratos (Mateo et al., 2007). 

En la Figura 4.5b se muestra la cinética de inmovilización de CCL en ci soporte iOnico 

MANAE-agarosa. Como era de esperarse con todos los soportes iónicos estudiados, MANAE-

agarosa, CM-agarosa, glioxil-agarosa-PEI y agarosa-DxSO4, no se produce el fenómeno de 

hiperactivación interfacial de la lipasa. La inmovilización en este tipo de soportes, que se real iza 

por adsorción por intercarnbio iónico de grupos de Ia superficie de Ia enzima con grupos iónicos 

de una matriz funcionalizada, deja al equiiibrio del medio de reacción la apertura de la tapadera 

hacia su conformación más activa; o bien en el caso más desfavorabie, puede provocar una 

inmoviiización orientada al sitio activo de la proteIna impidiendo ci acceso de los sustratos. Esto 

podria explicar ci hecho de que en los derivados CM-CCL y Gx-PEI-CCL la actividad medida 

en la suspension es menor a la que presenta ci blanco de inmovilizaciOn. Los derivados iónicos 

de tipo catiOnico (CM-CCL y A-DxSO4-CCL) presentan una alta actividad en el sobrenadante, 

indicando que una fracciOn no despreciable de Ia Iipasa no se adsorbe al soporte (Anexo 8), 

descartándose esta estrategia de inmovilización como una alternativa efectiva. Por ci contrario, 

con los derivados iónicos de tipo aniOnico (Q-sepharose, MANAE-agarosa, glioxil-agarosa-PE!) 

se observa que al finalizar la inmovilizaciOn la actividad del sobrenadante es muy baja, 

indicando que la proteIna ha sido adsorbida por el soporte (Anexo 8). Más aim, se puede inferir 

que la orientaciOn de la enzima adsorbida en Q-sepharose y MANAE-agarosa no afecta su 

actividad puesto que se tiene un porcentaje de actividad igual al bianco de inmovilizaciOn, a 

diferencia de lo ocurrido con Gx-PEI-CCL. 
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En la Figura 4.5d se muestra la cinética de inmovilización de CCL en Q-sepharose en presencia 

de lauril-sucrosa, en la cual se comprueba que el cambio de hidrofobicidad del medio de 

inmovilización, dada por la presencia de dicho ester de ácido graso de cadena corta, influye en la 

cinética de adsorción a! soporte. Como se aprecia, ci perfil de inmovilización se asemeja más a 

la adsorción sobre un soporte hidrofóbico, donde el fenómeno de hiperactivación de la lipasa 

provoca que Ia actividad de la suspension sea mayor que la del bianco de inmovilizaciOn. 

4.3.2. Actividad especIfica y rendimientos de inmovilización de derivados de CCL 

Los rendimientos de inmoviiizaciOn de CCL mediante los diferentes protocolos y la actividad 

especIfica de hidrOlisis de p-NPB de los derivados formados se muestran en la Tabla 4.7. 

Tabla 4.7. Rendimientos de inmovilización y actividad especIfica de los derivados de CCL 

Derivado RI Actividad especIfica (p-NPB) 
% U/g derivado 

O-CCL 97,7 104,5 
Q-CCL + LS 99,5 94,2 
M-CCL + LS 94,6 51,6 
CNBr-CCL 62,7 47,8 
O-CCL-NH2-DxCHO 93,8 47,6 
Q-CCL 97,3 45,6 
Gx-CCL 33,6 45,3 
Gx-PEI-CCL 86,6 44,1 
O-CCL-NH2-DxSO4 93,8 40,4 
M-CCL 98,7 40,3 
L-CCL 9018 21,2 
C-CCL 43,8 17,0 
A-DxSO4-CCL 56,8 7,6 
B-CCL 45,2 5,6 
OD-CCL 89,8 3,9 
CM-CCL 25,2 4,7 

RI: rendimiento de inmovilización 

La mayor expresión de actividad enzimática por gramo de derivado se obtiene con O-CCL cuya 

uniOn se realiza mediante interacciones hidrofóbicas, Jo que promueve la forma abierta y más 

activa de la estructura de la enzima; efecto que ha sido reportado anteriormente con otras lipasas 

(Fernández-Lafuente el al., 1998, Volpato ci al., 2009). Esto no ocurre con aquellos derivados 

uriidos covalentemente (CNBr-CCL y Gx-CCL), donde la apertura de la tapadera queda 

sometida al equiiibrio de sus configuraciones abierta o cerrada frente a una interfase hidrofóbica 
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en el medio de reacción. También se podria inferir que la orientación que adquirió la proteina al 

rnmoviiizarse no fue la adecuada en términos de expresiOn de su actividad, pudiéndose haber 

bloqueado en alguna medida ci sitio activo. Además, en el caso especifico de la inmovilización 

multipuntual (Gx-CCL) ci mayor niimero de uniones enzima soporte podria provocar una 

rigidizacion de la estructura de la lipasa en desmedro de su conformación activa. En los 

derivados entrecruzados (0-CCL-NH2-DxSO4 y O-CCL-NH2-DxCHO) se obtuvo una 

expresión de actividad especIfica menor a su contraparte sin entrecnizar (O-CCL), 

probablemente debido a que el recubrimiento del lecho polimérico sobre la enzima pudo 

provocar un efecto de rigidización de su estructura y una menor accesibilidad del sustrato. 

Los derivados con menor carga enzirnática y bajo rendimiento de inmovi!ización, coiTesponden 

a los inmovilizados en soportes ionicos de tipo catiónico (CM-agarosa y agarosa-DxSO4). Esto 

puede ser atribuido a que la superficie de la protelna está cargada mayoritariamente en forma 

negativa, lo que no propicia la inmoviiización por interacción catiónica. También se podria 

inferir que la orientación que adquirió la proteIna al inmovilizarse no fue Ia adecuada en 

términos de expresión de su actividad, pudiéndose haber bioqueado en alguna medida ci sitio 

activo. Sumado a lo anterior, especificamente al utilizar ci soporte agarosa-DxSO4, en ci cual la 

matriz de agarosa se encuentra recubierta con dextrano-sulfato, la inclusion de la enzima en ci 

lecho polimérico pudo provocar un cambio en su estructura en desmedro de su actividad. 

Cabe destacar que la carga enzimática lograda en ci derivado de Q-CCL, en el cual la enzima es 

inmovilizada al soporte mediante una interacción aniónica fuerte, es similar a la lograda en 

soportes hidrofóbicos entrecruzados (airededor de 45 U/g derivado); indicando por un lado, que 

Ia orientaciOn adquirida por la protelna al inmovilizarse es adecuada en ténninos de su actividad. 

Por otro ]ado, la fuerza de la union iónica no tendrIa incidencia, ya que la carga cnzimática el 

derivado Q-CCL es muy similar a la del derivado M-CCL cuya interacción iónica es débil. 

Sumado a esto, ci efecto de adicionar lauril sucrosa (LS) en ci medio de rcacciOn, con ci fin de 

propiciar la inmovihzación con una estructura abierta y reactiva de la lipasas, se evidencia 

ciaramcnte al lograrse ci doble de la actividad especIfica en ci derivado de Q-CCL + LS, si se 

compara con igual derivado pero inmovilizado en auscncia de LS. Un efecto similar pero no tan 

marcado se logra con ci derivado M-CCL. 

Finaimente, con los derivados de lcwatit, pese al alto rendimiento de inmoviiizaciOn, no se 

alcanzó una aita carga enzimática. Una posible razón para ello es que se produzca una muy 

fuerte y estrecha interacción hidrofóbica de Ia iipasa con el soporte que no da iugar a la 
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interacción con el sustrato, efecto similar a lo que sucede al inmovilizar lipasas en soportes muy 

hidrofóbicos como el octadecil-sepabeads. 

Segán los resultados, el estudio de la hidrólisis de aceite de pescado se realizó con los derivados 

cuya actividad especIfica fuera mayor a 20 UI g de derivado. La utilización de derivados con un 

valor de actividad especIfica menor implica que Ia masa requerida de dicho derivado para 

alcanzar las U netas de reacción, ocupara más del 20% del vol umen Litil de reacción. 

4.3.3. Hidrólisis enzimática de aceite de pescado con derivados de CCL 

La reacciOn de hidrólisis de cada derivado fue seguida como se muestra en las Figuras 4.6, 4.7 y 

4.8; agrupadas segün las caracteristicas de los soportes y método de inmovilizacion. El 

desempeflo de los diferentes derivados fue evaluado segin de porcentaje de hidrólisis obtenido, 

la velocidad inicial de hidrólisis alcanzada, asi como también por el indice de selectividad de 

hidrólisis de EPA+DIIA frente a los distintos ácidos grasos que componen los triacilglicéridos 

del aceite de pescado. 

En la Figura 4.6 se muestra la hidrólisis de las diferentes familias de ácidos grasos del aceite de 

pescado utilizando los derivados de CCL formados mediante adsorción hidrofóbica. Se aprecia 

que a! finalizar la reacción, los mayores porcentajes de hidrólisis, tanto de los ácidos grasos 

saturados como los monoinsaturados, se obtienen con O-CCL y O-CCL-NH2-DxSO4. 

Un efecto interesante de destacar es que la dinámica de reacción es diferente para cada familia 

de ácidos grasos. La dinámica de hidrólisis para los ácidos grasos saturados y para los 

monoinsaturados se asemeja a una curva de saturación, mientras que para los poliinsaturados el 

grado de hidrólisis aumenta proporcionalmente en el tiempo, evidenciando algán efecto de 

restricción catalitica. Este fenômeno ha sido reportado previamente con CCL en forma soluble 

(Tanaka et al., 1993) donde se propone que existe una menor velocidad de hidrólisis frente a 

triacilglicéridos que contienen DHA. También se ha reportado una resistencia a la hidrOlisis del 

enlace ester del DHA utilizando la lipasa de Candida rugosa para la hidrólisis de aceite de 

pescado en microemulsiones (Koike et al., 2007). 

Este comportamiento puede ser explicado por que la estructura molecular de los AGPICL tiene 

mas pliegues sobre Si misma, por las instauraciones tipo cis, provocando un iinpedimento 

estérico a la lipasa para Ilegar al enlace ester. 
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Figura 4.6. }lidrólisis de ácidos grasos de aceite de pescado con derivados hid rofóbicos de 
CCL, a) O-CCL, b) O-CCL-NH2-DxSO4, c) O-CCL-N112-DxCHO, d) L-CCL. Condiciones 

de reacción: 37°C, pH 7,35 UIg AP, razón W/O 1:1, W: solución 40% PEG en tam pón 
fosfato sódico 200 mM, 0: solución 1:4 AP/hexano 

A diferencia de Jo que ocurre con los derivados O-CCL y O-CCL-NH2-DxSO4, con el derivado 

L-CCL no se observa una diferenciaciOn tan inarcada en la dináinica de hidrólisis para cada 

familia de ácidos grasos, indicando que la interacciOn iónica de Ia lipasa con este el tipo de 

soporte estaria modulando su selectividad. 

En otro aspecto, aparentemente la capa de poilmero de dextrano sulfato del derivado O-CCL-

NI-12-DxSO4, no provoca a1gitn efecto de adverso como disminuir la accesibilidad de Ia 

molécula a hidrolizar al sitio catalitico o el impedimento de la apertura del lid. Por el contrario, 
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la union covalente del poilmero de dextrano aldehido a la superficie de la lipasa en el derivado 

O-CCL-NH2-DxCHO, le otorgarla mayor rigidez, haciéndolo menos reactivo. 

En la Figura 4.7 se muestra la hidrólisis de las diferentes famiias de ácidos grasos del aceite de 

pescado mediante los derivados de CCL formados por union covalente. Se aprecia claramente 

que la hidrólisis con CNBr-CCL y Gx-CCL no se ye propiciada, siendo ésta bastante menor en 

comparación a la lograda con los derivados inmoviiizados mediante adsorción hidrofóbica. 
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Fgura 4.7. Hidróllsis de ácidos grasos de aceite de pescado con derivados covalentes de 
CCL, a) CNBr-CCL, b) Gx-CCL. Condiciones de reacciOn: 37°C, pH 7, 35 U/g AP, razón 

W/O 1:1, W: soiución 40% PEG en tampon fosfato sódico 200 mM, 0: soluciOn 1:4 
AP/hexano 

El menor grado de hidrOlisis se obtiene con Gx-CCL, lo que puede ser atribuido al efecto de 

rigidización de la estructura de la lipasa, que lirnitarla su activación interfacial. Este fenómeno, 

que explica su mayor estabilidad térmica (sección 4.4), es una desventaja en términos de 

eficiencia de reacción. Tanipoco se evidencia una marcada diferenciación de las dinámicas de 

hidrólisis entre las familias de ácidos grasos, pero dado el bajo grado de hidrólisis, no se puede 

aseverar si este efecto es debido a una modulación de su selectividad por el tipo de 

inmovilización. Si es interesante comparar, que con CNBr-CCL, pese a que ci porcentaje de 

hidróiisis alcanzado es bajo, sI se observa una diferencia en la hidrólisis en desmedro de los 

ácidos grasos poliinsaturados, asemejándose a lo ocurrido con CCL en forma soluble e 

inmovilizada por adsorción hidrofóbica. En este caso, la union covalente unipuntual no tendria 

algin efecto tan evidente sobre La selectividad de la lipasa. 
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En Ia Figura 4.8 se muestra Ia hidrólisis de las diferentes familias de ácidos grasos del aceite de 

pescado mediante los derivados de CCL formados par adsorción iónica. 
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Figura 4.8. llidrólisis de ácidos grasos de aceite de pescado con derivados iónicos de CCL, 
a) Q-CCL, b) Q-CCL + LS, c) M-CCL, d) M-CCL + LS, e) Gx-PEI-CCL. Condiciones de 
reacción: 37°C, pH 7,35 U/g AP, razón W/O 1:1, W: solución 40% PEG en tampon TRIS 

100 mM, 0: solución 1:4AP/hexano 
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Los derivados ionicos presentaron altos niveles de hidróiisis para las distintas familias de ácidos 

grasos, similar al grado de hidrólisis obtenido con los derivados hidrofóbicos. Es importante 

destacar el mayor grado de hidrólisis de ácidos grasos poliinsaturados obtenido con estos 

derivados, en comparación con las reacciones catalizadas por los derivados hidrofóbicos, 

covalentes e inclusive utilizando la enzima soluble. La no selectividad de hidrólisis de los 

derivados iónicos, indica que su utilización no serla adecuada para lograr el objetivo de la tesis. 

En Ia Tahia 4.8 se presentan las velocidades especificas de hidróiisis de las diferentes familias de 

ácidos grasos de aceite de pescado y ci Indice de selectividad de hidrólisis de EPA+DHA, 

obtenidos con los diferentes derivados de CCL. 

Tabla 4.8. Velocidad especIfica de hidrólisis de ácidos grasos de aceite de pescado e Indice 
de selectividad de hidrólisis de EPA+DHA mediante diferentes derivados de CCL 

Velocidad especIfica de hid rólisis 
Derivado (% H AG/h*g  de derivado) IS 

Satu rados Monoinsatu rados Poliinsatu rados 
O-CCL 20,4 16,4 - 7,6 2,7 
O-CCL-NH2-DxSO4 13,5 11,6 5,0 2,6 
O-CCL-NH2-DxCHO 2,5 2,9 1,3 2,4 
L-CCL 10,6 11,3 9,7 1,0 
Q-CCL 1819 19,8 14,9 1,1 
Q-CCL + LS 43,1 44,8 37,3 1,1 
M-CCL 18,5 18,8 15,8 1,0 
M-CCL + LS 25,4 26,5 22,2 1,1 
Gx-PEI-CCL 19,8 20,6 17,4 1,0 
CNBr-CCL 4,4 4,3 1,1 2,2 
Gx-CCL 1,7 1,2 0,8 2,1 

% H: porcentaje de hidrölisis, AG: ácido graso, h: hora, IS: indice de selectividad 

Los derivados que presentaron un IS mayor a 2, que indica que la velocidad de hidrólisis de 

ácidos grasos del aceite de pescado (exceptuando EPA+DHA) fue el doble que la velocidad de 

hidrólisis de EPA+DHA; se consideraron interesantes de evaluar en aspectos como la estabilidad 

térmica y operacional, y por tanto fueron incluidos en los análisis de los dichos parámetros, 

detallados en los siguientes capItulos. El mayor Indice de selectividad se obtuvo con O-CCL, 

indicando que este derivado serIa ci más adecuado para concentrar AGPICL-o3 en forma de 

glicéridos, bajo las condiciones de reacción estudiadas. El resto de los derivados no resultaron de 

interés para posterior análisis ya que con elios se obtuvo IS con valores en torno a I, indicando 

que Ia velocidad de hidrólisis de EPA+DHA es igual a la de ci resto de los ácidos grasos. 
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4.4. ESTABILIDAD TERMICA DE CCL Y SUS DIFERENTES DERIVADOS 

Los datos experimentales obtenidos en el estudio de la estabilidad térmica de CCL y sus 

derivados fueron correlacionados con los mecanismos de inactivaciOn propuestos por Henley y 

Sadana (1985). La Tabla 4.9 muestra los parámetros cinéticos de inactivación obtenidos en la 

correlación y que describen la estabilidad térmica de la lipasa. 

Tabla 4.9. Parámetros cinétkos de inactivación de CCL y sus diferentes derivados 

Biocatalizador Parámetro Tern peratura 
30°C 50°C 60°C 

k1  (h 1) 0,064 1,094 1,757 nm 

CCL k2  (h1) 0,003 0,016 0,029 urn 
a 0,540 0,449 0,125 nm 

T 1/2 (h) 52,1 2,0 0,5  nin 

k1  (h) na - 0,516 0,567 0,414 
k2  (ha) na 0,001 0,005 0,092 

O-CCL a na 0,872 0,758 0,250 
T 1/2 (h) > 90% AR a 150 h 559,0 90,2 2,5 

FE - 275 187 - 

k1  (h) na 0,001 0.002 0,363  
O-CCL-NH2-DxSO4 T 1/2 (h) > 90% AR a 150 h 693,1 346,6 1,9 

FE - 341 720 - 

k1  (ha) na 0,005 0,027 0,726 
O-CCL-NH2-DxCHO b na 0,480 0,470 0,050 

TI/2(h) >90%ARa150h 651,6 106,4 1,0 
FE 

- - 321 221 - 

k1  (h') na 0,894 2,046 0,357 
k2 (h') na 0,001 0,009 0,085  

CNBr-CCL a na 0,907 0,709 0,200 
T 1/2 (h) > 90% AR a 150 h 596,7 39,3 2,6 

FE - 294 82 - - - 

k1  (ha) na 0,004 0,006 0,215 
Gx-CCL b na 0,490 0,480 0,086 

T 1/2 (h) > 90% AR a 150 h 983,0 543,0 3,7 
FE - 484 1128 - 

na: no ajusta a mecanismo de inactivación, nm: no medido, AR: actividad residual, FE: factor de 
estabilización, k1: constante de inactivación térmica de la primera etapa, k,: constante de inactivación t&mica 

de la segunda etapa, T112: tiempo de vida media, a: fracción de actividad residual del estado conformacional 
intermedio de Ia enzima, b: fracción de actividad residual del estado conformacional final de la enzima 

Gentile et al., (1997) demostraron que para preparados enzimáticos comercializados en formato 

sólido (polvo) de CCL, la inactivación térmica que los afecta responde a dos fenómenos: 
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deshidratación y desdoblamiento. Por tanto, en medios acuosos el fenOmeno de inactivación 
preponderante serIa ci desdoblarniento de la estructura terciaria de la proteIna. 

La Figura 4.9 muestra la estabilidad térmica de CCL y sus derivados a distintos tiempos de 
incubación, para las temperaturas evaluadas. 

100% 

75% Iz 

50% 

25% 

not - 
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 

DCCL 

Tiempo (h) Tempo (h) 

•O-CCL oO-CCL-NH2-DxSO4 •O-CCL-NH2-DxCHO zCNBr-CCL AGX-CCL 

Figura 4.9. Estabilidad térmica de CCL y sus derivados, a) 30°C, b) 40°C, c) 50°C, d) 60°C 

Como primer aspecto a destacar es que a 30°C y 40°C la enzima en forma soluble es afectada 
fuertemente por Ia inactivación térmica en comparación con la enzima inmovilizada en 
cualquiera de sus formas. 
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A medida que aumenta la temperatura a evaluar, se observa una diferenciación en la estabilidad 

de los diferentes biocatalizadores. Por ejemplo a 50°C, se aprecia corno CNBr-CCL presenta una 

mayor inactivación en comparación a los otros derivados. Esto puede ser debido a que la 

mmovilizaciOn en CNBr es a través de un solo grupo reactivo de la enzima, por to que la 

estructura de la enzima no sufrirIa una mayor rigidización de su estructura permaneciendo 

similar a su forma sin inmovilizar. No obstante, la estabilización de la lipasa no es despreciable 

al considerar los factores de estabilización respecto a la enzima soluble. Un aspecto interesante 

es que el derivado O-CCL presenta mayor estabilidad que el derivado de CCL-CNBr, indicando 

que La inmovilización a través de la superficie hidrofóbica de Ia lipasa le confiere mayor 

estabilidad que la inmovilización unipuntual. 

El aumento de la estabilidad asociada a una rigidización que previene estados de desdoblamiento 

de la estructura de la lipasa (lyer y Ananthanarayan, 2008), se evidencia en la menor 

inactivación del derivado covalente Gx-CCL, el cual se presenta en esta evaluación como el más 

termoestable segin los factores de estabilización y valores de los tiempos de vida media para 

todas ]as temperaturas evaluadas. 

La estabilidad se los derivados entrecruzados (0-CCL-NH2-DxSO4 y O-CCL-NH2.-DxCHO) 

aumenta si se compara con O-CCL, su contraparte sin entrecruzar; lo que claramente puede ser 

atribuido a la protección que brinda el polimetro a la estructura de la enzima. Sin embargo, se 

hubiese esperado que el derivado O-CCL-NH2-DxCHO, presentara mayor estabilidad que 0-

CCL-NH2-DxSO4, dado que en el cual el polimero de dextrano aldehIdo se encuentra unido 
covalenteniente a O-CCL y por tanto le entregaria mayor rigidez y con ello mayor estabilidad a 
la lipasa. Por el contrario O-CCL-N112-DxSO4 presenta mayor estabilidad térmica, siendo una 

posible razón Ia estabilización dada por el microentorno más hidrofóbico que confiere este lecho 

polimérico a Ia enzima, fenómeno también observado por Fuentes el al., (2004). 

Cabe destacar que a 60°C todos los derivados se yen afectados fuertemente por la inactivación 

térmica, presentando en todos los casos a las 24 horas de incubación menos de un 20% de 

actividad residual. 
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4.5. ESTABILIDAD DE CCL V SUS DERIVADOS EN SOLVENTES Y CO-

SOLVENTES 

La Figura 410 muestra la actividad residual de CCL y sus derivados a distintos tiempos de 

incubación en los solventes evaluados. 
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Figura 4.10. Estabilidad de CCL y sus derivados en solventes, a) ciclohexano, b) hexano 

En la Figura 4.1 0a se observa que O-CCL y O-CCL-NH2-DxSO4 se activan considerablemente 

con respecto a su actividad inicial, a ser incubados en ciclohexano. Precisamente en estos 

derivados cuya union at soporte es a través de interacciones hidrofObicas, la presencia del 

solvente en ci medic, podria ser responsable de cambios conformacionales que incrementan la 

activaciOn interfacial de las enzimas lipolIticas. Pese a que el derivado O-CCL-NH2-DxCHO la 

lipasa también está unida a la agarosa mediante interacciones hidrofóbicas, probablemente la 

uniOn covalente del poilinero de dextrano aldehido a la superficie de la enzima le otorga mayor 

rigidez haciéndolo menos susceptible at efecto de activación por ci solvente. 

El derivado de CNBr-CCL, formado por union covalente a través de solo un grupo reactivo de Ia 

lipasa y que por ende se asume que su estructura no se modifica en gran medida; también sufre 

una activaciOn aunque leve en cornparaciOn a los derivados hidrofóbicos. El cambio de 

hidrofobicidad del medio por la presencia del solvente, pudo desplazar el equilibrio hacia la 

configuración abierta del lid provocando este efecto. 
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El mismo fenómeno se podria haber observado con la lipasa libre, sin embargo este solvente 

presenta un efecto de inactivación sobre la enzima que se hace evidente al no tener ésta la 

protección que le bnnda la inmovilización. 

Contrario al fenómeno de activación de los derivados de CCL mencionados antenormente, con 

el derivado Gx-CCL se observa un leve decaimiento en su actividad residual. El hecho de que 

este derivado formado por uniOn covalente no se active como los otros derivados, se puede 

atribuir al efecto de rigidizaciOn de Ia estructura que adquiere con este tipo de union; y la 

disminución en su actividad residual es la correspondiente segOn su estabilidad ténnica, obtenida 

por incubación a la temperatura del ensayo. 

El comportamiento de activaciOn de los derivados en hexano, mostrado en la Figura 4.10b, es 

totalmente analogo a lo descrito para lo ocumdo en ciclohexano, con la diferencia que los 

porcentajes de activaciOn son mayor en todos los derivados, incluso en los derivados Gx-CCL y 

O-CCL-NH2-DxCHO. Abdul Rahman ci al., (2005), en estudios realizados con la lipasa de 

Candida rugosa adsorbida en partIculas de kaolin, mostraron que ci derivado no se ye activado 

al incubarse en hexano, y más aun, presenta un decaimiento continuo de su actividad. Lo 

reportado por estos investigadores es totalmente opuesto a lo obtenido en este estudio, indicando 

que el tipo de inmovilización modula también la interacción del solvente con la lipasa. 

En la Figura 4.11 se presenta el estudio de La mfluencia de co-solventes sobre la actividad de 

CCL y sus derivados. La incubaciOn en una solución 50% v/v propanol, produce una fuerte 

inactivación tanto en la enzima libre como inmovilizada (Figura 4.11 a). Al contrario, utilizando 

una solución de 70% v/v de etilenglicol se produce una activación de los derivados O-CCL y 0-

CCL-NH2-DxSO4 (Figura 4. 1 1 b). Igual fenOmeno se obtuvo con Ia incubaciOn en una soluciOn 

de 40% v/v de PEG (Figura 4.1 Ic), evidenciando que la presencia del co-solvente también 

propicia ci cambio conformacional de hiperactivación de la lipasa, mencionado anteriormente. 

A diferencia de lo ocurrido con los solventes evaluados (ciclohexano y hexano), y también de lo 

observado con propanol, la enzima en fonna soluble no se inactiva con etilenghcol ni con PEG, 

dónde ci decaimiento de su actividad es conforme a la inactivación térmica que su.fre la lipasa a 

Ia temperatura de incubación. La estabilidad de CCL en PEG fue analizada por Otero ci al., 

(2005), donde se evidenció que ci efecto de activación del co-solvente afectaba solo a algunas 

isoformas de la enzirna. En concordancia con aquello, ci preparado de CCL soluble analizado en 

este estudio, no presentó activación tras la incubación en las condiciones descritas. 
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Debido a que los medios de incubación con co-solventes fueron preparados de modo de tener la 

misma constante dieléctrica en las soluciones, ci efecto de activación de los derivados O-CCL y 

O-CCL-NH2-DxSO4 no estarIa dado solamente por la polaridad del medio, si no que podria 

atribuirse a la interacción especifica de la molécula del co-solvente con el bolsillo hidrofóbico de 
la enzima y su centro activo (o su entorno). La diferencia en el perfil de activaciOn entre 

etilenglicol y PEG, sugiere además que Ia molécula polimérica de PEG interacciona con los 

derivados de manera distinta que la molécula monomérica de etilenglicol. 
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Figura 4.11. Estabilidad de CCL y sus derivados en co-solventes, a) propanol, b) 
etilenglicol, c) polietilenglicol 

Segn los resultados se determinô que el medio de reacción para la hidróiisis enzimática de 
aceite de pescado se compondria en la fase lipIdica por hexano, en proporción 1:4 de 

sustrato/hexano, y por una solución 401/o v/v de PEG en tampon fosfato pH 7 en la fase acuosa. 
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4.6. ESTABILIDAD OPERACIONAL DE LOS DERIVADOS DE CCL 

En la Figura 4.12 se muestra los resultados de la hidrólisis de aceite de pescado con los 

derivados de CCL en tres lotes de reacción sucesivos. 
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Figura 4.12. Hidrólisis de aceite de pescado con los derivados de CCL y EPA +DHA en 
forma de glicéridos en el aceite hidrolizado, a) yb) Lote 1, c) y d) Lote2, e) y 1) Lote3. 

Condiciones de reacción: 37°C, pH 7,35 U/g AP, razón W/O 1:1, W: solución 40% PEG en 
tam pón fosfato sódico 200 mM, 0: solución 1:4 AP/hexano 
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En los ties lotes sucesivos de reacción se obtuvo un bajo porcentaje de hidrólisis con los 
derivados covalentes, indicando que este tipo de inrnovilización no resuita propicia para el 
sistema de reacción. Al contrario, los mayores porcentajes de hidrólisis se lograron con los 
derivados hidrofóbicos de CCL. 

En ci primer lote de reacción (Figura 4.12a), los derivados O-CCL y O-CCL-NH2-DxSO4 son 
los que presentan mayor porcentaje de hidrólisis de aceite de pescado. Aparentemente la capa de 
dextrano sulfato del derivado O-CCL-NH2-DxSO4, no provoca algün efecto adverso como 
dismmuir la accesibilidad de la molécula a hidrolizar al sitio catailtico, dado que presenta igual 
actividad de hidrólisis que O-CCL. El menor porcentaje de hidrólisis del derivado O-CCL-NH2-
DxCHO, en comparación a O-CCL y O-CCL-NH2-DxSO4 puede deberse a que en éste ci 
polimero de dextrano se encuentra unido covalentemente (a diferencia de la union iónica del 
polimero de dextrano suifato) a Ia lipasa, rigidizandola y mermando su potencial catalitico. 

En ci segundo y tercer lote de reacciOn (Figura 4.12 c y e) ci rendimiento de hidrólisis se ye 
notablemente disminuido, no obstante los derivados entrecruzados son los que logran un mayor 
porcentaje de hidrOlisis. La acción protectora de la maila de polImeros funcionales podrIa 
explicar dos acciones concordantes a estos resultados: por una parte, ci entrecru.zamiento con 
poilmeros evitarIa Ia desorción de la enzima tal como se demuestra con los resultados expuestos 
en la Tabla 4. 10, donde efectivamente el porcentaje de desorciOn es menor para los derivados 
entrecruzados comparado con ci derivado O-CCL. 

Tabla 4.10. Porcentaje de desorción de CCL del derivado después de cada lote de reacción 

Derivado Porcentaje de desorción de CCL del derivado 
Lote I Lote 2 Lote 3 

O-CCL 37% 68% 97% 
O-CCL-NH2-DxSO4 2,9% 4,1% 6120/'o 
O-CCL-NH2-DxCHO 2,6% 3,4% 5,6% 

CNBr-CCL 2,0% 2,6% 5,0% 
Gx-CCL 2,0% 2,5% 4,6% 

Por otra parte, la rigidización de la proteina dada por su union multipuntual al polimero, 
previene estados de desdoblainiento de su estructura (Iyer y Ananthanarayan, 2008), lo que 
conlieva at aumento de su estabilidad. Sin embargo, la actividad residual de los derivados 
entrecruzados disminuye notablemente tras cada lote de reacción, como se aprecia en la Figura 
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4.13. Al respecto, cabe destacar que es el derivado O-CCL el que sufre una menor perdida de 

aetividad entre el lote 1 y el lote 2. 

Se aprecia además que la actividad residual de los derivados tras la hidrólisis en el medio con 

solvente y co-solvente es menor a Ia obtenida en la evaluación de estabilidad en dichos solventes 

en condiciones no reactivas. De este comportamiento se infiere que ci cambio conformacional 

que debe sufrir la lipasa para realizar la catálisis incide en el mantenimiento de su estabilidad 

como molécula activa. No obstante aquello, si se observa ci fenómeno de activación por solvente 

presentado anteriorniente en todos los derivados tras el primer lote de reacción (salvo CNBr-

CCL). 
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Figura 4.13. Actividad residual de los diferentes derivados de CCL al término de la 
hid rólisis de aceite de pescado. 

Un efecto interesante de analizar en ci primer lote de reacciOn, es la capacidad para concentrar 

EPA y DHA en forma de glicéridos, de los difcrcntes derivados de CCL (Figura 4.1 2b). Con ci 

derivado O-CCL, se logra un mayor porcentaje de EPA+DHA en forma de glicéridos en ci 

producto final de hidrólisis. Esto seria indicio de una moduiación de Ia selectividad de hidróiisis 

inicial frente a las distintas familias de ácidos grasos dada por el tipo de inmovilización. Una 

notable diferencia se presenta con el derivado de O-CCL-NH2-DxSO4 al caho de ]as 48 hrs. de 

reacción, con el cual se obtiene ci mas bajo porcentaje de EPA+DHA en glicéridos, mcluso 

menor al inicial. Este comportamiento puede atribuirse a que el poiImero de dextrano sulfato 

confiere un microentomo a La enzima con caracteristicas menos hidrofóbicas, lo que provocaria 
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una mayor afinidad del derivado con los glicéridos parcialmente hidrolizados (di-o 

rnonoacilglicéridos) más hidrofilicos. El efecto del microentomo de Ia enzima ha sido estudiado 

anteriormente, postulándose que incide tanto en su capacidad catailtica en términos de actividad 

(Lei et al., 2002) como en su especificidad (Chen el al., 2003; Palomo et al., 2004; Fernández-

Lorente et al., 2001 a). 

Las diferencias en los porcentajes de EPA+DHA en forma de glicéridos a lo largo de la reacción 

sugieren un patron de selectividad de hidrOlisis. Aparentemente en ]as primeras etapas de Ia 

reacciOn, en todos los derivados estudiados, la enzima hidroliza preferentemente triacilglicéridos 

compuestos con ácidos grasos saturados o monoinsaturados en sus tres posiciones, dejando 

inalterado el porcentaje de ácidos grasos Omega-3 presente en forma de glicéridos. 

Este fenómcno ha sido reportado previamente en estudios realizados con CCL en forma soluble 

(Tanaka et al., 1993); donde se propone que existe una menor velocidad de hidrólisis frente a 

triacilglicéridos que contienen DHA. A medida que transcurre la hidrOlisis se van escindiendo 

los enlaces ésteres de los triacilgiicéridos que si contienen ácidos grasos Omega-3, lo que 

produce el incremento de su porcentaje relativo formando glicéridos. Es asI como por ejemplo, 

cuando se alcanza airededor de un 75% de hidrOlisis con el derivado O-CCL-NH2-DxSO4 en ci 

lote 3 de reacciOn, se tiene alrededor de un 20% de EPA+DHA en forma de gliceridos; valor 

similar al obtenido en el lote 1 de reacción cuando se alcanza dicho porcentaje de hidrOlisis. Lo 

mismo ocurre con el porcentaje de EPA+DHA en forma de glicéridos obtenido en el tercer lote 

de reacción: éste es menor al 15% cuando se logra un 50% de hidrólisis; igual valor alcanzado 

en el lote I cuando se tiene 50% de hidrOlisis de aceite. 

Con respecto a la concentración de EPA+DHA en el aceite hidrolizado, tanto en ci segundo 

como en ci tercer lote de reacción, con ningán derivado se logra incrementar significativamente 

el porcentaje de estos Omega-3. 

Segün estos resultados, el derivado O-CCL resulta el más apropiado para la obtenciOn de 

AGPICL-o3 en forma de glicéridos. Sin embargo, se hace preciso entonces mejorar la 

estabilidad de este derivado para su uso en lotes sucesivos, debido a que en ci segundo y tercer 

lote de reacciOn no se logrO ci aumento del porcentaje de EPA+DHA en forma de glicéridos del 

aceite hidrolizado. 



Capiuio 4 
Resultados y Discusión 

4.7. COMPARACION DE SISTEMAS DE REACCIÔN ENZIMATICA PARA LA 

HIDROLISIS DE ACEITE DE PESCADO 

Se evaluó la influencia de la concentración de enzima y de la temperatura en la reacciôn de 

hidrólisis utilizando O-CCL con solventes y co-solventes en el medio de reacción (SR III), to 

cual fue comparado con Ia reacción con la enzima soluble (SR I) y con ci derivado O-CCL sin 

solventes ni co-solventes en el medio de reacción (SR II). 

En la Figura 4.14 se muestran los resultados de la hidrólisis con distintas concentración de 

enzima por cada gramo de aceite a hidrolizar, para cada sistema de reacción estudiado. Respecto 

a SR I se aprecia ciaramente que mientras mayor es la concentraciOn de enzima mayor es la 

velocidad de hidrólisis y también es mayor el porcentaje de hidrólisis alcanzado. Además el 

aumento de Ia velocidad de hidrólisis es proporcional a Ia concentración de enzima, efecto 

esperabie de un sistema de reacción enzimática en condiciones normales no afectado por 

inhibiciones o restricciones difusionales, o tratándose de lipasas, no afectado por la formación de 

dImeros que sufren estas molécutas al unirse por medio de sus zonas hidrofóbicas (Palomo et al., 

2003a). Por ci contrario, con SR II y SR III ci porcentaje de hidrólisis aicanzado cuando la 

reacción se Ileva a cabo con la mayor concentración de enzima, 70 U/g AP, es prácticamente ci 

mismo que et aicanzado cuando se utilizan 35 U/g AP en at reacción. Como en estos sistemas la 

tipasa se encuentra inmovilizada, se puede descartar ci efecto de dimerización anteriormente 

mencionado como causa en esta perdida de potencial catalItico. Como posible explicación se 

podrian esbozar dos posibiidades; una podrIa ser la presencia de efectos de restricciones 

difusionales del sustrato en ci derivado, donde Ia velocidad aparente de reacción estaria 

comandada por la transferencia de masa y no por ci potencial catalitico del biocatalizador. Olra 

opción es que al duplicar la actividad enzimática adicionada, se está duplicando la masa de 

derivado agregado (con una actividad especIfica determmada), cambiando las condiciones de 

mezclamiento del medio de reacción en desmedro del rendimiento de hidrOlisis. 

Con respecto a la obtención de AGPICL-o)3 en forma de glicéridos, utilizando la lipasa en forma 

soluble (SR 1), se logra un mayor porcentaje de EPA+DHA en glicéridos. Se observa además 

que ci porcentaje de EPA+DHA en glicéridos ilega a un valor máximo cercano at 30% pese a 

que se duplique la concentración de enzima. Esto indica que a mayor velocidad de reacción dada 

por la mayor conceniración de enzima, la selectividad de no hidróiisis de AGPICL-w3 Sc pierde. 

1.1101 
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Condiciones de reacción: 37°C, pH 7, razón W/O 1:1. 
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La Figura 4.15 muestra el porcentaie de hidrólisis de aceite de pescado y el porcentae de 
EPA+DHA en forma de glicéridos obtenidos a diferentes temperaturas de reacción, utilizando 
CCL y O-CCL en los distintos medios de reacción. 
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Figura 4.15. Hidrólisis de ácidos grasos de aceite de pescado y porcentaje de EPA+DHA en 
forma de glicéridos en el aceite obtenido tras la hidrólisis mediante los distintos sistemas de 
reacción a diferentes tern peratu ras a) y b) 25°C, c) y d) 37°C, e) y 1) 50°C. Condiciones de 

reacción: pH 7,35 U/g AP, razón W/O 1:1 
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Se aprecia que a 37°C se alcanzan los mayores porcentajes de hidrólisis para todos los sistemas 

estudiados corroborando que esta temperatura es la adecuada para dicho propósito, tanto con la 

lipasa en su forma soluble como se demostró en el ]a sección 4.2 del presente capItulo, como en 

su forma inmovilizada. 

Se esperaba que a 50°C se obtuviera una mayor velocidad de hidrólisis con los derivados O-CCL 

(SR 11 y SR Ill), pero el efecto de inactivación térmica se hace evidente. A dicha temperatura, el 

mayor porcentaje de hidrólisis se logra con SR II. Esto indica que el efecto de inactivación 

térmica se acentáa en el medio con solvente / co-solvente de SR III; en ci cual el perfil de 

hidrólisis se hace similar al de la enzima soluble, considerada la forma más susceptible a La 

inactivación térrnica. 

A 25°C se observa que el mayor porcentaje de hidrólisis se obtiene con SR I. Una explicación 

para aquello es que mientras menor es la temperatura, el aceite se vuelve ma's viscoso y por ende 

menos accesible como sustrato, más aun si la lipasa se encuentra inmovilizada. El efecto de 

solubilización del sustrato al emplear solvente y co-solventes en el medio de reacción, se puede 

apreciar con SR III, el cual presenta un porcentaje de hidróiisis mayor que con SR 11. 

Con respecto a la obtención de AGPICL-U)3 en glicéridos, el aumento de la temperatura no 

provoca un aumento significativo del porcentaje de EPA+DHA en forma de gliceridos en el 

aceite hidrohzado, en ninguno de los sistemas de reacción estudiados. Estos resultados 

concuerdan por lo reportado Hoshino e' al., (1990), quienes evaluaron los efectos de la 

temperatura en un rango de 15 a 40°C para la concentración de AGPICL-o3 en glicéridos a 

partir de aceite de hIgado de bacalao y aceite refinado de sardina con CCL. Estos investigadores 

observaron que Ia disminución de la temperatura no aumentaba la concentración de AGNCL-w3 

pero si evitaba el desarrollo de un olor desagradable en el producto. 

Es interesante destacar que con SR I, donde CCL se encuentra en forma soluble, se logra para 

todas las temperaturas analizadas el mayor porcentaje de EPA+DHA en glicéridos. Este hecho 

indica que la inniovilización en ci soporte hidrofóbico que mantiene la conforrnación abierta de 

Ia lipasa, le resta la selectividad de no hidrólisis de AGPICL. Tal como se mencionó 

anteriormente, la lipasa presenta una menor velocidad de hidrólisis frente a este tipo de ácidos 

grasos, probablemente debido a que poseen una estructura con más pliegues sobre si misma por 

]as instauraciones cis, lo que provoca un impedimento de tipo estérico a la lipasa para Ilegar al 

enlace ester. La mayor apertura del lid p0th-ía provocar un mejor acomodamiento de la enzima 

sobre este sustrato facilitando entonces la ruptura del enlace ester. 

1.1161 
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Finalmente, se evaluó Ia hidrólisis de aceite de pescado mediante los distintos sistemas de 

reacción en lotes sucesivos a 37°C, tal como lo muestra la Figura 4.16. 
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Figura 4.16. Hidrólisis de aceite de pescado y porcentaje de EPA+DHA en forma de 
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a) y b) primer lote, c) y d) segundo lote, e) y 1) tercer lote. Condiciones de reacción: 37°C, 

pH 7, razón W/O 1:1 
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soluble. Sin embargo, se observa un posible efecto de protección por sustrato (el aceite) dado 

que la actividad medida at finalizar el primer lote de reacción, corresponde a un 55% de 

actividad inicial (Figura 4.17), valor mayor a to obtenido en la determinación de estabilidad 

térmica en la sección 4.4 del presente capitulo. 

Se hace interesante de analizar que con los sistemas SR II y SR III ci porcentaje de hidrólisis 

disminuye considerablemente de un lote a otro, to que va directamente en desmedro de la 

utilidad que se presupone al usar enzimas inmovilizadas. Se tiene además que con SR Ill, el 

porcentaje de hidrólisis obtenido en el tercer lote es menor al logrado por SR II, indicando que Ia 

utilización de solvente / co-solvente tendrIa un efecto negativo sobre la estabilidad operacional. 

En la Figura 4.17 se aprecia que, si bien la actividad de los derivados en SR iii va 

disminuyendo, el valor de ésta actividad residual en el primer y segundo lote es elevado y 

concuerda con ci fenómeno de activación observado en ci estudio de estabilidad en solventes / 

co-solventes en condiciones no reactivas (sección 4.5 del presente capItulo). Pero claramente ci 

alto valor de actividad residual de los derivados en SR III, medido con ci método p-NPB, no se 

condice con la actividad de hidrólisis. Contrario a esto, en SR II no se aprecia la activación de 

los derivados y Ia disminución de su actividad residual es concordante con la merma en el 

rendimiento de hidróiisis. 
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Figura 4.17. Actividad residual de los biocatalizadores tras la hidrólisis de aceite de 
pescado mediante los distintos sistemas de reacción 

Finalmente, debido at bajo grado de hidrólisis observado en ci segundo y tercer con todos los 

sistemas estudiados, no se obtuvo mayor concentración de EPA+DHA en glicéridos. 
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4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REUTLLIZACION DEL 

SOPORTE DE INMOVILIZACION DE CCL 

Dada que O-CCL es un derivado formado mediante adsorción par interacciones hidrofóbicas, es 

posible desorber Ia lipasa permitiendo asi Ia recuperación del soporte. No obstante, es importante 

conocer la real capacidad de reutilización del soporte puesto que la matriz del derivado O-CCL 
se compone de agarosa modificada y entrecruzada, que puede ser susceptible a cambios 

quImicos y/o fisicos por su usa extensivo en varios lotes de reacción. Para la evaluación de la 

reutilización del soporte se realizaron previamente dos estudios: la evaluación de Ia capacidad de 
carga del soporte y la capacidad de desorción de la lipasa del soporte. 

4.8.1. Capacidad de carga del soporte con CCL 

La capacidad de carga del soporte se evaluó ofreciendo disoluciones de lipasas a distintas 

concentraciones para la inmovilizaciôn. En la Figura 4.18 se muestra la cantidad de actividad 

inmovilizada asI coma también la cantidad de proteIna inmovilizada por cada gramo de soporte. 
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Figura 4.18. Capacidad de carga de octil-agarosa y rendimientos de inmovilización de 
distintas concentraciones de preparado enzimático, a) actividad, b) protelna 

Se aprecia que la maxima actividad inmovilizada se obtiene al contactar el soporte con la 

solución a una concentración de 0,5 g de preparado enzimãtico /L (80 mg proteina/ L). Coma se 
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mostró en la sección 4.1.3, igual concentración de preparado enzimático es la que despliega el 

rnáxirno potencial catailtico rnedido en p-N PB. 

Con este resultado se determina que la concentración critica de la lipasa para la inmovilización 

es aquella en la que se evita la posible formación de dImeros, descartando una posible 

competencia favorable a Ia adsorción en el soporte hidrofóbico en desmedro de la formación de 

dimeros en las soluciones de mayor concentración de lipasa. Este efecto se corrobora ya que con 

el preparado enzimático de mayor concentración se obtiene el más bajo rendimiento de 

inmovilización de protelna, atribuible al mencionado efecto de dimerización de la lipasa. 

4.8.2. Capacidad de desorción de CCL del soporte 

Como se observa en la Figura 4.19 se estudió la desorción de la lipasa desde el derivado O-CCL 

en términos de actividad y de protelna desorvida. La desorción cuantificada para ambos 

parámetros fue evaluada para un derivado activo y también para un derivado sometido 

previamente a inactivación hasta tener un 25% de su actividad inicial. 
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Figura 4.19. Capacidad de desorción de CCL del soporte de octil-agarosa, a) porcentaje de 
desorción de proteIna, b) porcentaje de desorción de actividad inmovilizada 

Se aprecia claramente que con el derivado activo se logra un 100% de desorción de Ia lipasa del 

soporte a partir de una concentración de 0,5% v/v de la solución de tensoactivo Tx- 100, tanto en 

actividad como en proteina. Por el contrario, en el derivado inactivo la lipasa presenta una mayor 

resistencia a separa.rse del soporte, dónde incluso con una solución de tensoactivo Tx-100 al 1% 
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v/v solo se alcanza un mãximo de desorción de protelna airededor de 90%. Esta diferencia en la 

respuesta de desorción puede encontrar explicación en que la inactivación de la lipasa está 

vinculada a un cambio conformacional de su estructura. Por ende, esto podrIa implicar una 

interacción diferente, más fuerte, con el soporte hidrofóbico, por ejemplo por medio de los otros 

bolsillos hidrofóbicos de la enzima, antenormente no tan expuestos a la matriz de octil-agarosa. 

Pese a que con el tensoactivo en una concentraciOn de 1% v/v no se logra la desorción completa 

de Ia lipasa desde el derivado inactivo, se estimó como suficiente para el desarrollo de ]as 

pruebas de reutilizaciOn de soporte cuyos resultados se muestran a continuación. 

4.8.3. Capacidad de reutilización de octil-agarosa como soporte de inmovilización 

para CCL 

En la Figura 4.20 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de los ciclos de 

reutilización de octil-agarosa, donde se observa La actividad residual de O-CCL para de cada 

lote, en las cuatro condiciones de reacciOn estudiadas; esto es la reacción en el medio con 

solventes y co-solventes correspondiente a SR HI a 37°C a 50 °C, y tarnbién a la reacciôn en el 

medio sin solventes, SR II a 37°C a 50 T. Tal como se describió en el capItulo de Materiales y 

Métodos ci fin de un ciclo de utilización del derivado O-CCL se establece cuando al finalizar un 

lote, éste presenta un 25% o menos de su actividad respecto al inicio del primer lote. Dado este 

criterio, ci nürnero de lotes por cada ciclo resultó variable segün el sistema de reacción y 

temperatura evaluado. 

Los ciclos de reacción (en lotes sucesivos) - desorción - inmovilización - reacción (en lotes 

sucesivos), implicaron una disminución lineal en ci valor de la actividad residual del denvado 

(medida como actividad de hidrólisis de p-NPB). Por tanto, tal como se observa en la Figura 

4.20, para cada ciclo de reacción se determinO una curva de tendencia lineal de disminución de 

actividad residual descrita por la Ecuación 4.1. 

AR=l_mAR *L Ecuación 4.1 

Donde AR corresponde a la fracción de actividad residual, MAR  a la pendiente de disminuciOn de 

actividad residual del ciclo y L al nl:lmero de lotes de reacción en el cicio. 
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Figura 4.20. Actividad residual de O-CCL para cada tote de estudlo de reutilización de 
octil-agarosa, a) SR II a 37°C, b) SR III a 37°C, c) SR II a 50°C, d) SR Ill a 50°C 

En I  labia 4.11 se presentan los valores de MAR,  donde se aprecia que al reutilizar el soporte por 

un mayor námero de ciclos, la lipasa va perdiendo la interacción con éste, haciendo que ci 

derivado se vuelva más inestable pues se pierde la estabilización que brinda la inmovilización. 
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labia 4.11. Pendientes de disminución de actividad residual para cada ciclo de reacción 

temperatura Pendiente de disminución de actividad residual, 
Sistema de reacciOn  0C  MAR 

ciclo I ciclo 2 ciclo 3 ciclo 4 ciclo 5 
SR 11 37 0,15 0,18 0,21 0,26 0,29 
SR III 37 0,23 0,37 0.43 0.48 0,79 
SR II 50 0,50 0,50 0,52 0,50 0,49 
SR III 50 0,99 0,98 0,99 0,93 0,93 

Al comparar ]as condiciones estudiadas, con SR II a 37°C se tiene un máximo de 5 totes en los 

primeros dos ciclos de de utilización, a diferencia de lo que ocurre con el sistema SR III donde 

sOlo se alcanzan 3 lotes como máximo solo en el primer ciclo de rcutilizaciOn. Esto indica que et 

uso de solvente / co-solvente en el medio de reacción tiene un efecto negativo sobre la capacidad 

de reutilización de octil-agarosa. Dicho efecto negativo, acentuado por el incremento de la 

temperatura de reacciOn, puede deberse a la obstrucción o a la perdida de los grupos 

hidrofóbicos del soporte. Esto concuerda al analizar la Figura 4.21, donde se aprecia que el 

porcentaje de activación de la lipasa al inmovilizarse en et soporte reutitizado del sistema SR III, 

disminuye fucrtemente conforme se aumentan los ciclos de reuso, en comparaciOn a SR II. 

uActivldad DProteIna Q2Activac16n Lipasa 

Figura 4.21. Rendimiento de inmovilización y porcentaje de activación de O-CCL para 
cada ciclo de reuso de octil-agarosa en medios de reacción a 37°C, a) SR II, b) SR Ill 

El rendimiento de inmovilizaciOn en términos de protelna también disminuye más drásticamente 

en SR III, corroborando que el soporte ha perdido su capacidad de retención de la lipasa. A 
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diferencia del rendimiento dc protelna inmovilizada, ci rcndimicnto dc actividad inmovilizada se 

inantienc relativamente constante, pero esto es dcbido a que, tal como se mostró anteriormente 

(Figura 4.18), no existe una correlación lineal entre cantidad de lipasa inmovilizada con su 

expresiOn de capacidad catailtica. 

Comparativamcntc SR Ii a 37°C es la condición en estudio más favorable para contemplar La 

reutilización de octil-agarosa en cicios sucesivos. Esta afirmación se basa en que con este 

sistema se tienen los mcnores valores de MAR, y en que tanto los porcentajes de activación de 

lipasa y los rendirnientos dc inmovilización de la protelna. se  mantienen o decrecen levemente 

conforme aumentan los ciclos de operación. Sin embargo, tat como se muestra en la Figura 4.22. 

con este sistcma se tienen los mayores porcentajes de protcina remante en ci soporte de 

inmovilizacjón tras la desorciOn at finalizar un ciclo de operacion, 
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Figura 4.22. Desorción y porcentaje de proteIna (CCL) remante en el soporte para cada 
ciclo de reuso de octil-agarosa en medios de reacción a 37°C, a) SR II, b) SR HI 
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Este hecho puede scr directamente atribuido a que La ausencia de solvente / co-solvente hace 

menos soluble La fase iipIdica (aceite de pescado) y mas a fin a la superuicie hidrofóbica del 

soporte y con ello incrcmcnta las interacciones hidrofóbicas COfl la lipasa. La cantidad de 

protelna remanente puede por cierto, ser La causante de La disminución en ci rcndimicnto de 

inmovilización observado en la Figura 4.21. 

Finalmente, en La Figura 4.23 se muestra ci porcentaje de hidrOlisis y de EPA±DHA en forma de 

glicéridos, alcanzados en cada tote de reacciOn, para cada ciclo de reuso de soporte. 
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Figura 4.23. Porcentaje de hidrólisis y EPA+DHA en forma de glicéridos, alcanzados en 
cada tote de reacción, a) SR It a 37°C, b) SR III a 37°C, c) SR H a 50°C, d) SR III a 50°C 

El bajo porcentaje de hidrólisis y de EPA+DHA en glicéridos obtenidos a partir de los segundos 

totes de reacciOn para todos los ciclos en el sistema SR Ill, concuerda con to obtenido en el 

estudio de estabihdad operacional (sección 4.6). No obstante aquello, en todos los primeros totes 

de cada cicto de SR III a 37°C, se tiene un rendimiento de hidrólisis mayor a todas ]as otras 

condiciones. Este comportamiento contteva a plantear una estrategia de reutilización del soporte, 

no mediante totes sucesivos de reacciOn si no de cictos de reacción ('en sin lote) - desorción - 

inmovilización - reacción ('en sin lote). Esta operación no contemptaria la reutitización de la 

enzima, pero si permitiria aprovechar la ventaja el fenómeno de hiperactivación de la tipasa en el 

soporte hidrofóbico, además de la posibitidad de utilizar solventes en el medio de reacción que 

perniite la sotubilización del sustrato, modalidad que no se podrIa aplicar si se utiliza la enzima 

en forma soluble, dada la inhibición que sufre CCL por solventes (sección 4.5). 
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4.9. ANALisis DE COSTOS PARA LOS DIFERENTES SISTEMAS DE 

REACCION A PARTIR DE LA SIMULACION DE LOTES SUCESIVOS DE 

HLDROLISIS DE ACEITE DE PESCADO 

4.9.1. Simulación de lotes sucesivos de hidrélisis de aceite de pescado con 

inactivación térmica del biocatalizador 

Con el fin de obtener una estimación de ]as productividades de hidrólisis de aceite de pescado 

para lotes sucesivos de los distintos sistemas de reacción en estudio, se correlacionó los datos 

experimentales con una cinética de Michael is-Menten contemplando inactivación térniica, tal 

corno se describe en la secciôn 3.2.9. 

En la Tabla 4.12 se presentan los valores de la constante cinética de afinidad de sustrato para 

cada sistema de reacción evaluado. 

Tabla 4.12. Constante cinética del modelo M-M para los sistemas de reacción en estudio 

K(mM) SRI SRI! SRI!! 
13568 11681 3605 

En Ia Tabla 4.13 se muestran los parámetros cinéticos y operacionales utilizados en el modelo de 

reacción de hidrólisis para cada sisteina en estudio. 

Tabla 4.13. Parámetros cinéticos y operacionales utilizados en el modelo cinético (M-M) 
con mecanismo de inactivación térmica en serie bifásico 

Parémetro SRI SRI! SR III 
So (MM) 561 561 115 
Meat (g) 0,041 4,4 0,9 
a,(UIg) 4230 40 40 
Vr(mL) 10,32 10,32 10,32 
k1  (h') 0,339 0,358 0,358 
k2  (h 1 ) 0,006 0,001 0,001 
a 0,490 0,914 0,914 

k1: constante de inactivación térmica de la primera etapa, k2: constante de inactivación térmica de la segunda 
etapa, a: fracciOn de actividad residual dcl estado conformacional intermcdio de Ia enzima, b: fraccién de 

actividad residual del estado conformacional final de la enzima 
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En Ia Figura 4.24 se muestra Ia correlaciôn de los datos experimentales con el modelo cinético, 

donde se aprecia una buena correlación de los datos experimentales con el modelo utilizado 
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Figura 4.24. Correlación de hidrólisis de aceite de pescado con cinética M-M, a) SR I, b) 
SR II, c) SR III. Condiciones de reacción: 37°C, pH 7,35 U/g AP, razón W/O 1:1 

4.9.2. Productividades de los sistemas de reacción evaluados 

Para la determinación de las productividades de cada sistema evaluado se estableció como 

criterio obtener un 60% de hidrôlisis de aceite de pescado en cada lote; valor máximo alcanzado 

con la enzima soluble a las 24 horas de reacción, realizando lotes sucesivos hasta que la 

actividad residual del biocatalizador sea no menor a 43%; valor de actividad residual 

correspondiente al obtener un 60% de hidrólisis en un lote con la lipasa en forma soluble. Para el 
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cálculo de las productividades especIficas se estimó un rendimiento de inmovilización de lipasa 

de un 70% medido como proteIna. 

Se debe tener en consideraciOn que con el sistema de reacción SR Ill se obtuvo 

experimentalmente un rendimiento de hidrólisis considerablemente menor a partir del segundo 

lote de reacción, tal como se presenta en el estudio de reutilización del soporte (sección 4.8). Por 

esta razón en ci análisis de costos se evaluó el sislenia SR 111 bajo la estrategia de reutilización 

del soporte, mediante ciclos de reacción (en an solo lote) - desorción - inmovilizaciOn - reacción 

('en an lute), a Jo que se denominó SR III b. 

Cabe mencionar que en este criterio de evaluación no se incluye un parárnetro de importancia en 

ci presente estudio: la concentración en fonna de glicéridos de EPA+DFIA. Esto responde 

ünicamente a que la concentración de éstos Omega-3 no manifiesta un patron o cinética 

establecida, al menos no evidenciada en esta investigación, puesto que se hace complicado 

predecir este efecto y solo es cuantificable empiricamente, tal como se ha tratado en las 

secciones anteriores. 

En la Tabla 4.14 se presentan las productividades calculadas para los sistemas de reacción. 

Tabla 4.14. Productividades de los sistemas de reacción evaluados 

Sistema de Reacción QA qA horas de 
Lotes (g AH /L*h)  (g AH /L*h)  (g AH I g CCL*h) reaccion 

SRI 12,1 12,1 3,0 1 24 
SR 11 11,6 809,6 144,1 45 763 
SR III 1,6 75,2 65,3 30 746 

SR III b 3,4 3,4 3,0 I 18 
Q: productividad volumétrica at tote n, QA,- productividad volumétrica acumulada at tote n, qA: 

productividad espccIfica acumulada at tote n, AH: aceite hidrolizado 

Las mayores productividades acumuladas se obtuvieron con SR II. Este resultado indica 

ciaramente que Ia ventaja que conlieva la solubilización de sustrato al utilizar solventes en el 

medio de reacción junto con la activación observada por efecto de dichos solventes, no es 

relevante al utilizar lotes seriados de reacción. No obstante, cabe mencionar que SR III es ci 

imico sistema con ci que se alcanza un 90% de hidrólisis y mayor contenido de EPA+DHA en 

forma de glicéridos en el aceite hidrolizado a las 48 horas de reacción, tal como se mostró 

anteriormente (sección 4.7). 
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4.9.3. Análisis comparativo de costos los sistemas de reacción evaluados 

El anâlisis de costos se realizó en base a las productividades obtenidas y bajo el parámetro de 

comparación de costo en Mares (USD) de por cada kg de aceite hidrolizado mediante los 

diferentes sistemas de reacción. Los costos considerados se muestran en la Tabla 4.15. 

Tabla 4.15. Costos de los insumos para la reacción de hidrólisis de aceite de pescado 

item 
Valor especifico* 

USD/kg 
Aceite de Pescado 

Lipasa CCL 300 
Octil-agarosa 3950 

Solventes 2 

*InfoI.mac jón  estimada, HArting Sit. tnvestigacion y Desarrollo 

La comparación de costos se realizó por ciclos de 30 lotes cada uno. La elección de 30 lotes 

responde a que precisamente al finalizar el décimo lote de reacción con SR II, el derivado 

presenta un 43% de actividad residual, valor limite considerado en el cálculo de las 

productividades. Al finalizar un ciclo se contempló la reutilizacidn del soporte como se describió 

en la sección 4.8 y se incorporó un factor de disminución de rendiimento de inmovilización de 

proteIna, fenOmeno observado tras cada ciclo. La disminución de rendimiento de inmovilización 

sigue una tendencia lineal descrita por la Ecuacidn 4.2. 

RIP = r - mp*C Ecuación 4.2 

Donde RIP corresponde al rendimiento de inmovilización de lipasa medida como proteina y C al 

ninnero del ciclo. Para SR II, r = 0,7482 y m = 0,0346; y para SR III r = 0,7809 y m 0,0749. 

La Figura 4.25 muestra la comparación del costo de obtener 1 kg de aceite hidrolizado mediante 

los diferentes sistemas de reacción evaluados. Se aprecia claramente que solamente utilizando la 

estrategia de reutilizar el soporte en ciclos de reacción, los costos para obtener 1 kg de aceite 

hidrolizado se pueden aproximar, al menos en orden de magnitud, al costo de usar la enzima en 

forma soluble (Figura 4.25a). Tal como se aprecia en la Figura 4.25b con SR III y SR III b 

dichos costos nunca se igualan, mientras que con el sistema de reacción SR II los costos del 

aceite hidrolizado no solo se igualan sino que son inferiores a los del sistema SR I a partir del 

segundo lote del segundo ciclo de reacción. 
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Figura 4.25. Costos del aceite hidrolizado mediante los sistemas de reacción a) estimación 
para tres ciclos de reacción, b) zoom de escala a partir del segundo ciclo de reacción 
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Queda en evidencia en el primer ciclo de reacción que el alto costo del soporte eleva el costo 

total. El soporte utilizado octil-agarosa, el cual posee la ventaja de su gran capacidad de 

interacción hidrofóbica con la lipasa, presenta un costo elevado debido a que es un insumo 

analitico (especIficamente utilizado como relleno de columna cromatográfica). Los soportes 

utilizados industrialmente, también de caracterIsticas hidrofóbicas como el butil-sepabeads 

evaluado en esta investigacón, no presentaron buenos resultados en términos de rendimientos de 

inmovilización ni de actividad especifica del derivado; por tanto se hace necesaria la bisqueda o 

creación de un soporte con las caracterIsticas de hidrofobicidad del octil-agarosa y con precios 

acorde a una aplicación industrial. 

Finatmente, en la Tabla 4.16 se presenta un análisis de cuanta veces (N) el costo del aceite 

hidrolizado mediante los sistemas de reacciôn SR II, SR III y SR 111 b, resulta mayor al costo del 

aceite hidrolizado mediante el sistema de reacciôn SR I. 

Tabla 4.16. Anãllsis del costo del aceite hidrolizado mediante los sistemas de reacción SR 
II, SR HI y SR HI b en relación at costo del aceite hidrolizado mediante SR 1 

Sistema de reacción 
N 

Ciclo I Ciclo 2 Ciclo 3 
SR II 27 0,3 0,3 
SR 111 23 2 2 

SR III b 37 4 4 

Si solo se contemplara un ciclo de reacción, ci sistema que implica un mayor costo por kg de 

aceite hidrolizado es SR lii b, y tal como se presento en la Figura 4.25, solo a partir de la 

reutiiización de soporte con el sistema de reacción SR II se obtiene un valor de N menor a I, lo 

cual significa que el costo de es menor al costo de obtener dicho aceite hidrolizado mediante Ia 

enzima soluble. 
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5. CONCLUSION 

• De ]as lipasa evaluadas, CCL presentó el mayor porcentaje de hidrólisis de triacilglicéridos 

de pescado junto con los mayores porcentajes de EPA+DHA en forma de glicéridos; 

corroborando lo reportado por otros autores (Hoshino el al., 1990; Tanaka et at, 1993, 

Wanasundara y Shahidi 1998a); que pese a que esta lipasa se describe sin 

esteroespeciuicidad de corte, si presenta una menor velocidad de hidró!isis frente a los ácidos 

grasos poiiinsaturados de cadena larga. 

• Se determinaron ]as condiciones óptimas de reacción tanto para maximizar Ia hidrólisis de 

aceite como la obtención de EPA+DHA en forma de glicéridos, las cuales fueron 

coincidentes para ambas respuestas y corresponden a una concentración de lipasa de 35 U/g 

de aceite de pesado a hidrolizar, ra.zón fase acuosa / fase iipidica de 1:1, pH 7 y 37°C de 

temperatura de reacción. 

• Se comprobó que la inmovilización, independiente de la estrategia aplicada, si modula la 

selectividad de la lipasa en términos de IS (indice de selectividad; cuociente entre la 

velocidad especIfica de hidrólisis de los ácidos grasos que componen ci aceite de pescado 

exceptuando EPA+DHA y la velocidad especifica de hidrólisis de EPA+DHA). Sin 

embargo, dicha modulación es negativa para efectos del objetivo planteado ya que la 

ininovilizaciôn de CCL hace disminuir el IS respecto al obtenido en la reacciôn con Ia lipasa 

soluble a ]as condiciones óptimas de operación; no lográndose una concentración mayor 

EPA+DHA en forma de glicéridos. Pese a esto, mediante la inmovilización se obtiene un 

ostensible aumento de los tiempos de vidas media de CCL y de la estabilidad operacional del 

biocatal izador. 

• La estrategia de entrecruzamiento de los derivados O-CCL con polImeros polifuncionales 

(dextrano aldehIdo y dextrano sulfato) aumentó la vida media de los derivados y disminuyó 

la desorción de Ia lipasa desde ci soporte hidrofóhico tras cada lote de reacción, lo que 

insidió en que, pese a obtenerse un bajo porcentaje de hidrôlisis (alrededor de 50%) en los 

lotes sucesivos, éste fue mayor al obtenido con el derivado sin entrecruzar. El modo de 

entrecruzamiento del polimero con los derivados; covalente para ci dextrano aldehido y 

iónico para ci dextrano sulfato, marco una diferencia entre los dos tipos de derivados 

entrecruzados formados. El derivado O-CCL-NH2-DxCHO resultó menos reactivo frente al 

sustrato a hidrolizar y también menos susceptible al fenômeno de activación por solventes en 

comparación a los otros derivados unidos a agarosa, debido a Ia mayor rigidez que sufre su 
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estructura. Este tipo de union más fuerte respaida también el menor porcentaje de desorciOn 

de la lipasa tras cada tote de reacciOn obtenido. En otro aspecto, una notable diferencia se 

presenta con el derivado de O-CCL-NH2-DxSO4 at obtenerse el mas bajo porcentaje de 

EPA+DHA en glicéridos, incluso menor at inicial. Este comportamiento está directamente 

atribuido at cambio del microentorno a la enzima en el cual ci poilmero de dextrano sulfato 

confiere caracterIsticas menos hidrofóbicas at derivado provocando una mayor afinidad con 

los glicéridos parcialmente hidrolizados (di-o monoacilgliceridos) más hidrofihicos. Ademãs, 

la capa de dextrano sulfato no provoca efectos adversos sobre la accesibilidad del sustrato al 

sitio catalitico, dado que el derivado presenta igual actividad de hidrólisis de aceite de 

pescado que O-CCL en el primer tote de reacción. 

• La presencia de solventes/co-solventes en el medio de reacción, tuvo incidencia sobre varios 

aspectos: en primer lugar se observó una marcada inhibiciOn de la lipasa en forma soluble en 

un medio en presencia de los solventes y co-solventes estudiados, to que implicO que ci uso 

de éstos en la reacción estuviera limitado a sistemas con CCL inmoviiizada. Por otra parte, 

se evidenciO un mayor porcentaje de hidrOlisis y una notable activaciOn de CCL en 

derivados hidrofóbicos. No obstante aquello, Ia presencia se solventes disminuyO Ia 

capacidad de reutilización del derivado hidrofóbico O-CCL, probabiemente por que la lipasa 

va perdiendo su interacción con ci soporte, perdiendo asI la estabilidad que éste le confiere. 

• Se comprobó que la reutilización del soporte hidrofóbico octil-agarosa tras la desorción de la 

lipasa agotada es factible. No obstante at reutilizar ci soporte por un mayor nmero de 

ciclos, el porcentaje de activación de la lipasa y el rendimiento de inmovilizaciOn en 

términos de proteIna disminuyen. Dicho efecto negativo, acentuado por la presencia de 

solventes y por ci incremento de la temperatura de reacción, puede deberse a la obstrucción 

o a la pérdida de los grupos hidrofóbicos del soporte. 

• El sistema de reacción SR II (O-CCL en ausencia de solventes/co-solventes en el medio de 

reacciOn), es el sistema seieccionado como el inás apropiado para la hidrólisis de aceite de 

pescado. Esto es debido en primera instancia a que O-CCL es ci derivado con mayor IS, 

sumado a ello con SR II tanto los porcentajes de activaciOn de lipasa y los rendimientos de 

inmovilizaciOn de la proteIna, se mantienen o decrecen levemente conforme aumentan los 

ciclos de operación, y en términos económicos con este sistema de reacciOn, a partir del 

segundo ciclo utilizando ci soporte reciclado, los costos del aceite hidrolizado no solo se 

igualan a los del sistema SR I sino que son inferiores a éstos. 
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6. RECOMENDACIONES 

• Dado los resultados obtenidos una de los principles puntos a estudiar con mayor detención 

seria la forma de modificar aun más drásticamente el microentorno de la lipasa inmovilizada 

de manera tal que se procurara solo la hidrOlisis de las familias de ácidos grasos saturados y 

monoinsaturados, dejando los AGPICL en ci glicérido. Para ello, habrIa que cambiar por 

ejemplo, la hidrofobicidad del sitio activo modulando la selectividad por ci sustrato; o bien 

modificando su esti-uctura (sin desmedro de su actividad catalitica) de manera que se exhiba 

un marcado impedimento estérico por parte del biocatalizador para acceder al enlace ester 

del AGPICL. Todo lo anteriormente mencionado seria factible de lograr utilizando técnicas 

de modificaciOn genCtica, ya sea mediarite la producciOn de una lipasa recombinante con las 

modificaciones deseadas, o bien por la creación de lipasas modificadas en las que se inserten 

péptidos recombinantes inmunoreactivos en la zonas claves para la acción catalitica, vale 

decir en la tapadera o lid del sitio activo, en el mismo sitio activo, etc. 

• Otro punto complementario, seria Ia biisqueda o creaciOn de una matriz soportante que 

cumpliera con las siguientes caracterIsticas: 

Ser de un material más resistente que la agarosa entrecru.zada, tal vez de un material 

inorgánico inerte, de modo que no se viese afectado por el uso de solventes/co-soiventes en 

la reacción. 

Mantencr la caracterIstica de hidrofobicidad dada por los grupos funcionales hidrofóbicos 

agregados, ya que con este tipo de soportes se tienen las ventajas de hiperactivación de 

lipasas y de inmovilizaciOnlpurificación de las mismas. 
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NOMENCLATURA 

a nivel de significancia en ANOVA de diseño experimental 
Em constante dieléctrica de la disolución 
a fracción de actividad de E' en mecanismo bifásico de inactivación térnhica 
A(t) expresión descrita para el modelo de inactivación térmica, mm 
ABI actividad del blanco de inmovilización, U/mL 
ACN acetonitrilo 
A-DxSO4-CCL derivado de lipasa de Candida ylindmcea en agarosa recubierta con dextrano sulfato 
AGPI ácidos grasos poliinsaturados 
AGPICL-o3 ácidos grasos poiiinsaturados de cadena larga Omega-3 
AH aceite hidrolizado 
A, area ácido graso i cuantificada en cromatógrafo de gases 
AP aceite de pescado 
AR actividad enzimática residual, U/mL o U/g 
AS actividad de la suspension de inmovilizaciôn, U/mL 
a actividad especifica del catalizador, U/g 
A5  area de estándar interno cuantificada en cromatOgrafo de gases 
ASN actividad medida en ci sobrenadante de la suspension de inmovilizaciOn, U/mL 
b fracciOn de actividad de E" en mecanismo monofàsico de inactivación térmica 
B-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en butil-sepabeads 
C-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en celita 
CCL lipasa de Candida cylindracea 

concentración de ácido graso I liberado tras la reacción de hidróiisis 
C1T ' concentración ãcido graso i disponibies a reaccionar 
CLEA cross-linked enzyme aggregates 
CM cuadrados medios en ANOVA de diseño experimental 
CM-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en carboximetilcelulosa 
CNBr-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en bromocianógeno 
CPG controlled pore glass 
D porcentaje de desorciOn de enzima desde ci soporte 
DAG diacilgllceroles 
DHA ácido docosahexaenoico C22:6 n-3 
E especie enzimática inicial en mecanismos de inactivación térmica 

especie enzimática intermedia en mecanismos de inactivación térmica 
especie enzimática final activa en mecanismos de inactivación térmica 

El enzima inmovilizada 
EPA ácido eicosapentaenoico C20:5 n-3 
ES enzima soluble 
F0  estadIstico de prueba en diseño experimental 
FE factor de estabilización 
f, factor de respuesta cromatográfico del ãcido graso i 
FV fuentes de variabilidad (efectos) en ANOVA de diseño experimental 
GL grados de libertad en ANOVA de diseno experimental 
Gx-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en glioxil-agarosa 
Gx-PEI-CCL derivado de lipasa de (andida cylindracea en glioxil-agarosa recubierta con PEI 
HRV hydrolysis resistance value 
I especie enzimática inactiva en mecanismos de inactivación térmica 
IS Indice de selectividad 
K constante cinética de afinidad de sustrato. mM 
k nümero de los efectos estudiados en diseño experimental 
k1  constante de inactivación térmica de la primera fase mecanismo bifásico, (h') 
k2  constante de inactivaciOn térmica de la segunda fase mecanismo bifásico, (h 1 ) 
L nümero de iotes de reacción en un ciclo productivo 
LA ácido linoleico C 18:2 n-6 
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L-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en lewatit 
LNA ácido a-linolénico C18:3 n-3 
LS lauril sucrosa 
M masa de soporte, g 
m masa de preparado enzimático, g 
MAG monoacilgliceroles 
mAGL masa de muestra en base ácido graso libre en anàlisis de cromatografia gaseosa 
MAR pendiente de la relación lineal de disminución de actividad residual del ciclo 
Kat masa de catalizador, g 
M-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en MANAE-Agarosa 
M)  masa de la corrientej 
M-M modelo cinético de Michaelis-Menten 
MP  Pendiente de la relación lineal de disminución de rendimiento de inmovilización 
mT.G masa de muestra inyectada en análisis de cromatografia gaseosa 
n nümero de experimentos en diseflo experimental 
N N° de veces en que el costo del AH mediante El supera at costo del AH mediante ES 
O-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en octil-agarosa 
O-CCL-NH2 derivado O-CCL aminado 
O-CCL-NH2-DxCHO derivado O-CCL aminado y entrecruzado con dextrano aldehido 
O-CCL-NH2-DxSO4 derivado O-CCL aminado y entrecruzado con dextrano sulfato 
OD-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en octadecil-sepabeads 
P contenido de proteina, mg/g soporte 
P pureza del estándar intemo en análisis de cromatografia gaseosa 
PEG polietilenglicol 
PEI polietilenimina 
PFA contenido de proteina en la fase acuosa de reacción, mg 
PMi peso molecular del acido graso i 

peso molecular promedio de ácidos grasos de aceite de pescado 
QAn  productividad volumétrica acumulada at lote n de reacción, g AG / L*h 
qA,, productividad acumulada at lote n de reacción, g AG/g,  enz*h 
Q-CCL derivado de lipasa de Candida cylindracea en Q-sepharose 
Q. productividad volumétrica del lote n de reacción, g AG / L*h 
r intercepto de la relación lineal de disminución de rendLmiento de inmovilización 
RI rendimiento de inmovilización 
S concentración de sustrato, mM 
S0  concentración inicial de sustrato, mM o g/L 
SC suma de cuadrados en ANOVA de diseño experimental 
SDS sodio dodecil sulfato 
S, masa de estándar interno en análisis de cromatografia gaseosa 
SRI sistema de reacción I, lipasa soluble 
SR II sistema de reacción 11, lipasa inmovilizada 
SR 111 sistema de reacción III, lipasa inmovilizada y solventes en medio de reacción 
t tiempo de reacción 
T temperatura,°C 

tiempo devida media 
TAG triacilglicéridos 
U unidad de actividad enzimática, .tmol/min 
v velocidad de reacción, mM/min 
vej velocidad especifica de hidrólisis de ácido graso i 
Vma. velocidad maxima teórica de reacción, mM/mm 
Vr  volunien de reacción, L 
W/O razón fase acuosa / fase lipIdica 
X porcentaje de hidrólisis 
XI  porcentaje de hidrólisis de un ácido graso 

porcentaje del ácido graso fibre i en la corrientej 
Y respuesta observada en diseflo experimental 
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ANEW 1 

CoMPosLcION DE ACIDOS GRASOS DE LOS ACE1TES DE PESCADO 

Tabla A.I. Corn posición de ãcidos grasos de los aceites de pescado utilizados 

Contenido 
Acido Graso PM aceite de jurel aceite de sardina 

(SPK) (ICP) 

Satu rados 

C14:0 MirIstico 228,4 4,06% 6,83% 

C16:0 PalmItico 256,4 10,56% 14,77% 

C18:0 Estearico 284,5 2,93% 2,92% 

Monoinsaturados 

Cl 6:1 n7 Palmitoleico 254,4 2,69% 8,99% 

C18:1n9 Oleico 282,5 13,25% 6,49% 

C18:1n7 Vaccénico 282,5 2,20% 3,18% 

C20:1n9 Eicosaenoico 310,2 10,19% 1,00% 

C22:1n9 Erácico 338,6 4,11% 0,62% 

C24:1n9 Nervónico 368,6 0,82% 0,24% 

Poliinsatu rados 

C18:2n6 Linoleico 280,5 1,04% 1,18% 

C18:3n6 Linolénico 278,4 1,00% 8,24% 

C20:5n3 EPA 302,5 4,00% 16,69% 

C22:5n3 DPA 330,5 1,93% 2,15% 

C22:6n3 DHA 328,5 9,64% 10,38% 
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ANEXO2 

PARAMETROS DE OPERACION EN HPLC PARA LA CARACTERIZACION DE 

ACEITE DE PESCADO 

Tabla A.2. Secuencia de operación para la fase móvil en HPLC-ELSD 

SnI,,riiSn Tiempo (mm) 
0,0 6,5 6,6 7,5 7,6 15,0 15,1 18,0 18,1 22,0 

%A 100 100 50 50 0 0 50 50 100 100 
%B 0 0 50 50 100 100 50 50 0 0 

Debido a que los detectores ELSD entregan una respuesta exponencial en mVolts, fue requerida 

la elaboración de una curva de calibración de modo de correlacionar la concentración de ãcidos 

grasos con la lectura en mV en un rango lineal. Segiin especificaciones del manual del equipo, 

basta con realizar dicha curva con un representante del tipo de moléculas que se quieren 

analizar; sin embargo ya que los distintos ácidos grasos difieren en su estructura segón la familia 

(saturados, mono y poliinsaturados), se prefirió realizar la curva con un mix de patrones que 

contienen ácidos grasos de las tres familias, tal como se muestra en la Figura Al. 

a b 
8 

C ............. A 

..,*.... .. 
o .•.;.W .......•. 

• A.. 

4 - 

0 02 0,4 0,6 0.2 1 12 0 02 0,4 0,6 0,8 1 12 
ConcentraciÔfl mM Concentraclôn mM 

---s-  EPA •o DHA --. g - Llnolénlco Llnolelco -A Oleico --- Palm Itico -4- Esteárlco 

Figura A.I. Curva de calibración de ácidos grasos libres en HPLC-ELSD, a) concentración 
mM v/s area, b) concentración mM v/s logaritmo del area 
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Las pendientes de las correlaciones obtenidas en la caiibración, presentadas en la labia A3, 

resultaron muy similares, corroborando que la curva de calibración se podrIa haber realizado con 

solo un ácido graso representativo; y más aun, un valor promedio de Las pendientes e interceptos 

podrIa utilizarse para cuantificar ácidos grasos no identificados presentes en el aceite de pescado 

a anal izar. 

Tabla A3. Tiempos de retención y correlaciones de concentración por log de area 
obtenidas de las curvas de calibración para la detección de ácidos grasos en HPLC-ELSD 

Acido Graso Tiempo de retención Correlación 
(mm) (y: concentración mM, x: log area) 

EPA 5,146 y = 0,2840x - 1,5192 
DHA 5,461 y = 0,2311 x - 1,0980 

- Lmoiénico 5,690 y = 0,2714x - 1,3100 
Linoleico 7,135 y = 0,2366x - 1,3869 
Oleico 9,483 y = 0,2818x - 1,4265 
PalmItico 9,561 y = 0,2630x - 1,1758 
Esteárico 13,406 y = 0,2783x - 1,2229 
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ANEXO3 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZLMATICA, METODO p-NPB 

La detenninación de la actividad enzimática (U/mL), se realizó midiendo el aumento de 

absorbancia a 348 nm dada por la liberación de p-nitrofenol, como evidencia de la actividad 

catalitica. 

Procedim iento 

I. En una celda espectrofotométrica agregar 2,5 mL de tampon fosfato 25 mM pH 7,0. 

Adicionar 20 jiL de p-NPB 50 mM a la celda quc dcbc estar a 30°C y en agitación. 

Adicionar entre 50 a 100 .tL de una solución de enzima en una concentraciOn adecuada para 

caer dentro del rango de linealidad de medición 

Medir La absorbancia en el tiempo, a 348 nm, usando como blanco un ensayo solo con 

tampOn fosfato 25 mM pH 7,0. 

Para Ia realizaciOn de la curva de calibración, preparar una soluciOn standard de p-nitrofenol 

tampon fosfato 25 mM pH 7,0. 

A partir del standard, realizar diluciones de p-nitrofenol entre 0  0,15 mM. 

Medir la absorbancia en el tiempo, a 348 nm, usando como blanco el ensayo sin p-nitrofenol 

Las muestras pueden ser medidas entre 2 a 60 minutos después de ser preparadas 

1,0 

0,8 

: 
:: 

< 0,2 

0,0 
0.00 

y = 5,117x 
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0,05 0.10 0,15 

p-NP mM 

Figura A.2.Curva de calibración para determinación de actividad enzimática 
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ANEXO4 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS, METODO BCA 

El contenido de proteIna total se cuantificó utilizando el kit de determinación de protelnas 
BCAT 1  Protein Assay Kit (Pierce Thermo Fisher Scientific, USA). 

Procedim ien to 

1. Preparar los estàndares de albümina (BSA) usando la Tabla Al como una gula. 

Tabla A.4. Curva de calibración para determinación de nroteInas 
Vial Volumen del diluvente volumen de BSA concentración final BSA 

A 700 p 100 p.L del stock 250 jig/mL 
B 400 pL 400jiL del vial A 125p.g/mL 
(2 450 tL 300 j.tL del vial B 50 jig / mL 
D 400 j.tL 400 p.L del vial C 25 jig I mL 
E 400 j.tL 100 jiL del vial D 5 jig /mL 
F 400 j.tL 0 j.tL 0 j.tg / mL (blanco) 

Preparar Reactivo de Trabajo (WR) BCA, con 50 partes de reactivo A y I parte de B. 

'I'ornar 0,1 rnL de muestra adecuadamente diluida. 

Afiadir 2 ml de Reactivo WR BCA a cada tubo y mezclar bien. 

Tapar los tubos para evitar evaporación e incubar a 60°C por 30 minutos. 

Enfriar los tubos a temperatura ambiente y leer en espectrofotómetro a 562 nm. 

Realizar el mismo procedimiento para un blanco de agua destilada. 

La absorbancia de todas las muestras se debe registrar idealmente dentro de 10 minutos 

1,0 

0,8 

0,6 
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< 0,2 

0,0 

0 100 200 300 
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Figura A.3.Curva de calibración para la determinación de contenido de protelna 
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ANEXO5 

PREPARACION PARA ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE EN GELES DE 

POLIACRJLAMIDA SDS-PAGE 

Preparación del gel separador al 12% 

Mezclar en un matraz los componentes en el orden que se indica en la labia A. 10 

Añadir Ia mezcla en ci interior del molde hasta una altura aproximada de 2 cm del borde 

superior de la piaca mayor, de forma que quede suficiente espacio para ci gel concentrador 

(Se debe caIcular 1 cm más de Ia longitud de los pocilios del peine). 

Cubrir la superficie del gel con isobutanol, para prevenir el contacto del oxigeno con el gel 

que inhibe la reacción de polimerizacion. 

Dejar que el gel polimerice por unos 60 minutos. 

Preparación del gel de concentración al 5% 

I. Eliminar el alcohol que cubre el gel separador y lavar la parte superior del gel 2-3 veces 

con agua destilada para climinar cualquicr residuo de acriIamida no polimcrizada. La parte 

de superior del gel se seca con papel absorbente con cuidado de no dañar el gel. 

Mezciar en un matraz los componentes en el orden que se indica en la Tabla A. 11 

Introducir la soiución directamente sobre [a superficie del gel separador e inmediatamente 

insertar el peine en la solución concentradora con cuidado para evitar que se formen 

burbujas de aire. 

Dejar que ci gel poiimerice por unos 30 minutos. 

Retirar el peine cuidadosamente con un inovimiento vertical y con una pizeta enjuagar los 

pocillos 2-3 veces con agua destilada para eliminar cualquier resto de acrilamida. 

Preparación de las muestras 

En el tiempo de espera durante la polimerización se preparan las muestras que se van a 

cargar en ci gel. 

Con una micropipeta colocar 20 lii de muestra proteica preparada en tampon de carga 

(labia A.12) en un tubo eppendorf. 

Preparar un tubo eppendorf con las proteinas estándar de peso molecular conocido. 

Fijar las tapas de los tubos y calentar a I 00CC durante 5 minutos. 

Centrifugar por 15 segundos a maxima velocidad para concentrar ci volumen en ci fondo 

del tubo. 
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Electroforesis 

Insertar las placas con los geles polimerizados en la unidad de electroforesis 

Preparar el tampon dc clectroforesis a partir de la soluciOn concentrada (Tabla A.13) y 

añadirlo en los reservorios interior y exterior. 

Retirar las burbujas de aire y restos de acrilamida del interior de los pocillos, 

mtroduciendo tampon de electroforesis en los mismos. 

Aplicar las muestras con una niicropipeta (hasta 20 p1) en los pocillos, en un orden 

predeterminado y previamente anotado. 

Añadir en un carril la solución de proteinas estãndar de peso molecular conocido. 

Conectan los electrodos a la cubeta de electroforesis y a la fuente de alimentación y aplicar 

corriente eléctrica. La corriente eléctrica recomendada para geles de 0,75 mm de grosor es 

un voltaje constante de 100-200V. 

La duraciOn aproximada del proceso es de I hora y 15 minutos. La electroforesis acaba 

cuando el frente de azul de bromofenol alcanza la parte inferior del gel. 

Desconectar la fuente de alimentaciOn retirando los electrodos y sacando los geles de la 

cubeta de electroforesis. Estos se depositan en la mesa de trabajo. 

Sacar los geles de acrilamida del interior del molde, separando ambos cristales 

cuidadosamente con ayuda de una espátula. 

Eliminar el gel concentrador y hacer una muesca al gel en una de las esquinas para orientar 

La posición de las muestras. 

Tinción del gel con azul de Coomassie 

I. Transferir el gel de la placa de vidrio a un recipiente que contiene Ia solución de tinciOn de 

Coomassie (Tabla A.14). 

Dejar el gel en agitación suave con suficiente volumen de esta solución a temperatura 

ambiente durante 1 hora. 

Eliminar la soluciOn de tinción con una pipeta y conservarlo para futuras tinciones. 

Añadir soluciOn decolorante (Tabla A. 15) e incubar en agitación para eliminar el exceso 

de coloraciOn hasta que sOlo queden teflidas de azul las proteinas, cambiando Ia soluciOn 

decolorante tantas veces come,  sea necesario. El gel puede quedar en esta solución toda la 

noche pero se puedcn empezar a observar las proteinas en 20 minutos. 

Elimiirnr la soluciOn de desteñido y afiadir agua destilada (o acético a] 10%). Los geles 

pueden conservarse de esta forma durante largos periodos de tiempo de forma casi 

indefinida a 4°C. 
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Preparación de soluciones 

Tabla A.5. Tam pón pars el gel separador 

Tris-HCI 1,5 M SDS 0,4% pH 8,8. 
100 mililitros 

Tns-base 18,17 g 
SDS 0,4g 

Disolver en 80m1 de agua destilada 
Ajustar el pH a 8,8 con HC1 concentrado 

Agua destilada Añadir hasta 100 ml 

Tabla A.6. Tampon para el gel concentrador 

Tris-IlCI 0,5 M SDS 0,4% pH 6,8. 
100 mililitros 

Tris-base 6,06 g 
SDS 074  

Disolver en 80m1 de agua destilada 
Ajustar el pH a 6,8 con HC1 concentrado 

Agua destilada Afladir hasta 100 ml 

Tabla A.7. SOS al 10% (peso/volumen) 

SoluciOn sodio dodedil sulfato 10% 
100 mililitros 

SDS lOg 
Disolver en 80m1 de agua destilada 

Agdesti1ada Afladir hasta 100 ml 

El SDS precipita si Ia temperatura ambiente es inferior a 18°C. Calentar ligeramente para. 
favorecer la disolución. 

Tabla A.8. Persulfato amónico (APS) al 10% 

Solución APS 10% 
10 mililitros 

APS log 
Disolver en 8m1 de agua destilada 

Agua destilada Afladir hasta 10 ml 

Una vez preparados los 10 ml, se reparten en alicuotas de I ml en tubos eppendorf y se 
conservan a -20°C hasta su uso. 
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Tabla A.9. Acrilaniida/bisacrilarnida 30%-0,8% 

Solución Acrilam ida/bisacrilam ida 30%-0,8% 
100 mililitros 

Acrilamida 30g 
Bisacrilamida 0,8 g 
Agua destilada Añadir hasta 100 ml 

Tabla A.10. Get separador 12% de acrilamida 

Gel separador 12% en tampon Tris-H-Cl 0,375 M, pH 8,8 
5 mililitros 

Tris HCI 1,5M pH 8,8 1 ,25 ml 
Acrilamida/bisacrilamida 30%-0,8% 2 ml 
APS 10% 0,025 ml 
TEMED 01007 ml 
Agua destilada Añadir hasta 5 ml 

Tabla A.I. 1. Gel concentrador al 5% de acrilamida 

Gel separador 5% en tampon Tris-H-Cl 0,125 M, p11 6,8 
Tris HCI 0,5M pH 6,8 0,750 ml 
Acrilamidaibisacrilamida 30%-0,8% 0,3 ml 
APS 10% 0,015 ml 
TEMED 0,005 ml 
Agua destilada 1,5 ml 

Tabla A.12. TampOn de Ia muestra (carga) 

Tam pón de carga 
Tris HCl 0,5M pH 6,8 1 ml 
Glicerol 0,8 ml 
SDSIO% 1,6 ml 
Azul de Bromofenol, l%b 0,4 ml 
2-mercaptoetanol 0,4 ml 
Agua destilada Afiadir hasta 3 ml 

Debe de prepararse rnmediatamente antes de usar. 
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Tabia A.13. Tarn pón tie electroforesis Tris-Glicina 

Tam pón de electroforesis lox Tris Glicina pH 8,6 
1 litro 

Tris base 30,29 g 
Glicina 144,4g 
SDS lOg 

Disolver en 800 ml de agua destilada 
Ajustar ci pH a 8,6 con HCL concentrado 

Agua destilada Hasta I litro 
Tam pón de electroforesis I X Tris Glicina pH 8,3 

I litro 
Solución concentrada lox lOOm! 
Agua destilada Hasta 1 litro 

Tabla A.14. Solución de tinción azul de Coomassie 

Tampon de tinción azul de Coomassie 
1 litro 

Azul de Coomassie R-250 1 g 
Acido acético 100 ml 
Metanol 400 ml 
Agua destilada Afladir hasta 1 litro 

Se debe preparar en la campana de gases, ya que el metanol es tóxico, mantener en agitación 
hasta la disolución de la mayor parte de color-ante. Filtrar y almacenar a temperatura ambiente en 
botellas de color oscuro. 

Tabla A.15. SoluciOn de decolorante de geles 

Solución decolorante 
Ilitro 

Acido acético 100 ml 
Metanol 400 ml 
Agua destilada Afladir hasta I litro 
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ANEXO6 

MATRLZ DE DISEIO EXPERIMENTAL FACTORIAL 2 V TABLAS ANOVA PARA 

RESPUESTAS EVALUADAS 

I A I B I C I D IAHIACIADIHcI1DINI 

UIEIEIIIUIIIIIIIII 
IU1U1EIE1UEIEuR1IUE__ 
IIEIIlEUEIEIIUI1UEIII__ 

IIIElEIEIE1II__ 
I1UIUI1EU__ 

IREIE1IIIEIIII1__ 

EII1IEIUIE1EI__ 
E11IIUIIIIIEI__ 

UEIEIIIUEIEI__ 
1EUUIEUEII11__ 

uuiiuiumiiu__ 
1lEIEIflU1UEIE1UIE1I1__ 
IIIIE1UIUUIIIIIEIIU__ 

•iiiiiiiiiiiii 
Figura A.4. Matriz de diseño experimental factorial 24 no replicado para estudiar cuatro 
factores con dos niveles cada uno (alto y bajo), notación signal corn binada con notación de 

Yates para efectos principales y secundarios 
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130 



Tabla A.16. ANOVA para hidrólisis de aceite de pescado a 3,5 horas de reacción, a 0,05 

FV Sc GL CM FO p-value significancia del efecto 
pH (xl) 19,4 1 19,4 7,64 0,0400 significativo 
W/O (x2) 85.5 1 85,5 33.64 0,0020 significativo 
[E] (0) 1542,7 1 1542,7 607,30 0,0000 significativo 
T(x4) 0,4 1 0,4 0,160 0,5550 no significativo 

AB 0,2 1 0,2 0,075 0,6730 no significativo 
AC 4,3 1 4,3 1,68 0,0930 no significativo 
AD 1,3 1 1,3 0,523 0,3060 no significativo 
BC 19,0 1 19,0 7,47 0,0070 significativo 
BD 1,3 1 1,3 0,523 0,3060 no significativo 
CD 1,0 1 1,0 0,387 0,3630 no significativo 

error 12,7 5 2,54 
total 1687,7 15 

FV: fuentes de variabilidad (cfectos), SC: sumas de cuadrados, CL: grados (IC libertad, CM: cuadrados mcdios 
FO: estadistico de prueba, p-value: significancia observada 

A partir de las variables que poseen tin efecto significativo (Tabla A.16) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene la función a maximizar (Ecuación A. 1). 

Y= 16,7-1,1 x1 -2,31 x2+9,82x3- 1,1 x2x3 Ecuación A.1 

Tabla A.17. ANOVA para hidrólisis de aceite de pescado a 7 horas de reacción, a= 0,05 

FV SC GL CM FO p-value significancia del efecto 
pH (xl) 13,7 1 13,7 0,95 0,3740 no significativo 
W/O (x2) 153,9 1 153.9 10,66 0,0220 significativo 
[E] (0) 2502,8 1 2502,8 173,36 0,0000 significativo 
T(x4) 23,8 1 23,8 1,65 0,2550 no significativo 

AB 1,0 1 1,0 0,07 0,8020 no significativo 
AC 1,9 1 1,9 0,13 0,7330 no significativo 
AD 2,3 1 2,3 0,16 0,7060 no significativo 
BC 55,2 1 55,2 3,82 0,1080 no significativo 
BD 0,3 1 0,3 0,02 0,8930 no significativo 
CD 25,2 1 25,2 1,74 0,2440 no significativo 

error 72,2 5 14,44 

total 2852,1 15 

FV: fuentes de variabilidad (efectos), SC: sumas de cuadrados, CL: grados de libertad, CM: cuadrados medios, 
FO: estadistico de prueba, p-value: significancia observada 

A partir de las variables que poseen un efecto significativo (Tabla A.] 7) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene la función a maxim izar (EcuaciOn A.2). 

Y'21,0-3,1x2+12,5x3 Ecuación A.2 
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Tabla A.I.S. ANOVA para hidrólisis de aceite de pescado a 22 horas de reacción, a= 0,05 

FV SC GL CM FO p-value significancia del efecto 
pH (x 1) 20,8 1 20,8 1,70 0,2490 no significativo 
W/O (x2) 408,0 1 408.0 33,21 0,0020 significativo 
[E] (0) 3415,7 1 3415,7 278,04 0,0000 significativo 
T(x4) 123,6 1 123,6 10,06 0,0250 significativo 

AB 6,0 1 6,0 0,48 0,5190 no significativo 
AC 7,4 1 7,4 0,60 0,4740 no significativo 
AD 1,2 1 1,2 0,102 0,7620 no significativo 
BC 19,1 1 19,1 1,56 0,2670 no significativo 
BD 0,4 1 0,4 0,035 0,8590 no significativo 
CD 4,8 1 4,8 0,39 0,5600 no significativo 

error 61,4 5 12,29 

total 4068,4 15 

FV: fuentes de variabilidad (efectos), SC: sumas de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrados medios 
FO: estadistico de prueba,p-value: significancia observada 

A partir de las variables que poseen un efecto significativo (labia A.18) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene la función a maximizar (Ecuación A.3). 

Y=29,7-5,1x2+14,6x3-2,8x4 Ecuación A.3 

Tabla A.19. ANOVA para la concentraclén de EPA+DHA en forma de glicéridos a partir 
de la hidrólisis de aceite de pescado a 3,5 horas de reacción, a= 0,05 

FV SC GL CM FO - p-vahe significancia del efecto 
pH (xl) 0,6 1 0,6 4,12 0,0980 no significativo 
W/O (x2) 2,9 1 2,9 19,32 0,0070 significativo 
[E] (0) 46,9 1 46,9 311,01 0,0000 significativo 
T (x4) 0,0 I 0,0 0,002 0,0020 significativo 

AB 0,0 1 0,0 0,22 0,9660 no significativo 
AC 0,2 I 0,2 1,44 0,2840 no significativo 
AD 0,1 1 0,1 0,40 0,5550 no significativo 
BC 0,8 1 0,8 5,58 0,0650 no significativo 
BD 0,1 1 0,1 0,63 0,4630 no significativo 
CD 0,0 1 0,0 0,05 0,8320 no significativo 

error 0,8 5 0,15 

total 52,5 15 

FY: fuentes de variabilidad (efectos), SC: sumas de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrados medios, 
FO: estadIstico de prueba, p-value: significancia obscrvada 

A partir de las variables que poseen un efecto significativo (labia A. 19) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene la función a maximizar (Ecuación A.4). 

Y=17,8-0,4x2+l,7x3-0,004x4 Ecuación A.4 
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Tabla A.M. ANOVA para la eoncenti-aiión de EPA+DHA en for ma de glicéridos a partir 
de la hidrólisis de aceite de pescado a 7 horas de reacción, a 0,05 

FV SC GL CM FO p-value significancia del efecto 
pH(xl) 0,4 1 0,4 0,45 0,5320 no significativo 
W/O (x2) 6,4 1 6,4 6,94 0,0460 significativo 
[E] (0) 90,3 1 90,3 97,38 0,0000 significativo 
T (x4) 0,6 1 0,6 0,63 0,4630 no significativo 

AB 0,2 1 0,2 0,17 0,6970 no significativo 
AC 0,1 1 0,1 0,12 0,7430 no significativo 
AD 0,2 1 0,2 0,27 0,6260 no significativo 
BC 2,9 1 2,9 3,13 0,1370 no significativo 
BD 0,1 1 0,1 0,13 0,7330 no significativo 
CD 0,8 1 0,8 0,90 0,3860 no significativo 

error 4,6 5 0,93 
total 106,8 15 

FV: fuentes de variabilidad (efectos), SC: sumas de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrados medios 
FO: estadIstico de prucba,p-value: significancia observada 

A partir de las variables que poseen un efecto significativo (labia A.20) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene Ia función a maximizar (EcuaciOn A.5). 

Y=18,7-0,6x2±2,3x3 Ecuación A.5 

Tabla A.21. ANOVA para la concentración de EPA+DHA en forma de glicéridos a partir 
de la hidrólisis de aceite de pescado a 22 horas de reacción, 0,05 

FV SC GL CM  FO p-value significancia del efecto 
pH (xl) 0,5 1 0,5 0,45 0,5320 no significativo 
W/O (x2) 26,6 1 26,6 22,63 0,0050 significativo 
[E] (0) 158,0 1 158,0 134,32 0,0000 significativo 
T (x4) 2,8 1 2,8 2,40 0,1820 no significativo 

AB 0,4 1 0,4 0,34 0,5850 no significativo 
AC 0,2 1 0,2 0,20 0,6730 no significativo 
AD 0,4 1 0,4 0,33 0,5910 no significativo 
BC 4,7 1 4,7 3,98 0,1300 no significativo 
BD 0,0 1 0,0 0,002 0,9660 no significativo 
CD 0,0 1 0,0 0,01 0,9240 no significativo 

error 5,9 5 1,18 

total 199,5 15 

FY: fuentes de variabilidad (efectos), SC: sumas de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrados medios, 
FO: estadIstico de prueba, p-value: significancia observada 

A partir de las variables que poseen tin efecto significativo (Tabla A.21) y del cálculo de los 

coeficientes del modelo de regresión, se obtiene la función a maximizar (EcuaciOn A.6). 

Y=20,6-1,3X2+3,1 X3 Ecuación A.6 
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ANEXO7 

PRoTocoLos DE INMOVILIZACION DE CCL EN DIFERENTES SOPORTES 

A.7.1 Protocolo de inmovilización de CCL mediante adsorción por interacciones 

hid rofó bicas 

Preparar una suspension de soporte hidrofóbico (octil-agarosa, butil-sepabeads, octadecil-

sepabeads, lewatit y celita) con Ia solución de enzima en una concentración de proteina 

deseada. La suspension debe estar en una relaciOn 1:10, por ejemplo 5 g de octil agarosa 

en 50 mL de soluciOn de enzima. La soluciOn de enzima debe estar en tampOn fosfato 25 

mM p1-I 7. 

• Dejar en el agitador de rodillo por 30 a 60 mmutos a temperatura ambiente (25°C). 

• Medir actividad especIfica con p-NPB como sustrato tanto del sobrenadante como de la 

suspensiOn para obtener el rendimiento de inmovilizaciOn de la lipasa. 

• Filtrar ci derivado y lavar con agua destilada en pnmero y luego con tampOn fosfato 25 

mM pH 7. 

A.7.2 Protocolo de entrecruza mien to de derivados de 0-CCL con poilmeros 

polifuncionales 

I. Aminación qulmica de la superficie de ía enzima 

• Preparar una suspensiOn del derivado de O-CCL en etilendiamina 1mM a pH 4,75 en una 

relaciOn Ig por 10 mL, por ejemplo 5 g de O-CCL en 50 mL de EDA. 

• Agregar la cantidad necesaria de EDC para que tenga una concentración en la suspensiOn 

del derivado de 10 mM y ajustar el pH a 4,75. 

• Dejar en el agitador de rodillo por 90 minutos a temperatura ambiente (25°C). 

• Medir actividad especifica de la suspensiOn con p-NPB como sustrato. 

• Filtrar y lavar los derivados aminados con agua destilada. 

IL Entrecruzamiento con dextrano sulfato 

• Preparar una suspension del derivado O-CCL aminado en tampOn fosfato 100mM a pH 7 

en una relaciOn 1:10, por ejeinplo 5 g de derivado en 50 nil, de tampon. 
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• Agregar una cantidad tal de solución de dextrano suifato de 100 kDa para obtener la 

concentración deseada de dextrano sulfato por mg de proteina adsorbida (0,5 mg/mg Prot). 

• Dejar en el agitador de rodillo a temperatura ambiente (25°C) por 150 minutos. 

ilL Entrecruzamiento con dextrano aldehido 

El entrecruzamiento con dextrano aldehido consta de los siguientes pasos: 

Preparación del dextrano aldehido 

Entrecruzamiento 

ReducciOn 

Preparación del dextrano aldehido 

Preparar una solución de dextrano (100 kDa) pesando 3,33 g de dextrano y disoiverlos en 

100 mL de agua destilada 

Agregar 8 g de periodato de sodio a temperatura ambiente por 3 horas. Esto permite la 

compieta oxidación de la molécula de dextrano. 

Dejar overnight la solución dializándose en 50 volümencs de agua destilada, con ci fin de 

eliminar ci formaldehIdo producido durante Ia oxidaciOn. 

Entrecruzamiento 

• Preparar una suspensiOn del derivado aminado en tampon fosfato 100mM a pH 7 en una 

reiaciOn 1:10, por ejemplo 5 g de derivado en 50 mL de tampon. 

• Agregar una cantidad tal de soiución de dextrano aldehido para obtener la concentración 

deseada de dextrano aldehido,  por mg de protemna adsorbida (0,5 mg/mg prot). 

• Dejar en ci agitador de rodillo a temperatura ambiente (25°C) "overnight". 

Reducción 

• A Ia suspension del derivado se Ic agrega borohidruro de sodio (NaBH4) en una 

concentraciOn de 1mg de NaBH4 por mL de suspension. 

• Dejar en agitaciOn usando un agitador de paleta a temperatura ambiente y por 60 minutos, 

sin tapar para procurar la liberación de gases. 

• Filtrar y iavar con agua destilada. 
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A.7.3 Protocolo de inmovilización de CCL mediante adsorción por interacciones 

iOnicas 

• Preparar una suspension de soporte (Q-sepharose, MANAE-agarosa, CM-agarosa, glioxil-

agarosa-PEL y agarosa-DxSO4) con la solución de enzima en la concentración de proteina 

deseada. La suspension debe estar en una relaciOn I g de soporte por 10 mL de soluciOn de 

enzima, la cual debe estar a baja fuerza iOnica con tampon fosfato 5 mM pH 7. 

Cuando se utiliza lauril sucrosa en el medio de inmovilizaciOn, ésta debe quedar en un 

0,3% en el tampOn fosfato 5 mM pH 7. 

Dejar en el agitador de rodillo por 30 a 60 minutos a temperatura ambiente (250C). 

Medir actividad especIfica con p-NPB como sustrato tanto del sobrenadante como de la 

suspensiOn para obtener el rendimiento de inmovilizaciOn de la lipasa. 

Filtrar el derivado y lavar con agua destilada y luego con tampOn fosfato 25 mM pH 7. 

Preparación de Glioxil-agarosa 4BL recubierta con polietilenimina (PEI) 

Agregar 1 g de PEI (tamaflo molecular de 25.000) por gramo de soporte en una suspension 

de 10 mL del soporte activado (glioxil-agarosa) y 80 mL de tampOn bicarbonato 100mM a 

pH II y dejar en agitación suave por 3 horas a temperatura ambiente (25°C). 

Agregar borohidruro de sodio, de forma tal que en la disolución se tenga 10 mg/mL, para 

la reducción de los soportes activados y dejar por 2 horas en agitaciOn a temperatura 

ambiente (25°C). 

Lavar Los soportes modificados con tampon acetato sOdico 100 mM pH 4, tampon borato 

de sodio 100 mM pH 9, soluciOn I M de cloruro de sodio, y finalmente con agua destilada 

para eliminar cualquier inolécula de PE! adsorbida at soporte y no unida at grupo glioxil. 

Preparación de Agarosa 4BCL recubierta con dextrano sulfato 

Disolver 0,5 de dextrano sulfato (100 kDa), en 10 mL de tampOn fosfato 25 mM a pH 7, a 

temperatura ambiente (25°C). 

Agregar 5 g de agarosa y dejar en agitaciOn en rodillo por 16 hrs. 

• Contactar el soporte con I L de tampOn fosfato 100 mM a pH 7, bajo agitaciOn suave por 

una hora a temperatura ambiente (25°C). 

• Lavar el soporte con abundante agua destilada para eliminar el exceso de dextrano sulfato. 
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A.7.4 Protocolo de inmovilización de CCL mediante enlace covalente a agarosa 

activada con bromocianógeno 

La inmovilización de lipasas en CNBr-agarosa requiere de los siguientes pasos: 

a) Activación de la CNBr-agarosa 

h) lnmovilización de la enzima 

Activación de la CNBr-agarosa 

• Preparar una suspension con CNBr-agarosa y agua destilada a pH 2,5 (ajustado con HCI) 

en una relación 1 g por 10 mL, considerando que la CNBr-agarosa al hidratarse aumenta 

airededor de ties veces su peso. Por ejemplo si se requiere de 6 g de CNBr-agarosa, se 

debe pesar 2 g de soporte y suspenderlo en 60 mL de agua destilada a pH 2,5. 

• Dejar en agitación a temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos. 

• Filtrar sin lavar. 

Inmovilización de la lipasa a CNBr-agarosa 

• Preparar una suspension de CNBr-agarosa activada con una soluciOn de enzima en la 

concentraciOn de proteina deseada. La suspension debe estar en una relación 1: 10, por 

ejemplo 5 g de CNBr-agarosa en 50 mL de soluciOn de enzima. La soluciOn de enzima 

debe estar en tampOn fosfato 25 mM pH 7. 

• Dejar en agitaciOn en frio (4°C), usando un agitador de paleta por 15 minutos. 

• Medir actividad especIfica con p-NPB como sustrato tanto del sobrenadante como de la 

suspensiOn para conocer el porcentaje de inmovilizaciOn de la lipasa. 

• Filtrar y lavar con una solución de etanolamina 1 M pH 8. 

• Resuspender en una solución de etanolamina I M pH 8, en relaciOn 1:10 con el soporte, y 

dejar en agitaciOn por 1,5 horas para bloquear los grupos reactivos remanentes del soporte. 

• Filtrar y lavar con agua destilada. 

A.7.5 Protocolo de inmovilización de CCL mediante enlace covalente a glioxil-agarosa 

• Preparar una suspension de glioxil-agarosa con una solución de enzima en la 

concentración de proteina deseada. La suspension debe estar en una relación 1:10, por 

ejemplo 5 g de glioxil-agarosa en 50 mL de soluciOn de enzima. La soluciOn de enzima 

debe estar en tampOn fosfato 25 mM pH 7 

Ajustar el pH a 9 y dejar en agitaciOn a temperatura ambiente (25°C) "overnight" 
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Medir actividad especIfica de La suspension con p-NPB como sustrato. 

Filtrar y lavar con agua destilada. 

Resuspender en tampon bicarbonato 100 mM pH 10 y dejar en el agitador de rodillo a 

temperatura anibiente (25°C) por 3 horas. 

Medir actividad espeeffica de Ia suspensiOn con p-NPB como sustrato. 

Agregar borohidruro de sodio (NaBH4) en una concenlración de 1mg de NaBH4 por mL 

de suspensiOn del derivado 

Dejar en agitaciOn usando un agitador de paleta a temperatura ambiente (25°C) y por 30 

minutos, sin tapar para procurar La liberaciOn de gases. 

Filtrar y lavar con agua destilada. 
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ANEXO8 

CINETICAS DE INMOVILIZACION DE CCL EN DIFERENTES SOPORTES 
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Figura A.5. Cinéticas de inmovilización de CCL en soportes con caracterIsticas 
hidrofóbicas, a) Octil-agarosa b) butil-sepabeads c) octadecil-sepa beads d) lewatit y e) celita 
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Figura A.6. Cinéticas de inmovilización de CCL en soportes iónicos, a) Q-sepharose b) 
MANAE-agarosa c) CM-agarosa d) glioxil-agarosa-PEI y e) agarosa-DxSO4 
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Figura A.7. Cinéticas de inmovilización de CCL en soportes iónicos con lauril sucrosa en el 
medio de inmovilización, a) Q-sepharose b) MANAE-agarosa 
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Difusión de la Investigación 

Los resuitados de La presente investigación ban sido presentados en los siguientes congresos 

internacionales: 

7th 
Euro Fed Lipid Congress "Lipids, Fats and Oils: From Knowledge to Application", 

Octubre 2009, Graz, Austria. 
Trabajo presentado: "Enzymatic hydrolysis of fish oil with Candida cylindracea lipase: A 
comparison of reaction systems" 
Autores: C. Pizarro, A. Markovits, R. Chamy, L. Wilson 

14th 
European Congress on Biotechnology "Symbiosis: Science, Industry and Society", 

Septiembre 2009, Barcelona, España. 
Trabajo presentado: "Fish oil hydrolysis with immobilized lipase from Candida cylindracea: 
A comparison of different derivatives" 
Autores: C. Pizarro, A. Markovits, R. Chamy, L. Wilson 

6" Euro Fed Lipid Congress "Oils, Fats and Lipids in the 3rd Millennium", 
Septiembre 2008, Atenas, Grecia. 
Trabajo presentado: "Effect of use immobilized Candida cylindracea lipase on thermal 
stability and n-3 PUFAs separation by enzymatic hydrolysis" 
Autores: C. Pizarro, A. Markovits, R. Chamy, L. Wilson 

A la fecha se tiene una publicación derivada de la presentación en 14th  European Congress on 

Biotechnology "Symbiosis: Science, Industry and Society" y cuatro artIculos en preparación 

para ser publicados en revistas del area: 

• C. Pizarro, L. Wilson, R. Chamy, A. Markovits. (2009). Fish oil hydrolysis with 
immobilized lipase from C'andida cvlindracea: a comparison of different derivatives. New 
Biotechnology 25: S154-Sl55. 

• C. Pizarro, R. Chamy, A. Markovits, C. Brañes, G. Fernández-Lorente, J.M. Guisán, L. 
Wilson. Stability study of Candida cylindracea lipase immobilized by different techniques 
for the hydrolysis offish oil triacylglycerols. Manuscrito en preparación. 

• C. Pizarro, R. Chamy, A. Markovits, C. Brañes, L. Wilson. Enzymatic hydrolysis offish oil 
with different derivatives of Candida cylindracea lipase: Comparison of reaction 
conditions. Manuscrito en preparación. 

• C. Pizarro, R. Chamy, A. Markovits, C. Brañes, L. Wilson. Applicability of using recycled 
hydrophobic supports for lipase immobilization in successive cycles offish oil hydrolysis. 
Manuscrito en preparación. 

• C. Pizarro, R. Chamy, A. Markovits, C. Brafies, G. Fernández-Lorente, J.M. Guisán, L. 
Wilson. Comparison of the thermal stability of different derivatives of Candida sp. lipases 
for fish oil hydrolysis. Manuscrito en preparación. 

142 


