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Introduccién y Objetivos

Las lipasas o carboxil éster hidrolasas forman un grupo muy
diverso y heterogéneo de enzimas que presentan una gran
versatilidad de sustrato y de reaccion. Estas enzimas poseen una
elevada estabilidad en medios anhidros, como disolventes
organicos o medios “free solvent”, por lo que pueden aplicarse en
la sintesis de compuestos organicos con una baja solubilidad en
agua, no emplean costosos cofactores y se pueden obtener a partir
de una gran variedad de microorganismos que las secretan al
medio, facilitando y abaratando su produccioén. Todo ello conlleva
que las lipasas tengan un gran interés y potencial para ser
aplicadas en sectores muy diversos.

En la industria alimentaria, una de las principales aplicaciones
de las lipasas se centra en la produccion de aceites o grasas
sintetizadas de forma dirigida (lipidos estructurados), para que la
composicion y distribucion en acidos grasos se ajuste a unas
caracteristicas nutricionales y/o fisico-quimicas determinadas.
Entre las metodologias mas empleadas en la produccién
enzimatica de estos lipidos se encuentran las reacciones de
interesterificacion, acidolisis, y los procesos en dos pasos,
alcoholisis y esterificacion.

Existe una corriente creciente en la sociedad, preocupada por
sus habitos dietéticos, que demanda alimentos de una mejor
calidad nutricional y mas saludables. Los alimentos funcionales
nacen para cubrir esta demanda del mercado de forma que sin
sustituir las bases de una dieta sana, se incluyan en la
alimentacion y corrijan algunos de los desequilibrios derivados del
ritmo de vida actual. Esta sensibilizacién de la poblacién ha
influido en distintos dmbitos como es el desarrollo de nuevas
tecnologias para la produccion de lipidos funcionales. A este
respecto, uno de los principales objetivos que se persigue con la
reformulacién de triglicéridos es la mejora de las caracteristicas
nutricionales de las grasas y aceites incrementando el contenido en




Introduccion

acidos grasos poliinsaturados (PUFA) con efectos beneficiosos
para la salud, como el 4cido esencial a-linolénico (ALA).

En este contexto, el Objetivo General de esta Tesis Doctoral
ha sido el estudio del potencial biotecnoldégico de lipasas
comerciales (libres e inmovilizadas) para la modificacion de
aceites, con la finalidad de mejorar sus caracteristicas
nutricionales.

Los objetivos especificos desarrollados en esta investigacién
se resumen en los siguientes capitulos en los que se ha
estructurado esta Tesis:

Capitulo I: Lipasas y lipidos funcionales.

En este primer capitulo se incluye una revision bibliogréafica de
las principales caracteristicas estructurales, reacciones catalizadas
y principales aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas. También
se hace especial hincapié¢ en los beneficios de la ingesta de acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) y su utilizacién para la
produccién de lipidos estructurados. Por ultimo, se incluye una
revision de la sintesis de estos lipidos funcionales catalizada por
lipasas.

Capitulo II: Estudio cinético de lipasas comerciales libres e
inmovilizadas. Reacciones de hidrolisis.

El estudio se centra en la determinacién de la capacidad
hidrolitica de diez preparados comerciales de lipasas (libres e
inmovilizados). En primer lugar, se describe el desarrollo de una
nueva metodologia reproducible, rapida y sencilla para evaluar la
actividad hidrolitica de estas enzimas, ensayandose el efecto de
distintos emulsionantes. A  continuacion, los preparados
enzimaticos se caracterizaron en base a su especificidad de
sustrato y cinética (determinacion de los parametros Ky vy Viax).
También se determind la actividad de las lipasas hacia diferentes
triglicéridos.
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Los resultados obtenidos en este capitulo permitieron
seleccionar las enzimas mas adecuadas para llevar a cabo la
sintesis de lipidos estructurados, enriquecidos en 4cidos
o-linolénico (Lipase PS-CI, Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM), y
de monoglicéridos (Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM), que se
describe en los Capitulos III y IV, respectivamente.

Capitulo III: Sintesis enzimatica de lipidos estructurados
enriquecidos en acido a-linolénico.

La produccion de lipidos estructurados enriquecidos en acido
a-linolénico (ALA), mediante acidolisis enzimatica de
gliceriltrioctanoato (TO) en medio organico, se desarrolla en este
tercer Capitulo. En este estudio se evalud el efecto de la relaciéon
molar de sustratos, temperatura y tiempo de reaccion sobre la
reaccion de esterificacion catalizada por Lipase PS-CI, Lipase
PS-DI y Lipozyme RM-IM utilizando la metodologia de superficie
de respuesta. A partir de este disefio de experimentos se
obtuvieron las condiciones Optimas para la incorporacion de ALA
en el triglicérido.

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar la lipasa y las
condiciones de reaccion mas adecuadas para el enriquecimiento en
ALA de aceite de palma comercial. Adicionalmente, se evaluo la
estabilidad oxidativa de los productos de reaccion.

Capitulo IV: Sintesis enzimatica de monoglicéridos mediante
glicerolisis.

En el capitulo IV se aborda la sintesis enzimdatica de
monoglicéridos ricos en acidos grasos poliinsaturados mediante
glicerolisis enzimatica (con Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM) de
aceite de anchoa en un medio “free-solvent”. Para ello, se llevo a
cabo el estudio del comportamiento bioquimico de las lipasas en la
producciéon de monoglicéridos y determinacion de las condiciones
Optimas de reaccion. En este capitulo se incluye también un
analisis del efecto de la temperatura, la relacion
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glicerol/triglicérido y la concentracion de enzima sobre el
progreso de la reaccién (produccion de mono, di y triglicéridos)
y sobre la estabilidad oxidativa de los productos finales.
Mediante la metodologia de superficie de respuesta se
determinaron las condiciones Optimas de producciéon de
monoglicéridos con una mejor estabilidad oxidativa.
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Capitulo I
Lipasas y lipidos funcionales

Resumen

Las lipasas o carboxil éster hidrolasas (E.C. 3.1.1.X) forman un
grupo muy diverso y heterogéneo de enzimas cuya funciéon bioldgica
se encuentra estrechamente relacionada con el metabolismo lipidico.
En el centro activo de las lipasas existen distintas regiones cuya
geometria y propiedades fisico-quimicas determinan algunas de sus
caracteristicas especificas y diferenciales. Presentan la particularidad
de ejercer su actividad en la interfase lipido-agua, en este ambiente se
producen cambios conformacionales de la estructura denominada
“lid” que dan lugar a las formas abierta (cataliticamente activa) y
cerrada (inactiva). Este grupo de enzimas posee una gran versatilidad,
siendo capaces de actuar sobre un gran numero de sustratos y
catalizar diferentes reacciones (hidrolisis, esterificaciones 'y
transesterificaciones) dependiendo del medio en el que se encuentren.
Por otro lado, junto a esta flexibilidad catalitica, las lipasas presentan
preferencias en los triglicéridos por el tipo y posicion de los acidos
grasos sobre los que acttian. Esto hace que las lipasas sean un grupo
de enzimas con un enorme potencial biotecnoldogico y de aplicacion
en sectores industriales muy diversos. En la industria alimentaria, una
de las principales aplicaciones de las lipasas se centra en la
produccion de lipidos estructurados (SL), aceites o grasas sintetizadas
de forma dirigida para que la composiciéon y distribucion en acidos
grasos se ajuste a unas caracteristicas nutricionales y/o fisico-
quimicas determinadas. De esta manera, el enriquecimiento en acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) con efectos beneficiosos para la salud
(cardioprotector, antiinflamatorio, normalizacion del perfil lipidico),
como el acido esencial a-linolénico (ALA), permite obtener lipidos
funcionales. Entre las metodologias mas empleadas en la produccion
enzimatica de SL se encuentran las reacciones de interesterificacion,
acidolisis, y los procesos en dos pasos (alcoholisis y esterificacidn)
catalizadas por lipasas.
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Lipasas y lipidos funcionales

1. Lipasas

1.1. Estructura y mecanismo catalitico

Las lipasas o carboxil éster hidrolasas (E.C. 3.1.1.X) forman un
grupo muy diverso y heterogéneo de enzimas que catalizan la
ruptura de enlaces éster. Tienen una amplia distribuciéon en la
naturaleza y pueden encontrarse en todo tipo de organismos desde
animales, plantas y hongos, asi como en procariotas. A pesar de
que estas serin hidrolasas han sido extensamente estudiadas
todavia existen numerosos aspectos sobre su funcion fisioldgica
que se desconocen. Se ha observado su implicacion en procesos
muy diversos dependiendo del organismo y del tejido de estudio,
pero en todos los casos la funciéon mas extendida se encuentra
estrechamente relacionada con el metabolismo lipidico, tanto en la
digestion y absorcion de grasas como en su almacenamiento como
reserva energética.

Las lipasas poseen una serie de propiedades que las hacen
especialmente interesantes para su aplicacidon industrial por lo que
resulta de gran importancia profundizar en el estudio de sus
caracteristicas funcionales. La resolucion de un gran numero de
estructuras tridimensionales ha hecho posible explicar algunas de
estas caracteristicas como es su activacion en presencia de
interfases. A pesar de la gran diversidad de organismos en los que
se pueden encontrar lipasas y la heterogeneidad de los procesos en
los que participan, todas ellas poseen una serie de rasgos
estructurales comunes que las definen. La estructura central de las
lipasas conocida como plegamiento a/pf hidrolasa, es compartida
por varios grupos de enzimas como tioesterasas, dienolactona
hidrolasas, dehalogenasas y carboxipeptidasas que también
catalizan reacciones de hidrélisis. Este plegamiento o/f hidrolasa
(Figura 1) se encuentra formado por una estructura bdsica que
frecuentemente consta de 8 ladminas B interconectadas mediante

12



Capitulo I-Lipasas

hélices a dando lugar a un dominio en el que se encuentra el
centro activo con los tres aminodcidos implicados directamente en
la catalisis o triada catalitica (Brady et al., 1990; Ollis et al.,
1992).

Figura 1. Representacion esquematica del plegamiento o/f hidrolasa en
lipasas. Las fechas de color azul (1-8) representan estructuras secundarias en
lamina B, y los cilindros de color rojo (A-F) las hélices a de la estructura. Los
circulos de color rojo indican la disposicion relativa de los aminoacidos de la
triada catalitica (Bornscheuer, 2002).

Al estudiar la secuencia de aminoéacidos de la triada catalitica
se puede observar que existe una cierta variacién en la identidad
de los mismos pero que en todos los casos esta formada por un
residuo nucleéfilo (generalmente una serina), otro acido y una
histidina. A pesar de esta variacion, los residuos siempre aparecen
en este orden en la secuencia primaria de la proteina y se mantiene
una topologia similar en todos los miembros del grupo. Esta
similaridad en la disposicidén tridimensional, a pesar de la pobre
homologia en la secuencia, no se observa en otras enzimas con
triada catalitica por lo que es considerado como otro rasgo
caracteristico de las lipasas. Algunos autores indican que el
plegamiento a/f y la disposiciéon de los aminoacidos de la triada
catalitica son los unicos rasgos estructurales comunes que se
encuentran en todas las lipasas pertenecientes a las diferentes
superfamilias (Miled et al., 2000).

13



Lipasas y lipidos funcionales

Estudios realizados mediante cristalografia de rayos—X han
revelado que el centro activo en las lipasas es mas que una simple
cavidad que alberga la triada catalitica, sino que es una estructura
tridimensional que a su vez contiene otras regiones que facilitan el
proceso catalitico. Una de estas “subregiones” del centro activo
denominada hueco oxianionico ayuda en la estabilizacién de los
intermediarios de reaccion al formase puentes de hidrégeno con
los grupos amino del esqueleto de dos de los residuos de esta
estructura (Pleiss et al., 1998). Se pueden encontrar tres tipos de
huecos oxianidnicos diferentes denominados como GX, GGGX y y
dependiendo de los aminoacidos que los forman. Otra regidén que
aparece en el centro activo conocida como “scissile fatty acid
binding site” es una hendidura que participa en la union de los
restos acilo que van a ser cortados de un enlace éster (Jaeger et
al., 1999). La superficie de esta cavidad se encuentra
principalmente formada por aminodcidos hidrofoébicos que
interactian con los sustratos lipidicos. Estudios con distintos
mutantes muestran que existen dos zonas diferenciadas, una para
la unién del resto acilo y otra para el alcohol, que tienen una gran
importancia en la especificidad de sustrato que presentan estas
enzimas. Mientras que la region a la que se une el alcohol es
similar en todas las lipasas estudiadas hasta el momento, el lugar
de wunion para la fraccion acida del éster varia de forma
considerable y aporta las bases moleculares para explicar la
diferente acomodacion de los sustratos y, por tanto, su preferencia
por los mismos (Cygler et al., 1994) (Figura 2).

H R

é

M L

Enzima

Figura 2. Esquema de la estructura del estereocentro de las lipasas a partir de
la correlaciéon entre enantioselectividad y de los sustituyentes de tamafio
medio (M) y de gran tamafio (L) Regla de Kazlauskas. (Adaptacion de
Kazlauskas et al., 1991).
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Capitulo I-Lipasas

A partir de los resultados de la enantioselectividad de mas de
130 esteres de distintos tamafios de sustituyentes, Kazlauskas et
al. (1991) formularon una regla empirica que permite predecir la
velocidad de reaccién de alcoholes primarios y secundarios
basandose en la estructura del estereocentro de las lipasas.

En la mayor parte de las lipasas estudiadas aparece
adicionalmente una estructura movil denominada “lid” o “flap”
que regula el acceso del sustrato al centro activo. Este dominio
anfipatico de pequefio tamafio consiste en una o dos hélices a que
se unen al resto de la proteina mediante segmentos flexibles que
cambian de orientacion por la presencia de aminodacidos
hidroféobicos como el triptofano 89 en Thermomyces lanuginosus
(Holmquist et al., 1993; Holmquist et al., 1994; Fojan et al.,
2000). Estos cambios conformacionales, que permiten o impiden el
acceso de los sustratos al centro activo, dan lugar a dos formas
que coexisten en equilibrio denominadas como abierta y cerrada
(Figura 3) (Brzozowski et al., 2000).

Figura 3. Equilibrio de desplazamiento del “lid” entre las conformaciones
cerrada (LC rojo) y abierta (LA azul) para la lipasa de 7. lanuginosus
(c6digos PDB: 1DT3-y 1EIN).

La presencia de estas regiones moéviles son la base estructural
que permite explicar un fendmeno caracteristico de las lipasas
denominado activacién interfacial en el que la enzima
experimenta una hiperactivacioén en presencia de interfases (Sarda
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Lipasas y lipidos funcionales

y Desnuelle, 1958; Verger, 1997). Los cambios conformacionales
del “lid” pueden afectar no solamente a la exposicion del centro
activo, sino que también puede verse modificada la disposicion de
sus aminoacidos. En las lipasas el hueco oxianionico puede
encontrarse preformado en la conformacion cerrada o por el
contrario adquirir su disposicion definitiva tras la modificacién
geométrica producida durante el desplazamiento del “lid”.

Una caracteristica de las lipasas reside en que han
evolucionado adaptandose a la particularidad de actuar en la
interfase lipido-agua que forman sus sustratos naturales
insolubles de forma que cuando estos aparecen en forma de
agregados moleculares las lipasas se adsorben a las interfases
formadas. En este microambiente, con wunas condiciones
fisico-quimicas  tan  complejas, tienen  lugar  cambios
conformacionales en los que el “lid” cambia de orientacidon
desbloqueando el centro activo quedando asi accesible a los
sustratos en la conformacion abierta. Estos cambios se ven
reflejados en un brusco incremento en la actividad debido al
desplazamiento del equilibrio de la forma cerrada-inactiva a la
abierta-activa. El proceso necesario para que los sustratos entren
en el centro activo puede resumirse en un mecanismo general de
tres pasos secuenciales (Figura 4): (1) adsorcion de la lipasa a la
interfase, (2) interaccidén entre el sustrato y la enzima induce su
conformacién activa y, por ultimo, (3) el sustrato entra en
contacto con el centro activo (Holmquist ef al., 1994).

Interfase

B i B g g E L P

A
v

ELC Fase Acuosa

Figura 4. Modelo de actuacion de las lipasas sobre sustratos agregados. E"C:
Enzima conformacién cerrada; E*“"; Enzima conformacion cerrada adsorbida;
E'C: Enzima conformacién abierta; S: Sustrato; ES: Complejo enzima-
sustrato; P: Producto.
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Capitulo I-Lipasas

Una vez que el sustrato accede al centro activo, las lipasas
catalizan la ruptura del enlace éster por una reaccion de hidrdlisis
cuyo mecanismo catalitico es comun a todas ellas (Figura 5). El
proceso comienza con la desprotonaciéon de la serina por los
residuos aspartico e histidina de la triada catalitica. El carbonilo
del enlace éster es atacado por la serina activada formandose un
intermediario tetraédrico que queda estabilizado en el hueco
oxianidénico por la formacion de dos o tres puentes de hidrégeno.
Tras la ruptura del enlace éster, el alcohol es liberado quedando el
resto acilo unido a la enzima. Este nuevo intermediario vuelve a
sufrir otro ataque donde una molécula de agua actua como
nucleo6filo desprendiéndose asi el producto de la reaccion, de
forma que la enzima puede comenzar el proceso de nuevo
(Bornscheuer y Kazlauskas, 2006; Reis et al., 2009).

B) RXH

His

Figura 5. Mecanismo catalitico de las lipasas. A) Activacion de la serina y
ataque nucleofilico. B) Formacidén del acil intermediario y ataque del agua. C)
Liberacion del resto acilo. (Adaptacion de Reis et al., 2009).

Debido a que las lipasas han despertado un gran interés entre
los investigadores y el nimero de enzimas descubiertas ha crecido
a gran velocidad, se ha hecho necesaria una reestructuraciéon y
actualizacion de su clasificacion. Tradicionalmente uno de los
criterios de clasificacion mas empleados ha sido la especificidad
por sus sustratos, aunque se ha comprobado que puede resultar
poco practico dado el amplio rango de moléculas sobre las que
pueden actuar (Kapoor y Gupta, 2012). En la actualidad, el nivel
de homologia en la secuencia primaria y los criterios estructurales
son dos de los criterios méas empleados. El gran desarrollo de
bases de datos con informacion sobre la secuencia de aminodacidos
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permite su comparacion y de esta forma establecer sus relaciones
evolutivas. Estas comparaciones han permitido observar que las
lipasas son un grupo de enzimas que poseen unos bajos niveles de
homologia en su secuencia primaria. A pesar de esta dificultad, los
estudios realizados en lipasas bacterianas establecen que estas
pueden ser clasificadas en 6 grandes familias en funcion de su
grado de homologia (Arpigny y Jaeger, 1999; Jaeger et al., 1999).
Otro criterio de clasificacién se centra en que a pesar de esta baja
similaridad en la secuencia, las lipasas muestran una alta
similaridad estructural. Al comparar la geometria y las
propiedades fisico-quimicas del sitio de union de los 4cidos grasos
las lipasas pueden ser clasificadas en tres grupos en funcion de la
forma, tamafio y profundidad del centro activo (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las lipasas en funcién de las caracteristicas del
centro activo y del “lid” (Pleiss et al., 1998).

Centro activo Presencia de “lid”
Familia Rhizomucor . . . . .
. Hendidura hidrofobica En la superficie cubriendo el
(RML), Rhizopus oryzae, . .
cerca de la superficie centro activo
Thermomyces
Centro activo en la parte - .
. De gran tamaiio y complejo
. mas interna de una . -
Candida rugosa (CRL) consistente en hélices o
estructura en forma de
tinel cortas y largas

“Lid” de pequefio tamafio y
Candida antarctica-B . eliptico (CALB) o de gran
(CALB), Burkholderia Forma de embudo ehpFlco tamaflo con una estructura
. cercano a la superficie o . 0
cepacia, Pseudomonas hélice-giro-hélice
(Burkholderia)

La disposicion y forma de los distintos tipos de centros activos
y “lids” detallados en la Tabla 1 aparecen representados en la
Figura 6 (Gutiérrez-Ayesta et al., 2007). Estas caracteristicas junto a
la presencia de “lid” determinan en gran medida la preferencia por
los sustratos de los distintos grupos de lipasas.
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RML CRL CALB

/’_

lipase lipase

lip

ASD

Figura 6. Esquema de la forma y localizacion de los distintos centros activos
y “lid” de las lipasas. RML: Lipasa de Rhizomucor miehei; CRL: Lipasa de C.
rugosa; CALB: Lipasa B de C. antarctica; AS: Active site. (Gutiérrez-Ayesta
et al., 2007).

1.2. Versatilidad y especificidad de las lipasas

De forma generalizada se suele emplear el término
versatilidad catalitica para englobar la flexibilidad en cuanto a
los sustratos, reacciones y medios en los que puede actuar una
enzima (Hult y Berglund, 2007). En lipasas es posible encontrar
una moderada especificidad junto con una elevada versatilidad
coexistiendo en un mismo centro activo, reflejo de su origen
evolutivo a partir de una forma multifuncional que hace que una
misma enzima pueda catalizar diferentes reacciones y que acepte
distintos sustratos dependiendo del entorno (Jensen, 1976;
Khersonsky et al., 2006). Las distintas formas de versatilidad
catalitica se encuentran frecuentemente combinadas y ligadas
entre si de forma que la habilidad para catalizar distintas
reacciones estd estrechamente relacionada con la capacidad para
admitir sustratos con grupos funcionales alternativos asi como con
el medio de reaccion en el que se encuentra dicha enzima.

Las lipasas, como ya se ha comentado en los apartados
precedentes, son un conjunto de enzimas heterogéneo que se
pueden englobar en dos grandes subgrupos: lipasas o “true
lipases” (E.C. 3.1.1.1) y esterasas o carboxil esterasas (E.C.
3.1.1.3). Tradicionalmente la distincion entre lipasas y esterasas
se ha basado en la solubilidad de los sustratos sobre los que
acttan. En la naturaleza las “true lipases” preferentemente
emplean como sustrato triglicéridos formados por acidos grasos de

19



Lipasas y lipidos funcionales

cadena larga, mientras que las carboxil esterasas actllan sobre
sustratos solubles en agua formados por acidos grasos de cadena
corta (Tabla 2). No obstante, en muchos casos no existe una linea
clara que delimite la pertenencia a uno u otro grupo. Muchas de
las enzimas descritas como lipasas pueden actuar sobre sustratos
propios de esterasas, por lo que una misma especie enzimatica
puede tener las dos actividades lipasa y esterasa (Gilbert et al.,
1991).

Tabla 2. Principales caracteristicas de lipasas y esterasas. (Adaptacion de
Bornscheuer, 2002).

Caracteristicas

“True lipases”

Esterasas

Preferencia sustratos naturales

Triglicéridos de
cadena media y larga

Triglicéridos de
cadena corta

Hidrofobicidad del sustrato

Alta. Agregados
insolubles en agua

De alta a baja.
Solubles en agua

Presencia de “lid”/activacion interfacial

Presente en la mayor
parte de los casos

No

Estabilidad solventes

Generalmente alta

De alta a baja

e Amplio y de mayor o o
Scissile fatty plo y Y De pequefio tamafio y
. . - . tamano que en

binding site estrecho

esterasas
Caracteristicas del —
centro activo pH optimo 8 6
Hueco Principalmente tipo Principalmente tipo

oxianiénico GX GGGX

Aunque de forma general tanto las lipasas como las esterasas
son cataliticamente activas frente a un gran numero de sustratos
diferentes, estas enzimas presentan preferencias en su utilizacion.
Las lipasas y esterasas con acilselectividad hidrolizan de forma
preferente aquellos ésteres que en su composicién portan acidos
grasos con unas determinadas caracteristicas de longitud y ntimero
de insaturaciones. En general las lipasas no presentan una buena
discriminacion entre dcidos grasos saturados/insaturados o cadena
larga/media (Gaskin et al., 2001). Hasta el momento no se han

encontrado lipasas tan estrictas que solo admitan un grupo

20



Capitulo I-Lipasas

concreto de dacidos grasos, y aunque existen preferencias en
sustratos  utilizan, las moléculas que cumplen ciertos
requerimientos pueden reaccionar con la enzima.

Ademds, lipasas y esterasas comparten una estructura muy
similar que hace que resulte complicado realizar una clasificacion
unicamente en funciéon de sus caracteristicas estructurales. Todas
las lipasas y esterasas tienen en comun que su estructura bésica
esta formada por el plegamiento o/f hidrolasa en el que la
geometria catalitica se encuentra muy conservada evolutivamente.
A pesar de esto, se han observado diferencias en la profundidad,
forma y propiedades fisico-quimicas del lugar de union al sustrato
(Pleiss et al., 1998) (Tabla 2). Son estas divergencias las que dan
lugar a las distintas preferencias por los sustratos.

Diversos estudios muestran que algunas caracteristicas
estructurales como el tamafo y la geometria del hueco oxianidnico
o la presencia de “lid” tienen un rol activo en la selectividad
(Secundo ef al., 2006). En funcién de la secuencia de aminoacidos
que forman el hueco oxianionico, se han identificado dos grupos
principales denominados como GX y GGGX (Pleiss et al., 2000).
En las lipasas donde el hueco oxianidnico tiene una estructura tipo
GX aparece una mayor predileccion por sustratos de cadena media
y larga, mientras que las esterasas en las que hueco es del tipo
GGGX catalizan preferentemente sustratos de cadena corta. Esta
preferencia de las esterasas por los sustratos de cadena corta es el
reflejo de su estructura donde la forma, el pequefio tamafo del
lugar de unién de los restos acilo y la naturaleza de los
aminoacidos que los forman favorece un ajuste Optimo de la
fraccion acida de los esteres de cadena corta (Tabla 2). El mayor
tamafio del lugar de union encontrado en las lipasas permite la
entrada de sustratos con una cadena carbonada de mayor longitud
(Pleiss et al., 1998). También, a pesar de poseer un punto
isoeléctrico (pl) similar, algunos estudios indican que lipasas y
esterasas pueden presentar diferencias por la carga electrostatica
del centro activo. En las lipasas su maxima actividad se encuentra
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asociada a pHs alcalinos entorno a 8 mientras que en esterasas el
pH oOptimo se encuentra alrededor de 6 (Neves Petersen et al.,
2001) (Tabla 2).

En la caracterizacién enzimatica para la hidrolisis de ésteres
solubles en agua, se encuentra también un comportamiento
cinético diferenciado entre lipasas y esterasas. Las esterasas
despliegan su maxima capacidad hidrolitica cuando actiian sobre
sustratos solubles en agua a concentraciones por debajo del limite
de solubilidad, sin que se observen efectos significativos al
exceder este limite. En las “true lipases” una vez superado este
punto de transicion entre emulsiones y soluciones, se produce un
drastico incremento de la actividad o activacion interfacial
(Sarda y Desnuelle, 1958). En consecuencia, las lipasas exhiben
una cinética tipo sigmoide mientras que en esterasas el
comportamiento es hiperbdlico, tipico de una cinética de
Michaelis-Menten (Figura 7).

1
I
100 - I 100 - {
I |
80 - I 80 - !
Q Sustrato | Sustrato Sustrato 1 Sustrato
< Soluble 1 Agregado Soluble 1 Agregado
©
2 60 + I 60 - 1
[1+]
© 1 |
T 40 - J 40 - !
T | |
& 20 - I 20 - I
|
0 b . 0 — : ‘
0 CMC 15 30 0 10 CMC 20 30
Concentracion de sustrato (mM) Concentracion de sustrato (mM)

Figura 7. Comportamiento cinético en funcién de la concentracidén de sustrato
de lipasas (izquierda) y esterasas (derecha). CMC: Concentracién micelar
critica; Limite de solubilidad (- - -).

Este comportamiento cinético es utilizado como criterio a
seguir a la hora de diferenciar entre “true lipases” y esterasas
(Winkler et al., 1990). La presencia del “lid” es un rasgo
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estructural estrechamente asociado al fendmeno de activacion
interfacial y caracteristico de las “true lipases”, sin embargo, en
esterasas no se encuentran este tipo de estructuras ni exhiben
activaciéon interfacial. No obstante, las lipasas de algunos
organismos escapan a este criterio de clasificacion dado que o no
presentan “lid” o es de un tamafo muy reducido o incluso
encontrando esta estructura no exhiben una clara activacion
interfacial (Chahinian et al., 2002). A pesar de esto, estas enzimas
son catalogadas como lipasas por actuar sobre sustratos insolubles.

En las reacciones de hidrélisis de triglicéridos las lipasas
también presentan determinadas preferencias por la posicion de
los 4cidos grasos lo que se denomina regioselectividad. En
funcion de la regioselectividad las lipasas pueden dividirse en dos
grandes grupos: i) lipasas 1,3 especificas y 1ii) lipasas no
especificas. Las lipasas llamadas 1,3 especificas hidrolizan el
enlace éster cuando se encuentra en las posiciones primarias del
glicerol (Figura 8). Esta selectividad por las posiciones 1,3 no es
absoluta en todos los casos y, aunque presente una preferencia por
las posiciones indicadas, también se producen rupturas del éster en
posicion Sn-2. Hasta el momento no se han encontrado enzimas
que corten Unicamente en posiciéon 2, y la aparicion de los
1,3-diglicéridos parece ser debida a procesos de acil migracion
desde la posicion central al extremo hidroxilo libre a partir de
1,2-diglicéridos.

0} 0}
o—Lr, o—LR, OH
0 0 o 0 0
O—l1L-R HQO O—LlUL-R R O—LWL-R Il
: 2. 2+ gl 4R
o - 3"OH OH
o—LL R, OH OH
Triglicérido 1,2-Diglicérido ~ Acido graso libre ~ 2-Monoglicérido Acido graso libre

Figura 8. Hidrolisis de triglicéridos por lipasas 1,3 especificas.

Las lipasas no especificas son aquellas que catalizan la ruptura
total del triglicérido actuando en todos los grupos hidroxilo hasta
obtener glicerol y 4cidos grasos libres como producto final. En
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este tipo de lipasas tanto los diglicéridos como los monoglicéridos
son solamente intermediarios de la reaccion que se hidrolizan
rapidamente, y no se acumulan en grandes cantidades (Figura 9).

o)
o—LR,
o]
o—LR,
o]
O—U—Ra
Triglicérido
HZ% XHZO
o] o]
o o—-R, o—Lrg, o
I 0
Rlon  + OH o—tig, T RSHOH
o]
o—LR, OH

Acido graso libre

1,3-Diglicérido

e

1,2-Diglicérido

s

Acido graso libre

o OH OH 0
0
R1uOH + OH o—Rr, *+ R1uOH
o
o—lL-R, OoH

Acido graso libre

3-Monoglicérido

u Ho0

2-Monoglicérido ~ Acido graso libre

s

0 OH OH o
Rsu OH + OH OH + R2u OH
OH OH
Acido graso libre Glicerol Glicerol Acido graso libre

Figura 9. Hidrolisis de triglicéridos por lipasas no especificas.

Por ultimo indicar que, algunas lipasas presentan la capacidad
de discriminar entre los distintos isomeros de una mezcla racémica
(formas enantioméricas R y S). Esta estereoselectividad de algunas
lipasas resulta de gran interés en las
farmacéutica (Blaser et al., 2013).

industrias quimica vy
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1.3. Reacciones catalizadas por lipasas. Medios de
reaccion

La actividad caracteristica de las lipasas es la hidrdlisis de
triglicéridos aunque también son capaces de hidrolizar los enlaces
éster presentes en otras moléculas como fosfolipidos,
acilglicésidos o incluso sustratos artificiales como p-nitrofenil
esteres de acidos grasos (Bornscheuer y Kazlauskas, 2006). En
todos los casos el mecanismo hidrolitico es comuin a todas las
lipasas, donde el agua es un sustrato de la reaccion que actua
como nucleodfilo rompiendo el enlace éster, aunque la naturaleza
de las moléculas sobre las que acttia sea diferente.

Ademas de las reacciones de hidrdlisis de grasas, las lipasas
pueden catalizar esterificaciones y transesterificaciones (Tabla 3).
El mecanismo catalitico general en esterificacion es similar al que
tiene lugar en las reacciones de hidrolisis. Se mantiene la
formacion de intermediarios tetraédricos donde el agua es
sustituida como agente nucledfilo por otras moléculas como
pueden ser los alcoholes. Dependiendo de los sustratos, las
reacciones de transesterificacion se pueden clasificar a su vez en
reacciones de alcoholisis, acidolisis, interesterificacion 'y
amindlisis (Tabla 3).

En la alcoholisis un éster reacciona con un alcohol dando como
resultado la liberacion del resto alcoholico que antes formaba
parte del éster. En la interesterificacion de las grasas dos
triglicéridos intercambian sus restos acilo dando lugar a nuevos
triglicéridos en los que se ha variado su composicion en acidos
grasos. Se denominan reacciones de acidolisis a aquellas en las
que el enlace éster es atacado por un acido graso libre (AGL)
liberandose la fraccion dacida del éster. Por ultimo, en las
reacciones de amindlisis la ruptura del enlace éster tiene lugar por
el ataque nucleofilico de una amina formandose una amida
(Tabla 3).
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Tabla 3. Reacciones generales catalizadas por las lipasas.

1. Hidrolisis
R1COOR2 + Hzo — R]COOH + RzOH

2. Esterificacion:
R1COOH + RzOH — R]COOR2 + HzO

3. Transesterificacion:
a. Alcohdlisis:
R1COOR2 + R3OH E— RICOOR3 + RzOH

b. Acidolisis:
R,COOR; + R;COOH —/8 R;COOR, + R;COOH

c. Interesterificacion:
R,;COOR; + R;COOR,—» R;COOR,+ R;COOR,

d. Aminolisis:
R1COOR2 + R3NH2 — > RICONHR3 + RzOH

Las lipasas también pueden llevar a cabo reacciones de sintesis
en otros medios no convencionales como pueden ser los medios
“free-solvent”, los fluidos supercriticos y los liquidos i6nicos. El
tipo de reaccion preferente catalizada por las lipasas viene
determinada en gran medida por el medio de reaccién y mientras
que en ambientes acuosos predominan los procesos de hidrdlisis,
en ambientes con baja actividad de agua predominan las
reacciones inversas de esterificacion o transesterificacion (Kapoor
y Gupta, 2012).

Existen varias razones por las que llevar a cabo reacciones
enzimaticas en medios orgdnicos representa una ventaja. Una de
las principales es que, en muchos casos, el sustrato posee una
escasa solubilidad en agua lo que dificulta o imposibilita su
conversion en el producto de interés. Muchos compuestos
organicos son altamente hidrofébicos y no se disuelven en agua
por lo que las reacciones tienen lugar en sistemas bifasicos. En
estas situaciones los solventes apolares resultan mas apropiados
dado que proveen a la enzima de un mejor microambiente en el
que actuar.
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El medio de reaccion ademas de afectar a los sustratos, altera
algunas de las propiedades de las lipasas como puede ser su
conformacidn, termoestabilidad o su especificidad. Las
interacciones entre el solvente orgdnico y la enzima afectan a su
integridad estructural sin que esto signifique necesariamente un
desplegamiento de la proteina y, por tanto, la pérdida de la
actividad. Diversos estudios indican que en los medios anhidros
no se produce una gran distorsion en la estructura nativa de la
proteina y que los centros activos tampoco sufren cambios
drasticos aunque si tienen lugar cambios en la posicién de las
cadenas laterales de algunos aminoacidos que lo forman (Halling
et al., 1990; Burke et al., 1993). Aunque la estructura proteica
permanezca intacta en su conjunto, los medios organicos provocan
cambios conformacionales que favorecen el reemplazamiento del
agua por otro nucleofilo como puede ser un alcohol o una amina
de forma que se catalizan preferentemente reacciones de sintesis
frente a las de hidroélisis. Por otro lado, las nuevas fuerzas
generadas dan lugar a conformaciones mas restringidas que limitan
la movilidad proteica lo que puede en algunos casos acarrear una
pérdida en la capacidad catalitica. La mayor rigidez
conformacional explica la restriccion en la especificidad de los
sustratos que la proteina enzimatica puede aceptar respecto a los
medios acuosos, dado que una menor movilidad implica una menor
capacidad de acomodar distintos sustratos (Broos et al., 1995).
Esta misma rigidez puede ser la responsable del efecto positivo de
los solventes orgénicos sobre la estabilidad térmica, protegiendo
la estructura de cambios que supongan la pérdida de la actividad.

No obstante, aunque se hable de los disolventes organicos
como medios anhidros, existe una cierta cantidad de agua presente
que se distribuye por todo el sistema incluyendo el medio de
reaccion, la enzima, el sustrato y el soporte. Este agua denominada
agua conformacional se encuentra fuertemente unida a la proteina
recubriéndola y ayuda al mantenimiento de la conformacion
cataliticamente activa, contribuyendo a proporcionar una mayor
estabilidad y actividad (Halling, 1984; Zaks y Klibanov, 1988).
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Parte de los efectos que los solventes orgdnicos tienen sobre la
actividad enzimatica son indirectos al actuar sobre el grado de
hidratacion de las lipasas. Dada la gran influencia que el solvente
tiene sobre la enzima y su capacidad para la produccién de
determinados compuestos, es esencial la eleccion de un solvente
adecuado que maximice la reaccion de interés frente al resto y con
una minima inactivacioén de la enzima.

Algunos investigadores indican que el estudio de las reacciones
que las lipasas pueden llevar a cabo en ambientes anhidros resulta
especialmente interesante dado que es, en estas condiciones tan
especiales, donde su versatilidad adquiere su maxima expresion.
Bajo ciertas condiciones las lipasas pueden llevar a cabo
transformaciones quimicas empleando grupos funcionales
inusuales e incluso mediante mecanismos que pueden diferir del
empleado en reacciones tradicionales (Bornscheuer y Kazlauskas,
2006; Kapoor y Gupta, 2012).

Entre estas reacciones atipicas se incluyen la formacion de
enlaces carbono-carbono, carbono-heteroatomo, heteroatomo-
heteroatomo, reacciones de oxidacion o lactonizacion (Busto et
al.,2010) (Tabla 4).

Tabla 4. Posibles reacciones de lipasas en medios organicos.

1. Lactonizacion 3. Formacion de C-heteroatomos

2. Formacion de enlaces C-C 4. Procesos de oxidacion
a. Adicion aldodlica

b. Adicion de Michael

c. Reaccion de Manning

5. Sintesis de heterociclos

1.4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas

Las lipasas son un grupo de enzimas con un enorme potencial
biotecnologico, capaces de actuar sobre una gran variedad de
sustratos. Mientras que otras enzimas muestran una nula o muy
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reducida actividad en solventes organicos, las lipasas poseen una
elevada estabilidad en medios anhidros por lo que pueden ser
empleadas en la sintesis de compuestos organicos con una baja
solubilidad en agua. Por otro lado, las lipasas no emplean costosos
cofactores, y pueden ser obtenidas a partir de una gran diversidad
de microorganismos (Tabla 5) que las secretan al medio
facilitando y abaratando su produccion (Sharma et al., 2001; Bora
etal.,2013).

Todo ello conlleva que estas enzimas se empleen o tengan
potencial para ser aplicadas en sectores muy diversos (Casas-
Godoy et al., 2012) (Tabla 6). Actualmente la industria
alimentaria es uno de los principales campos de aplicacion de las
lipasas en la obtencion de distintos productos como lipidos
estructurados, aditivos, emulsionantes o aromas. Otra forma de
utilizacion de las lipasas es su adicion directa sobre un alimento
como en la maduracion de quesos donde su acciéon puede acortar
notablemente el proceso sin que se produzcan pérdidas
significativas en el aroma o sabor (Yilmaz et al., 2005). Para este
propdsito, las caracteristicas bioquimicas de algunos preparados
resultan especialmente apropiadas. Asi, la esterasa Lp 3505
obtenida de Lactobacillus plantarum presenta unos altos niveles
de actividad a pH acidos y baja temperatura (5 °C) tolerando
concentraciones altas de sal (Esteban-Torres, 2014).

En la industria farmacéutica el uso de lipasas es una alternativa
a los catalizadores inorganicos por su especificidad y moderadas
condiciones de reaccion. La capacidad de las lipasas para resolver
mezclas racémicas puede emplearse en la obtencion de farmacos
Opticamente puros como antidepresivos, antiinflamatorios no
esteroideos o medicamentos para el tratamiento del Parkinson (De
Gonzalo et al., 2001; Zhang et al., 2005; Gotor-Fernandez et al.,
2006; Borowiecki et al., 2014). Por otra parte, mediante la
esterificacion de algunos compuestos se pueden obtener derivados
con propiedades mejoradas (Matsumoto et al., 2012).
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Tabla 5. Lipasas de origen microbiano.

Fuente Organismo Caracteristicas de interés Referencia
Rhizomucor 1’3. moderadamepte Vaysse et al.
o selectiva. Preferencia por
miehei . (2002)
cadena media
Mucor iavanicus 1,3 moderadamente Hideko et al.
J selectiva (1975)
Hongos T Fernand
filamentosos ermomyces . . ernandez-
lanuginosus Ligeramente 1.3 selectiva Lafuente (2010)
. . . Mhetras et al.
Aspergillus niger pH 6ptimo 1,5 (2009)
Penicillium Alta preferencia por mono Isobe et al.
camembertii y diglicéridos (1992)
. Kirk y
anf;}rf;j; A No selectiva. Termoestable Christensen
(2002)
Candida 1,3 especifica. Preferencia Uppenberg et al.
ca B por cadena corta. 1994
Levaduras antarctica Enantioselectiva ( )

Candida rugosa

No regio selectiva. Poca

Schmitt et al.

actividad frente a PUFAs (2002)
Geotrichum Preferencia por 4cidos Holmquist et al.
candidum 1 grasos cis-A 9 (1997)
Bacillus pH 6ptimo 10.T optima
licheniformes 70 °C Bora (2014)
Bacterias Gram +
Lactobacillus Activa a temperatura 5 °C Esteban-Torres
plantarum p etal. (2014)
Preferencia por cadena s
Actinomicetos Streptomyces media y larga. pH 6ptimo Coté y Shareck
coelicolor 10' (2008)
Burkholderia ngerament.e 1,3 selectiva, Lanser et al.
3 Preferencia por cadena
cepacia 1 (2002)
arga
Bacterias Gram - Chron?obacterium Condiciones éptimgs PHY  (Castellar ef a L,
viscosum y 50 °C. Preferencia por
1996
cadena larga
Pseudomonas Preferencia por cadena Chakraborty y
fluorescens corta Paulraj (2009)
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Tabla 6. Algunas aplicaciones industriales de las lipasas.

Industria Reaccion Aplicacion Referencia
Transesterificacion de Produccién de lipidos Han et al.
aceites estructurados (1999)
Transesterificacion Obtencion de analogos de Sahin et al.
leche materna (2006)
e , Maduracién de quesos y Esteban-Torres
Hidrolisis grasas lacteas .
. produccion de aromas etal. (2014)
Industria
alimentaria Produccién “shortenings” .
. ., . s Ming et al.
Transesterificacion y mejora caracteristicas de
. (1998)
los alimentos
Glicero6lisis de aceites y ~ Obtencion de surfactantes Yang et al.
grasas y emulsionantes (2005)
o, , Obtencion de surfactantes Ward et al.
Acilacion de azlicares ;
y emulsionantes (1997)
Gotor-
Industria Resolucion d 1 Obtencion de fAirmacos y Fernandez et al.
quimica y es0 ur(::glmii;;lezc as compuestos orgnicos (2006)
farmacéutica Opticamente puros De Gonzalo et
al. (2001)
L . .. Eliminaciéon de manchas Hasan et al.
Limpieza 5 y
P Hidrolisis de grasas descontaminacion (2010)
. Obtencion de ac1dros Murty et al.
) Hidrolisis de grasas grasos para champus y (2002)
Indus’trlla dentifricos
cosmetica
Transesterificacion Produccion de emolientes Nieguth et al.
(2011)
Petroquimica Transesterificacion de Produccién de biodiesel Noureddini et
grasas al. (2005)
Industria Hidrolisis de Eliminacion de las resinas Bajpai (1999)
papelera compuestos hidrofobicos de la madera Jp

La termoestabilidad y la capacidad de actuar a pHs alcalinos y
en presencia de detergentes hacen que algunas lipasas sean
especialmente idoneas para la formulacion de productos de
limpieza. La capacidad de degradacién de lipidos hace que estas
enzimas sean un buen aditivo en la limpieza de manchas de aceites
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y grasas (Hasan ef al., 2010). Algunos productos especificos para
la limpieza de tejidos sensibles también pueden incorporar lipasas
que son activas a bajas temperaturas (Suresh Kumar et al., 2009).

Esta capacidad hidrolitica es aprovechada también por la
industria papelera en la eliminacién de las resinas de la madera,
de forma que sin emplear compuestos toxicos se mejora la calidad
del papel en un proceso respetuoso con el medio ambiente (Bajpai,
1999).

Las lipasas pueden utilizarse en la produccion de jabones y
otros productos de higiene personal en la industria cosmética
(Murty et al., 2002). Compuestos como el miristil miristato o el
isopropil miristato, empleados como emolientes en estos
productos, pueden sintetizarse mediante reacciones de
esterificacion en medio organico catalizadas por lipasas (Verma et
al., 2008; Nieguth et al., 2011).

El biodiesel es un combustible producido por la esterificacion
(transesterificacion) de distintas grasas con alcoholes de cadena
corta dando lugar a ésteres alquilicos de acidos grasos que son
utilizados en motores de compresion-ignicion. Este proceso puede
ser también catalizado por lipasas en distintos medios de reaccion
(Noureddini et al., 2005).

1.4.1. Interés en la inmovilizacion de lipasas

La inmovilizacién de enzimas es, por razones tecnoldgicas y
economicas, una de las principales técnicas a estudiar para su
aplicacion industrial. La pérdida de enzima durante el proceso
supone un grave problema, por lo que su inmovilizacién posibilita
la reutilizacion facilitando ademds la recuperaciéon de los
productos, abaratando los costes del proceso e incrementando su
viabilidad econdmica. Por otro lado, la inmovilizacion conlleva
una serie de ventajas adicionales que pueden resultar de gran
interés como el incremento de la estabilidad térmica y quimica del
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biocatalizador. Algunas técnicas de inmovilizacién provocan la
formacion de enlaces que estabilizan y dan mayor rigidez a la
estructura proteica protegiéndola frente cambios
conformacionales. Esta estabilizacién de la enzima puede ser el
motivo por el que en determinadas condiciones las formas
inmovilizadas presentan una mayor estabilidad térmica que la
forma en solucion, aunque también pueden conllevar pérdidas de
actividad.

A pesar de que las lipasas se mantienen activas en medios
organicos y de que poseen en su superficie un numero
relativamente alto de aminoacidos hidrofobicos, estas enzimas son
insolubles en la mayor parte de estos solventes orgédnicos. Bajo
estas condiciones, las lipasas tienden a agregarse quedando en una
fase solida lo que provoca problemas derivados de la limitacién en
la transferencia de masa (Adlercreutz et al., 2013). La baja
estabilidad y capacidad catalitica de las enzimas en medios
organicos hace que desde un punto de vista practico, la
inmovilizacion sea una buena estrategia para solventar este
problema. La inmovilizacién permite que la enzima esté dispersa
por el medio de reaccion y, de esta manera, queden accesibles un
mayor numero de centros activos viéndose favorecida la
transferencia entre sustratos y productos. Por otra parte, la
localizacion de las lipasas sobre un soporte insoluble limita la
desactivacion por la exposicion a agentes quimicos como el propio
solvente o determinados reactivos y subproductos. Un ejemplo se
presenta en la acilacion de alcoholes con ésteres vinilicos donde
como subproducto de la reaccidén se genera acetaldehido que es un
potente desestabilizador de algunas lipasas. La inmovilizacion de
lipasa de C. rugosa previene frente a la desactivacion por este
compuesto (Weber et al., 1995; Weber et al., 1997).

La estabilizacion de la enzima en una conformacidn
determinada junto a los cambios en su microambiente debidos a la
inmovilizacion puede afectar de forma significativa su
especificidad (Rodrigues et al., 2013). La adsorcion de la lipasas
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P. cepacia sobre polipropileno poroso modifica drasticamente la
acilpreferencia de la enzima y mientras que la forma libre presenta
una mayor actividad conforme se incrementa la longitud de acidos
graso, el inmovilizado muestra una mayor actividad hacia
sustratos mas cortos (Pencreac'h et al., 1997).

Aunque en algunos casos como en la formulaciéon de
detergentes las lipasas se emplean sin inmovilizar, en la mayor
parte de aplicaciones industriales se requiere que la enzima se
encuentre inmovilizada en un soporte. Existe un gran numero de
estudios acerca de la asociacion de lipasas a distintos soportes
para diversas aplicaciones siendo las técnicas mdas empleadas la
adsorcién o precipitacion sobre materiales hidrofébicos, la union
covalente y el atrapamiento en geles o en materiales sol-gel, asi
como la formacion de agregados enzimaticos entrecruzados (AEE)
(Tabla 7).

Las caracteristicas del soporte es un factor que determina en
gran medida la viabilidad de la aplicacion por lo que es
imprescindible la eleccion del material y método de
inmovilizacion mas apropiados. Se han empleado y emplean una
gran variedad de soportes como polimeros sintéticos y naturales,
hidrogeles, soportes inorganicos o particulas magnéticas para
aplicaciones muy diversas (Tabla 7). Un buen soporte de
inmovilizacién debe tener una serie de caracteristicas generales
que permitan su uso industrial como una buena resistencia
mecanica, bajo coste, inerte, biocompatible, tamafio de particula
adecuado, facil de activar o una hidrofilicidad acorde con el
proceso que se desea realizar.
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Tabla 7. Aplicaciones de lipasas inmovilizadas en distintos soportes.

Organismo Soporte Aplicacion Referencia
Celite Produccion de “shortenings” Ming et al.
L (1998)
R. miehei
.Resma d? SL con ratio ®-6/w-3 Chopra et al.
intercambio .
r mejorado (2011)
anidnico
a , . Hobbs et al.
AEE Sintesis de aromas (2006)
Nano particulas f C Singh y
C. antarctica B magnéticas Sintesis ?j? rlril(?;?il)l:erldos y Mukhopadhyay
recubiertas & (2014)
Resina acrilica L . . Chiaradia et al.
Sintesis antimicrobianos
macroporosa (2012)
Atrapamiento e . . Noureddini et al.
matriz sol-gel Hidrolisis de aceite de soja (2002)
B. cepacia - - -
Polipropileno Produccion analogos de Chen et al.
microporoso leche materna (2004)
. i Mejora de caracteristicas Aguedo et al.
T. lanuginosus Silice granulado reolégicas de grasas (2008)
A orvzae Nanotubos de Biosensores Dhand et al.
oy polianilina (2009)
Rhizopus orvzae Carbonato de Sintesis de aditivos Ghamgui et al.
PUS OTY calcio industriales (2004)
e Carbon activado B19rremed1301on, Saranya et al.
P. otitidis tratamiento de aguas alto
Nnanoporoso . (2014)
contenido en grasa
yarmowia - ARE* magnsticos < ooOMCOn demezelas iy o ar 2015)
ipolytica racémicas
P. fluorescens Poliestireno Produccion de biodiesel ngg le g)a L
C r Recubrimiento de Esterificacion Huang et al.
- rugosa microcristales enantioselectiva en farmacos (2015)
C. eylindracea Adsqrf:ién sobre Produccién de aromas Gilles et al.
silica gel (1987)
* AEE: Agregados enzimdticos entrecruzados.
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2. Lipidos funcionales

Existe una corriente creciente en la sociedad preocupada por
sus habitos dietéticos que demanda alimentos de una mejor
calidad nutricional. Los alimentos funcionales nacen para cubrir
esta demanda del mercado de forma que sin sustituir las bases de
una dieta sana, estos sean incluidos y corrijan algunos de los
desequilibrios derivados del ritmo de vida actual. Dentro de la
amplia variedad de alimentos funcionales, que podemos
encontrar en el mercado, los alimentos enriquecidos son uno de
los productos que mayor aceptacién tienen. A este grupo
pertenecen zumos a los que se les ha afiadido vitaminas, cereales
con un mayor contenido en fibra, o leches enriquecidas en calcio
o en acidos grasos esenciales (lipidos funcionales). En algunos
casos este enriquecimiento, considerado beneficioso para la
salud, es posible con la simple adicién del compuesto sobre la
matriz alimentaria a enriquecer. Pero en el caso de los acidos
grasos, al suplir la falta de un acido graso en un alimento
mediante su incorporacién en forma libre surgen problemas
como la acidificacion del medio o la aparicion de olores y
sabores no deseados. Una forma de solventar esta problematica
consiste en proveer estos acidos grasos esterificados como
triglicéridos. En este sentido, la sintesis de triglicéridos se dirige
a la modificacion de la composicion y distribucion de acidos
grasos para conseguir determinadas caracteristicas
fisico-quimicas y/o nutricionales.

2.1. Destino metabdlico de los lipidos. Beneficios sobre
la salud humana

Las grasas son una mezcla de lipidos, mas o menos compleja,
cuyo componente principal son los triglicéridos. Estas moléculas
constituyen la principal forma de reserva energética en los
animales pero cumplen muchas otras funciones como son la
proteccion de organos, el aislamiento térmico, ademas de jugar
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un papel importante en la regulacion endocrina. Los triglicéridos
estdn formados por la unidén de un glicerol mediante enlaces
éster a tres acidos grasos, donde la longitud y ntmero de
insaturaciones del &cido graso determinan las caracteristicas
fisicas, quimicas y nutricionales del triglicérido.

En funciéon del nimero de dobles enlaces que poseen, los
acidos grasos se clasifican como saturados (“Saturated Fatty
Acids”, SFA), monoinsaturados (“Monounsaturated Fatty
Acids”, MUFA) y poliinsaturados (“Polyunsaturated Fatty
Acids”, PUFAs). Los SFA como el miristico (C14) y estearico
(C18) son muy abundantes en productos de origen animal aunque
determinados aceites vegetales como el de palma contienen un
alto contenido en ldurico (C12) y palmitico (C16). Ademas de
ser incorporados a través de la dieta, los SFA también provienen
de la sintesis endogena a partir de acetil-CoA como resultado de
un exceso en la ingesta de hidratos de carbono. Los MUFA
poseen un unico doble enlace en la cadena carbonada que en la
mayor parte de los casos se encuentra entre los carbonos C9 y
C10 en configuracion cis. Son especialmente abundantes en
algunos aceites vegetales y, aunque cuantitativamente el oleico
(C18:1) es el acido graso mds importante en nuestra dieta, los
MUFA no son esenciales dado que el cuerpo humano puede
sintetizarlos.

Las grasas ingeridas son digeridas principalmente en el
intestino delgado, aunque las lipasas lingual y gdstrica
comienzan la hidrdlisis de los triglicéridos formados por acidos
grasos de cadena corta y media. Una vez que los lipidos se
encuentran en el intestino delgado (duodeno) son emulsionados
por las sales biliares de forma que las micelas generadas
favorecen la hidrolisis de los triglicéridos por la lipasa
pancreatica. La estructura asimétrica de los triglicéridos implica
que la localizacién de los 4acidos grasos esterificados en el
esqueleto de glicerol no es equivalente. Esto determina que las
posiciones identificadas como Sn-1 y Sn-3 sean susceptibles de
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ser atacadas por las lipasas intestinales mientras que la posicion
central permanece esterificada. Como resultado se liberan dos
acidos grasos y un 2-monoglicérido, que son absorbidos de
distinta forma por los enterocitos del intestino delgado. Los 2-
monoglicéridos generados por la acciéon de las lipasas en el
intestino son absorbidos de forma més eficiente que los acidos
grasos libres, y una vez en el organismo son reesterificados
como triglicéridos y transportados por el sistema linfatico
(Figura 10).

Lipidos dieta

1l

Boca Lipasa lingual
| Estomago | Lipasa gastrica
Péancreas lL
Intestino delgado Enterocito
Lipasa pancreatica 2-MG
TG + _ » TG
AGL
Sales biliares |_|

A

Circulacion |

Higado |

Figura 10. Esquema del proceso digestivo’de los triglicéridos. TG:
Triglicéridos; MG: Monoglicéridos; AGL: Acidos grasos libres.

En gran medida, el destino metabdlico prioritario de un acido
graso absorbido viene determinado por la longitud de la cadena.
Los 4cidos grasos de cadena larga son principalmente
reconvertidos en triglicéridos y transportados por la sangre en
forma de lipoproteinas, para ser utilizados en la produccioén de
energia o para ser almacenados. Los &acidos grasos de cadena
media son absorbidos directamente y se transportan via porta al
higado wunidos a albumina donde serdn oxidados para la
obtencion de energia de forma rdpida. Por tanto, una vez en el
interior del organismo mientras que los acidos grasos de cadena
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media y corta son preferentemente P-oxidados, los de cadena
larga pueden seguir esta ruta degradativa o ser esterificados en
forma de triglicéridos para incorporarse a lipoproteinas de muy
baja densidad o VLDL (“Very Low Density Lipoproteins”). Los
PUFAs de cadena larga tienen como destino preferente su
incorporacion a las membranas plasméaticas como fosfolipidos,
donde aportan fluidez y participan en la transduccion de sefiales.
Por otro lado, son precursores de hormonas y mediadores
bioquimicos importantes como las  prostaglandinas y
eicosanoides. Este tipo de moléculas, entre otros efectos,
participan en la regulacion del flujo de sangre hacia distintos
organos, en la coagulacion, controlan el transporte de sustancias
y juegan un papel relevante en la modulacién de la respuesta
inmune a través de distintas rutas actuando tanto como
proinflamatorios como antiinflamatorios (Figura 11).

Cadena — B-oxidacion
corta

cetogénesis

Oleico
Linoleico
Linolénico

Laurico
Miristico

p-oxidacion | <—

AN

Almacenamiento ﬂ
s
Estructura — EPA
Fosfolipidos DHA

Figura 11. Destino metabdlico preferente de los principales acidos grasos.
ARA: 4acido araquidonico; EPA: eicosapentaenoico; DHA: éacido
docosahexaenoico.

Dado que no todos los acidos grasos tienen el mismo papel
metabdlico, es importante que la dieta tenga una composicidon
relativa apropiada para el mantenimiento de un buen estado de
salud. Existen evidencias que relacionan la ingesta de grasas
saturadas con el aumento en los niveles de colesterol lo que
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incrementa el riesgo cardiovascular. Estos efectos no son iguales
para todos las grasas saturadas, y mientras que los dacidos
miristico, laurico y palmitico provocan incrementos del
colesterol total y VLDL, los &cidos grasos de menos de diez
carbonos y el 4acido estearico parece que no producen un
incremento significativo. Los dcidos grasos trans al igual que los
SFA incrementan las concentraciones de colesterol LDL (“Low
Density Lipoproteins” o lipoproteinas de baja densidad), junto
con un descenso de los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(“High Density Lipoproteins” o HDL), alterando de forma mas
importante el ratio LDL/HDL. Aunque si el consumo de MUFA
es insuficiente el organismo es capaz de sintetizarlos, diversos
estudios clinicos han demostrado los beneficios de su ingesta
sobre la reduccidon del riesgo de enfermedades cardiovasculares.
En las dietas en las que se sustituye el consumo de acidos grasos
saturados por el de monoinsaturados tiene como consecuencia
una reduccidén en la cantidad de colesterol total y LDL sin que se
aprecien cambios significativos en la cantidad de colesterol
HDL. Paralelamente, el consumo de este tipo de grasa posee un
efecto protector sobre la oxidacidon del colesterol LDL, uno de
los factores que mayor influencia tienen en la formacion de
placas ateromatosas.

Expertos en nutricién insisten en la necesidad de emplear
dietas que contengan un perfil lipidico adecuado que aseguren
un correcto desarrollo, evitando aquellas que presentan
desequilibrios tanto en la cantidad como en la calidad de la
grasas ingeridas. Segin la Fundacion Espafiola de la Nutricion
(FEN) y la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y
Nutriciéon (AESAN), los hébitos alimentarios de los espafioles
presentan un perfil calérico desequilibrado dado que el consumo
de grasas supera los niveles recomendados y, ademads, hay una
contribucion excesiva de los SFA (Varela Moreiras, 2013).

El estilo de vida actual ha hecho que los hébitos nutricionales
hayan variado notablemente en las ultimas décadas abandonando
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la dieta tradicional mediterrdnea hacia una alimentacion en la
que la comida rapida y los platos precocinados han ganado
terreno a los alimentos tradicionales mucho mdas saludables.
Estos habitos alimentarios poco saludables son un problema
global con graves consecuencias para la salud de la poblacion
que, en algunos casos, se encuentra mas relacionado con el tipo
de grasa que se consume que con la cantidad total. La baja
calidad de la grasa de estos alimentos se debe principalmente a
su alto contenido en grasas saturadas y en acidos grasos trans.
Los SFA son mas dificiles de metabolizar que los insaturados y
tienden a acumularse originando problemas de salud como son el
sobrepeso, mayor riesgo cardiovascular e hipercolesterolemia. El
consumo de productos de bolleria entre cuyos ingredientes
aparecen ‘“shortenings” obtenidos por hidrogenacion parcial de
aceites, conlleva un aumento en la cantidad de grasas trans
ingeridas con el consiguiente perjuicio para la salud. Este
consumo de acidos grasos trans se relaciona con el incremento
del riesgo de sufrir enfermedades coronarias por agravamiento
de algunas patologias de base (Ascherio et al., 1994).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO/WHO) public6 una serie de
recomendaciones con el fin de asesorar sobre el consumo de
aceites y grasas. Segun estas recomendaciones de la FAO, en un
adulto la grasa ingerida debe aportar entre un 15 y un 35% de su
consumo energético asegurandose unas proporciones adecuadas
de los distintos grupos de acidos grasos (FAO, 2010). Segun
aconseja la Sociedad Espanola de Nutricion Comunitaria (SENC)
el consumo de MUFA debe ser el mayoritario en la dieta,
constituyendo entre el 15 y el 20% de la energia total mientras
que los PUFAs no deben superar el 6% del contenido calodrico,
manteniendo un equilibrio -6 y o-3 de entre 4:1 y 10:1.
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2.1.1. Acidos grasos poliinsaturados-PUFAs

Los PUFAs son acidos grasos que contienen dos o mas dobles
enlaces generalmente no conjugados. En funcién de la posicion
en la que se encuentra el ultimo doble enlace respecto al metilo
terminal, los PUFAs se clasifican en acidos grasos -3 y ®-6
siendo, los 4acidos eicosapentaenoico (20:5) o EPA 'y
docosahexaenoico (22:6) o DHA los mas representativos para la
serie -3 y el acido linoleico (18:2) para la ®-6. El acido
linolénico (C18:3) es un acido graso -3, cuando es el isdémero
a, y -6 cuando es el isomero y. Los 4cidos a-linolénico y
linoleico son acidos grasos esenciales que no pueden ser
sintetizados por el cuerpo humano debido a la carencia de
enzimas capaces de introducir dobles enlaces mas alla del
carbono 9. Esto hace que deban ser incorporados en la dieta
principalmente a través de pescados y aceites vegetales.

La mayor parte de los dobles enlaces que encontramos en los
acidos grasos insaturados se encuentran en configuracidén cis y
solo una pequefia parte lo estan en posicion trans. Estos ultimos
pueden tener un origen natural como los producidos en el rumen
por accion la bacteriana, pero la mayor parte son producto de
modificaciones de los alimentos durante su procesado. A pesar
de presentar dobles enlaces, los acidos grasos insaturados que
presentan esta conformacidon exhiben caracteristicas similares a
los SFA.

Aunque algunos aspectos de los mecanismos de accion
metabolica de los PUFAs no estdn completamente aclarados, sus
efectos no son equivalentes y los eicosanoides derivados de los
acidos grasos ®-3 y ®-6 poseen actividades biologicas distintas
participando, incluso, en procesos fisiolégicos contrapuestos
(Lunn et al., 2006). Los eicosanoides que provienen de la serie
®w-6 como el araquidonico poseen un potente efecto
proinflamatorio mientras que los derivados de acidos grasos ®-3
poseen efectos claramente antiinflamatorios. En la sintesis de
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estos mediadores, los 4cidos grasos w-6 y ®-3 compiten por los
mismos centros activos de las mismas enzimas de forma que
acidos grasos como el EPA y el DHA desplazan al 4cido
araquidonico interfiriendo en la sintesis de los eicosanoides
proinflamatorios y dando lugar a otros derivados con efectos
antagonicos (Calder, 2006; Sijben y Calder, 2007). Algunos
estudios sugieren una mayor incidencia de enfermedades
cardiovasculares en paises cuyas dietas se caracterizan por un
desequilibrio en el ratio ®-6/®w-3 consecuencia del elevado
consumo de aceites de semilla (Lands, 2009). Por consiguiente
es fundamental mantener un equilibrio entre los acidos ®-6 y
®-3 en la dieta de entre 4:1 y 10:1. Diversos estudios indican
que el consumo habitual de PUFAs ®-3 contribuye a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares debido a que
disminuyen la aparicidon de arritmias, mejoran el perfil lipidico,
y modulan los procesos inflamatorios (Murnaghan, 1981; De
Caterina et al., 2003).

Al contrario que los SFA, la adicion in vitro de PUFAs ®-3
incrementa el umbral para las arritmias al prevenir Ila
sobrecarga de calcio en los miocitos estabilizando la actividad
eléctrica durante los periodos de estrés (McLennan et al., 1992;
Leaf y Kang, 1997). Los PUFAs también participan en la
normalizacion del perfil lipidico y mientras que el efecto
reductor de los triglicéridos parece ser mas acusado en la serie
®-3, los ®-6 poseen un mayor efecto hipocolesterolémico
reduciendo la concentracion de colesterol total y LDL sin influir
en los niveles de HDL (Mensink y Katan, 1992). La inflamacién
es un mecanismo clave en la aparicién de ateromas y de la
progresion de las enfermedades cardiovasculares. El efecto
antiinflamatorio de los PUFAs ®-3 se debe tanto a la
disminucion de la infiltracion y adhesién de los monocitos a las
células endoteliales como a la produccion de mediadores con
actividad antiinflamatoria.
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Diversas enfermedades en el hombre se caracterizan por una
respuesta inflamatoria descontrolada mediada por la formacidén
de eicosanoides y citocinas. Algunos de estos desoérdenes como
la enfermedad de Crohn con un claro componente inflamatorio se
han visto paulatinamente incrementados en las sociedades
occidentales, hecho que diversos autores relacionan con el
aumento en el consumo de acidos grasos -6 y el descenso en
®-3 de las dietas actuales (Shoda ef al., 1996). Asi, la ingesta de
PUFAs -3 puede reducir tanto el riesgo de accidente
cardiovascular como la sintomatologia de ciertos desordenes
inflamatorios como la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
psoriasis o artritis reumatoide.

El acido a-linolénico (ALA) es un acido graso esencial que
se requiere para la sintesis de otros acidos grasos (EPA y DHA)
y otros compuestos derivados de interés metabolico. Los datos
aportados por distintos estudios indican que la suplementacion
de la dieta con ALA no siempre conlleva un incremento en los
niveles de 4cidos grasos ®-3 de mayor longitud de cadena y
grado de insaturacion (Brenna ef al., 2009). La alimentacion con
altas dosis de ALA durante periodos prolongados incrementa el
contenido de EPA en el torrente sanguineo y en la leche materna,
mientras que no se aprecian variaciones significativas en el
contenido en DHA (Burdge y Calder, 2005). Posiblemente
debido al efecto regulador de los estrégenos, esta conversion en
®-3 PUFAs de cadena larga a partir de ALA es mayor en mujeres
que en hombres cuya tasa de [-oxidacién es mayor
comparativamente.

Recientemente el estudio del metabolismo del ALA ha
generado un mayor interés mas alla de su posible papel como
precursor de DHA y EPA. El &acido a-linolénico promueve
diversos efectos positivos sobre la salud humana por su
capacidad para competir con los acidos ®-6 por las mismas
enzimas interfiriendo en la produccion de prostaglandinas
proinflamatorias, asi como por el efecto directo sobre
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determinados canales i6nicos y receptores nucleares (Barcelo-
Coblijn y Murphy, 2009). Los estudios epidemiolégicos indican
que en poblaciones en las que por su dieta tradicional los niveles
de plasma contienen un alto contenido en ALA, el riesgo de
padecer enfermedades coronarias es bajo, posiblemente por su
actividad antiarritmica al bloquear determinados canales i6nicos.
El mecanismo de actuacion de otros ®-3 como EPA y DHA es
diferente y se basa en el descenso de los niveles de expresion
génica (gen KV 1.5), mientras que el ALA actua a
concentraciones fisiolégicas bloqueando dichos canales sin
alterar su expresion (Guizy et al., 2008). Por otro lado, y aunque
no existen datos en seres humanos, los estudios realizados en
animales muestran que dietas ricas en ALA pueden disminuir los
niveles plasmaticos de colesterol LDL, y por tanto el riesgo de
desarrollar ateromas, efecto que se ve potenciado por su
capacidad antiinflamatoria. La actividad antiinflamatoria del
ALA puede ser mayor que la encontrada en DHA y EPA debido a
que actua tanto produciendo mediadores antiinflamatorios como
evitando la sintesis de prostaglandinas proinflamatorias por
competicion con sus precursores. En conjunto estos efectos
contribuyen a la posible accién protectora del ALA frente al
riesgo de sufrir infartos detectado en estudios epidemiologicos
realizados en poblaciones con un alto consumo en este acido
graso esencial.

Por 1ltimo, estudios recientes indican que el 4acido
a-linolénico posee propiedades neuroprotectoras frente a ataques
isquémicos, derivadas de su efecto elevador en el factor
neurotréfico  derivado  del cerebro, incrementando la
neurogénesis y su sinapsis (Blondeau et al., 2009; Blondeau et
al., 2015).

2.1.2. Estabilidad oxidativa

En las condiciones normales de almacenamiento, los acidos
grasos insaturados especialmente los PUFAs no son estables y
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sufren una serie de transformaciones que deterioran algunas de
sus propiedades. En los alimentos, los procesos de oxidacion
lipidica tanto enziméatica (via lipooxigenasa), como no
enzimatica (autooxidacidén) disminuyen su calidad organoléptica
y nutricional. Los productos derivados de la oxidacion son en
muchos casos compuestos con olores y sabores desagradables
que provocan un alto grado de rechazo en el consumidor ademas
de reducir la vida util del producto.

En la autooxidacion, los lipidos reaccionan con el oxigeno
molecular en un proceso complejo en el que se ven involucradas
diversas reacciones que aunque consecutivas, tienen lugar
simultaneamente. La velocidad de autooxidaciéon se ve
influenciada por distintos factores como la presencia de
compuestos antioxidantes o proxidantes, la naturaleza del medio,
la composicion en acidos grasos del aceite o las condiciones de
almacenamiento (temperatura, luz, cantidad de agua).

La oxidacion de los 4cidos grasos se inicia por la formacion
de una serie de radicales libres intermediarios bastante estables
capaces de extraer atomos de hidrogeno de algunos carbonos
especialmente susceptibles. El proceso de reaccidén en cadena se
pueden dividir en tres etapas: iniciacion, propagacion y
terminacion (Figura 12).

En la fase de iniciacion tiene lugar la formacion de los
radicales libres de acidos grasos con una baja produccion de
hidroperdéxidos y consumo de oxigeno. Tras la fase de iniciacion
y una vez que se ha alcanzado una cierta concentracion de
radicales libres, tiene lugar la fase de propagacion donde los
radicales de acidos grasos generados reaccionan con el oxigeno
molecular dando lugar a nuevos radicales e hidroperdxidos
lipidicos por un proceso autopropagado que puede repetirse
numerosas veces. Por tanto, en esta fase el proceso de oxidacién
va paralelo al consumo de oxigeno. Por ultimo, en la fase de
terminacion la reaccién entre los radicales generados en las
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fases anteriores y la descomposicion de los hidroperoxidos da
lugar a la formacién de compuestos estables tanto volatiles como
no volatiles que disminuyen notablemente la aceptacion del
alimento por parte del consumidor. Entre los compuestos
generados aparecen polimeros, epoxidos, furanos, cetonas,
aldehidos y acidos cuya estructura dependera del acido graso de
partida. Estos productos de oxidacidén, ademas de dar lugar a
sabores y olores indeseables, propios de los aceites enranciados,
alteran algunas caracteristicas fisicas como son el color,
viscosidad o la capacidad para formar espumas.

Acido graso no saturado

Oxigeno
Cal
Prlmarla Catalizado por aor

INICIACION

Luz

Algunos metales

Secundaria

Radical libre
v R« __

-
|
|

0, <+ PROPAGACION

1

1

1

RH !

'

| ., . .
T Interaccion con vitaminas

R:

. Ay Cy proteinas

Peroxidos lipidicos
> ROOH

r----------1

Polimeros

Epoxidos, furanos

TERMINACION
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Figura 12. Reacciones de oxidacion de lipidos (Cheftel y Besancon, 1999).

Dada la complejidad en el numero de reacciones vy
compuestos involucrados en el proceso de oxidacion lipidica se
han puesto a punto distintas metodologias para la determinacion
del grado de oxidacidén de un alimento aunque ninguna de estas
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pruebas vale por si misma para determinar todos los compuestos
presentes. Cada metodologia aporta informacién sobre lo que
ocurre en una parte del proceso y por ejemplo, la prueba del
indice de peroxidos (o IP), se limita a las primeras etapas de la
oxidacion por lo que en grasas muy oxidadas encontramos unos
valores de IP bajos a pesar de detectarse el olor caracteristico a
rancio. Esto es debido a que tras alcanzar un maximo en su
concentracion en las primeras fases, los hidroperoxidos se
descomponen paulatinamente dando lugar a los productos
responsables de los olores caracteristicos a rancio.

2.2. Lipidos estructurados

Los lipidos estructurados (SL) son aceites y grasas
disefiados acorde a unos requerimientos deseados, lo que hace
que resulten altamente versatiles y con un alto potencial de
aplicacién con fines muy variados siendo los triglicéridos
estructurados (TS) los que mayor desarrollo han tenido hasta el
momento. Estos TS son moléculas sintetizadas de forma dirigida
para que su composicion y distribucion en 4cidos grasos se
ajuste a unas caracteristicas nutricionales y/o fisico-quimicas
determinadas. En este trabajo se empleara el término genérico
SL.

2.2.1. Reformulacion de triglicéridos para la mejora de sus
caracteristicas nutricionales

Uno de los principales objetivos que se persigue con la
reformulacion de triglicéridos es la mejora de las caracteristicas
nutricionales de las grasas y aceites incrementando el contenido
en determinados 4acidos grasos. Los PUFAs se encuentran de
forma natural en algunos aceites vegetales y de pescado pero su
longitud y localizacién en el triglicérido hacen que sean
incorporados de una forma poco eficiente.
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Los lipidos denominados genéricamente como MLM, buscan
integrar una mejor disponibilidad de acidos grasos esenciales de
cadena larga junto con un reducido contenido caldrico. Para ello,
se formulan triglicéridos en cuyas posiciones externas portan
acidos grasos de cadena media (M) y en la posicién central un
acido graso de cadena larga (L), principalmente PUFAs. Los M
son hidrolizados réapidamente por la lipasa pancreatica 1,3
especifica dando lugar a 2-monoglicéridos con acidos grasos de
cadena larga que son absorbidos mdas facilmente que cuando
estan en forma libre (Mu y Porsgaard, 2005; Porsgaard et al.,
2005). Al estudiar la incorporacion de dacido linoleico se
comprobd que realmente su absorcion es significativamente
mayor cuando estos L se encuentran en lipidos tipo MLM que
cuando lo hacen en LLL o LML. Los M absorbidos son
transportados principalmente por la vena porta por lo que solo
una pequefla proporcion es encontrada en la linfa, mientras que
la cantidad de L es claramente superior, indicando un distinto
destino metabodlico en funcidon de la longitud de su cadena (Ikeda
et al., 1991). Por tanto, la disposicion y el tipo de acidos grasos
de los lipidos MLM favorecen la absorcion e integracion en la
via metabolica apropiada. Esto mejora la incorporacion de los
PUFAs respecto al uso de mezclas fisicas de aceites donde la
disposicion al azar de acidos grasos hace que se mantenga el
patréon y velocidad de absorcion propia de cada acido graso.
Estas propiedades hacen que las formulaciones MLM hayan sido
empleadas en el tratamiento de deficiencias en la absorcion
derivadas de una insuficiencia pancreatica con buenos resultados
(Straarup y Hoy, 2000).

Asi mismo, los lipidos MLM han ido ganado importancia en
otros tipos de nutricién como es la alimentacidén parenteral por la
mejora que supone en la ganancia de peso y el balance de
nitrégeno. El uso de lipidos en la nutriciéon parenteral es una
parte esencial, pero la composicion de los mismos ha ido
variando (Munroe et al., 2011). Inicialmente se empleaban L
para posteriormente ser parcialmente reemplazados por el uso de
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M dado que su incorporacién a la mitocondria es independiente
de la carnitina y son empleados exclusivamente para la
produccién de energia. Una alimentacion que exclusivamente se
componga de M causa un déficit en el nivel de acidos grasos
esenciales ademas de provocar acidosis metabodlica y desérdenes
neuroldgicos. Por este motivo es necesaria una administracion
conjunta con L que generalmente se hace en forma de mezcla de
aceites. Con los preparados MLM se consigue una
administracion conjunta de ambos 4cidos grasos de una forma
mas controlada reduciendo las concentraciones de M y de
cuerpos cetonicos en el plasma (Nordenstrom et al., 1995; Rubin
et al., 2000).

El uso de SL que contengan PUFAs ®-3 ha demostrado tener
potencial terapéutico al ayudar a inhibir una respuesta
inflamatoria exagerada o mejorar el perfil lipidico mediante la
normalizacién del balance de acidos grasos ®-6/®-3. Estudios
realizados en individuos sometidos a cirugia abdominal
mostraban que en aquellos pacientes alimentados con SL, se
producia una reduccion de las prostaglandinas proinflamatorias
asi como una mejora en las funciones renal, hepéatica e inmune
(Swails et al., 1997). Algunos estudios indican que Ila
disposiciéon de los PUFAs en los SL puede incrementar los
efectos beneficiosos de estos dcidos grasos sobre la salud. Asi,
en ratas alimentadas con aceite de cascara de arroz rico en ®-3
PUFAs sus niveles de colesterol se veian reducidos en un 10%
respecto al control. En aquellos animales en los que se incorporo
este tipo de acidos grasos en forma de SL, el descenso en los
niveles de colesterol fue un 19% més acusado que en las ratas
alimentadas con aceites naturales cuya distribucién de PUFAs no
estaba dirigida (Chopra y Sambaiah, 2009).

Mediante sintesis dirigida es posible formular triglicéridos
con un perfil determinado y cuya distribucidon no se encuentra
muy extendida en la naturaleza como es en la leche materna. El
contenido lipidico de la leche materna es bajo y estd constituido
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mayoritariamente por triglicéridos cuyas posiciones externas
estan ocupadas por acidos grasos insaturados y en la central
portan 4&cido palmitico. Esta estructura especial, que no se
encuentra en otras leches, facilita la digestion y absorcion de
nutrientes en el recién nacido. La alimentacion de lactantes con
sustitutos de leches maternas cuyos triglicéridos no poseen el
perfil adecuado provoca problemas en la absorcién del calcio y
problemas de estrefiimiento. En el mercado existen preparados
comerciales como BetapolTM, que emplean enzimas en la
obtencidén de SL con un perfil lipidico mas cercano al encontrado
en las leches maternas. En las nuevas formulaciones se incluyen
PUFAs debido a que favorecen el desarrollo cerebral del bebé
(Sahin et al., 2006).

2.2.2. Reformulacion de triglicéridos para la mejora de sus
caracteristicas fisico-quimicas

Las grasas animales han sido empleadas histéricamente como
mejorantes (“shortenings™) en la produccion de alimentos, por su
plasticidad, aroma y sabor. Estas grasas estan siendo sustituidas
por aceites vegetales como el de semillas de algodon debido a
los excedentes de produccién y a su menor coste. No obstante, el
alto nimero de dobles enlaces de estos aceites dan lugar a una
consistencia excesivamente fluida. Mediante la hidrogenacion
parcial es posible obtener un producto con la consistencia
semisolida requerida y con una mejor estabilidad oxidativa. Pero
como resultado de la hidrogenacion parcial algunos dobles
enlaces se isomerizan a la conformacion trans reduciendo la
calidad nutricional de estos productos.

La modificacion de la composicion de los acidos grasos para
la mejora de las caracteristicas fisico-quimicas de aceites y
grasas mediante la aplicacion de enzimas es una metodologia
alternativa al uso de procesos quimicos que generan grasas
trans. Aunque uno de los aceites empleados en la preparacion de
margarinas es la estearina de palma su contenido en acidos
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grasos insaturados no le provee de la textura y plasticidad
requerida en este tipo de productos. Mediante la
transesterificaciéon catalizada por lipasas con distintas
proporciones de estearina de palma y otros aceites vegetales es
posible controlar el grado de fluidez (Lai et al., 1998; Ming et
al., 1998). Empleando esta metodologia, se han obtenido
“shortenings” con perfiles de temperatura de fusion y curvas de
cristalizacion similares a los encontrados en preparados
comerciales obtenidos por hidrogenacidon parcial de aceites
vegetales pero sin la aparicién de acidos grasos trans (Jennings
et al.,2010).

2.3. Sintesis enzimdtica de lipidos estructurados

La produccion de lipidos estructurados puede llevarse a cabo
mediante métodos quimicos y enzimaticos (lipasas) empleando
en cada caso diferentes metodologias dependiendo del tipo de
molécula a sintetizar. En el proceso tradicional de sintesis
quimica se requieren temperaturas y presiones elevadas que, en
muchos casos, conllevan la degradacion de algunos de los
compuestos presentes en la mezcla de reaccion. Por otro lado, la
sintesis quimica no se puede emplear en la obtencién de
triglicéridos con una distribucion especifica de sus adcidos grasos
debido a que no existe una especificidad posicional en estas
reacciones quimicas.

Adicionalmente, la oxidacion lipidica que se produce con esta
metodologia reduce notablemente la calidad organoléptica ya
que los productos secundarios de la oxidacién son los
responsables del caracteristico olor a rancio de las grasas
expuestas a condiciones poco apropiadas (Dacaranhe y Terao,
2001). Pero este deterioro no solamente afecta a la calidad
sensorial del producto sino que, ademas, puede tener
consecuencias perjudiciales para la salud. Segun indican
diversos estudios algunos productos resultantes de Ila
peroxidacion lipidica tienen un efecto opuesto al PUFAs
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inicialmente afiadidos ya que son potencialmente aterogénicos
(Arab-Tehrany et al., 2012). Estos productos de degradacion, en
muchos casos, deben ser eliminados lo que supone costes
adicionales que hacen que el proceso resulte menos rentable.
Junto a esto, las reacciones quimicas son aceleradas mediante
catalizadores inorganicos como alquilatos metalicos que también
deben ser eliminados del producto final.

La sintesis enzimatica posee un considerable potencial en la
modificaciéon de grasas mediante reacciones de
transesterificacion en medios con baja actividad de agua. Por su
especificidad, los métodos basados en el uso de lipasas son los
mas empleados en la obtenciéon de SL con una estereoquimica
definida 'y con wunas caracteristicas nutricionales y/o
organolépticas  mejoradas. Estas metodologias resultan
especialmente adecuadas cuando se trabaja con aceites con
elevado numero de PUFAs susceptibles de ser oxidados ya que
las lipasas actiian en condiciones de reacciéon moderadas.

Dentro de las metodologias de transesterificacién enzimadtica
mas empleadas en la produccion de SL se encuentran las
reacciones de interesterificacion, acidolisis y los procesos en dos
pasos, que implican una reaccién de alcoholisis y wuna
esterificacion posterior.

En las reacciones de interesterificacion, una lipasa lleva a
cabo el intercambio de los acidos grasos entre dos triglicéridos
dando lugar a un producto con sus 4cidos grasos reorganizados.
Mediante este tipo de reacciones es posible modificar algunas de
las propiedades naturales de los aceites, como la temperatura de
fusion o el patron de cristalizacion, sin la formacion de éacidos
grasos trans resultado de los procesos de hidrogenacién parcial.
Mediante la interesterificaciéon entre grasas deshidratadas de
origen lacteo y aceites con alto contenido en PUFAs, con el
preparado Lipozyme TL-IM, se mejoraban las propiedades
reoldgicas del producto dando lugar a grasas semisoélidas
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facilmente extensibles (Aguedo et al., 2008). Esta metodologia
también se puede emplear para la obtencidon de triglicéridos con
una perfil de 4cidos grasos determinado como son los andlogos
de leche materna (Criado et al., 2008; Ilyasoglu, 2013).

La acidélisis es el método mas simple y directo para la
sintesis de SL con lipasas 1,3 especificas. En las reacciones de
acidodlisis la modificacion en la composicion del triglicérido se
lleva a cabo mediante el intercambio de sus restos acilo con
acidos grasos libres. La reactividad de los 4cidos grasos depende
en gran medida del origen de la lipasa y puede variar con la
actividad de agua, la naturaleza de solvente empleado como
medio de reaccion o la naturaleza de la molécula. Esta reaccion,
que se ajusta al modelo Ping-Pong Bi-Bi, puede dividirse en dos
etapas consecutivas: hidrolisis de un resto acilo del triglicérido y
la esterificacion de un AGL en la posicion libre (Martinelle y
Hult, 1995; Garcia et al., 1999). La mayor parte de los trabajos
se centran en el estudio de las distintas variables del proceso,
pero el estudio de los mecanismos de reaccion, los ratios y
constantes cinéticas es esencial para el entendimiento de la
reaccion y poder disefiar de forma racional reactores que
maximicen la produccion de SL (Camacho et al., 2003; Pacheco
et al.,2010; Palla et al., 2014).

Las reacciones de acidolisis han sido empleadas en la sintesis
de lipidos estructurados enriquecidos en ALA empleando
diversos aceites de partida como el de céscara de arroz. Este
aceite es una fuente muy importante de compuestos fenolicos
pero su contenido en acidos ®-3 es practicamente nulo por lo
que su balance entre acidos w-6 y ®-3 resulta poco adecuado
Mediante acidolisis enzimatica con Lipozyme IM 60 es posible
corregir este desequilibrio al enriquecerlo en ALA obteniendo un
aceite con un ratio ®-6/w-3 mas apropiado manteniendo las
ventajas nutricionales iniciales (Chopra et al., 2011).
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En  algunos  casos, estos métodos  directos de
interesterificacién y acidélisis no pueden ser empleados, como
en la obtencion de lipidos MLM, cuando los PUFAs se
encuentran en las posiciones externas. Junto a esto, los procesos
de acilmigracion dan lugar a una reduccidon de la eficiencia de
los procesos. Para superar estos problemas se han propuesto
distintas alternativas que implican procesos en 2 pasos. En un
primer paso, a partir de aceites ricos en los 4acidos grasos
funcionales, se obtienen los 2-monoglicéridos mediante
reacciones de alcoholisis con lipasas 1,3 especificas. En el
segundo paso, se esterifican los nuevos 4cidos grasos a
incorporar en los grupos hidroxilo libres empleando nuevamente
una lipasa 1,3 especifica (Wongsakul et al., 2004). Siguiendo
esta metodologia Irimescu et al. (2001) alcanzaron una
conversion del 71% empleando etilcaprato en la esterificacidon de
2-monoglicéridos con aceite de bonito como fuente de PUFAs.
Los resultados de Muiiio et al. (2009), indican que los mejores
resultados se obtenian empleando distintas enzimas en cada
paso, Novozym 435 para etandlisis y la lipasa de R. oryzae
inmovilizada sobre Accurel MP1000 (Lipase D) para la reaccion
de esterificacion. Procedimientos similares han sido descritos
para la produccion de otros SL con una distribucién definida
como el 1,3-dioleil-2-palmitoil glicerol, triglicérido mayoritario
en los analogos de leche materna (Chen et al., 2004).

Actualmente, uno de los retos en la sintesis de lipidos
estructurados mediante el empleo de enzimas, es el paso a una
produccion a gran escala. Mientras que la obtencion mediante
transesterificacién quimica resulta mas sencilla y barata a la
hora de trasladarse del laboratorio a un proceso a gran escala,
los procesos controlados por enzimas presentan mayores
dificultades (Akoh y Moussata, 2002). La eliminacion de los
acidos grasos libres, el coste relativamente alto de las enzimas y
su desactivacién durante el proceso son los principales
problemas de los biorreactores. Uno de los aspectos
fundamentales para que los procesos enzimaticos a gran escala
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resulten econdmicamente viables es la inmovilizacion de la
enzima sobre un soporte adecuado que permita su reutilizacion
el mayor nimero de veces posible. Asi, las lipasa D (R. oryzae)
y Rd (R. delemar) inmovilizadas sobre polipropileno (Accurel
MP 1000) pueden emplearse en estos procesos al permanecer
estables durante una semana en las condiciones de operacién vy,
tres semanas, en condiciones de almacenaje (Hita et al., 2007).

Las reacciones de acilmigracién reducen en algunos casos de
forma significativa la eficiencia del proceso al descomponer los
SL previamente formados. En la produccion a gran escala en
sistemas en discontinuo, los altos ratios sustrato/enzima
requieren de largos tiempos de reaccién para alcanzar el
equilibrio lo que afecta a la acilmigracion. En los sistemas en
continuo en los que la enzima estd inmovilizada en el interior de
una columna la migracién se ve reducida. Autores como
Gonzalez Moreno et al. (2004) indican que los mejores
resultados se obtienen en el procesado en continuo para
reacciones de acidolisis.
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Capitulo 11

Estudio cinético de lipasas comerciales libres e inmovilizadas.
Reacciones de hidrolisis

Resumen

La versatilidad catalitica de las lipasas hace que no exista un
protocolo estdndar para la determinacién de su actividad. Para la
evaluacion de la actividad hidrolitica, la medida espectrofotométrica
con ésteres de p-nitrofenol (pNP) y de valoraciéon de productos de
reaccion (pH-stat) son los mas ampliamente utilizados. Las técnicas
basadas en pNP ésteres son sencillas y rapidas pero, la baja
solubilidad de los sustratos, genera una turbidez que interfiere en la
medida. En este capitulo se desarrolld6 una nueva metodologia de
medida, basada en la solucion Marmur (cloroformo:alcohol
isoamilico, 24:1). Con este método se procedi6 a la caracterizacion de
diez preparados comerciales de lipasas libres e inmovilizadas,
obteniéndose una alta reproducibilidad en los ensayos. Se comprobo
también su eficiencia en la detencion de la reaccion enzimatica en
comparacidén con otros procedimientos en los que se aplican reactivos
quimicos (iones, bases o quelantes) o fisicos (tratamientos térmicos).
El estudio con distintos emulsionantes determind que la goma arabiga
provocaba un efecto mas homogéneo y mayores niveles de actividad
para todos los preparados enzimaticos, excepto Lipase PS. Para esta
lipasa la mezcla de Tritéon X-100 (0,4%) y goma arabiga (0,1%) era la
mas efectiva. De los estudios de caracterizacion se determiné que las
enzimas de la familia Rhizomucor tenian un comportamiento de “true
lipases™, destacando Lipolase por sus altos niveles de actividad. La
adicion de Triton modificaba el comportamiento cinético y
preferencia por los sustratos de Lipolase, Palatase y Lipozyme
RM-IM. En los preparados de la familia CALB se encontraron
grandes diferencias; mientras que Novozym 435 se comportaba como
una esterasa, Lipase PS, PS-DI y PS-CI actuaban de forma preferente
sobre ésteres de cadena larga. Por ultimo, los ensayos de
determinacion de la actividad hidrolitica frente a triglicéridos,
mediante pH-stat, mostraron que la mayor parte de las lipasas objeto
de estudio presentaban una mayor preferencia por gliceriltrioctanoato.
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1. Introduccion

En el mercado existe una gran variedad de preparados
comerciales de lipasas tanto libres como inmovilizadas con
diferentes caracteristicas. Sus origenes son muy diversos, y
aunque por su facil produccion y gran diversidad la mayor parte
provienen de hongos y bacterias, algunas lipasas comercializadas
provienen de otros organismos como es el caso de la lipasa
pancreatica porcina o la lipasa de germen de trigo. Estas lipasas
pueden catalizar un gran numero de reacciones en la que su
especificidad, niveles de actividad y condiciones de reaccion
varian enormemente (Capitulo I). También la presencia de iones o
emulsionantes afectan de forma muy diferente a las distintas
lipasas ejerciendo su accion tanto directa, al interaccionar con la
propia proteina, como indirectamente sobre los sustratos.

Dada la gran variedad de lipasas disponibles y los
comportamientos tan diversos que muestran frente a condiciones y
reactivos, se procedio en primer lugar al desarrollo de un método
rapido, sencillo y reproducible de evaluaciéon de la actividad
hidrolitica. Una vez optimizado el nuevo método de medida, se
aplic6 en la determinacién de los parametros cinéticos y
especificidad de sustrato de los distintos preparados comerciales
objeto de estudio.

1.1. Preparados comerciales de lipasas libres e
inmovilizadas

Se seleccionaron diez de los preparados enzimaticos
comerciales libres e inmovilizados mas ampliamente descritos en
trabajos de investigacién y aplicados en procesos industriales en
base a su origen, especificidad y caracteristicas del centro activo
(Tabla 1).
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Las lipasas de Penicillium camembertii, Mucor javanicus,
Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosus, Aspergillus niger
y Candida antarctica B tienen un origen fungico y, unicamente, la
lipasa de Burkholderia cepacia tiene un origen bacteriano.

Tabla 1. Relacion de preparados comerciales de lipasas libres e
inmovilizadas.

Organismo Lipasas Soporte Casa comercial

Penicillium

camembertii Lipase G ) Amano
. Mucgr Lipase M - Amano
javanicus
Palatase - Novozymes
Rhizgmugor Linogvm Resina de
miehei g&}Me intercambio Novozymes
anioénico
Thermqmy ces Lipolase - Novozymes
lanuginosus
Asp e.rglllus Lipase A - Amano
niger
Cand m.la Novozym 435 Resina acrilica Novozymes
antarctica macroporosa
Lipase PS - Amano
Burkh olc{er ia Lipase PS-DI Tierra diatomeas Amano
cepacia
Lipase PS-CI Ceramica Amano

Por otro lado, en funcidén de la estructura de su centro activo
estas enzimas se pueden separar en 2 grupos diferenciados. El
primero de ellos lo forman aquellas lipasas cuyo centro activo se
localiza en una hendidura en la superficie de la proteina
caracteristico de la familia de Rhizomucor (Capitulo I apdo. 1.1).
A este primer grupo pertenecen Lipase A, M, G y Lipolase. Un
segundo grupo lo constituyen aquellas enzimas cuyo centro activo
tiene una estructura similar a un embudo como la lipasa de C.
antarctica B o B. cepacia.
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Hasta el momento la estructura en tres dimensiones de las
lipasas de 4. niger y M. javanicus no ha sido resuelta debido a las
dificultades que presenta su cristalizacion. A pesar de esta falta de
estudios detallados, en base a estudios bioinformaticos se ha
podido simular la estructura tridimensional de la lipasa de 4. niger
y determinar algunos rasgos como es la presencia de “lid”, asi
como de varios puntos de glicosilacién (Shu ef al., 2009). Esta
lipasa es una enzima extracelular glicosilada con un peso
aproximado de 35,5 kDa con especificidad por las posiciones 1 y 3
del triglicérido (Namboodiri y Chattopadhyaya, 2000). La lipasa
de M. javanicus tiene un peso molecular de 21 kDa y al igual que
la lipasas de 4. niger es 1,3 regioselectiva (Hideko et al., 1975).

Los estudios de las secuencias y de la estructura 3D enmarcan
a la lipasa de P. camembertii dentro de la familia de Rhizomucor.
Esta enzima presenta una alta homologia en la secuencia con la
lipasa de 7. lanuginosus a pesar de lo cual, algunas de sus
caracteristicas bioquimicas como es la termoestabilidad son muy
diferentes de ésta (Li y Zong, 2010). Esta formada por una sola
cadena polipeptidica de 276 aminoacidos, con 2 puentes disulfuro
muy conservados. De forma generalizada se indica que esta
enzima posee una alta 1,3 regioselectividad actuando de forma
preferente sobre acidos grasos de cadena larga (Yamaguchi y
Mase, 1991). Algunas cepas de este hongo como la U-150
presentan una preferencia especial dado que es capaz de actuar
frente a mono y diglicéridos pero no sobre triglicéridos (Isobe et
al., 1992).

Las lipasas de R. miehei y de T. lanuginosus son dos de las
lipasas mas empleadas y mejor caracterizadas del mercado. La
lipasa de R. miehei o RML (antes denominada Mucor miehei) es
una enzima extracelular de 31 kDa, cuyo punto isoeléctrico es de
3,8 y que posee 3 enlaces disulfuro que en su presentacion
comercial estd expresada en A. oryzae (Rodrigues y Ferndndez-
Lafuente, 2010). La proteina presenta un “lid” helicoidal formado
por 15 aminoacidos que regulan el acceso al centro activo. RML
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posee una regioselectividad moderada, atacando preferentemente
las posiciones 1 y 3, esterificadas con &cidos grasos de cadena
media (Pleiss et al., 1998; Vaysse et al., 2002; Nalder et al.,
2014). Una de las formas inmovilizadas comercializadas de la
lipasa de Rhizomucor, Lipozyme RM-IM, tienen como soporte la
resina insoluble Duolite. Este soporte es un copolimero de estireno
y divinil benceno funcionalizado con amonio cuaternario que actua
como un intercambiador anidnico.

La lipasa B de C. antarctica (CALB) posee un centro activo
mas estrecho y profundo que el de otras lipasas donde el “lid” lo
constituye una hélice corta que no cubre la entrada al centro activo
por lo que esta enzima no exhibe activacidon interfacial (Trodler y
Pleiss, 2008). El lugar de union al sustrato se localiza en la parte
inferior de una estructura abrupta con forma de embudo eliptico en
el que la serina cataliticamente activa se dispone en la parte
inferior en una estructura estrecha y profunda de unos 9,5x4,5 A
de anchura y 12 de profundidad (Uppenberg et al., 1994). CALB
es una enzima mas activa frente a acidos grasos de cadena corta de
forma que su actividad decrece conforme aumenta la longitud de la
cadena carbonada (Pleiss et al., 1998). El incremento en el tamafio
del sustrato dificulta el ajuste 6ptimo de los sustratos debido a los
impedimentos estéricos lo que reduce la probabilidad de formacidon
de los productos. En este estudio se empled la lipasa B de C.
antarctica inmovilizada sobre una resina acrilica macroporosa
(Novozym 435). El soporte empleado es una resina polimérica
hidrofobica denominada Lewatit VP OC 1600 que algunos estudios
indican que puede alterar la selectividad respecto a la
inmovilizacién sobre otros soportes hidrofobicos (Cabrera et al.,
2009).

Inicialmente el microorganismo de origen de Lipase PS fue
clasificado como Pseudomonas cepacia pero posteriormente, esta
bacteria fue reasignada al género Burkholderia, por lo que en
algunos articulos aparece referenciadas con esta antigua
denominacién. La lipasa de B. cepacia pertenece al grupo 1.2 de la
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familia de las Pseudomonas, grupo que comparte una similaridad
alta en su secuencia de aminodcidos y en su estructura
tridimensional (c6digo PDB:3LIP) (Messaoudi et al., 2010). Al
igual que CALB, la serina de la triada catalitica se localiza en la
parte inferior del centro activo en forma de embudo aunque en
Burkholderia la anchura es mayor. Los aminoacidos alrededor del
centro activo que forman las paredes de esta estructura son
principalmente hidrofébicos. En la parte derecha aparece el “lid”
de gran tamafio (unos 40 residuos) y formado por un motivo
hélice-giro-hélice (Schrag et al., 1997; Barbe et al., 2009). Esta
enzima posee muchos rasgos comunes con otras enzimas del
mismo grupo como es la existencia de un centro de unidén para el
calcio. Aunque existen algunas divergencias en cuanto a las
preferencias de esta enzima, Lipase PS estd considerada como una
enzima no regioselectiva y con una marcada actividad lipasa
principalmente frente a ésteres de cadena larga (Lanser et al.,
2002; Vaysse et al., 2002). En este trabajo, se ha estudiado esta
enzima tanto en forma libre como inmovilizada sobre tierras
diatomeas y polvo de cerdmica. La tierra diatomea o Celite, es un
soporte muy adecuado para la inmovilizacion dado que es un
material inerte altamente poroso compuesto principalmente por
6xido de silicio (Si0O;) y otros oxidos inorganicos al que las
enzimas se pueden anclar facilmente por adsorcion (Chang et al.,
2007). Los soportes ceramicos son materiales microporosos con
morfologia esférica en cuyo centro aparece una cavidad con una
elevada resistencia quimica a los solventes organicos (Osuna y
Rivero, 2012).

1.2. Metodologias de evaluacion de la actividad lipasa en
reacciones de hidrolisis

La obtencion de datos cuantitativos fiables es esencial para
comparar la actividad lipasa de los distintos preparados
enzimaticos, pero hay que ser cuidadoso a la hora de analizar los
resultados dado que existe una gran diversidad de métodos de
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medida. La variedad de reacciones que las lipasas pueden llevar a
cabo y los sustratos sobre los que actiian hace que no exista un
protocolo estandar para la determinacion de la actividad lipasa. En
la Tabla 2 se incluye una relacion de las diferentes metodologias
empleadas para evaluar la actividad de estas enzimas.

Tabla 2. Métodos de evaluacion de la actividad lipasa.

Reaccion Medio Sustrato Método

Triglicéridos  Valoracion (pH stat)

Hidroélisis Acuoso

Esteres de o
NP Espectrofotométrico
Organico Valoracion
“Free-solvent” ACﬂgliCCI‘OlCS
Esterificacion Fluld’o's ACIdQS
supercriticos ~ grasos libres Cromatografia
Liquidos Alcoholes (GC/HPLC)
i6nicos
Resolucion de Acuoso Megcla de
mezclas . isébmero Cromatografia
racémicas Organico opticos

En funcion del objetivo del estudio se emplean distintas
metodologias, siendo las basadas en técnicas espectrofotométricas
o de valoracién de productos de reaccion (pH-stat) los mas
ampliamente utilizados en reacciones de hidrolisis. La
metodologia de pH-stat se basa en la valoraciéon continua de los
adcidos grasos liberados en la hidrolisis de los triglicéridos
mediante su neutralizacién con una base como NaOH (Gupta et
al., 2003). Como alternativa al empleo de triglicéridos puros se
emplea aceite de oliva como sustrato debido al menor coste. Sin
embargo, esta metodologia tiene una serie de inconvenientes que
hacen que no se pueda llevar a cabo en determinadas condiciones.
Estos ensayos pueden tener una buena sensibilidad, sin embargo a
pHs menores de 7 la ionizacidn parcial de los 4cidos grasos libres
reduce mucho la precision llegando a resultar inviable su
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utilizacidon. Los problemas de sensibilidad son considerablemente
importantes cuando los niveles iniciales de actividad son bajos lo
que hace que en estudios cinéticos para la determinaciéon de las
constantes michaelianas el uso de estos ensayos conlleve un error
experimental relativamente alto (Martin et al., 1994). Otra de las
desventajas que presenta esta metodologia es el excesivo tiempo
que lleva la realizacion, lo que hace que no sea un método util si
se ha de trabajar con un numero elevado de muestras. A este
respecto, la cuantificacion espectrofotométrica es una de las
alternativas mas ampliamente implantadas debido a la simplicidad
y rapidez.

En la medida espectrofotométrica una de las alternativas mas
utilizada es la cuantificacion de la actividad usando como sustrato
ésteres de p-nitrofenol (pNP). Los ésteres de cadena corta como
el pNP-butirato (pNPB), se emplean para la determinacion de la
actividad esterasa, mientras que los de mayor longitud como el
pNP-palmitato (pNPP) son sustratos para la actividad lipasa. El
pNP es una molécula incolora cuando se encuentra esterificada
pero en su forma libre posee un color amarillo a pH alcalino con
un maximo de absorcién a 410 nm que permite monitorizar su
liberacién como resultado de la accion de la enzima.

La medida espectrofotométrica mediante ensayos cinéticos se
ve limitada por las interferencias debidas a la turbidez del medio.
La solubilidad de los sustratos depende en gran medida de la
longitud del acido graso de los pNP-ésteres. En la determinacion
de las constantes michaelianas, se observo que los ésteres de
cadena corta eran solubles en el medio de reaccidén, mientras que
el bajo limite de solubilidad del pNP-palmitato y pNP-decanoato
(pNPD) interferia en la medida dando lugar a una gran dispersion
en los resultados con una baja reproducibilidad (Pencreac'h et al.,
1997; Palacios et al., 2014).

La realizacion de ensayos a punto final supone una ventaja en
cuanto al nimero de muestras que se pueden analizar y el mayor
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rango de concentraciones de estudio. No obstante, en este tipo de
ensayos resulta esencial ser capaz de bloquear la actividad de la
enzima para evitar el incremento de la intensidad en el color una
vez finalizada la reaccion. En la literatura han sido descritas
diferentes estrategias para detener la actividad lipasa después de
finalizado el tiempo de incubacion. Estos ensayos a punto final se
basan en la adicion de reactivos como trishidroxiaminometano,
NaOH, 1-propanol, Na,COs, ZnSQOy, o tratamientos térmicos como
inmersion en hielo o calentamiento.

Adicionalmente, las lipasas tienen en comin que su accion
tiene lugar en la interfase entre el medio acuoso y el sustrato
hidréofobo por lo que su actividad depende de la concentracion
interfacial del sustrato. La accion de las lipasas es, por tanto, muy
dependiente de la presentacién en la que se encuentra el sustrato,
y de la calidad de la interfase. Esta particularidad supone una
complicacién a la hora de estudiar las constantes cinéticas de la
forma en la que lo hace la enzimologia clasica basada en el empleo
de sustratos solubles. Es necesaria la formaciéon de interfases
homogéneas que minimicen los problemas derivados de la
heterogeneidad en la presentacion del sustrato (Verger, 1997).

Para la solubilizacién en el medio acuoso de los sustratos
hidrofobicos de las lipasas es frecuente el uso de detergentes y
surfactantes. En presencia de detergentes como Triton X-100 las
vesiculas lipidicas forman agregados Tritén-lipido que en exceso
del detergente frecuentemente forman micelas. Estas son bastante
mas pequefias que las vesiculas por lo que los lipidos incorporados
en las micelas mezcla se considera que estan solubilizados por el
detergente (London y Brown, 2000).

La presencia de emulsionantes y surfactantes en el medio de
reaccion puede afectar de forma significativa a la actividad de las
lipasas. Su accidén se ejerce tanto al actuar directamente sobre la
propia enzima o, como ya se ha indicado, a través de los cambios
que provoca en la forma en la que se presentan los sustratos y, por
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tanto, en la forma en la que interaccionan con la enzima (Biasutti
et al., 2008). Su accién directa es muy dependiente de la
naturaleza del emulsionante y de la enzima, lo que da lugar a que
sus efectos vayan desde un incremento de la actividad hasta la
completa inhibicién de la enzima.

Uno de los mecanismos por los que los emulsionantes actuan
directamente sobre las lipasas es la modificacion del equilibrio
entre las conformaciones al estabilizar la forma abierta. Algunos
emulsionantes pueden incrementar la actividad de las lipasas
debido a que son capaces de romper los agregados lipasa-lipasa
(Palomo ef al., 2003). Aunque de forma general los emulsionantes
empleados se cree que no presentan efectos negativos sobre la
estabilidad de la enzima, potencialmente existe el riesgo de que
este tipo de aditivos provoque la desnaturalizacidon proteica y por
tanto una pérdida de la actividad (Castro-Ochoa et al., 2005). La
unién de la enzima al detergente puede inducir la exposicidén de
zonas hidrofébicas que inicialmente se encontraban en la parte
interna de la estructura provocando la desnaturalizacion proteica.
Por otro lado, la estructura de algunos emulsionantes hace que
puedan dar lugar a una inhibicidon de la enzima por competicion
con el sustrato por el centro activo (Reis et al., 2009).

La goma arabiga es un emulsionante sistematicamente utilizado
en la medida de la actividad lipasa con triglicéridos de cadena
larga y media. Su uso se encuentra altamente extendido debido a
que es un agente estabilizante de las emulsiones que se asume que
no interfiere en el ensayo (Zhao et al., 2008; Brabcova et al.,
2010).

En la Tabla 3 se incluye una relacion de condiciones de
reaccion empleando pNP-palmitato donde se puede apreciar la
enorme diversidad de metodologias de detencidon y condiciones de
reaccion (emulsionantes, pH, T y t).
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Tabla 3. Revision de las distintas técnicas/agentes de deteccion empleadas en
los ensayos enzimaticos de lipasas a punto final usando pNP-palmitato como

sustrato.

Condiciones de Método de
Agente Y Y q
A reaccion detencion de la Referencias
emulsionante 9
(pH, T, t) reaccion
Tritén X-100 y o, . o b /1.18a Mayordomo et al.
goma ardbiga 6,5; 40 °C; S min 2% THAM” (1:1) (2000)
Triton X-100 7,0;37°C; 1 h 1-propanol (1:1)* Yang et al. (2002)
Chiou y Wu (2004)
. 4,4-9,2; 20-55 °C; 0,25 M Na,CO; Ye et al. (2005)
Ninguno : 18
5 min (1:1) Ozmen et al. (2009)
Huang ef al. (2009)
. 5,0-7,5; 20-55 °C; 0,25 M Na,CO; .
Ninguno 15 min 2.5:1)" Ozyilmaz (2009)
Triton X-’IQO y 5;0-9,5; 39—70 C; 0,25 M.NeéliZCO3 Ozcan et al. (2009)
goma arabiga 5 min (1:D
cor 0,10 M N32C03
Triton X-100y 7 . 3506, 5 min (volumen sin Yi et al. (2009)
goma arabiga .
especificar)
0,1 M ZnSO,
Triton X-100 8,0; 55 °C; 30 min (1:40)*en hielo 5 Yoo et al. (2011)
min
. . . Hlavsova et al.
. 0, 0 . a
Ninguno 7.5;35°C, 5 min Etanol 96% (1:10) (2009)
Tritén X-100 y 8,0; 37-60 °C; Introducir el tubo de Singh ez al. (2009)
goma arabiga 10 min reaccion en hielo Jiet al. (2009)
Deo)_dcolato de ) ) Gopinath et al. (2002)
sodio y goma 8,0; 37 °C; 15 min No especifica .
arébiga Salihu et al. (201 1)
Triton X-100y ¢ 5. 5500, 10 min No especifica  Pahujani et al. (2008)
goma arabiga
Ninguno 8,5:45°C; 20 min  Lranolacetona (L) o or al. (2005)
1 ml en frio

? Ratio del agente de detencion:Volumen del medio de reaccion
® THAM: Trishidroxiaminometano
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2.

Objetivos

El objetivo de este capitulo se centré6 en el estudio de la

capacidad hidrolitica y caracterizacion bioquimica de distintas
lipasas comerciales para su seleccion y posterior aplicaciéon en la
sintesis enzimatica de lipidos estructurados (Capitulo III) y de
monoglicéridos (Capitulo IV). Para ello, se fijaron los siguientes
objetivos especificos:

I.

Desarrollar una nueva metodologia de medida
espectrofotométrica de la actividad hidrolitica reproducible,
rapida y sencilla.

e Determinar el efecto de distintos emulsionantes sobre la
actividad hidrolitica de lipasas con distinto origen y
estructura.

e Comparar la efectividad de la nueva metodologia a punto
final, desarrollada en este trabajo, frente a otros
procedimientos (reactivos quimicos y tratamiento
térmico) de detencion de la actividad enzimatica.

Caracterizar diferentes preparados comerciales de lipasas libres
e inmovilizadas en base a sus niveles de actividad hidrolitica y
especificidad de sustrato.

e Determinar los parametros cinéticos (K, y Vmax) y la
eficacia catalitica con sustratos artificiales (pNP
¢steres).

e Determinar la actividad hidrolitica frente a triglicéridos
(aceites comerciales).

92



Capitulo II-Materiales y métodos

3. Materiales y métodos

3.1. Preparados enzimaticos

En las Tablas 4 y 5 se indican las concentraciones (enzimas
libres) y cantidades (enzimas inmovilizadas) empleadas en los
diferentes ensayos de hidroélisis, respectivamente el origen y casa
comercial de estas lipasas ha sido previamente detallado en la
Tabla 1. Las disoluciones enzimaticas se prepararon en los medios
de reaccion R.1 de los ensayos espectrofotométricos y del método
de valoracién pH-stat respectivamente.

Tabla 4. Concentracion de enzima (mg/ml) de lipasas libres en los ensayos de
determinacion de la actividad hidrolitica.

Ensayo cinético Ensayo a punto final
Lipasa (mg/ml) Goma Goma + Triton Goma Goma + Triton pH-stat
Lipase G 30,00 - 15,00 - 25,00
Lipase M 0,60 - 1,50 -- 25,00
Palatase 1,20 1,20 5,80 5,80 11,60
Lipolase 0,02 4,00 0,04 48,00 0,002
Lipase A 5,00 - 1,50 - 25,00
Lipase PS 0,03 0,05 0,06 0,06 2,00

Tabla 5. Cantidad de enzima (mg) de lipasas inmovilizadas en los ensayos de
determinacion de la actividad hidrolitica.

Ensayo cinético Ensayo a punto final
Lipasa (mg) . - pH-stat
Goma Goma + Triton Goma Goma + Triton
Lipozyme RM-IM 5,00 30,00 2,00 20,00 30,00
Novozym 435 2,50 0,25 10,00 10,00 50,00
Lipase PS-DI 0,05 0,05 0,05 0,05 5,00
Lipase PS-CI 0,25 0,10 0,25 0,25 3,50
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3.2. Determinacion espectrofotométrica de la actividad
lipasa

La base de esta metodologia es la cuantificacién
espectrofotométrica a 410 nm de la cantidad de p-nitrofenol
liberado como resultado de la accion de la lipasa sobre p-nitrofenil
ésteres.

3.2.1. Reactivos

R.1 Tampoén Tris-HCI 50 mM pH 8,0, conteniendo 0,1% (w/v) de
goma arabiga: mezclar 250 ml de una disolucién de
trishidroxiaminometano (THAM) 0,2 M, con 279 ml de una
disoluciéon de HCI 0,1 M. Adadir 0,1% (w/v) de goma
arabiga. En los ensayos que lo requieran se adicionard un
0,4% (w/v) de Triton X-100. Ajustar a pH 8,0. Enrasar a 1 1
con agua miliQ.

R.2 p-nitrofenil butirato, p-nitrofenil decanoato y p-nitrofenil
palmitato: pesar la cantidad de pNP éster (Sigma-Aldrich)
correspondiente para cada ensayo y disolver 2-propanol para
obtener una rango de concentraciones de entre 0,1 mM y 4
mM en el volumen final de reaccion.

R.3 Solucién patron de p-nitrofenol 1000 ppm: pesar 100 mg de
p-nitrofenol, disolver en tampén Tris-HCI (R.1) y enrasar a
100 ml.

R.4 Disolucion de cloroformo y alcohol isoamilico (Marmur)
(24:1): anadir 10 ml de alcohol isoamilico en un matraz
aforado y enrasar hasta 250 ml con cloroformo.

3.2.2. Determinacion de la actividad lipasa mediante un método
espectrofotométrico cinético

3.2.2.1. Protocolo experimental

La actividad hidrolitica de las lipasas mediante un método
cinético se midid en emulsiones de pNPB. Para las enzimas libres,
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se mezclaron 3,5 ml de tampo6n Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (R.1) en el
que se mezclaba 0,1 ml de la disolucion enzimatica a la
concentracién indicada (Tabla 4). Para las enzimas inmovilizadas,
en un volumen de 3,6 ml de tampo6n Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (R.1)
se adicion¢ la cantidad de cada preparado comercial indicada en la
Tabla 5. Esta mezcla se calentaba en bafio termostatizado a 40 °C
con agitacion a 240 rpm (NewBrunswick Scientific) durante 2 min
para alcanzar un pre-equilibrio. La reaccidon se iniciaba mediante
la adicion de 0,4 ml de una solucién de pNPB (R.2) en 2-propanol,
midiendo la absorbancia a 410 nm de forma continua durante 5
min en un espectrofotometro (Bio-Rad SmartSpecTM Plus). La
actividad se calculaba a partir de la pendiente de la recta
(absorbancia frente a tiempo) empleando Unicamente el tramo
lineal de la misma. Para cada muestra, el ensayo se realizd por
triplicado incluyendo un duplicado de los correspondientes
blancos sin adicionar enzima. Una unidad de actividad (U) se
definia como la cantidad de enzima capaz de liberar 1pumol de pNP
por minuto en las condiciones descritas anteriormente.

3.2.2.2. Recta de calibrado

La recta de calibrado se realizé a partir de una solucién
estandar de p-nitrofenol 1000 ppm (R.3). A partir de ésta se
prepararon diluciones para obtener concentraciones entre 0 y 150
pumoles/l de p-nitrofenol en matraces de 10 ml que se enrasaban
con tampén Tris-HC1 50 mM pH 8,0 (R.1) (Figura 1). Cada
concentracion de p-nitrofenol se realizé por triplicado midiendo la
absorbancia (ABS) a 410 nm. En todos los casos la desviacién
entre las réplicas fue menor al 1%.
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257 [PNP] ABS
y =0,0140x + 0,0060 (umoles/T) (410 nm)
2 _

20 R = 0,9994 5 3000
E 7 0,104
o 14 0,204
g 157 2 0,312
3 29 0,395
840 - 36 0,520
5 50 0,721
2 72 0,991
0.5 1 86 1,248
108 1,495

0.0 . | | | 144 2,011

0 50 100 150 200

p-Nitrofenol (umoles/l)

Figura 1. Recta de calibrado de p-nitrofenol.

3.2.3. Determinacion de la actividad lipasa mediante un método
espectrofotométrico a punto final

3.2.3.1. Protocolo experimental

La actividad hidrolitica de la lipasa mediante un método a
punto final se midi6 en emulsiones de pNPP y pNPD. Para las
enzimas libres, el ensayo se realizé en un volumen de 3,5 ml de
tampon Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (R.1) en el que se mezclaba 0,1
ml de la disolucion enzimatica (Tabla 4). Para las enzimas
inmovilizadas, un volumen de 3,6 ml de tamp6n Tris-HC1 50 mM
pH 8,0 (R.1) se mezclaba con la cantidad correspondiente de cada
preparado comercial (Tabla 5). Esta mezcla se calentaba en bafio
termostatizado a 40 °C con agitacion a 240 rpm (NewBrunswick
Scientific) durante 2 min para alcanzar un pre-equilibrio. La
reaccién se iniciaba mediante la adicion de 0,4 ml de una solucidon
del sustrato (pNPP/pNPD) (R.2) en 2-propanol. Transcurridos los
5 min de tiempo de reaccion, se afiadian 1,5 ml de solucidon
Marmur (R.4) y se enfriaban en hielo para detener la reaccidn
enzimatica. A continuacidén, se centrifugaban las muestras a
10.000 rpm durante 10 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada
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(Beckman). Finalmente, en el sobrenadante obtenido se evaluaba
la absorbancia a 410 nm en un espectrofotometro (Bio-Rad
SmartSpecTM Plus). Para cada muestra el ensayo se realizd por
triplicado incluyendo un duplicado de los correspondientes
blancos en los que el ensayo se realizaba sin adicionar enzima.
Una unidad de actividad (U) se definia como la cantidad de
enzima capaz de liberar lumol de pNP por minuto en las
condiciones descritas anteriormente.

3.2.3.2. Recta de calibrado

La recta de calibrado se realiz6 a partir de una solucidn
estandar de p-nitrofenol 1000 ppm (R.3), de la que se prepararon
diluciones por triplicado para obtener concentraciones entre 0 y
323 umoles/l de p-nitrofenol en matraces de 10 ml que se
enrasaban con tampén Tris-HClI 50 mM pH 8,0 (R.1).
Posteriormente, se afiadian 4 ml de cada diluciéon y 1,5 ml de
Marmur (R.5) en un tubo de ensayo y se centrifugaba a 10.000 rpm
durante 10 min a 4 °C. Finalmente, se media la absorbancia a 410
nm en el sobrenadante (Figura 2).

2,0 1

y Oﬁzoi%)fgg S;)7,0169 [PNP] ABS
(pmoles/l) (410 nm)

E 157 0 0,000
o 7 0,054
s 14 0,073
5 1.0 22 0,132
§ 29 0,163
5 36 0,200
K05 - 72 0,361
108 0,549
144 0,699
0,0 180 0,899
’ ) , ' ' 252 1,218
0 100 200 300 400 288 1’410
p-Nitrofenol (umoles/l) 323 1,587

Figura 2. Recta de calibrado de p-nitrofenol tratado con la solucién Marmur.
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3.3. Determinacion de la actividad lipasa mediante

pH-stat

Esta metodologia se basaba en la velocidad con la que una
enzima es capaz de hidrolizar los triglicéridos a pH 8 liberando

acidos grasos como producto de la reacciéon. Los acidos grasos
libres formados se valoraban con una soluciéon de hidroxido de
sodio y su consumo se registraba en funcién del tiempo.

3.3.1. Reactivos

R.1

R.2

R.3

R.4

R.5

Tampoén Tris-HCI 50 mM pH 8,0 con 2% de goma ardbiga y
0,3% de CaCl,: mezclar 250 ml de una disolucion de
trishidroximetilaminometano 0,2 M, con 279 ml de una
disolucién de HCI 0,1 M. Afiadir 20 g goma ardbiga y 0,2 ml
de CaCl;, al 22%. Ajustar a pH 8,0. Enrasar a 1 1 con agua
miliQ.

CaCl, al 22%: pesar 22 g de CaCl,, disolver en 50 ml agua
miliQ y enrasar a 100 ml.

Solucién valorante de NaOH 0,05 N: pesar 2 g de NaOH y
disolver en un litro de agua miliQ. Esta solucién debe ser
normalizada mediante su valoracion por triplicado con ftalato
acido de potasio como patrén primario.

Ftalato acido de potasio (0,05 M): pesar 1,0211 g de ftalato
acido de potasio, disolver en 50 ml con agua miliQ y enrasar
a 100 ml.

Emulsion de sustratos: pesar la cantidad de triglicérido
(gliceriltrioctanoato, gliceriltridecanoato y gliceriltrioleato)
o aceite comercial de consumo alimenticio (soja, girasol,
oliva y lino) correspondiente para cada ensayo y afadir
tampon de reaccion hasta 28,1 ml. Homogenizar (Ultraturrax)
a 12000 rpm durante 1,5 min hasta conseguir una emulsion
estable.
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3.3.2. Protocolo experimental

La actividad hidrolitica se midi6 usando como sustrato
distintas emulsiones de triglicéridos asi como aceites comerciales
(R.5) siguiendo el protocolo descrito por Soumanou et al. (1997)
con ligeras modificaciones en los volimenes de reaccion. Los
ensayos se realizaron en un volumen final de 30 ml de la emulsién
de tampo6n Tris-HCI 50 mM pH 8,0 con un 2% de goma arédbiga
(R.1) junto con la cantidad requerida de sustrato (R.5) para
obtener un rango de concentraciones entre 1 y 40 mM. La
emulsidén obtenida era mantenida en agitacioén constante en el vaso
de reaccion termostatizado mientras era precalentada a 40 °C
durante 5 min, transcurrido el cual se adicionaban 0,4 ml de la
solucion de CaCl, (R.2) y se reajustaba el pH a 8. La reaccion se
iniciaba mediante la adiciéon de 1 ml de la solucién de enzima libre
(Tabla 4), y en caso de ser un preparado comercial inmovilizado
se afiadia la cantidad indicada en la Tabla 5.

Los acidos grasos liberados por la accion de la lipasa se
cuantificaba mediante la valoracion con NaOH 0,05 N (R.3)
utilizando un valorador automatico (Titrino 801 Metrohm)
manteniendo un pH constante de 8. A partir de la pendiente de la
recta de valoracion (ml de NaOH frente a tiempo) se determina la
actividad de la enzima seglin se indica en la siguiente ecuacion.

U B pendiente * normalidad * 60 * 1000
/ g de enzima ™ Volumen E (ml) * Concentracién de E (mg/ml)

Las unidades de actividad enziméatica (U) vienen expresadas
como la cantidad enzima que libera 1 pmol de acido graso libre
por minuto en las condiciones de ensayo especificadas.
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4. Resultados y discusion

4.1. Desarrollo de un nuevo método espectrofotométrico a
punto final

En el estudio de las lipasas, determinar la capacidad hidrolitica
es un aspecto importante a la hora de caracterizar un preparado
enzimatico. Para ello, es necesario disponer de una metodologia de
medida reproducible que permita la modificacién de algunas de las
condiciones de reaccién como temperatura, pH o tiempo. En
bibliografia se describen una gran variedad de metodologias
diferenciadas, siendo los métodos espectrofotométricos basados en
el uso de pNP-ésteres una de las mas empleadas por su simplicidad
y rapidez. No obstante, la turbidez del medio debida a los
problemas de solubilidad de los sustratos de mayor longitud de
cadena supone una de las grandes limitaciones. Para superar este
inconveniente se ha propuesto, en este trabajo, el empleo de una
nueva metodologia de medida basada en el empleo de la solucion
Marmur, una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
capaz de detener la reaccion y eliminar la turbidez del medio de
reaccion.

Para la evaluacion de la actividad hidrolitica de lipasas con
pNP-ésteres es imprescindible incluir en la mezcla de reaccion un
agente emulsionante que asegure una buena dispersion de los
sustratos. A este respecto, se procedid, en primer lugar, al estudio
del efecto de diferentes emulsionantes y mezclas de emulsionantes
sobre la actividad enzimatica aplicando la solucion Marmur. Una
vez, seleccionado/s el/los emulsionantes mas efectivos, se
comparo la eficacia del nuevo método espectrofotométrico a punto
final con otros procedimientos fisico-quimicos de la detencion de
la actividad enzimatica.
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4.1.1. Efecto de distintos emulsionantes sobre la actividad
lipasa

Multiples estudios indican que dependiendo del origen de la
lipasa, la adicion de emulsionantes tiene unos efectos muy
diversos sobre la actividad enzimatica, esto hace necesario
determinar que emulsionante resulta mas apropiado para cada
enzima en particular. Los efectos de los diferentes emulsionantes
sobre la actividad enzimatica son dependientes de su naturaleza y
sus propiedades fisicas (Mine et al., 2000; Mine et al., 2001). Por
ello, se seleccionaron siete emulsionantes de los mas utilizados en
la bibliografia revisada. Se ensay6 de forma individual el efecto
de goma arabiga, Triton X-100, SDS (dodecilsulfato de sodio),
Tween 80 y colato de sodio, asi como la mezcla de goma arabiga y
Tritéon X-100 (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de distintos emulsionantes sobre la actividad hidrolitica de
lipasas de distinto origen.

Actividad relativa (%)®

Emulsionantes
Lipolase Lipase PS Lipase M Lipase A  Palatase Lipase G

Gomaardbiga 164195 593410 100412 100422 100510 100+ 1.8

0.1%
o

T;g$a0641$+ 01400  100£3,0 03£023 00400 192406 162+4.0
,1%
o

T;‘(E"l;‘ao(;llﬁf 07403 76721 00400 00+00 8801 0,0+0.0
,1%

Triton 0,1% 0,0+0,0 50,2+0,9 0,0+0,0 0,0£0,0 4403 0,0+0,0

Colato de sodio
0,1%

SDS 0,1% 21,0£0,9 30,5+0,2 59,4+2,1 0,0+0,0 13,5+03 0,0+0,0
Tween 800,1% 0,0+£0,0 19,9+0,4 0,0+00 0,0+0,0 17,9+0,7 0,0+0,0

37,4+1,2 22,3+0,7 46,5+0,8 0,8+0,8 70,5+2.1 63,9+5,5

#100%: maxima actividad obtenida para cada preparado enzimatico

En los resultados recogidos en la Tabla 6 se confirma el
distinto efecto de los emulsionantes segun la enzima. Las
actividades de Lipolase, Lipase M y Lipase G se encontraban muy
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reducidas o totalmente inhibidas por la mayor parte de los
emulsionantes empleados. Un caso especial es el de Lipase A dado
que no se detectaron niveles de actividad apreciables con ninguno
de los emulsionantes salvo en presencia de goma arabiga. Por
contra, Lipase PS resulta ser especialmente tolerante al efecto de
los distintos emulsionantes empleados.

La adicion de Tritén X-100 como agente emulsionante ejercia
un efecto claramente negativo sobre la actividad de las enzimas de
A. niger (Lipase A), T. lanuginosus (Lipolase), M. javanicus
(Lipase M) y P. camembertii (Lipase G) inhibiéndolas por
completo (Tabla 6). En el caso de la lipasa de B. cepacia (Lipase
PS) y R. miehei (Palatase), este tensioactivo provocaba un
importante efecto sobre los niveles de actividad con una reduccion
del 49,8 y 95,6%, respectivamente. Este efecto negativo del Triton
X-100 se veia reducido si en el medio de reaccion se afiadia una
pequefnia cantidad de goma ardbiga, por lo que este emulsionante
parecia presentar un efecto protector frente a las consecuencias
negativas del empleo de Triton. Algunos autores indican que la
goma ardbiga puede retrasar la formacion de micelas lo que hace
que la concentracién micelar critica (CMC) con Tritdn sea mas
alta y por eso aumente la actividad (Acharya y Madhusudhana,
2002). Si el Tritéon X-100 se adiciona a una concentracion muy
superior a la CMC ¢éste puede recubrir el sustrato de forma muy
intensa y debido a esta encapsulacion quedar inaccesible para la
enzima (Lai y O'Connor, 2000).

Estos resultados muestran una aparente discrepancia con otros
trabajos que sugieren una activaciéon por este detergente
(Fernandez-Lorente et al., 2007). Otras investigaciones indican
que un rasgo general de los surfactantes es que el efecto activador
es dependiente de la concentracion empleada y, una vez superado
un valor alrededor de la CMC, estos mismos compuestos provocan
la inhibicién de la enzima (Helistd y Korpela, 1998; Mogensen et
al., 2005). Las concentraciones a las que los detergentes pasan de
ser activadores a ser inhibidores dependen del compuesto y la
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enzima, asi como del sustrato empleado en el ensayo (Fernandez-
Lorente et al., 2007). Las concentraciones a las cuales se
realizaron los ensayos de ésta Tesis doctoral, exceden la CMC del
Triton X-100 que es del 0,015%, por lo que se confirmaria el
efecto inhibidor a altas concentraciones encontrado por otros
autores (Helisto y Korpela, 1998).

De los emulsionantes ensayados el detergente Tween-80 era el
que tenia los efectos mas negativos, produciendo la total
inhibicion de todas las enzimas excepto de Palatase y Lipase PS
que veian reducida su actividad a un 17,9 y 19,9%,
respectivamente.

El SDS es otro detergente que reducia de forma significativa
los niveles de actividad de las enzimas estudiadas. Este detergente
es comunmente empleado para la desnaturalizacion de proteinas
para su posterior separacion por técnicas de electroforesis. En este
sentido, diversos autores indican la pérdida de actividad de
muchas enzimas al afadir SDS en el medio de reaccién
(Schomaecker et al., 1988). En el caso de las lipasas, ademas, la
estructura similar de este detergente con los sustratos de las
lipasas puede dar lugar a una competiciéon por el centro activo de
la enzima y, por tanto, una reduccion en la actividad. En esta
linea, se ha encontrado una excelente correspondencia entre la
longitud de la cadena carbonada y el efecto activador o inhibidor
ejercido sobre la lipasa de 7. lanuginosus cuando los detergentes
presentan el mismo grupo de cabeza (Mogensen et al., 2005). El
efecto que los emulsionantes pueden tener sobre el sistema es
diferente en funcién del sustrato empleado, afectando a la
estabilidad de las micelas (Acharya y Madhusudhana, 2002;
Biasutti et al., 2008). Pero la naturaleza de la lipasa es también un
factor importante que determina el efecto de los emulsionantes. De
forma general, acorde con nuestros resultados, otros autores han
encontrado que el SDS inhibe la actividad de algunas lipasas
(Bravcova et al., 2010). No obstante, en algunos casos, como en el
de las lipasas LipA y LipB del organismo termoalcaldfilo
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Thermosyntropha lipolytica este detergente incrementaba la
eficacia catalitica al aumentar la V,x y disminuir la K,, (Salameh
y Wiegel, 2010).

De los resultados obtenidos, la goma arabiga es el
emulsionante que tenia un efecto mas homogéneo y con el cual se
obtenian los mayores valores de actividad, excepto para Lipase PS
en cuyo caso fue una mezcla de un 0,4% de Triton X-100 y un
0,1% de goma aréabiga.

4.1.2. Estudio de la eficiencia de distintos tratamientos
fisico-quimicos en la detencion de la actividad lipasa

En este bloque de experiencias se determind la eficiencia de
distintos tratamientos de detencidon de la actividad hidrolitica de
las lipasas. Para ello, tras una revision bibliografica en la que se
seleccionaron los métodos mas ampliamente utilizados (Tabla 3),
se compararon dichos métodos con la nueva metodologia
desarrollada en esta Tesis basada en el uso de la soluciéon Marmur.
Entre los tratamientos empleados para la detencion de la reaccion
se encuentran tanto métodos fisicos (enfriamiento a 0 °C o
calentamiento a 100 °C) de la solucién como la adicion de
distintos compuestos quimicos (iones, bases o quelantes).

Los ensayos realizados con los reactivos quimicos NaOH,
THAM y Na,CO; mostraron que estos reactivos causaban una
severa degradacion del pNP-palmitato (sustrato de la reaccidén) vy,
por tanto, su uso fue descartado. Algunos iones como Cu*" o Zn*",
indicados en la bibliografia como agentes bloqueantes de la
actividad lipasa, interferian de forma muy significativa en la
medida espectrofotométrica o no causaban una detencion efectiva
de la reacciéon, por lo que también se desestimd su empleo en
posteriores ensayos.

La mezcla de acetona-etanol utilizada para precipitar las
enzimas utilizada por autores como Kanwar et al. (2005) no
resultd ser efectiva ni para el preparado Lipolase ni para Lipase
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PS (Figura 3). De hecho, los resultados obtenidos muestran que la
mezcla acetona-etanol incrementd la actividad de ambas lipasas.
Resultados similares fueron presentados por Zaman et al. (2006),
donde el pretratamiento de la lipasa de Chromobacterium viscosum
con acetona incrementd la interaccion entre el sustrato hidrofébico
y el centro activo de la enzima, provocando el cambio
conformacional de la forma cerrada a la abierta. La mezcla de
acetona-etanol en frio incluso provocaba un mayor incremento en
los valores de absorbancia en ambas lipasas debido a la reduccidn
en la solubilidad del sustrato.

La mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico, empleada en el
método propuesto en esta Tesis doctoral para la desnaturalizacién
de la enzima, es comuUnmente aplicada como reactivo en
investigacién bioldgica. Los ensayos llevados a cabo por la
adicion de la solucion Marmur y la eliminacion del precipitado por
centrifugacién, mostré minimas variaciones en el tiempo y una
alta reproducibilidad en los resultados de ambas lipasas (Figura 3)
(Palacios et al., 2014).
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Acetona:Etanol Acetona:Etanol Marmur Acetona:Etanol Acetona:Etanol Marmur
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Figura 3. Eficiencia de la deteccion de la actividad lipasa con pNPP como
sustrato por la adiciéon de acetona:etanol, acetona:etanol 0 °C y solucion
Marmur. A) Lipase PS; B) Lipolase. (m) 0 min, (m) 5 min, (=) 10 min, (m) 20
min, (m) 30 min y (») 40 min.
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Asi mismo, se estudid la eficiencia de los tratamientos fisicos
en el bloqueo de la reaccion enzimatica. Para ello, se evalud la
cantidad de pNP liberado por la enzima en el tiempo tras ser
sumergida la mezcla de reacciéon en hielo. Por otro lado, se
determind la capacidad de inactivacion de la enzima mediante su
inmersioén en agua hirviendo durante 5 min evaluando la actividad
residual después del tratamiento a distintos tiempos. La Figura 4,
muestra que el enfriamiento no conseguia detener la reaccion
enzimatica. De hecho, la actividad lipasa detectada después de 15
min de enfriamiento fue notablemente superior a la encontrada a
los 5 min, siendo de un 419 y un 387% para las lipasas de Lipolase
y Lipase PS, respectivamente. Ademas, la menor solubilidad del
sustrato por el enfriamiento de las muestras provocaba una
turbidez que deberia ser eliminada. Por tanto, el enfriamiento
introduciendo la mezcla de reaccién en hielo no puede ser
utilizado  para  detener la reaccibn en un  método
espectrofotométrico a punto final. Asi, Mayordomo et al. (2000)
en su estudio sobre la cinética de Aspergillus nidulans WG312
observaron que aunque la temperatura Optima fue de 40 °C,
incluso a 0 °C la lipasa conservaba el 30% de su actividad relativa.
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Figura 4. Eficiencia del tiempo de tratamiento térmico sobre la detencion de
la actividad lipasa con pNPP como sustrato. Actividad relativa calculada
tomando como 100% de actividad el tratamiento a 5 min. A) Lipase PS; B)
Lipolase. Tratamientos de (m) 5 min, (m) 10 min y (=) 15 min.
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Por otro lado, al examinar los resultados de la eficiencia de la
detencion mediante calor se observaba que podia ser un
tratamiento efectivo para bloquear la reaccidon catalizada por
Lipase PS pero no para Lipolase (Figura 4). Como efecto
secundario del tratamiento térmico se observaba una elevada
degradacion en el sustrato, hecho que se veia incrementado en
pNP ésteres cuya cadena carbonada es de menor tamafio, como en
el caso de pNP-decanoato.

4 2. Estudio cinético de la actividad hidrolitica frente a
ésteres de pNP

Para un anélisis de la especificidad de las lipasas comerciales
se llevdé a cabo un estudio de la preferencia por distintos pNP
ésteres (pNPB, pNPD y pNPP). Los resultados de este estudio se
presentan organizados en funcién de la anatomia del centro activo
dando lugar a dos grupos diferenciados. Por un lado, las lipasas de
la familia de CALB cuyo centro activo tiene forma de embudo
eliptico y se localiza cerca de la superficie. En este grupo se
estudiaron las lipasas de Novozym 435, Lipase PS, Lipase PS-DIl y
Lipase PS-CI. En un segundo grupo se estudiaron las lipasas
Palatase, Lipozyme RM-IM, Lipolase, Lipase M, Lipase A vy
Lipase G, cuyo centro activo es una hendidura hidrofébica cerca
de la superficie caracteristico de la familia de Rhizomucor.

Adicionalmente se analizdo el efecto del detergente Triton
X-100 sobre los pardmetros cinéticos K, y Vmax, €xcepto para las
lipasas Lipase A, M y G dado que este compuesto anulaba por
completo la accion catalitica de estas enzimas (Tabla 6).

Los parametros cinéticos K, y Vnax se determinaron a partir de
los valores de velocidad obtenidos a concentraciones crecientes de
sustrato. Una de las principales premisas en las que se basa el
modelo clasico de Michaelis-Menten, es que la reaccidn
enzimatica tiene lugar en un medio isotropico, criterio que no se
cumple en las reacciones catalizadas por las lipasas. Por esta
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razéon, en todos los casos en los que se habla de pardmetros
cinéticos son pardmetros aparentes, término empleado por
Pencreac’h y Baratti (1996). El calculo se realiz6 mediante la
linealizacion de Hanes-Woolf (S/V vs S), obteniéndose en todos
los casos un coeficiente de correlacion (R?) superior al 95%.

4.2.1. Lipasas de la familia Candida antarctica B (CALB)

Se procedié al estudio cinético de la lipasa bacteriana de B.
cepacia (Lipase PS) tanto libre como inmovilizada (PS-DI y
PS-CI) y de la lipasa B del hongo C. antarctica inmovilizada
sobre resina acrilica (Novozym 435).

Los resultados indicaban que Lipase PS era una enzima que
presentaba una mayor actividad hidrolitica siendo més activa para
pNP-palmitato y pNP-decanoato (Tabla 7). No obstante, los
niveles de actividad de este preparado frente a pNP-butirato en
presencia de Triton X-100 eran muy elevados, siendo junto con
Lipolase de la familia de Rhizomucor (apdo. 4.2.2.) las dos
enzimas que mayor actividad presentaban para este sustrato de
todos los preparados comerciales estudiados

Lipase PS presentaba una afinidad muy alta tanto por
pNP-decanoato como por pNP-palmitato estando completamente
saturada a concentraciones muy bajas de sustrato. Como puede
apreciarse en la Tabla 7, la eficacia catalitica para el
pNP-palmitato era casi 2 veces mas alta que para pNP-decanoato
dado que aunque los valores de K, eran similares (0,1 mM), la
Vmax para pNP-palmitato (33,14 U/mg de enzima) era mayor que
para pNP-decanoato (19,25 U/mg de enzima). Esta preferencia por
los sustratos de cadena larga frente a cadena media o corta, fue
también observada por Pencreac'h et al. (1997), donde la méxima
actividad tenia lugar cuando la enzima actuaba sobre C16.

En la Figura 5, puede observarse que la adicion de Triton
X-100 modificaba la actividad pero no cambiaba la preferencia
general de la enzima. El efecto del detergente sobre la actividad
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era diferente en funcién de la longitud de la cadena del sustrato.
Asi, cuando la lipasa hidrolizaba pNP-butirato los mayores niveles
de actividad se encontraban en ausencia de Triton X-100.

Tabla 7. Parametros cinéticos de Lipase PS, Lipase PS-DI, Lipase PS-Cl y
Novozym 435.

Parametros . Lipase Lipase Novozym
Sustrato cinéticos ~ [PaePS g oy PS-DI 435
K., (mM) 1,12 0,25 0,67 0,80
pNPB Vmax (U/mg) 10,69 0,65 2,81 0,05
Vinax/ Kin 9,57 2,63 4,18 0,06
K, (mM) nd No satura No satura 0,50
PNPB +

., Vinax (U/mg) nd No satura No satura 0,24

Triton
Vimax/ Kin nd No satura No satura 0,48
K., (mM) 0,10 0,20 0,14 0,15
PNPD Vinax (U/mg) 19,25 0,92 8,07 0,00
Vinax! Kin 190,60 4,71 58,53 0,03
K., (mM) 0,57 1,96 0,10 0,56

PNPD +
Tritén Vmax (U/mg) 30,20 26,57 7,85 0,06
Vinax/ Kin 52,98 13,55 75,59 0,10
K., (mM) 0,09 0,63 0,19 0,21
PNPP Vinax (U/mg) 33,14 2,23 20,96 0,00
Vinax/ Kin 364,68 3,55 112,46 0,02
K., (mM) 0,38 2,74 0,40 0,12

PNPBP+ g (U/mg) 58,70 51,89 40,47 2,2510%

Triton

Vinad K 154,93 18,97 101,70 0,02

nd: no determinada

Por contra, con pNP-decanoato la actividad se mantenia en
unos niveles similares en presencia y ausencia del detergente y
cuando lo hacia sobre pNP-palmitato el Triton activaba la accidn
de la enzima. El Tritén, por tanto, incrementaba la actividad
cuando el acido graso es de tamafio medio o largo aunque reducia
su afinidad como queda plasmado en los valores de K,, (Tabla 7).
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Figura 5. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrdlisis de
pNP-ésteres con Lipase PS. A) Sin Triton X-100; B) Con Triton X-100 al
0,4%. (¢) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A) pNP-palmitato

La inmovilizacion de la lipasa de B. cepacia sobre tierra de
diatomeas (PS-DI) o cerdmica (PS-CI) no alteraba Ila
acilselectividad aunque si que se veia modificado el
comportamiento cinético (Figura 6). No obstante, la naturaleza del
soporte de inmovilizacién influye de forma muy importante en los
cambios en la especificidad de las enzimas. Asi, Pencreac'h et al.
(1997) observaron que la inmovilizacion de Lipase PS sobre
polipropileno alteraba su preferencia por los sustratos al desplegar
su maxima actividad frente a ésteres de cadena corta mientras que
la forma libre actuaba de forma preferente sobre acidos grasos de
cadena larga.

Por otra parte, al igual que ocurria en la forma libre de la
enzima, la actividad de los inmovilizados se veia incrementada por
la presencia de un 0,4% de Triton X-100, alterandose ambos
parametros cinéticos. Estos cambios no son iguales para los dos
soportes, ya que mientras que el comportamiento cinético de
PS-DI era similar al encontrado en la forma libre, en PS-CI tenia
lugar un comportamiento muy diferenciado.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrélisis de
pNP-ésteres con A) Lipase PS-CI sin Triton X-100; B) Lipase PS-CI con
Triton X-100 al 0,4%; C) Lipase PS-DI sin Triton X-100; D) Lipase PS-DI
con Triton X-100 al 0,4%. (¢) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A)
pNP-palmitato.

Como se ve reflejado en los valores de K., la inmovilizacién
sobre ceramica (PS-CI) provocaba grandes cambios en la afinidad
de la enzima por los sustratos de tamafio medio y largo, siendo
este aumento mas acusado cuando los ensayos se realizaban en
presencia de Tritén (Tabla 7). Las razones que pueden explicar
este efecto se basan en: a) cambios conformacionales resultado de
la inmovilizacién que den lugar a impedimentos estéricos que
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dificulten el acceso al centro activo o una mayor rigidez de la
estructura y b) modificaciones en el microambiente de la enzima
debido al soporte que tengan como consecuencia cambios en la
particion dando lugar a una menor concentracion de sustrato.
Osuna y Rivero (2012) indicaban que los soportes cerdmicos eran
capaces de retener el acido laurico y sus ésteres, asi como otros
elementos como calcio, fosforo o cloro. La mayor retencion de los
sustratos por el soporte podia tener como consecuencia una caida
en la afinidad de la enzima, hecho que se veria incrementado al
aumentar la solubilidad del sustrato que se adherird en mayor
medida a la ceramica por interacciones hidrofobicas. Conforme se
incrementa la longitud de la cadena carbonada y se volvia mas
apolar, las interacciones con el soporte serian mas fuertes por lo
que la afinidad de la enzima se veria mas afectada.

Los resultados de Novozym 435 mostraban que cuando el
sustrato era soluble en agua, la enzima catalizaba eficientemente
la hidrélisis del enlace éster y, por contra, su actividad se reducia
drasticamente al actuar frente a sustratos insolubles o poco
solubles (Figura 7).

En los ensayos realizados con pNP-butirato no se observaba un
incremento abrupto en la actividad al exceder el limite de
solubilidad del sustrato. Por lo tanto, segin los criterios de
preferencia de sustratos y de hiperactivacién en presencia de
interfases, esta enzima comercial deberia ser considerada una
esterasa. En la misma linea otros autores indican que CALB
muestra una marcada preferencia por acidos grasos de cadena
corta y media frente a los de cadena larga, en los que no se aprecia
activacion interfacial (Martinelle et al., 1995; Pedersen et al.,
2002).

Esta enzima posee un centro activo mas estrecho y profundo
que el de otras lipasas (Pleiss ef al., 1998). Esta anatomia especial
puede dificultar o impedir la entrada de sustratos de gran tamafio.
Por otro lado, CALB presenta una hélice corta de 5 aminoacidos
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identificada como una estructura analoga al “lid” que por su
escasa longitud no intervendria de forma activa en la regulacion
del centro activo de la enzima y, por tanto, esta enzima no
exhibiria activacion interfacial.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrélisis de
pNP-ésteres con Novozym 435. A) Sin Triton X-100; B) Con Triton X-100 al
0,4%. (®) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A) pNP-palmitato

Los ensayos realizados con Triton X-100 mostraban que
aunque ni el comportamiento ni la preferencia por el pNP-butirato
como sustrato se modificaban de forma sustancial, si que existian
diferencias en los niveles de actividad. Estos efectos eran
dependientes del sustrato sobre el que actuaba Novozym 435
(Figura 7). Al actuar sobre pNP-butirato el efecto del Triton
X-100 era notable, viéndose incrementada la actividad casi 5
veces respecto al ensayo sin emulsionante a una concentracion
saturante de sustrato de 1,8 mM. Para el pNP-decanoato este
incremento era incluso mayor, la actividad de la enzima en
condiciones de saturacion era 10 veces mayor en presencia de
Triton X-100 (Tabla 7). En cambio, el efecto sobre el
pNP-palmitato era casi inapreciable, observandose unicamente una
ligera disminucion. En estas condiciones de reaccion los ésteres de
pNP de 10 y 4 carbonos, eran los sustratos preferentes de esta
enzima, mientras que en ausencia de Tritobn no se apreciaban
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diferencias significativas entre los niveles de actividad para C10 y
Cl6. El Triton X-100 puede favorecer la solubilidad del
pNP-decanoato retrasando la aparicion de interfases, por lo que la
enzima puede actuar de forma mas eficaz. Es légico, por tanto,
pensar que el efecto so6lo sea apreciable en los sustratos indicados
y no en pNP-palmitato dado que el centro activo de CALB se
encuentra en un lugar de dificil acceso para sustratos de cadena
larga y la mejora en la solubilidad no va a tener ninglin efecto.

En resumen, de las experiencias realizadas en relacion a la
accion del emulsionante sobre la actividad de los preparados
comerciales de B. cepacia (PS, PS-CI y PS-DI) y C. antarctica
(Novozym 435) se deduce que los efectos del detergente dependen
del origen de la lipasa y del sustrato sobre el que actua. Estos
resultados coinciden con las observaciones descritas por otros
autores que indicaron como las micelas de Triton X-100
desestabilizaban la lipasa de Staphylococcus aureus y, por contra,
estabilizaban la de Staphylococcus hyicus (Simons et al., 1997).

4.2.2. Lipasas de la familia RAizomucor (RML)

Las lipasas seleccionadas pertenecientes a la familia de
Rhizomucor, Lipase A (A. niger), Lipase M (M. javanicus), Lipase
G (P. camembertii), Palatase (R. miehei), Lipolase (T.
lanuginosus) y Lipozyme RM-IM (R. miehei inmovilizada sobre
Duolite), poseen, como ya se ha indicado anteriormente, un alto
grado de homologia tanto en la secuencia como en la estructura de
su centro activo lo que explica su similar comportamiento
cinético. No obstante, al comparar los resultados obtenidos en este
bloque de experiencias se pueden establecer 3 grupos
diferenciados en base a su preferencia por los sustratos y sus
niveles de actividad: un primer grupo formado por Lipase A y
Lipase M, un segundo grupo con Palatase, Lipozyme RM-IM vy
Lipolase y por ultimo, Lipase G.
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En la Tabla 8 se detallan los valores de los parametros
cinéticos de las enzimas de la familia de Rhizomucor Lipase A, M
y G. En este caso los valores de K, y Vhax con pNP-butirato como
sustrato, no pudieron ser determinados mediante ninguna de las
linealizaciones de la ecuacion de Michaelis-Menten.

Tabla 8. Parametros cinéticos de Lipase A, Lipase G y Lipase M.

Sustrato Paf'éfn.etros Lipase A Lipase M Lipase G

cinéticos
K,, (mM) nd nd nd

PNPB Vmax (U/mg) nd nd nd
Vinax/ Kin nd nd nd
K, (mM) 0,19 0,19 0,18

PNPD Vinax (U/mg) 1,45 1,49 0,01
Vina/ Kin 7,45 7,78 0,03
K (mM) 0,75 0,17 0,67

PNPP Vinax (U/mg) 1,58 1,91 0,03
Vinax! Kin 2,11 11,22 0,04

nd: no determinada

Los preparados enzimaticos Lipase M y Lipase A hidrolizaban
el pNP-palmitato y pNP-decanoato de forma mas eficiente que el
sustrato soluble pNP-butirato (Figura 8). Para los sustratos
palmitato y decanoato, ambos preparados mostraban valores
similares de actividad aunque la menor afinidad de Lipase A hacia
palmitato (K, 0,79 mM) hacia que la eficiencia catalitica fuese
inferior.

En algunos estudios se indica que la lipasa de A. niger presenta
una alta tendencia a autoasociarse formando agregados diméricos
con menor actividad que la forma disociada (Tombs y Blake,
1982). Estos agregados se formarian cuando una lipasa en su
conformacién abierta expone areas hidrofébicas alrededor del
centro activo de forma que pueden interaccionar con los de otra
molécula cercana. Esta tendencia a la agregacion, que apareceria
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incluso en soluciones diluidas, provoca problemas en la
caracterizacién bioquimica por los cambios de estabilidad,
actividad y selectividad del dimero respecto al mondémero (Palomo
et al.,2003).
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Figura 8. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrdlisis de
pNP-ésteres con A) Lipase A; B) Lipase M. (¢) pNP-butirato, (m)
pNP-decanoato y (A) pNP-palmitato.

En otras lipasas con esta tendencia a la formacién de dimeros
como las de C. rugosa, T. lanuginosus y R. miehei, se observd que
al incrementar la concentracion de enzima disminuia la actividad
especifica. Esta dimerizacion tendria lugar cuando el sustrato es
totalmente soluble y, por tanto, en presencia del sustrato en forma
de gotas en dispersion se disminuye en gran medida esta
asociacion (Palomo et al., 2003). Estos resultados explican que
una lipasa con una alta tendencia a la agregacion como es Lipase
A, presente una actividad muy superior en sustratos que forman
interfases frente a sustratos totalmente solubles. En los dimeros
pueden producirse también cambios en la selectividad dado que el
centro activo estaria parcialmente bloqueado, limitando asi la
entrada de los sustratos.

Como puede observarse en la Figura 9, Lipase G mostraba una
mayor actividad por pNP-palmitato que por pNP-decanoato o
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pNP-butirato aunque en todos los casos los niveles de actividad
son los mas bajos de todos los preparados enzimaticos ensayados,
presentando un comportamiento diferenciado con Lipase A y M.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrolisis de
pNP-ésteres con Lipase G. (o) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A)
pNP-palmitato.

Los preparados comerciales Palatase y Lipolase presentaban
niveles de actividad muy diferentes y un comportamiento cinético
similar caracteristico de las “true lipases”, con una preferencia por
sustratos de cadena media y larga asi como la hiperactivacion en
presencia de interfases.

Excepto para Lipozyme RM-IM en presencia de un 0,4% de
Triton X-100, los valores de K, y Vmax con pNP-butirato como
sustrato, no pudieron ser determinados mediante ninguna de las
linealizaciones de la ecuacion de Michaelis-Menten (Tabla 9).

Como se observa en la Figura 10, aunque los niveles de
actividad de Lipolase son superiores, ambas lipasas poseian una
acilselectividad muy similar mostrando una menor actividad para
los sustratos de cadena corta (C4), y una preferencia por los
sustratos de cadena media (C10) frente a los de cadena larga
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(C16). Estos resultados son acordes con los encontrados en
bibliografia (Gaskin et al., 2001; Oh et al., 2001; Mogensen et al.,
2005).

Tabla 9. Parametros cinéticos de Lipolase, Palatase y Lipozyme RM-IM.

Sustrato ch‘;i:,?iit(f:s Lipolase Palatase Llig\?[ﬁ]ﬁe
K. (mM) Sigmoide Sigmoide nd
PNPB Vnax (U/mg) Sigmoide Sigmoide nd
Vmax/ K Sigmoide Sigmoide nd
K., (mM) No satura No satura 0,95
PNPB + Triton Vmax (U/mg) No satura No satura 1,1110%
Vina Kin No satura No satura 1,16 10
K (mM) 0,16 1,04 0,48
PNPD Vinax (U/mg) 93,38 1,99 0,06
Vinar! Kin 568,38 1,91 0,13
K (mM) 0,44 0,23 1,93
pNPD + Tritén v, (U/mg) 0,10 0,10 3,510"
Vinax/ Kin 0,22 0,42 1,810
K (mM) 0,19 0,37 0,07
PNPP Vinax (U/mg) 62,93 0,97 0,07
Vinax! Kin 339,34 2,62 0,96
Ky (mM) 0,58 0,47 0,45
pNPP + Tritén V. (U/mg) 0,11 0,24 1,810
Vinar/ Kin 0,19 0,51 4,110

nd: no determinada

Al examinar la actividad de estos dos preparados se observaba
que a bajas concentraciones de sustrato las lipasas no presentaban
diferencias a la hora de hidrolizar pNP-decanoato o
pNP-palmitato. Aunque la afinidad de la lipasa de 7. lanuginosus
(Lipolase) por ambos sustratos era similar (K,, 0,16 y 0,19 mM,
respectivamente), la Vy,x para pNP-decanoato era 1,5 veces
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superior que para pNP-palmitato por lo que su eficiencia catalitica
era mayor para este sustrato (Tabla 9). El preparado Palatase se
saturaba entorno a una concentracién 1 mM, cuando se empleaba
pNP-palmitato mientras que cuando el sustrato era pNP-decanoato,
la actividad se incrementaba hasta alcanzar la saturacion entorno a
una concentracion de 2 mM.
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Figura 10. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrélisis de
pNP-ésteres A) Lipolase sin Triton X-100; B) Lipolase con Tritén X-100 al
0,4%; C) Palatase sin Triton X-100; D) Palatase con Triton X-100 al 0,4%.
(¢) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A ) pNP-palmitato.
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Los estudios sobre la estructura tridimensional de las lipasas
revelan que la presencia de “lid” es rasgo comun entre aquellas
enzimas que exhiben una hiperactivacion en presencia de
emulsiones. La cinética de hidrolisis de pNP-butirato para las
lipasas Palatase y Lipolase se ajustaba a un modelo sigmoideo
desviandose del modelo hiperbolico tipico (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la concentracion de pNP-butirato sobre la actividad
hidrolitica. A) Comportamiento sin Triton X-100; B) Comportamiento con
Tritén X-100 al 0,4%. Palatase (=) y Lipolase (A).

Este comportamiento indicaba que tenia lugar una activacion
interfacial en la que la lipasa cambiaba de una conformacion
cerrada que impide el acceso de los sustratos a una forma abierta
cataliticamente activa. Resultados similares han sido observados
por otros autores empleando sustratos de caracteristicas andlogas a
los pNP-ésteres donde en entorno al limite de solubilidad del
sustrato (0,69 mM) se produce este salto abrupto de la actividad
(Martinelle ef al., 1995; Nini et al., 2001).

El comportamiento de ambas enzimas se veia alterado por la
adicion de Tritéon X-100 como puede observarse en las Figuras 9 y
10. Este detergente inhibia dréasticamente la actividad hidrolitica
de ambas enzimas afectando tanto a la V,,x como a la afinidad por
los sustratos (Tabla 9). Al realizar los ensayos con pNP-butirato
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en presencia de este detergente, la hiperactivacion entorno al
limite de solubilidad del sustrato desaparecia posiblemente debido
a que el Triton X-100 retrasaba la aparicion de agregados
moleculares. La afinidad de la enzima Lipolase para
pNP-decanoato y pNP-palmitato se veia reducida alrededor de 3
veces, mientras que las V¢ se veian reducidas 1000 y 500 veces,
respectivamente. Al comparar las eficacias cataliticas se observa
que en ausencia de Triton, ésta era 1,7 veces mayor para
pNP-decanoato que para pNP-palmitato, mientras que al afiadir el
detergente los valores eran practicamente iguales, por lo que ya no
exhibia preferencia por uno u otro sustrato. Igualmente Ila
acilselectividad de Palatase se veia afectada al catalizar de forma
preferente los sustratos de cadena larga frente a los de cadena
media.

La inmovilizacion de la lipasa de R. miehei sobre la resina de
intercambio Duolite ES 562 (Lipozyme RM-IM) provocaba
cambios tanto en la cinética como en la acilselectividad de la
enzima (Figura 12). Mientras que en la forma libre (Palatase) la
mayor eficacia catalitica se encontraba en la hidrélisis de
pNP-decanoato, en la forma inmovilizada los mayores valores de
Vmax/Km aparecian con pNP-palmitato (Tabla 9). Resultados
similares han sido encontrados por Huge-Jensen et al. (1988),
indicando que la inmovilizaciéon en este soporte de la lipasa de R.
miehei alteraba su acilespecificidad.

Aunque en presencia de Triton X-100 los niveles de actividad
seguian siendo menores, la inhibicion debida a este detergente era
menor que en la enzima libre. El Triton afectaba también de forma
diferenciada a los parametros cinéticos dependiendo de si la
enzima se encontraba libre o inmovilizada, pasando de tener una
mayor eficacia catalitica para el pNP-palmitato a no presentar una
especial eficacia. La gran afinidad de Lipozyme RM-IM por
pNP-palmitato (K,, 0,07 mM) hacia que la lipasa se saturase a
concentraciones muy bajas de sustrato. Por esta razén, aunque las
Vmax para pNP-palmitato y pNP-decanoato eran similares, la
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eficacia catalitica era claramente mayor para el primero de ellos
(casi 9 veces superior) (Tabla 9).
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Figura 12. Efecto de la concentracion de sustrato en la hidrolisis de
pNP-ésteres con Lipozyme RM-IM. A) Sin Triton X-100; B) Con Triton
X-100 al 0,4%. (®) pNP-butirato, (m) pNP-decanoato y (A ) pNP-palmitato

De forma similar a como tenia lugar en las formas libres de R.
miehei y de T. lanuginosus, el Triton X-100 provocaba también
que los comportamientos cinéticos para la enzima inmovilizada
fueran mas parecidos para los tres sustratos, reduciéndose las
diferencias en los niveles de actividad. Por tanto, en presencia de
este detergente no se apreciaba una preferencia clara por ninguna
de las tres longitudes de cadena empleadas.

4.3. Estudio de la actividad hidrolitica frente a
triglicéridos

Como parte del estudio de la capacidad hidrolitica de las
lipasas anteriormente seleccionadas se procedid a la evaluaciéon de
su actividad frente a triglicéridos y su posible aplicacién en la
hidrolisis de distintos aceites comerciales. Para establecer las
posibles acilselectividades de cada una de las enzimas, se ensayo
la actividad lipasa mediante la metodologia del pH-stat frente a
tres triglicéridos de distinta longitud de cadena (gliceril
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trioctanoato, gliceril decanoato y gliceril trioleato) a wuna
concentracion saturante de 40 mM.

De todos los preparados enzimaticos ensayados, unicamente en
el caso de Lipase G no se detectd actividad para ninguno de los
triglicéridos. Estos resultados coinciden con experiencias previas
en las que se indicaba que esta enzima solamente actuaba sobre
diglicéridos y monoglicéridos (Isobe et al., 1992). Por otro lado,
Lipolase presentaba una actividad extraordinariamente alta para
los tres sustratos empleados, siendo hasta 5000 veces mas alta que
la actividad de Lipase PS, la siguiente enzima mas activa (Figura
13). Ademas, se comprobo que todas las enzimas presentaban una
mayor actividad frente al gliceril trioctanoato, excepto Lipase A,

Lipase PS-CI y Novozym 435.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en las hidrdlisis
de ésteres sintéticos se puede observar que en algunos casos
cambiaban los patrones de preferencia. Mientras que para Lipase
M, Palatase y Lipolase se mantenian los patrones de
acilselectividad para sustratos de cadena media frente a los de
cadena larga, aquellas lipasas que frente a pNP-palmitato
desplegaban su méaxima actividad en los ensayos con el pH-stat
esta preferencia se veia modificada. Tanto en Lipase PS como en
PS-DI y Lipozyme RM-IM, se producia una mayor liberaciéon de
adcidos grasos conforme disminuye la longitud de su cadena,
mientras que en PS-CI no se encontraban diferencias apreciables.
Algunos estudios indican que no existe una perfecta correlacion
entre la hidrélisis de pNP-ésteres y triglicéridos (Vorderwiilbecke
et al., 1992). Asi, las lipasas que hidrolizan el triglicérido
trioleina siempre actuan sobre pNP-palmitato y pNP-butirato,
mientras que enzimas que pueden hidrolizar estos sustratos
artificiales no siempre son activas frente a triglicéridos. EI
preparado Novozym 435 poseia unos niveles muy bajos de
actividad para los tres sustratos evaluados, datos que se
correlacionan con los observados para los ésteres de pNP y con la
estructura de su centro activo (Figura 13).
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Figura 13. Evaluaciéon de la actividad hidrolitica frente a distintos
triglicéridos. A) Enzimas libres; Lipase PS (m), Palatase (=), Lipase A (m),
Lipase M (m); B) Enzimas inmovilizadas: Lipase PS-DI (=), Lipase PS-CI (m),
Lipozyme RM-IM (=) y Novozym 435(m).

Por ultimo, se llevdo a cabo un estudio de la capacidad
hidrolitica de las lipasas objeto de estudio sobre distintos aceites
comerciales de calidad alimentaria: soja, girasol, oliva y lino. Los
resultados que se detallan en la Tabla 10 confirman la elevada
efectividad del preparado comercial Lipolase.

Tabla 10. Actividad hidrolitica de distintas lipasas sobre aceites.

Actividad (U/mg de enzima)

Lipasa
Soja Girasol Oliva Lino
Palatase 7,1 6,9 8,5 6,8
Lipozyme RM-IM 0,9 0,9 1 0,6
Lipase M 3,6 33 4,6 3,1
Lipase A 0,2 0,1 1,3 0,3
Lipolase 56890,7 51320,8 78791 57999.,9
Lipase PS 29,4 29,8 30,9 28,9
Lipase PS-DI 8,7 7,6 5,4 8,3
Lipase PS-CI 0,8 0,5 0,6 0,7
Novozym 435 0,1 0,1 0 0,2
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5. Conclusiones

El andlisis de los resultados obtenidos en el estudio de la
capacidad hidrolitica y comportamiento cinético de las lipasas
comerciales, libres y asociadas a soportes de inmovilizacidn,
permite concluir que:

e La nueva metodologia propuesta, basada en la adicién de la
solucion Marmur, era altamente reproducible y presentaba
una gran eficacia en la detencion de la actividad enzimatica,
ensayos a punto final, en comparaciéon con otros
procedimientos fisico-quimicos.

e La naturaleza y concentracion de emulsionantes provocaba
distintos efectos sobre la actividad hidrolitica de las lipasas.
La goma arabiga era el surfactante mas efectivo sobre los
niveles de actividad enzimatica y el menos dependiente de la
fuente microbiana de la enzima y de su forma libre o
inmovilizada.

e Las enzimas de la familia CALB  presentaban
comportamientos cinéticos diferenciados. Novozym 435
mostraba una clara preferencia por los ésteres con acidos
grasos de cadena corta, por lo que podria ser catalogada
como esterasa, mientras que las lipasas de B. cepacia (Lipase
PS, PS-DI y PS-CI) actuaban de forma preferente sobre
¢steres de cadena larga, por lo que se podrian considerar
como “true lipases”.

e Las enzimas de la familia Rhizomucor presentaban un
comportamiento cinético caracteristico de “true lipases”. La
adicion del detergente Triton X-100 modificaba este
comportamiento en los preparados Lipolase, Palatase vy
Lipozyme RM-IM.
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e En la hidrélisis de triglicéridos se obtenia una mayor

capacidad hidrolitica al disminuir la longitud de los &cidos
grasos, excepto para los preparados enzimaticos Lipase A,
Lipase PS-CI y Novozym 435. Estos resultados junto con los
obtenidos en la hidrélisis de pNP-ésteres indican que no
existe correlaciéon en la acilselectividad de las lipasas entre
estos dos tipos de sustratos.
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AOT
CALB
CMC
PNP
PNPB
PNPD

PNPP
RML

SDS
THAM

Bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio
Lipasa B de C. antarctica
Concentracion micelar critica
p-nitrofenol

p-nitrofenil butirato

p-nitrofenil decanoato

p-nitrofenil palmitato

Lipasa de R. mieher

Dodecilsulfato de sodio
Trishidroxiaminometano
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Capitulo III

Sintesis enzimatica de lipidos estructurados enriquecidos en
acido o-linolénico

Resumen

La produccién de lipidos estructurados (SL) enriquecidos en
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), como el a-linolénico (ALA),
ha generado un gran interés en la industria alimentaria por sus
demostrados efectos saludables. En concreto, este dacido graso
esencial -3, favorece la normalizacion del perfil lipidico y ayuda a
modular la respuesta inflamatoria. La acidolisis enzimatica catalizada
por lipasas 1,3 especificas, en la que el enlace éster de un triglicérido
interacciona con un acido graso libre liberandose la fraccion acida del
éster, es una de las metodologias mas empleadas para la sintesis de
SL por su sencillez y especificidad. En estas reacciones influyen
diversos factores por lo que es fundamental una correcta eleccion de
sus niveles de actuacion. El objetivo de este trabajo se centrd en el
estudio de la sintesis de SL mediante aciddlisis enzimatica de
gliceriltrioctanoato (TO) y ALA con los preparados enzimaticos
Lipase PS-CI, Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM. Se procedi6o a la
optimizacion de las condiciones de reaccion aplicando la metodologia
de superficie de respuesta. Los factores estudiados para las tres
enzimas fueron la relacion molar de sustratos (TO/ALA), temperatura
y tiempo de reaccion, siendo la variable respuesta el porcentaje de
ALA incorporado en el triglicérido. Los resultados obtenidos
mostraron que para los tres preparados enzimaticos la relacion molar
TO/ALA, era el factor mas importante en el proceso, comprobandose
que el incremento de la cantidad de ALA mejoraba su incorporacion.
En las condiciones Optimas, el porcentaje de ALA incorporado en el
triglicérido fue de 26, 27 y 24%, para Lipase PS-CI, Lipase PS-DI y
Lipozyme RM-IM, respectivamente. En base a las experiencias
anteriores se selecciond el preparado PS-CI y las condiciones mas
adecuadas de reaccion para su aplicacion en la acidolisis de un aceite
comercial de palma y ALA. Se obtuvo un aceite altamente
enriquecido en ALA (39%), si bien el producto obtenido presentaba
una menor estabilidad oxidativa que el aceite de partida.
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1. Introduccion

La produccién de los denominados lipidos estructurados (SL)
ha despertado, en los ultimos afios, un gran interés en la industria
alimentaria (Capitulo I apdo. 2.2.). Estos compuestos se sintetizan
de forma que su composicion y distribucion de acidos grasos tenga
unas determinadas caracteristicas fisico-quimicas y/o
nutricionales. En concreto, una de las orientaciones en la
produccioén de SL es el enriquecimiento en acidos grasos w-3 para
normalizar el balance de PUFAs w-6/®w-3. En este sentido, se han
descrito diversos trabajos centrados en la produccién de lipidos
con un mayor contenido en acido eicosapentaenoico (EPA), acido
docosahexaenoico (DHA) y 4cido linoleico conjugado (CLA)
(Hamam y Shahidi, 2006; Nagachinta y Akoh, 2013; Alim et al.,
2008).

El acido a-linolénico (ALA) es un acido graso esencial ®-3
que el organismo puede emplear en la sintesis de otros acidos
grasos como EPA y DHA con probados efectos saludables.
Algunos estudios indican que los niveles de conversion en acidos
grasos de mayor longitud de cadena y grado de insaturacidon son
bajos, motivo por el cual el numero de investigaciones que
emplean ALA en la produccion de SL es reducido. Actualmente el
ALA ha generado un mayor interés al promover diversos efectos
positivos sobre la salud humana, por su capacidad para interferir
en la produccidon de mediadores proinflamatorios, asi como por el
efecto directo sobre la disminucion de los niveles plasmaticos de
colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad).

Entre las distintas metodologias de produccion de SL mediante
procesos enzimaticos con lipasas destacan las reacciones de
acidélisis en las que el enlace éster de un triglicéridos
interacciona con un d4cido graso libre (AGL), liberandose la
fraccion acida del éster.
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Las reacciones de acidolisis se ven afectadas por diversos
factores que influyen tanto en el desarrollo de la reacciéon como
sobre la estabilidad de la enzima. Entre estos se encuentran el
medio de reaccion, el ratio molar triglicérido acido/graso libre, la
temperatura, el tiempo, la actividad de agua y la cantidad de
enzima.

Entre los distintos medios de reacciéon se ha comprobado que
los solventes orgéanicos no polares como hexano o isooctano,
pueden mejorar la produccion de SL respecto a solventes polares
como la acetona (Zhao et al., 2007). No obstante, se ha observado
que las interacciones entre el solvente y la enzima provocan
distintos efectos como la eliminacion del agua conformacional
provocando la desactivacion de la enzima. En este sentido,
algunos autores indican que los medios “free-solvent” presentan
grandes ventajas en lo que se refiere a costes y toxicidad respecto
al uso de solventes organicos.

El ratio molar triglicérido acido/graso libre (TG/AGL) es un
factor muy influyente en el proceso y guarda una estrecha relacion
con otros factores como el tiempo de reaccidon, la enzima y su
soporte de inmovilizacion, asi como del medio de reaccion. En las
reacciones de acidodlisis, las lipasas 1,3 especificas pueden
incorporar maximo un 66% de acidos grasos, motivo por el cual
algunos autores indican que ratios molares ligeramente superiores
a 1:2 resultan ser los més apropiados para estas reacciones con
lipasas especificas (Kim et al., 2001). No obstante, estos ratios
pueden ser insuficientes por lo que hay investigaciones en las que
se emplea un exceso del 4cido graso libre, para obtener una mejora
en la incorporaciéon de los AGL por el desplazamiento del
equilibrio de la reaccién (Jennings y Akoh, 2001).

La temperatura, ademas de a la velocidad de catalisis, afecta a
la estabilidad de la proteina. La estabilidad de las enzimas en
medios organicos esta relacionada tanto con aspectos
termodinamicos (plegamiento, desnaturalizacion e interacciones
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entre solvente y proteina) como con la hidratacidon proteica. La
inmovilizacidon, como ya se ha mencionado, suele tener un efecto
positivo sobre la estabilidad térmica de las enzimas, por lo que las
formas inmovilizadas suelen ser activas en un rango mas amplio
de temperaturas y la caida de la actividad por desnaturalizacién no
suele ser tan pronunciada.

Conforme transcurre el tiempo de reaccion la cantidad de
acidos grasos introducidos en los triglicéridos se incrementa hasta
alcanzar un equilibrio en el que se obtiene la méxima cantidad de
SL producidos. El tiempo en el que se alcanza el equilibrio se ve
influenciado por la cantidad de enzima, la temperatura y la
relacion molar. Algunos estudios indican que el uso de tiempos
prolongados, ademdas de no ser utiles desde un punto de vista
operativo, pueden disminuir el rendimiento del proceso al perderse
parte de los SL formados debido a reacciones de acilmigracion
(Namal Senanayake y Shahidi, 2002; Gonzalez Moreno et al.,
2004).

Dada la capacidad del agua tanto para unirse a la estructura
proteica como para participar como sustrato, el contenido en agua
juega un papel muy importante en el proceso. En las reacciones de
transesterificacion es necesario fijar la actividad de agua en
valores lo méas bajos posible de modo que las reacciones de
hidrélisis se minimicen pero sin que la disminucion del grado de
hidratacion de la enzima conlleve una excesiva rigidez en la
estructura proteica (Valivety et al., 1993; Nordblad y Adlercreutz,
2008).

Por otro lado, desde un punto de vista econémico determinar la
minima cantidad de enzima con la que se obtienen rendimientos
satisfactorios es uno de los grandes objetivos a la hora de poder
trasladar un proceso desde el laboratorio hasta la produccién a
gran escala. Aunque el incremento de la cantidad de lipasa
empleada por encima del 5% pueda suponer una mayor obtencion
de SL en tiempos mas cortos, este incremento no siempre es
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significativo lo que no justifica el uso de cantidades superiores
(Zhao et al., 2007).

Tradicionalmente, el estudio del efecto de los distintos factores
que influyen en la actividad enzimatica se lleva a cabo variando
cada uno de ellos mientras se mantiene constante el resto. Este
tipo de estudios Gnicamente permiten determinar los efectos de los
factores de forma individual sin obtener informacion acerca de las
posibles interacciones que puedan tener lugar. Dada la fuerte
interrelacion indicada entre algunos de los factores que
intervienen en las reacciones mediadas por lipasas, determinar
unicamente el efecto individual de estos resulta insuficiente para
establecer unas condiciones 6ptimas de reaccion. En este sentido,
es necesario caracterizar cada preparado enzimatico y examinar su
potencial aplicacion industrial teniendo en cuanta tanto los efectos
propios de cada factor como los debidos a la interaccion con otras
variables del proceso obteniendo una combinacién apropiada de
las variables y sus niveles. Desde un punto de vista econdmico y
técnico esta optimizacién es un requisito imprescindible para el
desarrollo de procesos mas eficientes.

Para este propoésito los disefios factoriales presentan grandes
ventajas frente a la forma tradicional de experimentacion
permitiendo obtener informacion sobre los efectos de las variables
a partir de unos resultados estadisticamente aceptables usando un
reducido nimero de experimentaciones. Por otro lado, los disefios
factoriales pueden ser ampliados si el domino empleado
inicialmente no es apropiado. La metodologia de superficie de
respuesta (RSM) es una estrategia efectiva de modelado que
permite encontrar las condiciones experimentales 6ptimas de un
proceso (Myers et al., 2009). Un gran namero de trabajos
centrados en la optimizacidén de las condiciones de produccion de
SL con lipasas emplean RSM por su rapidez y menor coste (Alim
et al., 2008; Silroy et al., 2014). La selecciéon del disefio
experimental depende, entre otros aspectos, del objetivo de la
experimentacion y del numero de factores y niveles a estudiar. Asi
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mismo, el tipo de variable respuesta es elegida en funciéon del
objetivo del estudio empleandose comunmente el porcentaje en
acidos grasos introducidos tanto totales como en posiciéon 2, para
caracterizar la composiciéon de los SL, y el punto de fusion para
determinar su consistencia fisica (Nascimento et al., 2004; Foresti
y Ferreira, 2010). Adicionalmente, puede evaluarse la estabilidad
oxidativa de los productos de reaccion empleando distintas
metodologias como el ensayo del TBA (é4cido tiobarbitirico),
indice de peroxidos o el tiempo de induccidn.
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2. Objetivos

El objetivo de este trabajo se centrd en estudiar la produccidn

de lipidos estructurados enriquecidos en acido a-linolénico (ALA)
mediante acidolisis enzimatica de gliceriltrioctanoato (TO) vy
aceite comercial de palma en medio orgdnico. La consecucidén de
este objetivo supuso el desarrollo de los siguientes objetivos

secundarios:

1.

Optimizacion, mediante la metodologia de superficie de
respuesta, de la reaccion de acidolisis entre TO y ALA con las
enzimas Lipase PS-CI, Lipase PS-DI, y Lipozyme RM-IM. Para
ello, se evaluo la influencia de los factores relacion molar de
sustratos (TO/ALA), temperatura y tiempo sobre la capacidad
de transesterificacion de los preparados enzimaticos.

Enriquecimiento del contenido en ALA de un aceite de palma
comercial. A partir de los resultados obtenidos en el apartado
anterior, se selecciono el preparado enzimatico comercial y las
condiciones de reaccién mdas apropiadas para este proposito.
Asi mismo, se evaluo la estabilidad oxidativa del producto de
la acidolisis enzimatica.
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3. Material y métodos

3.1. Acidodlisis enzimatica de trioctanoato con acido
a-linolénico (ALA)

3.1.1. Reactivos

R.1 Gliceriltrioctanoato (TO) 0,1 mg/ml: pesar 10 mg de acido
trioctanoato (Sigma-Aldrich) y enrasar a 100 ml con
n-hexano.

R.2 Acido a-linolénico (ALA) 0,1 mg/ml: pesar 10 mg de
a-linolénico comercial (=70% de pureza, 25% acido linoleico
y 5% acido oleico) (Sigma-Aldrich) y enrasar a 100 ml con
n-hexano.

R.3 Solucién saturada de cloruro de litio.

R.4 Preparados enzimaticos comerciales Lipase PS-DI, Lipase

PS-CI y Lipozyme RM-IM, cuyo origen y casa comercial han
sido previamente detallados en la Tabla 1 del Capitulo II.
En todos los casos se pesaron 10 mg de inmovilizado y se
almacenaron en refrigeracion en frascos herméticamente
cerrados junto con cloruro de litio (R.3) durante 24 h para
fijar su actividad de agua en 0,158.

3.1.2. Protocolo experimental

Las reacciones de acidodlisis se realizaron en tubos de cristal de
10 ml, herméticamente cerrados, utilizando 100 mg de una mezcla
de sustratos que contenian TO y ALA (R.1 y R.2) en diferentes
relaciones molares (1:4, 1:5 y 1:6) y 3 ml de n-hexano. La
reacciéon se iniciaba por adicién de 10 mg de lipasa (R.4),
previamente equilibrada su actividad de agua, siendo el 10% del
total de sustrato. Las muestras se sometian a incubacién con
agitacion orbital (200 rpm) a diferentes temperaturas (40, 50 y
60 °C) y tiempos de reaccion (12, 24 y 36 h). Las reacciones se
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paraban por eliminacion de la enzima mediante filtracion a través
de columnas de sulfato de sodio anhidro. Todas las reacciones se
realizaban por triplicado incluyendo muestras control en las que
no se adicionaba enzima.

Para evaluar el proceso se determind el % de ALA incorporado
en los triglicéridos definido como el numero de moles de ALA
introducidos en el triglicérido respecto al maximo teodrico que
pueden incorporarse.

3.2. Separacion de acilgliceroles y acidos grasos libres
mediante TLC

3.2.1. Reactivos

R.1 Fase movil TLC (cromatografia de capa fina) hexano:éter
dietilico:acido acético (70:30:0,5): mezclar 70 ml de hexano,
30 ml de éter dietilico y 0,5 ml de acido acético glacial.

R.2 Solucion hidroalcoholica de (2,7) diclorofluoresceina
(Sigma).

3.2.2. Protocolo experimental

Para la separacion de los diferentes componentes por TLC se
cargaron 0,5 mg de muestra en la placa dejando migrar durante 30
min con una mezcla de hexano:éterdietilico:dcido acético como
liquido de desarrollo (R.1). Cada componente identificado en
funcién de su Rf caracteristico (Figura 1) era revelado con 2,7
diclorofluoresceina (R.2), raspado y derivatizado (apdo. 3.3.3.)
para su posterior cuantificacién por cromatografia de gases (GC).

Esta técnica fue empleada tanto para la comprobacién de la
extraccion de los triglicéridos (apdo. 3.3.2.) como en las pruebas
iniciales de monitorizacidon de la reaccidon de acidolisis.
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Trilinoleina

Trioctanoato

L - Acido a-linolénico

Figura 1. Separacion por cromatografia de capa fina y revelado con
2,7-diclorofluoresceina de trilinoleina, TO y ALA.

3.3. Determinacion del perfil de acidos grasos

3.3.1. Reactivos

R.1

R.2

R.3

R.4
R.5
R.6

Fenolftaleina al 0,1%: pesar 0,1 g de fenolftaleina y disolver
en 100 ml de etanol.

Solucidon neutralizante de KOH 0,5 N en etanol al 20% (v/v):
preparar una disolucion de etanol/agua al 20% (v/v),
afadiendo 200 ml de etanol y enrasar con agua miliQ hasta 1
1. Pesar 28,5 g de KOH y disolver en un litro de la disoluciéon
de etanol/agua al 20% (v/v).

Solucion saturada de sal (NaCl): disolver sal en agua miliQ
hasta superar el limite de solubilidad.

Trifluoruro de boro al 10% en metanol (Sigma).

Solucion de NaOH 0,5 M en metanol.

Acido tridecanoico 0,1 mg/ml: pesar 10 mg de &cido
tridecanoico (Sigma) y enrasar a 100 ml con n-hexano
(calidad HPLC).

3.3.2. Extraccion de triglicéridos

Finalizada la reaccién enzimatica, como paso previo a la
determinacion de la cantidad de ALA incorporado a los SL, era
necesario la eliminacion de los AGL presentes en el medio de
reaccion. En concreto, en este trabajo se utilizé el método descrito

154



Capitulo ITII-Materiales y métodos

por Lee y Akoh (1998) que implicaba la neutralizacion de los AGL
y su extraccion. A 3 ml de la reaccion, filtrados en una columna de
sulfato de sodio anhidro, se afiadian 2 ml de etanol y 3 gotas de
fenolftaleina como indicador (R.1). Se neutralizaron los &cidos
grasos libres con KOH 0,5 N en etanol al 20% (R.2) hasta la
aparicién de un color rosa y se agitaba enérgicamente. Se dejaba
reaccionar 20 min a 40 °C. Se anadian 5 ml de una solucion
saturada de sal (R.3). Se recogia la fase superior y se filtraba en
una columna de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua que
pudiera quedar. Se afadian 2 ml de hexano y se agitaba para
reextraer los triglicéridos. Se afadian 2 ml mds de una solucidon
saturada de sal (R.3). Se volvia a recoger la fase superior y se
filtraba. El hexano recogido se evaporaba en corriente de
nitrégeno en bafio a 50 °C. Una vez evaporado se resuspendia con
hexano en los 3 ml iniciales y se comprobaba la eficiencia de la
extraccion mediante TLC.

3.3.3. Derivatizacion de acidos grasos

La derivatizacion de los acidos grasos presentes en los SL se
llevd a cabo siguiendo el método modificado indicado por Alim et
al. (2008), basado en el protocolo de metilacion recomendado por
la. AOCS (“American Oil Chemists' Society”) empleando
trifluoruro de boro (R.4) para la produccion de FAMEs (ésteres
metilicos de 4cidos grasos). El procedimiento suponia mezclar 200
pul de los triglicéridos extraidos previamente con 100 pl de una
solucion de 4acido tridecanoico (R.6) como patréon interno. Se
afiadian 1,5 ml de NaOH 0,5 M en metanol (R.5) y la mezcla se
incubaba durante 10 min a 100 °C en agitacién. A continuacidn se
afiadian 2 ml de BF; en metanol (R.4) y se incubaba a 100 °C
durante 40 min agitando la mezcla de reaccion para,
posteriormente, enfriar hasta 40 °C y afiadir 2 ml de hexano. Se
agitaba enérgicamente durante 30 s e inmediatamente se afiadian 5
ml de una soluciéon saturada de sal (R.3). Se dejaba reposar y se
recogia la fase superior que era filtrada en una columna de sulfato
de sodio anhidro para eliminar el agua que pudiese quedar. Se
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volvia a afiadir 1 ml de hexano y se repetia el proceso de
extraccion de los FAMEs obtenidos. El hexano recogido se
evaporaba en corriente de nitrégeno y una vez evaporado se
resuspendia con hexano en los 200 pl iniciales.

3.3.4. Andlisis de FAMEs por cromatografia de gases

En el analisis de los FAMEs se empled un cromatdégrafo de
gases (HP 6890 series) equipado con un detector FID (detector de
ionizacidén de llama). En cada andlisis se inyectaba 1 pl de muestra
obtenida tras la derivatizacién de los acidos grasos. El inyector
“splitless” se programod a una temperatura de 250 °C y como fase
movil se utilizé helio a una presion de 46,7 psi y un flujo de 23
ml/min. La separacion se realizd6 mediante columna capilar
Quadrex 007-23-60-0.25F (60 m x 0.25 mm x 0.2 pm, 78%
cianopropil metil polixiloxano), donde el programa de
temperaturas seleccionado fue de 140 °C durante los primeros 5
min, rampa de temperaturas de 4° C/min hasta 240 °C, temperatura
constante de 250 °C durante 5 min. El detector estaba programado
a 260 °C, y la llama con flujo de aire a 400 ml/min de hidrogeno a
40 ml/min (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma y tiempos de retencioén de los principales acidos
grasos del estudio.
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Los FAMEs fueron identificados por la comparacion de los
tiempos de retencidn con los correspondientes patrones
cromatograficos (37 Component FAMEs Mix, calidad analitica 10
mg/ml en cloruro de metileno, Supelco).

3.3.5. Curva de calibrado

La cuantificaciéon del acido a-linolénico presente en los lipidos
estructurados fue realizada mediante una curva patron de distintas
cantidades de ALA junto con una cantidad fija de 4&cido
tridecanoico como patron interno (Figura 3).
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Figura 3. Curva de calibrado para el ALA con acido tridecanoico como
patréon interno.

3.4. Determinacion de la estabilidad oxidativa de aceites
y grasas

3.4.1. Reactivos

R.1 Acido 2-tiobarbitarico (TBA): disolver 200 mg de TBA en
100 ml de 1-butanol.

R.2 Muestra de aceite: pesar entre 50 y 200 mg de muestra de
aceite y diluir hasta 25 ml con 1-butanol.
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3.4.2. Ensayo del dcido 2-tiobarbitirico

El ensayo del TBA mide los productos de oxidacidon secundaria
(malondialdehido) de una grasa o aceite sin que sea necesario un
aislamiento previo. Se basa en la reaccion de condensaciéon
producida entre dos moléculas de TBA con wuna de
malondialdehido en la que se produce un compuesto de color rojo
cuya concentracion se determina espectroscopicamente a 530 nm
(Método Oficial AOCS Cd 19-90). Esta prueba se correlaciona
bien con la evaluaciéon sensorial de la rancidez a pesar de que
mide un producto intermedio de la oxidacidn lipidica.

Se transferian 5 ml de cada soluciéon (R.1 y R.2) a un tubo de
ensayo hermético y la mezcla se agitaba intensamente. Los tubos
de ensayo se mantenian a 95 °C durante 120 min. Una vez
transcurrido el tiempo se enfriaban con agua corriente. La
absorbancia se media en una cubeta a 530 nm, usando agua
destilada como referencia, en un espectrofotometro (Bio-Rad
SmartSpecTM Plus). Adicionalmente, se preparaba un blanco sin
muestra.

El valor de TBA (expresado en mg) se calculaba con la
siguiente féormula, donde A es la absorbancia de la soluciéon con
muestra, B es la absorbancia del blanco y m es la masa de muestra

expresada en mg.

50 X (A-B)
Valor TBA= ——8™

3.4.3. Determinacion del tiempo de induccion

La medida de la estabilidad oxidativa de aceites y grasas se
realiz6 segun el método oficial AOCS Cd 12b-92 basado en la
determinacion del tiempo de induccién mediante un Rancimat 743
(Metrohm). La exposicion a condiciones elevadas de temperatura y
flujo de aire acelera la oxidaciéon de la muestra produciéndose
compuestos organicos volatiles y otros compuestos que son
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burbujeados en un recipiente de medida con agua destilada. El
tiempo que transcurre desde el inicio hasta la aparicién de estos
productos secundarios de la oxidacioén, conocido como tiempo de
induccidon, es un estimador de la estabilidad oxidativa de la
muestra dado que superado este tiempo de induccion, en el cual la
muestra permanece estable, se produce una pérdida de la calidad
y/o vida util del producto.

Los ensayos se llevaron a cabo pesando 2 g de muestra (lipidos
estructurados ¢ aceite sin modificar) manteniendo un flujo de aire
de 9 I/h y una temperatura de 110 °C, cuantificando los productos
de la oxidacion a través del aumento en la conductividad del agua
del vaso de medida. El tiempo de induccién se determina por el
punto en el que se produce el cambio en la velocidad de oxidacion
(Figura 4).
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Figura 4. Grafico del tiempo de inducciéon del aceite de palma.
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4. Resultados y discusion

Como paso previo a la optimizacion de SL enriquecidos en
ALA se realizé una seleccion de las enzimas mdas adecuadas
teniendo en cuenta, para ello, los resultados obtenidos en el
estudio sobre la capacidad hidrolitica de distintas lipasas
comerciales desarrollado en el Capitulo II, junto con datos
obtenidos en la bibliografia.

Lipase PS-CI y Lipase PS-DI, provenientes de B. cepacia,
estdn inmovilizadas sobre soportes que poseen una buena
estabilidad en distintos solventes organicos, lo que facilita que
puedan ser empleados en  maultiples reacciones de
transesterificacion en medios anhidros (Chang ef al., 2007; Osuna
y Rivero, 2012). Ademads, los estudios previos realizados en el
Capitulo II, mostraban que tanto PS-CI como PS-DI poseian una
notable actividad hidrolitica tanto a frente a ésteres de pNP como
a triglicéridos con diferencias en su acilselectividad. Ambas
enzimas mostraban una preferencia por ésteres de pNP de cadena
larga. Sin embargo, al actuar sobre triglicéridos con distinta
longitud de cadena (gliceriltrioctanoato, gliceriltridecanoato y
gliceriltrioleato), Lipase PS-DI exhibia una mayor capacidad
hidrolitica al reducirse la longitud del acido graso y Lipase PS-CI
no mostraba una especial preferencia por ninglin sustrato.

El preparado Lipozyme RM-IM es uno de los mas empleados
en la produccion de lipidos estructurados por la preferencia de la
lipasa de R. miehei por las posiciones 1 y 3 del triglicérido. Los
estudios realizados en el Capitulo Il mostraban que éste preparado
hidrolizaba de forma preferente ésteres de pNP de cadena larga
mientras que cuando actuaba sobre triglicéridos, la mayor
actividad se encontraba al reducir el tamafio de los acidos grasos
(gliceriltrioctanoato).

Por otro lado, la lipasa de C. antarctica Novozym 435 se
encuentra inmovilizada sobre una resina acrilica resistente a
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distintos solventes organicos. En el estudio de la capacidad
hidrolitica (Capitulo II) se observo que éste preparado presentaba
unos niveles de actividad bajos y una marcada preferencia por
sustratos de cadena corta.

Los estudios de la capacidad hidrolitica realizados en el
Capitulo II también indicaban que las lipasas libres Palatase,
Lipolase y Lipase PS, que exhibian unos niveles de actividad
elevados, podrian ser empleadas en la produccion de SL. Por ello,
se procedio a realizar un estudio preliminar de su capacidad
transesterificante en medio organico monitorizando la reaccion
mediante TLC y GC. Los resultados del perfil de dcidos grasos de
los triglicéridos mostraban que los tres preparados ensayados
exhibian unos bajos niveles de actividad y reproducibilidad. Esto
puede ser debido tanto a la baja miscibilidad observada entre las
enzimas y el medio de reaccion como al efecto desnaturalizante
del solvente organico. La adicién de los preparados Lipolase y
Palatase (solucidén acuosa) sobre medio de reaccion (hexano) daba
lugar a la formacion de un sistema heterogéneo con dos fases
diferenciadas limitando el contacto entre las enzimas y el sustrato.
De forma similar, el liofilizado Lipase PS mostraba una fuerte
tendencia a la agregacién en este solvente orgédnico. Por tanto,
estos tres preparados libres no fueron empleados en el estudio de
la produccién de SL enriquecidos en ALA mediante acidolisis
enzimatica.

Finalmente, y en base a las consideraciones expuestas, las
enzimas seleccionadas para el estudio de produccién de SL fueron
los preparados comerciales inmovilizados Lipase PS-CI, Lipase
PS-DI y Lipozyme, descartando Novozym 435 por sus bajos
niveles de actividad hidrolitica, asi como Lipase PS, Palatase y
Lipolase por su tendencia a la agregacion en solventes organicos.
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4.1. Aciddlisis enzimatica de trioctanoato con ALA

La optimizacién del proceso de produccion de SL enriquecidos
en ALA supuso, en primer lugar, la seleccion de las variables que
mas afectaban al proceso. Los factores y sus niveles fueron
escogidos en funcion de la bibliografia revisada, basandose tanto
en consideraciones bioquimicas como en criterios econdomicos y
practicos. Debido a que los preparados enzimaticos mostraron
mayor actividad sobre gliceriltrioctanoato (TO) en las pruebas
mediante pH-stat (Capitulo II Figura 13), se eligi6 este triglicérido
como sustrato para la reaccion de acidolisis enzimatica.

Los factores relacion molar de sustratos TO/ALA, temperatura
y tiempo de reaccion fueron estudiados a tres niveles, empleando
un disefio 2° central compuesto cubico centrado en las caras con
tres repeticiones en el punto central siendo la variable respuesta el
contenido de ALA (%) en los triglicéridos. Este disefio ha sido
aplicado por otros autores como Hamam y Shahidi (2006) en el
estudio de la reaccion de acidolisis entre aceite de colza y acidos
grasos ®-3 de cadena larga con distintas lipasas. En la Tabla 1 se
detallan los niveles bajo (-1) y alto (+1) asi como el central (0) de
cada una de los factores.

Tabla 1. Niveles de los factores en la optimizacion de la reaccion de
acidolisis enzimatica de TO y ALA.

Niveles
Factores
-1 0 +1
A:Relacion molar (TO/ALA) 1:4 1:5 1:6
B:Temperatura (°C) 40 50 60
C:Tiempo (h) 12 24 36

En la Tabla 2 se muestran los valores de la variable respuesta
para las tres lipasas utilizadas en este trabajo (Lipase PS-CI,
Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM) junto con las condiciones
experimentales ensayadas.
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A continuacion, se detalla el estudio estadistico del disefio para
cada uno de los preparados comerciales aplicando el programa
STATGRAPHICS Centurion XVI determinando la existencia de
fallo de ajuste, la adecuacion del modelo propuesto y la
significacién de sus coeficientes. Adicionalmente, se empled la
metodologia RSM para la optimizacion del proceso y determinar
las mejores condiciones de reaccion permitiendo realizar un
analisis del comportamiento bioquimico de las enzimas para los
factores estudiados.

Tabla 2. Valores de la variable respuesta (ALA (%) en TG) en la
optimizacion de la reaccion de aciddlisis para las enzimas Lipase PS-CI,
Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM un mediante disefio 2° central compuesto
cubico centrado en las caras.

Factores ALA (%) en TG
1 1:4 40 12 11,33 11,81 22,55
2 1:6 40 12 17,74 21,84 23,75
3 1:4 60 12 10,93 11,67 19,55
4 1:6 60 12 14,86 13,55 22,70
5 1:4 40 36 13,52 23,51 22,14
6 1:6 40 36 21,45 17,04 23,37
7 1:4 60 36 10,46 15,32 19,37
8 1:6 60 36 15,47 17,20 21,30
9 1:4 50 24 22,14 18,96 19,80
10 1:6 50 24 24,19 20,56 22,67
11 1:5 40 24 20,27 18,47 22,27
12 1:5 60 24 12,42 17,54 22,43
13 1:5 50 12 18,73 15,47 20,88
14 1:5 50 36 19,55 15,73 20,08
15 1:5 50 24 21,82 17,32 20,93
16 1:5 50 24 21,95 16,01 20,57
17 1:5 50 24 23,12 15,74 21,10
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4.1.1. Acidolisis de trioctanoato y ALA con Lipase PS-CI

A partir de los resultados obtenidos en el disefio de
experimentos propuesto para la optimizacion de la incorporacion
de ALA en trioctanoato con Lipase PS-CI (Tabla 2) se procedio al
analisis del mismo. El estudio de los efectos de los factores se
llevé a cabo a partir del andlisis de la varianza (ANOVA). Se
observd, que los datos del preparado Lipase PS-CI se ajustaban a
un modelo cuadratico ya que el p-valor (0,1518) mostraba que no
existia fallo de ajuste significativo con un nivel de confianza del
95% (Tabla 3). Ademas, el modelo explicaba un porcentaje muy
elevado de la varianza de los datos (R*: 95%).

Tabla 3. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccion de
acidolisis entre TO y ALA con Lipase PS-CI.

Fuente Csu‘:(‘l‘fa‘(llf)s GI* Razén-F Valor-P
A: Relacién Molar 64,16 1 125,16 0,0079*
B: Temperatura (°C) 40,68 1 79,36 0,0124*
C: Tiempo (h) 4,70 1 9,18 0,0938
AA 2,85 1 5,56 0,1424
AB 3,64 1 7,11 0,1166
AC 0,84 1 1,65 0,3278
BB 89,78 1 175,13 0,0057*
BC 4,15 1 8,09 0,1046
CcC 24,01 1 46,84 0,0207*
Falta de ajuste 15,06 5 5,88 0,1518
Total (corr.) 348,56 16
R’ 95,39%

2Gl: grados de libertad.
*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%

Por otra parte, observando la Figura 5, se puede concluir que
los residuos seguian claramente un distribucién normal ya que la
grafica se aproxima a una linea recta.
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Figura 5. Gréafico de probabilidad normal de los residuos del disefio
para Lipase PS-CI.

Una vez calculados los coeficientes de regresion, la ecuacidén
que se ajusta al modelo experimental es la siguiente:

ALA (%) en TG = 22,20 + 2,53 * A —2,02*B + 0,69 * C + 1,03 * A2 — 0,67 x A+ B
+0,32*A*xC—579%B%2—0,72xBx*C— 2,99 C?

En el diagrama de Pareto se observa que los efectos principales
relacion molar, temperatura y tiempo de reaccion (A, B, BB y CC)
eran significativos pero sus interacciones no (Figura 6).

» | I =

AiRelacin Molar (TOALA) | | | |

CC
—
—
—
]
]

C:Tiempo (h)
BC
AB
AA

AC

1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1
0 2 4 6 8
Efecto estandarizado
Figura 6. Diagrama de Pareto estandarizado para la optimizacién de la

incorporacion de ALA en TO mediante acidélisis con Lipase PS-CI.
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Los efectos de los factores estudiados se representan en la
Figura 7, observandose que un incremento de la relaciéon molar
TO/ALA tenia un efecto positivo sobre el % de ALA incorporado
en los triglicéridos, siendo lineal en todo el domino experimental.

26

24

22

20

18

ALA (%) en TG

16

14

4,0 6,0 40,0 60,0 12,0 36,0
Relacién Molar (TO/ALA) Temperatura (°C) Tiempo (h)

Figura 7. Grafica de efectos principales de los factores para Lipase
PS-CI.

En este estudio no se alcanzaba el estado de equilibrio en el
que a partir de un ratio molar se estabilizaba la incorporacién de
ALA. Asi, Kim et al. (2001) en la interesterificaciéon de
tripalmitina con ésteres etilicos de acido linolénico conjugado
observaron un comportamiento similar cuando se variaba la
relacion molar desde 1:1 hasta 1:5. El porcentaje de CLA
incorporado se incrementaba con rapidez hasta 1:3 (TG/AGL) para
hacerlo de forma madas progresiva al emplear ratios superiores
llegando entorno a un 60% de incorporacion.

La necesidad de trabajar por encima de la relacion 1:3 puede
deberse a que la incorporacion de la primera molécula de acido
graso resultaba relativamente sencilla, pero la incorporaciéon de
una segunda molécula era mas complicada debido a impedimentos
estéricos que reducian la reactividad de la enzima (Han et al.,
1999). La cantidad inicial de lipidos MML era bastante menor que
la de MMM, sin embargo, conforme transcurria el tiempo de
reaccion y la cantidad de lipidos MML se incrementaba, resultaba
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mas sencilla la incorporacion de un segundo acido graso de cadena
larga.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que, a
tiempos cortos con relaciones molares bajas, era introducido acido
a-linolénico, pero conforme transcurria la reaccion y mas acido
caprilico era liberado al medio, este podia re-esterificar de nuevo.
En un punto determinado, las concentraciones de ambos acidos
grasos libres eran tales que se alcanzaba un equilibrio en el que no
se observaba una modificacion en la composicion del triglicérido
sin que se hubiesen ocupado todas las posiciones posibles por
ALA. Este punto viene determinado por las concentraciones de los
acidos grasos libres en el medio de reaccidon y la acilselectividad
de la enzima. Los tres dobles enlaces hacen que este dcido graso
adquiera una forma de gancho que dificulta su incorporaciéon en
los triglicéridos (Hamam y Shahidi, 2008). Aunque los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que seria posible mejorar la
incorporacion de ALA mediante el uso de relaciones molares
superiores a 1:3, hay que considerar que los acidos grasos que no
son incorporados han de ser posteriormente eliminados, lo que
supone un incremento del coste del proceso.

Al estudiar el efecto de la temperatura (Figura 8) se
observaba un 6ptimo entorno a los niveles centrales del disefio. El
incremento de la temperatura, desde niveles bajos hasta niveles
medios, favorecia la reaccion de transesterificacion obteniéndose
los mejores resultados a 47,5 °C con un 22,38% de ALA en los
TG. Temperaturas superiores repercutian de forma negativa sobre
la capacidad de la enzima para catalizar la reaccion, por lo que en
el extremo del dominio, el % de ALA introducido descendia hasta
el 14,51%, probablemente al reducirse la estabilidad de la enzima.
Un comportamiento similar fue descrito por Kim ef al. (2001) que
observaron que el preparado Lipase PS-C incrementaba su
capacidad de transesterificacion entre 35 y 55 °C, con un
significativo descenso a temperaturas superiores.
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ALA (%) en TG
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Figura 8. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar y la temperatura en la reacciéon de acidolisis de TO y ALA con
Lipase PS-CI. Tiempo de reaccién 24 h. Las relaciones molares
indicadas como 4 o 6 corresponden a las relaciones 1:4 y 1:6,
respectivamente.

En el estudio del tiempo de reacciéon, como nos indica la
grafica de efectos principales (Figura 7), se observaba un maximo
local entorno al centro del disefio donde tiempos superiores a 24 h
no mejoraban la incorporacién de ALA, sino que incluso la
disminuia ligeramente. Tiempos similares (24 h) han sido
descritos por Kim et al. (2001) en la monitorizacion del tiempo de
reacciéon en la transesterificacion de tricaprilina con ésteres
etilicos de CLA a relaciones molares de 1:3 utilizando la lipasa
PS-C. Si bien estos autores no observaban un descenso del
rendimiento de la reacciéon para tiempos superiores con este
preparado, los ensayos realizados con otros preparados
enzimaticos si que mostraban este comportamiento. La menor
incorporacion de ALA observada en nuestro estudio a las 36 h
pudo ser debida a que una vez alcanzado el equilibrio otras
reacciones tuvieron un mayor peso en el proceso. Estas reacciones
que competian con la acidolisis como la hidrolisis de los lipidos
MML formados, la incorporacién del dcido caprilico liberado con
anterioridad o procesos de acilmigracién, provocaban una
liberacién del ALA incorporado previamente (Han et al., 1999;
Kim et al., 2001).
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A pesar de que los efectos de las interacciones no fueron
significativos, a continuacién se analizaron dichas interacciones
para tener un mejor conocimiento del comportamiento de la
enzima.

La Figura 9 muestra que el comportamiento de la enzima
respecto a la relacion molar no se modificaba al realizar los
ensayos a tiempos largos o cortos. Otros estudios indican que esta
interaccion relacion molar-tiempo si que puede tener un efecto
significativo en la reaccion de acidolisis, y que a mayores ratios
molares los tiempos requeridos para alcanzar el maximo
porcentaje de incorporacion son menores (Han et al., 1999). En
estas condiciones las reacciones de hidrolisis adquieren una mayor
importancia dado que tienen lugar de forma mas temprana. Por
tanto, deberia incrementarse linealmente y estabilizarse a un %
que dependera de la concentracion en el medio de los acidos
grasos y la acilselectividad de la enzima. La caida de la actividad
a tiempos largos puede deberse a que la enzima va perdiendo
actividad por desnaturalizacion favorecida por la temperatura y el
medio de reaccion.

ALA (%) en TG
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1 12,0-14,0
S — - ] 14,0-16,0
B i — 1 16,0-18,0
] 18,020,0
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| m— 24,0-26,0
] 26,0-28,0
m 28,0-30,0
36
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48 52 56 [ 16

Relacion Molar (TO/ALA)

Figura 9. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar y el tiempo en la reaccion de aciddlisis de TO y ALA con Lipase
PS-CI. Temperatura de reaccion 50 °C. Las relaciones molares
indicadas como 4 o 6 corresponden a las relaciones 1:4 y 1:6,
respectivamente.
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Como se puede apreciar en la Figura 10 de interaccién
tiempo-temperatura, el empleo de tiempos largos de reaccion
provocaba un descenso del ALA en TG cuando se realizaba el
ensayo a temperaturas altas (60 °C) mientras que a 40 °C se
observaba una estabilizacion del contenido en ALA. Como se ha
indicado anteriormente, la temperatura tiene un efecto negativo
sobre la estabilidad de la proteina enzimatica lo que reduce su
capacidad transesterificante. Esto da lugar a que las reacciones de
hidrolisis adquieran mayor importancia reduciendo el rendimiento
de la acidolisis al liberar el ALA de los SL previamente formados.

ALA (%) en TG
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[ 36
10k 2
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8 2 56 60 12 16
Temperatura (°C)

Figura 10. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
temperatura y el tiempo en la reaccion de acidolisis de TO y ALA con
Lipase PS-CI. Relacion molar 1:4.

Finalmente, a través de la herramienta STATGRAPHICS
Centurion XVI se determinaron las condiciones 6ptimas de
reaccion. Estas se correspondian con relaciones molares altas
(1:6) combinadas con temperaturas y tiempos de reaccion medios
(47,5 °C y 26,3 h), alcanzando un méaximo tedrico del 26,19% de
ALA incorporado en los triglicéridos. Asi mismo, como parte del
estudio se procedi6 a la comprobacion del modelo mediante el
ensayo de las condiciones Optimas indicadas por RSM. Los
resultados experimentales en estas condiciones fueron del 26,08%
de ALA en los triglicéridos, confirmando que el modelo ajustado
poseia una excelente capacidad de prediccion.
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4.1.2. Aciddlisis de trioctanoato y ALA con Lipase PS-DI

El disefio experimental empleado en PS-DI fue el mismo que el
detallado anteriormente para la acidélisis de TO y ALA con Lipase
PS-CI (Tabla 2). A partir de los datos obtenidos se realiz6 el
andlisis de la varianza (Tabla 4), la cual indicaba que el modelo
propuesto era apropiado para describir los resultados
experimentales y explicaba una cantidad significativa de la
varianza (R*: 93,4%).

Tabla 4. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccion de
acidolisis entre TO y ALA con Lipase PS-DI.

Fuente Csul:(lll:a((llf)s Gr' Razén-F Valor-P
A: Relacién Molar 35,16 1 49,23 0,0197*
B: Temperatura (°C) 0,80 1 1,12 0,4014
C: Tiempo (h) 0,02 1 0,02 0,8892
AA 15,58 1 21,82 0,0429*
AB 15,50 1 21,71 0,0431
AC 71,92 1 100,70 0,0098*
BB 1,25 1 1,75 0,3164
BC 14,21 1 19,90 0,0468*
CcC 7,60 1 10,64 0,0825
Falta de ajuste 8,37 4 2,93 0,2703
Total (corr.) 149,18 15
R’ 93,43%

2Gl: grados de libertad.
*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%

A pesar de la buena correlacion entre los datos experimentales
y los resultados predichos (Figura 11), durante la experimentacion
se detectd una tendencia a la agregacion del inmovilizado que
pudo dar lugar a restricciones difusionales.
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Figura 11. Grafico de relacion entre puntos experimentales y
predichos por el modelo ajustado para Lipase PS-DI.
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La ecuacion que explicaba el comportamiento experimental era:

ALA (%) en TG = 16,90 + 2,29 * A— 0,34 * B+ 0,05« C + 2,45« A> + 1,77 * A= B
—381*AxC+0,69xB?2—169«Bx*C—1,71xC?

Los efectos significativos de acuerdo a los resultados del
diagrama de Pareto (Figura 12) eran la relacion molar (A y A?) asi
como las interacciones entre los 3 factores (AC, AB y BC).

;

AC
A:Relacion Molar (TO/ALA)
AA
AB
BC
CcC
BB

B:Temperatura (°C)
C:Tiempo (h)

2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 12. Diagrama de Pareto estandarizado para la optimizacion de
la incorporacion de ALA en TO mediante aciddlisis con Lipase PS-DI.

=T

Al estudiar los efectos de los factores se observaba que al igual
que en el caso de la enzima PS-CI, el incremento de la relacién

172



Capitulo III-Resultados y discusion

molar (TO/ALA) tenia un efecto principal positivo sobre la
cantidad de ALA introducido en los triglicéridos (Figura 13).
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Figura 13. Grafica de efectos principales de los factores para Lipase
PS-DI.

De las interacciones entre factores la que ejercia un mayor
efecto sobre la variable respuesta era la interaccidon relacidon
molar-tiempo (Figura 14).
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Figura 14. Grafica de interacciones de los factores para Lipase PS-DI.
Relacion molar (A), temperatura (B) y tiempo (C).

En la Figura 15 de interaccion entre la relacion molar y el
tiempo se observa que a relaciones molares bajas (1:4) el
incremento del tiempo de reaccion favorecia la introduccion de
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ALA en los triglicéridos, mientras que a relaciones molares
mayores el incremento del tiempo no alteraba el contenido en
ALA. Como indican Han et al. (1999), el empleo de relaciones
molares altas hace que se alcance el equilibrio de la reaccidén de
acidodlisis a tiempos mas cortos.
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Figura 15. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar y el tiempo en la reaccion de acidolisis de TO y ALA con Lipase
PS-DI. Temperatura 50 °C. Las relaciones molares indicadas como 4 o
6 corresponden a las relaciones 1:4 y 1:6, respectivamente.

La variacion de la temperatura no era un factor significativo de
forma individual, sin embargo, la interaccion
temperatura-tiempo si era un efecto activo en el modelo
estandarizado (Tabla 4). En la Figura 16 puede observarse que la
temperatura tenia un efecto negativo sobre la produccion de SL
debido a la reduccion en la estabilidad de la proteina.

Mientras que a 40 °C el incremento del tiempo de reaccion
aumentaba rdpidamente el % de ALA introducido en los
triglicéridos, al trabajar a relacion molar 1:4, a 60 °C el % de ALA
aumentaba mas lentamente debido a que existia menos enzima
activa en el medio de reacciéon. Este efecto negativo de la
temperatura sobre la capacidad transesterificante, se observo
también en el estudio anterior con Lipase PS-CI. Pero mientras
que en este caso la desactivacion de la enzima por el efecto de la
temperatura tenia lugar incluso a 40 °C, con Lipase PS-DI no se

174



Capitulo III-Resultados y discusion

observaba pérdida de actividad a los niveles bajos del disefio. Por
tanto, es posible que la inmovilizaciéon en diatomeas le confiera a
la enzima una mayor estabilidad que en el soporte cerdmico. Asi,
Liu et al. (2009) observaron que la inmovilizacion de la lipasa de
B. cepacia sobre 6xido de silice, no modificaba su temperatura
optima (55 °C) en relacion a la enzima soluble, pero si su
tolerancia a la temperatura.

ALA (%) en TG
11,0-12,8
12,8-14,6
14,6-16,4
16,4-18,2
18,2-20,0

] 20,0-21,8
| - 21,8236
1. 23,6-25,4
] 25,4272
1 272290
36
8 24 .
40 44 48 = 16 20 Tiempo (h)

52 56 60 12
Temperatura (°C)

Figura 16. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
temperatura y el tiempo en la reaccion de acidoélisis de TO y ALA
con Lipase PS-DI. Relacion molar 1:4.

La interaccién relacién molar-temperatura también era un
efecto activo en el modelo, observandose que el comportamiento
de la enzima frente a la relacién molar era diferente en funcidon de
la temperatura (Figura 17). A temperaturas altas de 60 °C, el
comportamiento era el esperado, se incrementaba la actividad de la
enzima conforme lo hacia la proporcion de TO/ALA. Por el
contrario, a 40 °C aparecia un minimo en la cantidad de ALA
introducido a relaciones molares cercanas a 1:5. Este
comportamiento, como en el caso de la interaccion temperatura-
tiempo, era debido a dos procesos diferentes. Por un lado, a la
pérdida de estabilidad debido a las altas temperaturas y, por otro
lado, al efecto que tenia la relacion molar sobre el tiempo que
tardaba la enzima en alcanzar el equilibrio.
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ALA (%) en TG
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Relacion Molar (TO/ALA)
Figura 17. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
relacion molar y la temperatura en la reaccion de acidolisis de TO y
ALA con Lipase PS-DI. Tiempo de reacciéon 24 h. Las relaciones
molares indicadas como 4 o 6 corresponden a las relaciones 1:4 y
1:6, respectivamente.

Mediante RSM fue posible estudiar el comportamiento de los
factores y situarlos en valores que maximizaban la variable
respuesta. En las condiciones optimas indicadas por el disefio
relaciéon molar 1:6, temperatura 60 °C y tiempo 12 h, era posible
incorporar un 27,49% de ALA en los triglicéridos.

4.1.3. Aciddlisis de trioctanoato y ALA con Lipozyme RM-IM

La optimizacion de la producciéon enzimatica de SL con
Lipozyme RM-IM se llevé a cabo, al igual que en los casos
anteriores con Lipase PS-CI y PS-DI, mediante un disefio 2°
central compuesto cubico centrado en las caras en el que se
estudié la influencia de los factores relacion molar (A),
temperatura (B) y tiempo (C) sobre la reaccion de acidolisis.

A partir de estos resultados se realizé el analisis de la varianza
(Tabla 5). El modelo cuadratico empleado para el ajuste de los
datos experimentales obtenidos utilizando Lipozyme RM-IM era
adecuado (p=0,0921) y no existia fallo de ajuste. El modelo tenia
una aceptable capacidad de prediccion de la respuesta (coeficiente
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de correlacion R*: 88,59%). En la Figura 18, puede observarse que
los residuos seguian una distribucion normal.

Tabla 5. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccion de
acidolisis entre TO y ALA con Lipozyme RM-IM.

Suma de

Fuente Cuadrados GI Razon-F Valor-P
A: Relacion Molar 10,77 1 147,12 0,0067*
B: Temperatura (°C) 7,62 1 104,07 0,0095*
C: Tiempo (h) 0,83 1 11,37 0,0778
AA 0,067 1 0,92 0,4385
AB 0,88 1 11,99 0,0743
AC 0,18 1 2,42 0,2603
BB 3,67 1 50,10 0,0194*
BC 0,08 1 1,07 0,4105
CcC 0,60 1 8,17 0,1037
Falta de ajuste 2,96 4 10,10 0,0921
Total (corr.) 27,22 15
R’ 88,59%

*Gl: grados de libertad.

*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%

99,9 [T
99
95

80

50

porcentaje

20

Figura 18. Grafico de probabilidad normal de
disefio para Lipozyme RM-IM.

-0,1 0,3
residuos

0,7 1,1

los residuos del
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Una vez calculados los coeficientes de regresion, la ecuacion
que se ajusta al modelo experimental es la siguiente:

ALA (%) en TG = 20,98 + 1,04 *A— 0,87 *B —0,32*C+ 0,17 * A + 0,33 x A * B
—0,15*A*xC+1,29+B2—0,10 «B* C— 0,58 * C2

En este disefio, como puede observarse en el diagrama Pareto,
unicamente la temperatura y relacion molar tenian una influencia
significativa sobre la respuesta (Figura 19), y mientras que el
incremento de la relacion molar tenia un efecto positivo sobre la
incorporacion de ALA, el aumento de la temperatura influia
negativamente.

l

A:Relacion Molar (TO/ALA)

B:Temperatura ('C)

BB

AB
C:Tiempo (h)
CcC
AC
BC

AA

ol

" 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1
2 3 4 5
Efecto estandarizado

=
—_

Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para la optimizacidén
de la incorporacion de ALA en TO mediante acidolisis con
Lipozyme RM-IM.

En la Figura 20 se observa el efecto positivo que el incremento
de la cantidad de 4cidos grasos libres frente a los triglicéridos
(relaciéon molar TO/ALA) tenia sobre la incorporaciéon de ALA.
El soporte de inmovilizaciéon de Lipase RM-IM es una resina de
intercambio anidnico de caracter basico que puede atraer los AGL,
de forma que la enzima puede emplearlos dado que este material
no los retiene con fuerza. Esto puede ser el motivo de que a
niveles bajos de la relacion TO/ALA, la enzima introduzca un alto
contenido en ALA en los triglicéridos y el incremento de este ratio
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no tenga un efecto positivo tan pronunciado como en los otros
preparados ensayados.

24

23

22

ALA (%) en TG

21

20

4,0 6,0 40,0 60,0 12,0 36,0
Relacion Molar (TO/ALA) Temperatura (°C) Tiempo (h)

Figura 20. Grafica de efectos principales de los factores para
Lipozyme RM-IM.

Esta influencia positiva del incremento en la relacion molar de
sustratos observada en la Figura 21 ha sido ampliamente descrita
en bibliografia, aunque dependiendo de la enzima vy las
condiciones de reaccidon existen discrepancias en los niveles en los
que se obtiene el maximo rendimiento. Asi, Kim et al. (2001) para
la aciddlisis de CLA con Lipozyme RM-IM, tras 24 h de reaccioén
alcanzaban un 64,5% de incorporacion, por lo que el uso de
relaciones de TG/AGL superiores a 1:3 no suponia un aumento
significativo debido a la especificidad de la enzima. Por contra,
con la enzima no regioselectiva Novozym 435 el uso de relaciones
molares mayores si incrementaba el contenido en CLA de los
triglicéridos. Otros autores indican la posibilidad de trabajar a
relaciones muy superiores (1:8) ya que no se habia alcanzado el
66,6% de incorporacion (maximo teorico) (Byung y Akoh, 2005).
No obstante, a pesar de que las relaciones molares altas mejoraban
la incorporacion de acidos grasos, este incremento puede no ser
suficiente como para justificar su uso en un proceso de produccion
de lipidos estructurados (Chopra et al., 2008). Los acidos grasos
libres son productos de alto valor y aquellos que no estén
esterificados deben ser posteriormente eliminados en la
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purificaciéon de lipidos estructurados, incrementado los costes del
proceso (Torres et al., 2002).

En este caso concreto con Lipozyme RM-IM, el modelo
indicaba que un incremento de la relacion molar de 1:5 (70,3 g de
ALA) a 1:6 (78,02 g), supondria inicamente una mejora del 2% en
la incorporacion de ALA.

ALA(%)en TG
19,0-19,6
19,6-20,2
20,2-20,8
20,8-21,4
21,4-22,0
22,0-22,6
. 226-23,2
. 232238

23,8-24,4
. 24,4-25,0
60

ALA (%) en TG
S

YE ’ : 56
Temperatura (°C)

4,4 44
48 5.2 56 6 40
Relacion Molar (TO/ALA)

Figura 21. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
relacion molar y la temperatura en la reacciéon de acidoélisis de TO y
ALA con Lipozyme RM-IM. Tiempo de reaccion 24 h. Las relaciones
molares indicadas como 4 o 6 corresponden a las relaciones 1:4 y 1:6,
respectivamente.

El otro factor que resultd ser un efecto activo en el modelo era
la temperatura (Tabla 5). En la Figura 22 se observa que el
incremento en la temperatura disminuia el % de ALA introducido
en todo el dominio experimental, aunque esta caida no era muy
pronunciada. Este descenso de la actividad pudo deberse a una
pérdida de la estabilidad de la enzima. Otros estudios indican que
aunque la temperatura puede favorecer las reacciones de
acidolisis, el % de acidos grasos introducido no variaba de forma
significativa al emplear temperaturas similares a las del presente
estudio (Chopra et al., 2008). Asi, Kim et al, (2001) observaron
que para Lipozyme RM-IM, estos incrementos de la actividad se
debian tanto a una mayor actividad enzimdatica como a procesos de
acilmigracidén no enzimaticos.
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Por otra parte, la temperatura puede ejercer un ligero efecto
positivo sobre la actividad de la enzima al disminuir la viscosidad
de los sustratos, efecto que tiene lugar incluso al estar disueltos en
solventes organicos (Karabulut et al., 2009). En la Figura 19
puede observarse como el contenido en ALA de los triglicéridos se
ve mejorado por el incremento de la temperatura a partir de 50 °C.
La menor viscosidad del medio, hace que los sustratos puedan
acceder mas facilmente al centro activo de la enzima que
incrementa su actividad.

ALA(%)en TG
19,0-19,6
19,6-20,2
20,2-20,8
20,8-21,4
21,4-22.0
22,0-22,6
 226-23,2
. 232-238

23.8-24.4
. 24.4-25,0

ALA (%) en TG

Tiempo (h)

Temperatura (°C)

Figura 22. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
temperatura y el tiempo en la reaccion de aciddlisis de TO y ALA con
Lipozyme RM-IM. Relaciéon molar 1:5.

A pesar de que el tiempo de reaccidon no era un factor con
efectos significativos sobre el modelo, es interesante evaluar el
progreso de la reaccion con el objeto de determinar el tiempo
minimo que rinda los mejores resultados. La Figura 23 muestra
como la variacidén del tiempo de reaccion de 12 a 36 h no suponia
cambios significativos en el rendimiento de la reaccion.

Jennings y Akoh, (2001) indicaban que en las primeras horas
(1-8 h) de la aciddlisis con Lipozyme IM 60 (lipasa de R. miehei),
existia un rapido incremento de la cantidad de producto hasta
alcanzar el maximo nivel de incorporacién alrededor de las 12 h.
Este tiempo en el que se llega al equilibro puede verse reducido
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por que la concentracion en el entorno de la enzima es alta incluso
a relaciones molares bajas debido a la atraccidn que provoca el
soporte Duolite.

ALA(%) en TG
19,0-19,6
19,6-20,2
20,2-20,8
20,8-21,4
21,4220
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S . 244-25,0
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4,8 52 5.6
Relacién Molar (TO/ALA)

Figura 23. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar y el tiempo en la reacciéon de aciddlisis de TO y ALA con
Lipozyme RM-IM. Temperatura 50 °C. Las relaciones molares
indicadas como 4 o 6 corresponden a las relaciones 1:4 y 1:6,
respectivamente.

El estudio de la superficie de respuesta indicaba que el éptimo
de producciéon de los SL enriquecidos en ALA se obtenia a
relaciones molares de 1:6, temperatura 40 °C y 20,2 h de tiempo
de reaccion. En estas condiciones el modelo predice un 24,08% de
ALA introducido en los triglicéridos.

En resumen, como puede observarse en la Tabla 6, bajo las
condiciones Optimas obtenidas en las experiencias anteriores, el %
de ALA introducido en los triglicéridos es similar en los tres
preparados estudiados.

Al analizar las condiciones en las que obtiene una maxima
produccion de SL, puede observarse que para las tres enzimas la
relacion molar TO/ALA debe situarse en valores altos. EI
comportamiento para los factores temperatura y tiempo es
diferente en los tres preparados. Mientras que para Lipozyme
RM-IM es necesario emplear temperaturas bajas de 40 °C vy
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tiempos medios, las condiciones Optimas de reaccidon para el
preparado Lipase PS-DI son de 60 °C y 12 h de reaccion.

Tabla 6. Condiciones 6ptimas de reaccion para la acidolisis de TO y ALA con
Lipase PS-CI, Lipase PS-DI y Lipozyme RM-IM.

Condiciones éptimas ALA (%) en

A: TO/ALA B: T (°C) C: t (h) TG
Lipase 16 475 26,3 26,19
PS-CI ' : : :
Lipase 16 60 12 27,49
PS-DI ' :

Lipozyme i

RMLIM 1:6 40 20,2 24,08

4.2. Enriquecimiento de aceite de palma con ALA

El aceite de palma empleado como material de partida es un
aceite especialmente rico en acido palmitico y oleico. Este aceite
se utiliza en la elaboracion de un gran nimero de productos como
margarinas o mejorantes de panificacion aunque su bajo contenido
en PUFAs y su consistencia solida hacen que tenga un uso
limitado.

Debido a su alto contenido en acidos grasos saturados, el aceite
de palma tiene un punto de fusion elevado de entre 35-40 °C, por
lo que el uso de temperaturas superiores puede ser necesario para
un correcto funcionamiento de las enzimas. En base a los estudios
realizados por Karabulut et al. (2009), en los que se indica que
incluso disueltos en solventes organicos como el hexano, la
reactividad de los acidos grasos se ve afectada por la viscosidad,
el empleo de temperaturas superiores a 40 °C puede estar indicado
al emplear aceite de palma. No obstante, las altas temperaturas
pueden también favorecer la oxidacion del ALA, por lo que han de
emplearse temperaturas que favorezcan la reactividad del aceite
pero sin que se vea comprometida su estabilidad.
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Para la acidolisis entre TO y ALA, Lipase PS-CI poseia un
optimo de 47,5 °C que resultaba mas adecuado para catalizar esta
reacciéon cuando se emplea aceite de palma que los otros
preparados ensayados previamente, como Lipozyme RM-IM cuya
estabilidad se veia afectada a 50 °C, o Lipase PS-DI cuyo 6ptimo
de temperatura era de 60 °C (Tabla 6). Junto a esto, el
comportamiento de Lipase PS-CI para el factor relacion molar
resultdé también ser mas apropiado que el del resto de lipasas
inmovilizadas estudiadas. Con el preparado PS-CI se obtenian
unos niveles de actividad aceptables a relaciones molares bajas y
medias, mientras que con Lipase PS-DI se obtenian unos
rendimientos claramente inferiores si no se empleaban ratios
TO/ALA elevados. Dado que en la obtencion de lipidos
estructurados es necesario un paso final de desacidificacion que
elimine los dcidos grasos libres no existen ventajas econdémicas en
el uso de un gran exceso de acidos grasos (Chopra et al., 2008).
Por otro lado, el elevado coste de algunos acidos grasos libres es
otro de los motivos por los que resulta més apropiado trabajar a
relaciones molares lo mas bajas posible (Jennings y Akoh, 2001).

En esta parte del estudio, se situd el factor relaciéon molar en
niveles mas bajos del 6ptimo de actuacidén (1:6) pero en los que se
mantuviera una produccién adecuada de SL enriquecidos en ALA
a partir de aceite de palma. Para ello, se determind la posibilidad
de realizar los ensayos a una relacion molar menor (1:5)
manteniendo la temperatura en 46 °C y el tiempo en 28 h, que se
obtuvo un valor experimental de 21,60% de ALA, muy cercano al
22,07% predicho por el modelo. Este valor era alto por lo que
estas condiciones de reaccion con una cantidad mdas reducida de
ALA no provocaban una caida significativa de la produccion de
SL.

Los resultados mostraban que a medida que se incrementaba el
tiempo de reaccion, el porcentaje de ALA en el aceite era cada vez
mayor, a la vez que se reducia principalmente el porcentaje de
acido palmitico (Figura 24). El contenido en 4acido oleico también
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se veia disminuido aunque no lo hacia en la misma medida que el
acido palmitico, posiblemente debido a que el preparado de ALA
contiene un 5% de este acido graso. Otro motivo por el que el
descenso era menos pronunciado puede ser que el acido oleico se
encuentra esterificado en posicién 2 en mayor medida que lo esta
el acido palmitico, de modo que la accion de una lipasa 1,3
especifica no atacaria esta posicién manteniéndose su contenido.
El otro 4cido graso que veia incrementado su contenido en los SL
sintetizados era el acido linoleico debido a que este 4cido graso
constituye el 25% del preparado comercial de ALA.

120 -

100 -
Q
é H Otros
e 80
= B g-linolénico
%‘J 60 - B Estearico
. 2 H Linoleico

40 - B QOleico

H Palmitico
20 -
0 T T T T T T T
0 1 3 5 9 12 20 28
Tiempo (h)

Figura 24. Efecto del tiempo de reaccidén en la composicién de acidos
grasos (%) del producto de aciddlisis entre aceite de palma y ALA con

Lipase PS-CI.

Tras 12 h de reaccion se alcanzaba el equilibrio de forma que
la composicion en acidos grasos de los SL formados permanecia
constante alcanzandose un 39 % de ALA en los triglicéridos.
Dependiendo del origen y las interacciones con otros factores
como el % de enzima empleado, el tiempo al cual se alcanza el
equilibrio varia. Mientras que Chopra et al. (2008) indicaban que
la lipasa de R. miehei, provocaba un réapido incremento en la
incorporacion de acidos grasos y tiempos superiores a las 6 h no

185



Sintesis de lipidos estructurados

mejoran esta incorporacion, Kim ef al. (2001) observaron que para
Lipase PS-C la estabilizacidn tenia lugar a partir de las 24 h.

4.2.1. Estabilidad oxidativa de los lipidos sintetizados

Una de las caracteristicas que han de tener los SL para su
posterior aplicaciéon en la industria alimentaria es que sean
estables frente a su oxidaciéon. Los SL con un alto contenido en
PUFAs pueden deteriorarse durante la producciéon y almacenaje
dando lugar a olores y sabores caracteristicos a rancio que causan
el rechazo de los consumidores. El aceite de palma es un aceite
estable frente a la oxidacién debido principalmente al bajo
contenido en dacidos grasos poliinsaturados y la presencia de
antioxidantes naturales, como tocoferoles y carotenoides, aunque
su contenido puede verse reducido durante el proceso de
refinamiento. Esta estabilidad queda reflejada en los tiempos de
induccion relativamente altos obtenidos (2,07 h) y en los bajos
valores de TBA (0,03 mg TBA). Como consecuencia de la
introduccion de un alto contenido en PUFAs, mas inestables frente
a la oxidacion, los tiempos de induccidén se veian reducidos (0,25
h) y los valores para el ensayo del TBA muy incrementados (0,14
mg TBA). Parte de esta inestabilidad se puede justificar en base a
que durante la reaccion de acidolisis, parte de los antioxidantes
naturales pueden perderse. La aplicaciéon de antioxidantes en los
lipidos estructurados podria mejorar su estabilidad (Lee y Akoh,
1998; Akoh y Moussata 2001). La adiciéon de tocoferoles a lipidos
estructurados sintetizados para la formulacién de leche materna
puede proteger frente a la oxidacion dando lugar a productos con
indices de estabilidad similares a los encontrados en la mezcla de
los componentes de partida (Maduko et al., 2008).
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el estudio de la produccion de SL
enriquecidos en ALA, mediante acidolisis enzimatica, aplicando
los preparados comerciales Lipase PS-CI, Lipase-PS-DI vy
Lipozyme RM-IM mostraron que:

e En la acidolisis con trioctanoato (TO), la optimizaciéon de las
condiciones de reaccion relacion molar de sustratos (TO/ALA),
temperatura y tiempo mediante disefio de superficie de
respuesta, conducia a una catdlisis eficiente de los tres
preparados enzimaticos. La relacion molar de sustratos, con
incremento de la concentracion de ALA, era el factor mas
determinante.

e Para la acidolisis de un aceite de palma y ALA, el preparado
comercial Lipase PS-CI resultaba ser el mas propicio, ya que en
los estudios previos de optimizacion con TO, presentaba una
moderada dependencia de la relacion molar de sustratos y la
temperatura Optima mas adecuada para esta nueva sintesis de SL
(47,4 °C).

e El enriquecimiento del aceite de palma en ALA con Lipase
PS-CI, con una relacion molar de sustratos de 1:5 a 46 °C y un
tiempo de catalisis de 12 h, daba lugar a unos altos porcentajes
de incorporacién (39%). No obstante, como resultado de este
mayor contenido en PUFAs, la estabilidad oxidativa del
producto se veia reducida.
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Capitulo IV
Sintesis enzimatica de monoglicéridos mediante glicerolisis

Resumen

Los monoglicéridos, por sus propiedades emulsionantes, han
adquirido un gran interés en la industria alimentaria. Su sintesis
quimica presenta desventajas como son las elevadas temperaturas de
reaccion que limitan su aplicacion en grasas insaturadas, y la
utilizacién de catalizadores inorganicos que dan lugar a reacciones
colaterales. Una alternativa biotecnologica para la producciéon de
monoglicéridos ricos en PUFAs son las reacciones de glicerolisis
catalizadas por lipasas. Este Capitulo describe la reaccion de
glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa con las enzimas
comerciales Lipozyme RM-IM y Lipase PS-DI en medio
“free-solvent”. Las variables estudiadas fueron la temperatura,
relacion glicerol/triglicéridos y concentracion de enzima. La
produccion de monoglicéridos, frente a di y triglicéridos, para ambos
preparados enzimaticos se veia favorecida a concentraciones elevadas
de enzima. Sin embargo, a diferencia de lo observado para Lipase
PS-DI, la tendencia a la adsorcion de glicerol del soporte de
inmovilizacion de Lipozyme RM-IM, provocaba una disminuciéon en
la sintesis de monoglicéridos al incrementar la relacion
glicerol/triglicéridos. En todas las condiciones ensayadas, la
estabilidad oxidativa del producto de reaccion era inferior al aceite de
partida y estaba correlacionada con el contenido en diglicéridos. A
partir del andlisis de la superficie de respuesta se determinaron las
condiciones Optimas de reaccion que permitian obtener altas
concentraciones de monoglicéridos ricos en PUFAs estables
oxidativamente. La enzima Lipozyme RM-IM rendia un 20% de
monoglicéridos (estabilidad oxidativa: 2,09 h de tiempo de
induccion), frente al 29% que se obtenia para la enzima Lipase PS-DI,
si bien, en este caso los productos de reaccion presentaban una menor
estabilidad oxidativa (tiempo de induccién 0,83 h).
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1. Introduccion

A pesar de que los monoglicéridos son moléculas con un gran
interés industrial por sus buenas propiedades emulsionantes, su
desarrollo se ha visto en parte frenado por las dificultades que
presenta su produccion. Tradicionalmente la obtencion de
monoglicéridos se lleva a cabo quimicamente a partir de grasas y
aceites que son sometidas a esterificaciéon con glicerol a altas
temperaturas  (220-250 °C), utilizando como catalizadores
compuestos inorgdnicos alcalinos (Sonntag et al., 1982;
Bornscheuer et al., 1995). Dadas las drasticas condiciones del
proceso, este tipo de reacciones deben realizarse con grasas
saturadas ya que la presencia de dcidos grasos insaturados da lugar
a productos de oxidacioén y/o polimeros, que provocan la aparicion
de compuestos de olor, color y sabor desagradables que
disminuyen la calidad del producto. Ademés, los catalizadores
inorganicos empleados  producen reacciones colaterales,
formandose compuestos indeseables que deben ser eliminados
posteriormente en sucesivas etapas de purificacion disminuyendo
la rentabilidad del proceso e incrementando el tiempo necesario en
la obtencion de los monoglicéridos.

En estos procesos quimicos el rendimiento medio ronda el 50%
lo que, si bien, es suficiente para algunas de las aplicaciones, no
lo es para su uso en la industria alimentaria. En este caso es
necesario llevar a cabo procesos de purificacion como puede ser la
destilacion molecular para llegar a wuna pureza en los
monoglicéridos del 90% con una contaminaciéon del 10% de
diglicéridos y menos de un 1% de glicerol (Naik ef al., 2014).

En la busqueda de procesos de produccion de monoglicéridos
que minimicen la aparicion de compuestos que disminuyan la
calidad del producto final, el empleo de lipasas es una buena
alternativa por su alta especificidad y moderadas condiciones de
reaccion que permiten actuar sobre triglicéridos con un alto

204



Capitulo IV-Introduccion

contenido en 4cidos grasos poliinsaturados. A continuacidén se
describen las metodologias basadas en el uso de lipasas para la
obtencién de monoglicéridos, como son la hidrélisis de
triglicéridos, las reacciones de esterificacion y la alcohdlisis
(Bornscheuer et al., 1995).

1.1. Produccion enzimdtica de monoglicéridos

La mayor parte de las investigaciones sobre la hidrélisis de
triglicéridos se centran en la liberacion de acidos grasos libres,
mediante lipasas 1,3 especificas rindiendo ademas
2-monoglicéridos. Uno de los problemas que se presenta en este
tipo de reaccion es la insolubilidad de las grasas en medios
acuosos. Para minimizar este problema, Holmberg y Osterberg
(1988) emplearon un sistema microemulsionado con distintos
surfactantes en el estudio de la hidrdlisis de triglicéridos con la
lipasa de Rhizopus delemar. Se obtuvieron rendimientos cercanos
al 80% al utilizar microemulsiones formadas con bis(2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio (AOT) con isooctano como disolvente.
Aunque esta metodologia ofrece unos buenos resultados en la
produccién de monoglicéridos, para su posterior uso alimentario
se requiere la eliminacion del surfactante empleado.

Junto con la insolubilidad de las grasas, otro inconveniente es
la degradacion total de los triglicéridos hasta glicerol. Una
alternativa para evitar este problema supone la inmovilizaciéon de
las lipasas sobre soportes con una baja capacidad de retencion de
agua. A este respecto, Plou et al. (1996) alcanzaron una méaxima
producciéon de monoglicéridos del 67% tras 10 h de reacciéon con
la lipasa pancredtica porcina inmovilizada sobre Celite. Sin
embargo, cuando el soporte de inmovilizacion era Eupergit C la
produccién se reducia al 36% tras 15 h.

Otra via de formacion de monoglicéridos se basa en reacciones
de alcohdlisis de triglicéridos utilizando lipasas 1,3 especificas.
El uso de este tipo de reacciones resulta mas atractivo que las
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reacciones de hidrdlisis por sus mayores rendimientos, junto con
el hecho de que no alteran el pH del medio. Los rendimientos mas
altos, se deben principalmente al uso de solventes organicos que
mejoran la solubilidad de los aceites.

Los productos resultantes de la acciéon de las lipasas 1,3
especificas en estas reacciones de alcoholisis son monoglicéridos
con el 4cido graso esterificado en la posicidén central. No obstante,
como consecuencia de reacciones de acilmigracion, aparecen
1(3)-monoglicéridos que pueden ser posteriormente hidrolizados
por la propia lipasa dando lugar a glicerol libre. Estudios
realizados en sistemas bifdsicos hexano/agua se constatd que en
las primeras 24 h predominan los 2-monoglicéridos sobre los
1(3)-monoglicéridos. Conforme transcurre el tiempo, Ila
composiciéon de la mezcla de monoglicéridos varia hasta alcanzar
un equilibrio a tiempos largos de reaccidén en los que predomina la
forma o de cristalizaciéon que da lugar a formas finas y flexibles
con un menor punto de fusion (Boswinkel et al., 1996). Estos
resultados sugieren que los oa-monoglicéridos se forman por
reordenamientos intramoleculares en los que no interviene la
lipasa, por lo que es dificil obtener una preparacion 100% pura de
2-monoglicéridos. Asi, Millqvist et al. (1994), indican la
necesidad de realizar un estudio de los solventes mas apropiados
para llevar a cabo este tipo de reacciones de forma que la enzima
presente unos buenos niveles de actividad junto con una limitacion
de las reacciones de acilmigracion.

Otro de los factores que puede afectar de forma maés
significativa al proceso es la cantidad de agua presente asi como el
tipo de alcohol empleado. En este sentido, aunque a actividades de
agua de 0,33 la lipasa es mas activa que a 0,11, dado que el agua
es mejor nucleofilo que los alcoholes, algunos autores determinan
que es mas adecuado trabajar a ay de 0,11 para minimizar las
reacciones de hidrolisis (Millqvist et al., 1994).
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Las reacciones de glicerdlisis son un grupo especial de
alcohdlisis en las que se emplea el glicerol como alcohol. Esta
metodologia es la seleccionada y aplicada en las siguientes
experiencias y cuya descripcion se detalla a continuacion.

1.1.1. Glicerdlisis enzimatica

Esta metodologia resulta tedricamente mas eficiente en la
producciéon de monoglicéridos dado que los tres é4cidos grasos
presentes en el triglicérido pueden ser aprovechados, mientras que
en otras reacciones de alcohdlisis los otros dos dcidos grasos, que
no forman parte del monoglicérido tienen que ser eliminados
posteriormente. Debido a esto, las reacciones de glicerdlisis
catalizadas por lipasas han sido objeto en numerosas
investigaciones como un sistema de produccion de monoglicéridos
en condiciones moderadas de reaccidon. Por otro lado, mientras que
en la produccién de monoglicéridos via hidrolisis o alcohdlisis es
necesario emplear lipasas 1,3 especificas, las reacciones de
glicerdlisis pueden ser llevadas a cabo por lipasas inespecificas
que actuen en las tres posiciones del triglicérido.

Los procesos de glicerolisis son reacciones complejas en los
que hay que tener en cuenta un gran numero de equilibrios que
dificultan la obtencion del producto deseado. Dado que los
mecanismos de reaccién y los modelos cinéticos no estan
completamente dilucidados y presentan una gran dependencia de
algunos factores, es necesario determinar las condiciones 6ptimas
de reaccioén para la obtencidén del producto de interés. De forma
general se acepta que el mecanismo de actuacion de las lipasas en
las reacciones de glicerolisis sigue un modelo Ping-Pong Bi-Bi el
cual tiene lugar en una serie de pasos en los que se encuentran
involucradas reacciones de hidrolisis y esterificacion (Tan y Yin,
2005; Cheirsilp et al., 2007). En este mecanismo Ping-Pong Bi-Bi
intervienen dos sustratos y el producto del primero de ellos es
liberado antes de la entrada del segundo sustrato. En estas
reacciones, los triglicéridos presentes en un aceite se
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interconvierten en presencia de glicerol en mono y en diglicéridos
(Figura 1).

2-Monoglicérido 1-Monoglicérido
2(1,2-Diglicérido) Triglicérido 1,3-Diglicérido + 1,2-Diglicérido
+ Glicerol + Glicerol
o 2,3-Diglicérido
1-Monoglicérido 1-Mornoglicérido 1,3-Diglicérido + 2-Monoglicérido
+
+
2-Monoglicérido 2 3-Diglicérido + Gicerol
2(1-Monoglicérido)

Figura 1. Diagrama de las principales reacciones de glicerdlisis catalizadas
por lipasas 1,3 especificas. Las especies 1,2 diglicérido y 2,3 diglicérido
asi como l-monoglicéridos y 3-monoglicéridos son interconvertibles.

Junto a las reacciones propias de la glicerdlisis, diferentes
estudios indican que paralelamente tiene lugar otras reacciones de
hidrolisis y transesterificacion, entre distintos acilgliceroles, asi
como reorganizaciones intermoleculares que alteran las
concentraciones de los distintos productos de reaccion. Por ello,
aunque los monoglicéridos son, en general, el producto final
deseado como consecuencia de estas reacciones no son el Unico
producto de la reaccidn.

Un obstaculo que limita que este tipo de reacciones puedan ser
viables industrialmente es el bajo grado de conversion de los
triglicéridos. El uso del glicerol como receptor de grupos acilo
reduce la tasa de conversion de los triglicéridos debido a que la
mezcla de reaccién contiene especies con polaridades muy
distintas, lo que las hace inmiscibles, planteando problemas a la
hora de encontrar un medio de reaccion adecuado. Por otro lado, la
tendencia del glicerol a recubrir determinados preparados
enzimaticos dificulta la difusién de los sustratos. En ambos casos
se incrementa la resistencia a la transferencia de materia
reduciendo la actividad de la enzima. Para solventar estos
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problemas, Berger et al. (1992) propusieron la formacién de una
interfase entre el glicerol y el medio de reacciéon mediante su
adsorcion en gel de silice que incremente la capacidad de
esterificacion de las lipasas al dosificar el glicerol.

Las lipasas pueden llevar a cabo las reacciones de glicerolisis
en medios muy diversos como son solventes organicos, mezclas de
solventes, sistemas sin disolvente (“free-solvent”), fluidos
supercriticos o liquidos i6nicos. Un solvente apropiado favorece
que se forme un sistema de reaccion homogéneo al mejorar la
miscibilidad de los reactantes lo que puede incrementar la
velocidad de reaccion. Pero los disolventes organicos producen un
gran numero de cambios en la estructura y el grado de hidratacion
de la enzima que pueden modificar la actividad y el
comportamiento de la lipasa. La eleccién de un medio de reacciéon
que favorezca la obtencidén del producto de interés es clave a la
hora determinar si el proceso puede ser viable industrialmente.
Los solventes organicos hidrofilicos favorecen la produccién de
monoglicéridos mientras que en los medios mas hidrofébicos se ve
favorecida la acumulacion de tri y diglicéridos (Bellot et al.,
2001). La comparacion de los sistemas “free-solvent” frente al
empleo de hexano como solvente organico apolar indica que la
mayor acumulacion de monoglicéridos tiene lugar en medios en
ausencia de solvente. Los sistemas en medio hexano, que emplean
el glicerol preadsorbido en silica gel, muestran velocidades de
transformacion de trioleina mayores, con un mayor contenido en
diglicéridos (Rendon et al., 2001). En sistemas en los que el
glicerol esta libre, el bloqueo de la enzima disminuye la velocidad
de reaccion al limitarse la transferencia de materia.

Otro de los factores importantes que afectan al rendimiento de
la reaccion de glicerdlisis es la relacion molar de sustratos.
Controlando las concentraciones relativas de glicerol y aceite es
posible favorecer la obtencién de distintos productos. De forma
tedrica segin la estequiometria de la reacciéon cuando la
proporcién de glicerol/triglicéridos es alta, cada triglicérido puede
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reaccionar con 2 moléculas de glicerol dando lugar a
1(3)-monoglicéridos por lo que, a priori, estos ratios molares son
los mas apropiados para maximizar la produccion de
monoglicéridos. Por contra, relaciones de glicerol/triglicéridos
bajas favorecen la producciéon de diglicéridos mediante la
conversion de dos triglicéridos con un glicerol (Kriiger et al.,
2010). Como ya se ha mencionado, debido a la gran importancia
que tienen las reacciones colaterales de interesterificacion e
hidrolisis, el producto final de la reaccidon es una mezcla compleja
de mono, di ytriglicéridos y, en menor medida, de 4cidos grasos
libres junto con restos de glicerol sin reaccionar. Por otro lado,
hay que tener en cuenta que el glicerol no solamente participa
como sustrato sino que también interactia con la enzima vy
modifica tanto la polaridad como la viscosidad del medio
afectando al desarrollo de la reaccion.

1.2. Estabilidad oxidativa de los monoglicéridos

La oxidacion lipidica es el proceso que causa mayores
deterioros organolépticos y nutricionales en los aceites para el
consumo humano. Ademas de la composicion en dcidos grasos del
aceite, la estabilidad oxidativa se ve influida por la presencia de
diversos componentes como tocoferoles, fosfolipidos, metales, asi
como los productos de la hidrolisis de los triglicéridos que pueden
actuar tanto como antioxidantes como prooxidantes. Los dacidos
grasos libres tienen un efecto prooxidante reconocido de forma
generalizada (Miyashita y Takagi, 1986). Sin embargo, el efecto
que tienen los acilgliceroles parcialmente esterificados no estd tan
claramente definido y los distintos estudios indican que los
monoglicéridos pueden tener tanto efectos prooxidantes como
antioxidantes. Asi, Colakoglu (2007) observo un incremento en el
consumo de oxigeno en presencia de monoleina mientras que los
datos obtenidos por Gomes ef al. (2010) mostraron un marcado
efecto antioxidante de los monoglicéridos en aceite de oliva
purificado. Este hecho se explica en base al papel tan complejo
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que tienen los monoglicéridos en el proceso de oxidacién que hace
que los efectos pro/antioxidantes sean dependientes tanto de la
dosis como de la composicion en acidos grasos (Paradiso et al.,
2014). La naturaleza del aceite al que se afaden estos
monoglicéridos también determina, en parte, su efecto
antioxidante, siendo mas significativo en aceites con un bajo
grado de insaturacion.

Las formas oxidadas de los monoglicéridos y diglicéridos como
las de los triglicéridos disminuyen de forma muy importante la
estabilidad de los aceites incluso encontrandose a muy baja
concentracion. Estos compuestos oxidados, se pueden formar por
el tratamiento térmico del aceite, y en determinadas condiciones,
pueden llegar a alcanzar concentraciones elevadas. Billek et al.
(1978), describieron que después de un tratamiento térmico de 64
h a 180 °C tenia lugar la aparicion de un 25,2% de estos
compuestos.

Los productos de degradacion térmica son agentes prooxidantes
que reducen la estabilidad oxidativa del aceite en el que se
encuentran actuando sobre la formacidén de compuestos volatiles y
el consumo de oxigeno (Yoon et al., 1988). Por tanto, para el
desarrollo de procesos en los cuales el material de partida contiene
una gran cantidad de acidos grasos PUFAs es necesario trabajar en
condiciones moderadas de reacciéon que minimicen la oxidacidén de
los 4cidos grasos.
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2.

de

Objetivos

El objetivo principal de este estudio se centrd en la obtencidén
monoglicéridos mediante glicerdlisis enzimdatica de aceite de

anchoa con un alto contenido en PUFAs asi como la determinacion

de

la estabilidad oxidativa de los productos. Para alcanzar este

objetivo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

I.

Estudiar el comportamiento bioquimico de las lipasas
Lipozyme RM-IM y Lipase PS-DI en las reacciones de
glicerdlisis en medio “free-solvent”. A partir de estos
resultados, empleando la metodologia de superficie de
respuesta, determinar las condiciones Optimas de reaccion
(temperatura, relacion  molar  glicerol/triglicéridos y
concentracion de enzima) para la  producciéon de
monoglicéridos.

Determinar la influencia de la temperatura, la relacion molar
glicerol/triglicéridos y la concentracion de enzima en la
estabilidad oxidativa de los productos de la reaccion de
glicerdlisis.

Establecer las condiciones de reaccion enzimatica que permitan
una maxima produccion de monoglicéridos minimizando la
degradacion oxidativa de los productos de reaccion.
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3. Materiales y métodos

3.1. Glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa

3.1.1. Reactivos

R.1
R.2

R.3
R.4

R.5

Aceite de anchoa (Denomega Nutritional Oils) con alto
contenido en PUFAs (composicién en Figura 2).
Glicerol (Sigma-Aldrich).
Silice (Sigma-Aldrich).
Preparados enzimaticos comerciales (caracteristicas
detalladas en la Tabla 1 del Capitulo II): Lipase PS-DI y
Lipase PS-CI
Se pesd de cada enzima la cantidad indicada para cada
experiencia del disefio y se almaceno, en refrigeracion, en
frascos herméticamente cerrados junto con cloruro de litio
durante 24 h para fijar su actividad de agua en 0,158.
Fase movil HPLC.
e (Componente A: Isooctano calidad HPLC (Panreac)
e (Componente B: Mezcla metil terbutil éter:acido acético
(99,9:0,1). Anadir 1 ml de acido acético y enrasar a 11
con metil terbutil éter calidad HPLC (Panreac).
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Figura 2. Composicion en 4acidos grasos de aceite de anchoa
(Denomega Nutritional Oils).
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3.1.2. Protocolo experimental

Las reacciones de glicerolisis se realizaron en tubos de cristal,
utilizando como sustratos 6 g de aceite de anchoa (R.1) vy
diferentes cantidades de glicerol (R.2) para conseguir las
relaciones molares indicadas en el disefio de experimentos (1:1,
2:1 y 3:1), calculadas en base al peso molecular del triglicérido
medio (Kristensen et al., 2005). El glicerol afiadido a la reaccidn
se mezcldé con silice (R.3) en una proporcion 1:1, de forma que
¢ste actue como dosificador (Yeoh et al., 2009). La reaccion se
iniciaba por adicion de la lipasa inmovilizada, previamente
equilibrada su actividad de agua (R.4), Las concentraciones de
enzima utilizadas fueron 1, 5 y 9% respecto a la cantidad de
triglicéridos. Las muestras se sometian a incubacion con agitacién
orbital (200 rpm) a diferentes temperaturas (40, 50 y 60 °C)
durante 4 h. Transcurrido este tiempo se procedia a la detencidon
de la reaccion por la separacion de la enzima mediante
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min.

3.2. Andlisis de la composicion en lipidos neutros mediante
HPLC

El anélisis de la composicién en lipidos neutros del aceite
resultante se realiz6 mediante HPLC-ELSD (“Evaporative Light
Scattering Detector®) equipado con una columna de fase normal,
Lichrospher 100 Diol 5mm, 4x250mm (MERCK). El andlisis
implicaba pinchar 10 pl de una disoluciéon de 0,1 g del aceite en 50
ml de isooctano previamente desecado para su andlisis. La
separacion se llevo a cabo aplicando un gradiente en el cual se
variaba la proporcion de los componentes A y B de la fase movil
(R.5). A un flujo constante de 1 ml/min, durante los 10 primeros
min el 100% de la fase moévil se encontraba formada por el
componente A, para progresivamente ir disminuyendo su
proporcion hasta que a los 30 min el 100% de la fase movil estaba
compuesto por el componente B. El detector ELSD se programé a
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una temperatura de 45 °C y 3,5 bares de presion. Cada muestra se
analiz6 por duplicado.

3.3. Determinacion de la estabilidad oxidativa

Al igual que en el Capitulo III (apdo. 3.4.3.), la medida de la
estabilidad oxidativa de los productos de la glicerdlisis se realiz6
segun el método oficial AOCS (“American Oil Chemists' Society™)
Cd 12b-92 basado en la determinacion del tiempo de induccién
mediante un Rancimat 743 Metrohm.
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4. Resultados y discusion

En base a los resultados previos realizados sobre la actividad
hidrolitica de las lipasas comerciales (Capitulo II) y la capacidad
de produccién de SL enriquecidos en ALA mediante acidolisis
enzimatica (Capitulo III), se seleccionaron los preparados Lipase
PS-DI y Lipozyme RM-IM para la produccion de monoglicéridos
ricos en PUFAs.

Los factores seleccionados fueron la temperatura (A), la
relacion molar de sustratos (Gli/TG) (B) y la concentracién de
enzima (C). Estos fueron estudiados a tres niveles diferentes: bajo
(-1), medio (0) y alto (+1) (Tabla 1). Estos factores y sus niveles
fueron escogidos en funcidén de los resultados obtenidos por otros
autores en estudios previos para medios “free-solvent” (Kristensen
et al., 2005; Yeoh et al., 2009). Para este estudio se decidio fijar
la actividad de agua en valores bajos (0,158) para minimizar las
reacciones de hidroélisis, y el tiempo de reacciéon a 4 h. En la Tabla
2 se detallan las condiciones experimentales para cada una de las
experiencias de este disefio experimental.

Tabla 1. Niveles de los factores en la optimizacién de la reaccion de
glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa.

Niveles
Factores 1 0 +1
A: Temperatura (°C) 40 50 60
B: Relacion molar
(glicerol/triglicéridos) 1:1 2:1 3:1
C: Concentracion de enzima (%) 1 5 9

Para cada una de las enzimas estudiadas las variables respuesta
analizadas fueron:
e Composicién en acilgliceroles (monoglicéridos, diglicéridos

y  triglicéridos). Su andlisis permiti6 conocer el
comportamiento bioquimico de las enzimas estudiadas y
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determinar el Optimo de reacciéon para la produccion de
monoglicéridos.

e Tiempo de induccidon. Esta variable permitié determinar la
estabilidad oxidativa de los productos de reaccién y, por
tanto, conocer su potencial uso alimentario en base a la
correlacion con la calidad organoléptica de los aceites

Tabla 2. Disefio experimental 2° central compuesto cubico centrado en las
caras para la optimizacion de la glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa.

Factores
Temperatura Relacion de sustratos Concentracion de enzima
Exp. °O) (glicerol/triglicéridos) (%)
1 40 1:1 1
2 60 1:1 1
3 40 3:1 1
4 60 3:1 1
5 40 1:1 9
6 60 1:1 9
7 40 3:1 9
8 60 3:1 9
9 40 2:1 5
10 60 2:1 5
11 50 1:1 5
12 50 3:1 5
13 50 2:1 1
14 50 2:1 9
15 50 2:1 5
16 50 2:1 5
17 50 2:1 5

Para cada variable respuesta se realizd el analisis estadistico
del disefio mediante el programa STATGRAPHICS Centurion
XVI. En cada caso se determind la existencia de fallo de ajuste, la
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adecuacion del modelo propuesto asi como la significacion de sus
coeficientes. Mediante el andlisis de superficie de respuesta, se
determinaron los Optimos de reaccion para las variables,
porcentaje de monoglicéridos y tiempo de induccidén. A partir de
estos resultados se establecieron para cada preparado enzimatico
las condiciones mas apropiadas que maximizasen la produccion de
monoglicéridos manteniendo la estabilidad oxidativa del producto.

4.1 Glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa con
Lipozyme RM-IM

Lipozyme RM-IM es uno de los preparados comerciales mas
empleados en el estudio de la modificacion de grasas y aceites.
Como se ha constatado en los Capitulos Il y III, esta enzima
muestra unos niveles de actividad altos tanto para reacciones de
hidrolisis como de transesterificacion (acidolisis). Los valores de
las variables respuesta para cada experiencia del disefo
experimental (Tabla 2) con la lipasa Lipozyme RM-IM se detallan
en la Tabla 3.

En primer lugar se considerd importante obtener informacion
sobre el desarrollo de la reacciéon catalizada por Lipozyme
RM-IM. Para ello, se analizaron los modelos experimentales de las
variables respuesta contenido en monoglicéridos (MQG),
diglicéridos (DG) y triglicéridos (TG) de la mezcla de reaccidn
(Tabla 3). No se consideraron los acidos grasos libres (AGL) ya
que al trabajar a bajas actividades de agua las reacciones de
hidrolisis son minoritarias por lo que se detectaron AGL solo en 4
de las 17 experiencias. Esta baja produccion de acidos grasos
libres supone una ventaja adicional dado que en muchos casos es
necesaria su eliminacidon antes de poder emplear estos preparados
en la industria alimentaria. Uno de los principales motivos es que
los 4acidos grasos libres, con un gran numero de dobles enlaces, se
autooxidan con gran facilidad y los radicales formados promueven
la oxidacion de nuevas moléculas afectando de forma muy
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importante a la estabilidad oxidativa y a la calidad organoléptica y
nutricional del aceite (Miyashita y Takagi, 1986).

Tabla 3. Valores de las variables respuesta (productos de reaccion y
estabilidad oxidativa) para la reaccion de glicerodlisis de aceite de anchoa con
Lipozyme RM-IM mediante un disefio 2° central compuesto cibico centrado
en las caras.

Productos de reaccion (%) Tiempo de
Experiencia induccién

MG* DG’ TG® AGL® (h)

1 8,72 18,95 73,31 0,00 0,80
2 10,07 21,17 68,55 0,00 0,69
3 2,63 10,16 88,27 0,00 0,93
4 9,16 23,00 65,64 1,86 0,58
5 18,33 41,69 40,24 0,00 1,33
6 14,92 41,33 41,27 0,79 1,55
7 19,74 29,79 50,75 0,00 1,03
8 19,55 43,25 39,41 0,00 1,18
9 20,17 40,37 39,51 0,00 1,86
10 19,55 43,25 39,41 0,00 0,92
11 18,62 41,74 40,00 1,35 1,28
12 19,06 32,22 48,06 0,00 0,65
13 10,66 19,73 69,92 0,00 0,56
14 21,31 43,61 32,26 2,40 0,69
15 21,77 41,11 37,86 0,00 1,56
16 18,54 42,36 39,24 0,00 1,59
17 20,69 41,94 37,64 0,00 1,50

*MG: monoglicéridos; °DG: diglicéridos; °TG: triglicéridos; YAGL: acidos grasos
libres

4.1.1. Sintesis de monoglicéridos con Lipozyme RM-IM

Los resultados obtenidos del andlisis de la varianza de cada
uno de los modelos para monoglicéridos, diglicéridos vy
triglicéridos se detallan en la Tabla 4. El ANOVA para los
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monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos indicaba que no
existia fallo de ajuste, por lo que el modelo cuadratico
seleccionado parecia ser apropiado para la descripciéon de los
resultados obtenidos. Ademads, las ecuaciones del modelo ajustado
ofrecian una correlacién adecuada entre los resultados obtenidos
experimentalmente y los predichos, explicando el 99,5, el 98,71 y
el 98,59% de la variabilidad para la produccion de
monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos. Dado que los modelos
resultaban apropiados y poseian una buena capacidad de
prediccidon pueden ser empleados para el estudio de superficie de
respuesta.

Tabla 4. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccién de
glicerdlisis de aceite de anchoa con Lipozyme RM-IM para la produccion (%)
de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos. A: Temperatura (°C), B:
Relacién Gli/TG y C: Concentracion de enzima (%).

Monoglicéridos (%) Diglicéridos (%) Triglicéridos (%)

Suma de Suma de Suma de
Fuente Cuadrados Valor-P Cuadrados Valor-P Cuadrados Valor-P

A 1,34 03713 96,35 0,0042% 142,88 0,0052*
B 0,03  0,8650 70,01 0,0057* 82,71  0,0090*
C 276,78 0,0292*  1137,64  0,0004* 2616,63  0,0003*
AA 3,16 0,2583 1,40 0,2043 487  0,1258
AB 8,82  0,1602 74,66 0,0054* 11431 0,0065*
AC 1647  0,1184 0,48 0,3898 36,47 0,0200%
BB 11,79 0,1393 451 0,0088* 93,86 0,0079*
BC 21,26 0,1045 1,14 02352 1,45 0,3000
cC 65,12 0,0601 237,64 0,0017* 45131  0,0017*
F:jlltlztge 1,94 0,7252 24,54 0,0779 59,54 0,0605
(ng.l) 505,04 1964,97 4334,13
R’ 99,50% 98,71% 98,59%

*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%
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En el ANOVA (Tabla 4) se puede observar también que la
concentraciéon de enzima es el Unico factor que ejercia una
influencia significativa en la formacion de monoglicéridos
mediante glicerdlisis en medio “free-solvent” empleando la lipasa
Lipozyme RM-IM. Por el contrario, en triglicéridos, excepto AA y
BC, y en diglicéridos, AA, BC y AC, todos los factores resultaron
ser significativos (A: Temperatura, B: Relacion Gli/TG y C:
Concentracion de enzima).

La concentracion de enzima tenia un efecto positivo sobre la
reaccion de glicerdlisis al aumentar el contenido en
monoglicéridos (Figura 3 A) y diglicéridos (Figura 3 B) junto con
un descenso en los triglicéridos (Figura 3 C). En la produccidon de
monoglicéridos se puede observar que el incremento de la
concentraciéon de enzima poseia una forma hiperbolica
caracteristica (Figura 3 A). Cuando la cantidad de enzima se
encontraba por debajo del 5%, pequefios incrementos de ésta
provocaban un gran aumento en la cantidad de monoglicéridos
producidos. Resultados similares a los expuestos han sido
encontrados por otros autores. Naik et al. (2014) observaron que
este efecto positivo del incremento del biocatalizador tenia lugar
hasta que se alcanzaba un nivel optimo del 7%. Una vez
sobrepasado el incremento en el % de monoglicéridos se producia
de forma cada vez mas moderada hasta estabilizarse con un
maximo del 22,43%.

El empleo de altos % de enzima pueden provocar un descenso
en la cantidad de monoglicéridos como consecuencia de las
limitaciones en la transferencia de materia (Valério et al., 2010).
Este efecto se encuentra relacionado con que a bajas cantidades de
enzima en el entorno de la proteina existe un exceso de sustrato
por lo que todos los centros activos se encuentran saturados por
moléculas de sustrato, dando lugar a un incremento lineal en la
producciéon de monoglicéridos. Sin embargo, superada la cantidad
optima de enzima, dichos centros activos no quedan expuestos y
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Figura 3. Grafica de efectos principales de los factores del disefio sobre
la reaccion de glicerdlisis para Lipozyme RM-IM. A) monoglicéridos
(%); B) diglicéridos (%); C) triglicéridos (%).
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accesibles a los sustratos debido a una posible agregacion por la
gran cantidad de inmovilizado en el medio (Ghamgui et al., 2006).
Esto implica que, a pesar de la elevada concentracion en el medio,
la cantidad de enzimas activas es menor debido al impedimento en
el acceso a sus centros activos. En las reacciones de glicerolisis
“free-solvent”, la densidad del medio favorece la agregaciéon de
los inmovilizados.

Una de las aproximaciones para elevar la produccion de
monoglicéridos se centra en la alteraciéon del equilibrio de
reaccion variando la relacion de sustratos
(glicerol/triglicéridos). Como se indica en la Figura 4 A, cuando
se emplean relaciones molares de sustratos altas de 3:1 (exceso de
glicerol), el equilibrio de la reaccion se desplaza hacia la
produccién de monoglicéridos, mientras que las relaciones molares
mas bajas 1:1 favorecen la produccion de diglicéridos (Figura 4
A). En este estudio se observdo un comportamiento diferente al
esperado en el que los ratios mas altos de Gli/TG provocaban un
descenso de los monoglicéridos.

El ANOVA indicaba que este factor, relaciéon de sustratos, no
influia en la producciéon de monoglicéridos, pero si era un efecto
significativo para el resto de especies de acilgliceroles (DG y TG)
por lo que si que influia en la reaccion global de glicerdlisis
(Tabla 4). En la Figura 3, puede observarse como los incrementos
en la relacion Gli/TG provocaban aumentos en la cantidad de
mono y diglicéridos (Figuras 5 A y 5 B) hasta un valor a partir del
cual se observaba un descenso de esta producciéon que iba
relacionada con el incremento en el contenido en triglicéridos lo
que indica que éstos no eran utilizados como sustrato por la lipasa
(Figuras 5 C). Resultados similares han sido observados por otros
autores como Kristensen et al. (2005), que indican que este
comportamiento puede ser debido a la interaccion entre el soporte
de inmovilizacion y el glicerol. En Lipozyme RM-IM, la lipasa de
R. miehei se encuentra inmovilizada sobre una resina de
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intercambio anidnico de caracter hidrofilico con una fuertemente
tendencia a adherirse al glicerol (Watanabe et al., 2003).

A) Reaccidn de glicerolisis con relacion alta de Gli/TG (3:1).

(0] (0]
o—LR, OH OH o—L-R,
(0] (0]
0] (0]
o—LLR, OH o—LLR, OH
Triglicérido Glicerol 2,3-Diglicérido ~ 1-Monoglicérido
OH OH OH OH
2 e
(0] R OH OH 0] R
2 4+ — + 2
(0] 0]
o—lLRy OH o0—LR; OH
2,3-Diglicérido Glicerol 3-Monoglicérido ~ 2-Monoglicérido

B) Reaccion de glicerdlisis con relacion baja de Gli/TG (1:1).

0 0
o—LLR, OH o—LR, OH
0 0
o—-R, 4+ OH _» |-OH + [O—Re
0 o)
o—LR, OH OH 0—-Rg
Triglicérido Glicerol 1-Monoglicérido ~ 2,3-Diglicérido
0 0 o)
o} o)
OH + O—L-Rs; —> [—OH + —O—LRs
(0] (0] 0]
OH 0—LLRe o—-R, o—LLRy
1-Monoglicérido  Triglicérido 1,3-Diglicérido ~ 2,3-Diglicérido

Figura 4. Desplazamiento teorico del equilibrio por variaciéon de la relacién
glicerol/triglicéridos hacia: A) Formacién de monoglicéridos; B) Formacion
de diglicéridos.
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Figura 5. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar de sustratos y la concentracion de enzima en la reaccion de
glicer6lisis con Lipozyme RM-IM. Temperatura 50 °C. A)
monoglicéridos (%); B) diglicéridos (%); C) triglicéridos (%).
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Esto generaria un microentorno, con una concentracion muy
elevada de glicerol, formando una capa limite alrededor que
dificultaria el acceso de triglicéridos al centro activo limitando la
transferencia de materia y saturando a la enzima de glicerol,
ademés de favorecer su agregacion. Como consecuencia, un
contenido excesivo de glicerol reduciria la velocidad de reaccidn
de la lipasa. Por tanto, el tipo de soporte es de especial
importancia en las reacciones de glicerdlisis. Asi, las lipasas
inmovilizadas sobre soportes de naturaleza mas hidrofébica
pueden catalizar reacciones en presencia de glicerol libre,
mientras que en aquellos mas hidrofilicos no se detecta actividad
si el glicerol no estd adsorbido sobre una matriz que lo dosifique
(Yeoh et al., 2009).

En la Tabla 4 se puede observar que tanto la temperatura
como la interaccion temperatura-relacion glicerol/triglicéridos
no eran efectos activos en el modelo de produccion de
monoglicéridos aunque si afectaban a la reaccion general de
glicerolisis como indican los resultados sobre la produccion de
diglicéridos y la conversion de triglicéridos (Figura 6).

La temperatura tenia un efecto positivo sobre la reaccién al
reducir el contenido en triglicéridos e incrementar el de
diglicéridos. Estudios realizados por Kristensen et al. (2005)
también indican que la produccion de diglicéridos se veia
favorecida por el incremento de la temperatura incluso hasta los
80 °C, aunque el rango 6ptimo de actuacidn seria entre 40 y 60 °C
para minimizar la degradacion térmica y poder reutilizar la enzima
un mayor numero de veces. En el desarrollo de procesos
continuos, puede ser necesario perder parte del potencial catalitico
y trabajar a temperaturas mas bajas en las que la enzima posee una
mayor estabilidad, en busca de un mayor numero de
reutilizaciones del preparado. En las reacciones de glicerdlisis en
medio “free-solvent”, la mezcla entre los aceites y el glicerol
posee una baja miscibilidad. Junto a esto, la elevada viscosidad
del medio debido al glicerol limita la difusidon de los sustratos
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Figura 6. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar de sustratos y la temperatura en la reaccion de glicerdlisis con
Lipozyme RM-IM. Concentracion de enzima 1%. A) monoglicéridos (%);
B) diglicéridos (%); C) triglicéridos (%).
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disminuyendo el nimero de triglicéridos transformados en mono y
diglicéridos (Zeng et al., 2010). A relaciones altas de Gli/TG y
temperatura baja, la viscosidad excesiva del medio dificultaba el
acceso de los sustratos al centro activo de la enzima dando como
resultado una reduccién en conversion de los triglicéridos (Figura
6 C)en diglicéridos y monoglicéridos por parte de Lipozyme
RM-IM (Figura 6 A y 6 B). Conforme se incrementaba la
temperatura, la resistencia del medio a la difusiéon de los sustratos
se veia reducida y el numero de triglicéridos disminuia
rapidamente como consecuencia de su transformacion en
monoglicéridos y diglicéridos. Por tanto el ratio Optimo
glicerol/triglicéridos de la lipasa es muy dependiente de la
temperatura de reaccion.

A partir de los datos experimentales obtenidos del disefio
experimental se procedid al céalculo del modelo de regresion que
explique la produccion de monoglicéridos. Una vez calculados los
coeficientes de regresidon, la ecuacidn que se ajusta al modelo
experimental seria la siguiente:

Monoglicéridos (%) = —25,24 + 1,10 * A+ 1,12 * B+ 5,4 * C — 0,01 = A?
+010%«A*B —0,04*A*xC—211%*B%2+0,41*B=*C
—0,31%C?

El estudio de la superficie de respuesta indicaba que la
maxima produccion de monoglicéridos se conseguia mediante la
siguiente combinacion de los factores: temperatura de 48,8 °C,
relacion de glicerol/triglicéridos de 2,18 y concentracion de
enzima 7,32%. Bajo estas condiciones el modelo predice una
maxima produccién de monoglicéridos del 22,53%. Estos niveles
son similares a los encontrados en la literatura, donde por ejemplo
se indica que las relaciones mdas apropiadas para la produccion de
monoglicéridos se sitiian en torno a 2, y la temperaturas Optima de
enzima es de 55 °C (Noureddini y Harmeier, 1998).
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4.1.2. Estudio de la estabilidad oxidativa de los productos de
glicerdlisis con Lipozyme RM-IM

Como parte del estudio de optimizaciéon de la reaccion de
glicerdlisis de aceite de anchoa con la lipasa de R. miehei
inmovilizada (Lipozyme RM-IM) se estudid la estabilidad
oxidativa de los productos. Para ello, se determind el tiempo de
induccion (ti) de los productos de reaccion en las condiciones
indicadas por el disefio (Tabla 2). En todas las experiencias, la
estabilidad oxidativa era menor que en el aceite de partida
(2,07 h), oscilando los ti entre 0,56 y 1,86 h. A partir de estos
resultados se realizé un analisis de la varianza (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de la varianza en la optimizacién de la reacciéon de
glicerodlisis con aceite de anchoa para el tiempo de induccidén con la lipasa
Lipozyme RM-IM.

Suma de

Fuente Cuadrados Gr Razén-F Valor-P

A: Temperatura (°C) 0,00 1 0,25 0,7061

B: Relacion Gli/TG 0,16 1 91,02 0,0665
¢ Cgr?chm“:*(‘(f/‘o‘)’“ de 0,49 1 273,80 0,0384*
AA 0,72 1 398,25 0,0319*

AB 0,01 1 6,67 0,2351

AC 0,09 1 47,84 0,0914

BB 0,25 1 137,89 0,0541

BC 0,06 1 33,06 0,1096
CcC 0,99 1 548,73 0,0272%*

Falta de ajuste 0,25 4,00 34,28 0,1256

Total (corr.) 2,46 14,00
R’ 89,90%

*Gl: grados de libertad
*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%
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El andlisis de la varianza mostraba que el modelo empleado
para la descripcion de los resultados de estabilidad oxidativa de
los productos de reaccion era valido y poseia una buena capacidad
de prediccion explicando el 89,9% de la variabilidad.

Una vez calculados los coeficientes de regresion, la ecuacion
que se ajusta al modelo experimental para el tiempo de induccién
quedaria asi:

Tiempo de induccién (h) = 14,811 —-0,639*A+ 1,541 *B+ 0,395+« C +
0,006 * A> — 0,004 *A*B + 0,003 A*C—
0,342 * B2 — 0,21 * B* C — 0,042 * C?

El diagrama de Pareto muestra que los factores concentracion
de enzima y la temperatura eran los unicos efectos activos en el
modelo (Figura 7). Estos resultados del tiempo de induccion estan
relacionados tanto con la composicion de los productos finales de
reaccion como con el efecto de la temperatura sobre la estabilidad
de estos compuestos.

CC
AA

C:Concentracion de enzima (%)

BB
B:Relacion de sustratos (Gl/TG)
AC
BC
AB

A:Temperatura ('C)

16 20 2

Efecto estandarizado

Figura 7. Diagrama de Pareto para los efectos de los factores del
disefio sobre el tiempo de induccidn.

Dado que la composicion en acilgliceroles también puede
afectar a la estabilidad del producto de reaccion se procedid a
realizar un estudio de las correlaciones entre los productos y el
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tiempo de induccion. El estudio de las correlaciones de Pearson
indicaba que existia una fuerte interrelacion entre el tiempo de
induccién y en contenido tanto en diglicéridos como en
triglicéridos (Tabla 6). El contenido en diglicéridos se relacionaba
positivamente con el tiempo de induccidn, indicando que estos
acilgliceroles mejoraban la estabilidad oxidativa del producto,
mientras que el incremento en el contenido en triglicéridos estaba
correlacionado negativamente con la estabilidad.

Tabla 6. Matriz de correlacion con el coeficiente de Pearson entre las
variables respuesta del disefio experimental para Lipozyme RM-IM.

MG* (%) DG" (%) TG (%) ti’ (h)
0,9070 -0,9518 0,4121
MG* (%)
0,0000* 0,0000%* 0,1270
. 0,9070 -0,9872 0,5888
DG" (%)
0,0000%* 0,0000* 0,0164
-0,9518 -0,9872 -0,5199
TG (%)
0,0000%* 0,0000* 0,0390*
. 0,4121 0,5888 -0,5199
ti? (h)
0,1270 0,0164* 0,0390*

*MG: monoglicéridos; "DG: diglicéridos; “TG: triglicéridos; %ti: tiempo de induccion
* Correlaciones significativas a un nivel de confianza del 95%

La concentracion de enzima es el factor que mayor peso
presentaba sobre la estabilidad. El incremento de este factor tenia
un efecto positivo sobre la estabilidad oxidativa de los aceites
pero una vez superados los valores centrales este efecto positivo
desaparecia dando lugar a una pérdida de la estabilidad al
aumentar este ratio (Figura 8). El efecto positivo de la
concentracion de enzima puede ser debido a que este factor
favorece la produccion de diglicéridos los cuales, como muestra la
matriz de correlacidon, incrementaban el tiempo de induccion.

La wvariable temperatura mostraba también un fuerte
comportamiento cuadratico sin que el componente lineal fuese
significativo en el proceso. Este factor tenia un comportamiento
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Figura 8. Grafica de efectos principales de los factores del disefio
sobre la reaccion de glicerodlisis para el tiempo de induccidén con
Lipozyme RM-IM.

diferente al esperado ya que las temperaturas madas altas suelen
provocar una mayor pérdida en la estabilidad de los aceites. Por
contra, el estudio de la superficie de respuesta indicaba que a
partir de los 50 °C, el incremento de la temperatura daba lugar a
una mejora en la estabilidad del producto (Figura 9). Esto puede
ser consecuencia, nuevamente, de que este factor mejoraba la
produccién de diglicéridos que protegian frente a la oxidacidén
(Figura 6). Las temperaturas empleadas en el proceso no eran tan
elevadas como para producir una degradacion térmica del aceite
que redujera de forma notable su estabilidad.

El estudio de la superficie de respuesta indicaba que las
condiciones optimas que minimizaban la oxidacion eran: 60 °C de
temperatura, 1,76 de relacion glicerol/triglicéridos y 6,12% de
concentraciéon de enzima. Con esta combinacion de los factores el
modelo predice un tiempo de inducciéon de 2,09 h. Este valor era
muy similar al encontrado para el aceite de anchoa sin tratar (ti
2,07 h).

Con el objeto de encontrar unas condiciones de trabajo en las
que se obtuviera una combinacion adecuada de produccidon de
monoglicéridos y estabilidad oxidativa de los productos, se
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Figura 9. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar de sustratos y la temperatura en la reaccion de glicer6lisis con
Lipozyme RM-IM. Concentracion de enzima 2%.

procedid al estudio de estas dos caracteristicas en los 6ptimos de
cada respuesta (Tabla 7). Los resultados indicaban que las
condiciones en las que se obtenia la maxima estabilidad (2,09 h)
eran las mas apropiadas dado que el contenido en monoglicéridos
era alto (20,52%). No obstante, la maximizacion de la produccion
de monoglicéridos reducia notablemente el tiempo de induccién
(1,24 h) y unicamente se incrementaba un 2% el contenido en
monoglicéridos respecto a las condiciones anteriores.

Tabla 7. Condiciones 6ptimas para produccion de monoglicéridos mediante
glicerdlisis de aceite de anchoa con Lipozyme RM-IM utilizando como
variables respuesta % MG y tiempo de induccion.

Factores® Respuestas
Optimizaciéon ]
A B C MG (%) ti (h)
_ Tiempo de 60 176 6,12 20,52 2,00
induccidn (ti)
Produccion MG 48,8 2,18 7,32 22,53 1,24

? A: Temperatura (°C); B: Relacion molar de sustratos (GI/TG); C: Concentracion de enzima (%)
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4 .2. Glicerdlisis enzimatica de aceite de anchoa con
Lipase PS-DI

Como ya se ha indicado en la sintesis de monoglicéridos con
Lipozyme RM-IM (apdo. 4.1.1.), en las reacciones de glicerolisis
en medio “free-solvent” el soporte al que se ancla la lipasa parece
ser uno de los factores mas importantes para la catalisis. Aquellos
biocatalizadores inmovilizados de caracter hidrofilico presentan
problemas al generar una capa de glicerol alrededor de la enzima
que limita la transferencia de materia. En concreto, el soporte
“tierra diatomeas” de Lipase PS-DI tiene un caracter neutro, con
una hidrofobicidad mayor que otros soportes como Duolite
(Lipozyme RM-IM) lo que, en principio, le convertiria en un
soporte de inmovilizacion adecuado para llevar a cabo este tipo de
reacciones.

Al igual que en el estudio anterior, se analizé la influencia de
los factores temperatura, relacién glicerol/triglicéridos 'y
concentracion de enzima sobre la reaccion de glicerolisis mediante
un disefio 2 central compuesto cubico centrado en las caras
empleando como respuestas las concentraciones de acilgliceroles y
acidos grasos libres producidos y tiempo de induccion (Tabla 2).
A continuacion se muestran los resultados del disefio experimental
de los productos de reaccidén transcurridas 4 h, asi como la
estabilidad oxidativa de los productos determinada mediante el
tiempo de induccion (Tabla 8).

De forma similar a como ocurria en el estudio anterior con
Lipozyme RM-IM, la baja actividad de agua fijada para la enzima
Lipase PS-DI posiblemente haya minimizado las reacciones de
hidrélisis. Como consecuencia, los niveles de acidos grasos libres
fueron indetectables en la mayor parte de experiencias realizadas
impidiendo, por tanto, construir un modelo que pueda predecir su
produccion.
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Tabla 8. Valores de las variables respuesta (productos de reaccion y
estabilidad oxidativa) para la reaccion de glicerolisis de aceite de anchoa con
Lipase PS-DI mediante un disefio 2° central compuesto ctibico centrado en las
caras.

Productos de reaccién (%) Tiempo de
Experiencia induccion

MG? DG® TG AGL® (h)

| 15,96 50,30 32,39 3,82 0,62
2 10,83 50,51 44,79 0,00 0,91
3 18,73 49,91 27,79 3,02 1,29
4 19,08 47,46 29,81 0,00 1,12
5 17,34 52,99 29,41 3,24 0,97
6 14,03 46,23 39,70 0,00 1,11
7 20,32 54,36 23,10 3,12 1,57
8 30,50 53,29 20,46 0,00 0,79
9 17,47 52,02 23,86 4,25 1,22
10 20,05 55,31 26,62 0,00 0,96
11 18,44 50,25 28,20 2,33 1,14
12 23,11 53,75 22,34 0,00 1,33
13 17,11 51,69 29,83 2,72 1,2
14 22,27 51,60 23,99 0,00 1,24
15 19,28 51,76 29,00 0,00 1,02
16 18,05 50,30 32,36 0,00 0,97
17 17,40 50,51 30,98 0,00 1,04

*MG: monoglicéridos; "DG: diglicéridos; °TG: triglicéridos; “AGL: 4cidos grasos libres

4.2.1. Sintesis de monoglicéridos con Lipase PS-DI

Los resultados del analisis de la varianza del disefio para mono,
di y triglicéridos se detallan en la Tabla 9. E1 ANOVA del disefio
experimental para el estudio de la produccion de monoglicéridos
indicaba que no existia fallo de ajuste por lo que el modelo
empleado en la descripciéon de los resultados era valido. Asi
mismo, el modelo poseia una buena capacidad de predicciéon como
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lo indicaba su coeficiente de correlacion R? de 92,10% (Tabla 9).
De igual manera los resultados del ANOVA para la produccion de
diglicéridos y conversion de triglicéridos muestran que no existia
fallo de ajuste y que era posible explicar el 80,75 y el 83,73% de
la variabilidad respectivamente.

Tabla 9. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccioén de
glicerdlisis de aceite de anchoa con Lipase PS-DI para la produccion (%) de
monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos. A: Temperatura (°C), B: Relacion
Gli/TG y C: Concentracion de enzima (%).

Monoglicéridos (%) Diglicéridos (%) Triglicéridos (%)

Suma de Suma de Suma de
Fuente Cuadrados Valor-P Cuadrados Valor-P Cuadrados Valor-P

A 2,18 0,2620 18,23 0,0074* 61,65 0,0433*
B 123,48 0,0073* 19,60 0,0071* 260,00 0,0108*
C 51,76 0,0172* 5,37 0,0136* 78,12 0,0346*
AA 3,95 0,1728 2,38 0,0204* 0,44 0,7334
AB 44,98 0,0197* 0,06 0,1311 67,92 0,0395%*
AC 16,97 0,0498* 4,49 0,0149* 5,73 0,2921
BB 1,72 0,3036 3,25 0,0175* 0,50 0,7152
BC 8,88 0,0891 6,14 0,0127* 4,46 0,3378
CcC 0,22 0,6740 20,30 0,0070* 11,52 0,1822
Falta de
ajuste 19,93 0,1965 27,29 0,0159 92,44 0,1391
Total
(corr.) 275,434 141,76 603,26
R’ 92,10% 80,75% 83,73%

*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%

En Tabla 9 puede observarse que la relacion de sustratos (B), la
concentracion de enzima (C) y sus interacciones con la
temperatura (AB y AC) eran efectos activos en el modelo de
produccién de monoglicéridos. Todos ejercian un efecto positivo
sobre la produccién de monoglicéridos, siendo el méas importante
para esta reaccion la relacion glicerol/triglicéridos (B). En los
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diglicéridos todos los efectos eran significativos excepto la
interaccidon temperatura-relacion de sustratos (AB), mientras que
los efectos que influian en la produccidon de triglicéridos eran A,
B, C y AB.

La relacion de sustratos (glicerol/triglicéridos) era un factor
cuyo efecto estaba muy relacionado con el soporte sobre el que se
encuentra inmovilizada la enzima. Como ya se ha comentado, la
produccién de monoglicéridos tedricamente se ve favorecida por el
uso de un exceso de glicerol, aunque un exceso de este compuesto
puede afectar negativamente a la capacidad catalitica de las
lipasas. Los resultados encontrados en este disefio para Lipase
PS-DI indicaban que si que tenia lugar este efecto positivo del
incremento de la relacion de glicerol/triglicéridos sobre la
produccién de monoglicéridos (Figura 10 A). El uso de cantidades
cada vez mayores de glicerol disminuia la cantidad de diglicéridos
formados hasta estabilizarse o, incluso, reducirse posiblemente por
su conversiéon en monoglicéridos al reaccionar con mas glicerol
(Figura 10 B). Por su parte, la cantidad de triglicéridos disminuia
por el incremento de este factor indicando que se convertian en
mayor grado cuando se incrementaba el contenido en glicerol
(Figura 10 C).

Este comportamiento diferia significativamente del encontrado
para el preparado Lipozyme RM-IM en el que, superados los
valores centrales del disefio, la capacidad de la enzima para
catalizar la reaccién de glicerdlisis se veia disminuida. Esto es
resultado de las diferentes caracteristicas del soporte sobre el que
estan inmovilizadas las enzimas, ya que mientras que en Lipozyme
RM-IM el soporte tiene un caracter hidrofilico, la tierra diatomeas
del preparado Lipase PS-DI son claramente més hidrofobicas (Plou
et al., 1996). El soporte enzimatico de Lipase PS-DI puede tener
la capacidad para adsorber glicerol y dosificarlo creando un
microentorno alrededor de la enzima con una concentracion de
glicerol que, a diferencia del soporte de Lipozyme RM-IM, no
entorpece la difusion del resto de sustratos. Esto contribuye al
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hecho de que el preparado actuaba de forma eficaz en
concentraciones altas de glicerol. En este sentido, los estudios
realizados por Kristensen et al. (2005) demostraban que cuando en
los ensayos se utilizaba Lipase PS-DI los ratios de conversion de
los triglicéridos son similares, tanto si el glicerol es empleado en
forma libre como preadsorbido sobre gel de silice, debido a que el
propio soporte de inmovilizacion actia como matriz de
dosificacion del glicerol. Esta interaccion entre el soporte y el
glicerol, junto con la menor tendencia de este inmovilizado a
agregarse, hace que el aumento de la viscosidad no tenga un efecto
tan importante sobre la actividad de la enzima como cuando el
soporte de inmovilizacion es hidrofilico como en el caso de
Lipozyme RM-IM (Bornscheuer, 1995).

En la Figura 11 A, puede observarse que cuando la
concentracion de enzima se incrementaba, la cantidad de
monoglicéridos producidos también se veia incrementada. Por el
contrario, este efecto no se observaba en el resto de acilgliceroles
de la reaccion, y a altas concentraciones de enzima la conversion
de triglicéridos se estabilizaba y la cantidad de diglicéridos se
reducia (Figuras 11 B y 11 C). Esto parece indicar que la enzima
dejaba de utilizar triglicéridos como sustrato preferente, para
catalizar la conversion de los diglicéridos en monoglicéridos. Si la
cantidad de glicerol es suficiente las lipasas utilizan los
diglicéridos como sustrato para dar lugar a 2 moléculas de
monoglicéridos. Inicialmente en la reaccion, la cantidad de
diglicéridos como productos intermedios de la reaccion es superior
a la de monoglicéridos (Cheirsilp et al., 2007). En este equilibrio
en presencia de un exceso de glicerol, el principal producto de la
reaccioén son los monoglicéridos. En los sistemas “free-solvent” la
transferencia de materia es mdas lenta que en un sistema con
disolvente donde los sustratos difunden con mayor facilidad por lo
que el tiempo que tarda en alcanzar el equilibrio es mayor.
Adicionalmente, a mayor cantidad de enzima el equilibro se
alcanzard antes al no existir problemas derivados de la agregaciéon
enzimatica que reduzcan el numero de centros activos disponibles.
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Figura 11. Grafico de superficie de respuesta estimada para la
concentracion de enzima y la temperatura en la reaccion de
glicerdlisis con Lipase PS-DI. Relacion molar de sustratos 3:1. A)
monoglicéridos (%); B) diglicéridos (%); C) triglicéridos (%).
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El efecto individual de la temperatura no resulté significativo
en el modelo calculado para los monoglicéridos, pero la
interaccion relacion molar de sustratos-temperatura si era un
efecto activo. En este disefio se observaba que el incremento de la
temperatura tenia un efecto positivo sobre la produccion de
monoglicéridos hasta alcanzar un méaximo entorno al centro del
dominio experimental. Temperaturas superiores a los 50° C,
provocan una disminucién en la cantidad de monoglicéridos
sintetizados (Figura 11 A). Resultados similares han sido
encontrados por Noureddini y Harmeier (1998), que obtenian la
maxima produccion de monoglicéridos cuando los ensayos se
realizan a 55 °C. Estos autores indican que la lipasa de B. cepacia
presentaba una buena termoresistencia manteniendo unos niveles
altos de actividad a temperaturas superiores a 60 °C, aunque el uso
de temperaturas superiores a 50 °C disminuia su actividad por la
pérdida de su conformacioén activa. De manera similar Pawongrat
et al. (2007), observaron que para Lipase AK de Pseudomonas
fluorescens inmovilizada sobre Accurel EP-100 el rendimiento en
la produccion de monoglicéridos mejoraba conforme se
incrementaba la temperatura hasta los 45 °C.

La interaccion entre la relacién molar glicerol/triglicéridos y la
temperatura de reaccion resultaba significativa tanto en la
producciéon de monoglicéridos como en la conversion de
triglicéridos. El efecto negativo de la temperatura puede
observarse en la Figura 12 C, donde el contenido en triglicéridos
se incrementaba conforme lo hacia la temperatura a relaciones de
glicerol/triglicéridos de 1:1. Por el contrario, este efecto negativo
de la temperatura no se observaba a relaciones mayores de 3:1,
dado que el % de triglicéridos transformados permanecia
constante. Este comportamiento puede deberse a un efecto
protector del glicerol frente a la desnaturalizacién térmica de la
enzima. Diversos estudios indican que el glicerol ademéas de
modificar la viscosidad del medio puede interaccionar con la
proteina teniendo un efecto protector afectando de forma positiva
a su actividad (Ye et al., 1988; Asther y Meunier, 1990).
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Figura 12. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar de sustratos y la temperatura en la reaccion de glicerolisis con
Lipase PS-DI. Concentracion de enzima 5%. A) monoglicéridos (%); B)
diglicéridos (%); C) triglicéridos (%).
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Aunque las lipasas son enzimas capaces de actuar en medios
organicos, en general su estabilidad es menor que en soluciones
acuosas y son mdas sensibles a la desnaturalizacion térmica.
Determinados compuestos como el glicerol estabilizan la
conformaciéon de las lipasas incrementando su resistencia térmica.
Por ejemplo, en la hidrélisis del aceite de oliva en isooctano este
compuesto incrementaba la vida media al actuar como agente
estabilizador frente a la accidon desnaturalizante de los solventes
organicos y la temperatura (Yang y Rhee, 1991). Este efecto se ha
encontrado en otros polialcoholes donde se observa que su efecto
protector se ve incrementado conforme se aumenta la
concentracién (Noel y Combes, 2003).

A partir de los resultados del diseflo se calculd la ecuacion para
la prediccion del porcentaje de monoglicéridos producidos por
Lipase PS-DI:

Monoglicéridos (%) = 14,87 + 0,60 * A + 12,86 * B— 1,60 * C — 0,01 * A?
+0,24*A*B +0,04+A*C+0,80*B?+0,26+Bx*C
—0,02 % C?

Analizando la superficie de respuesta para la optimizacion de
la produccion de monoglicéridos con el preparado Lipase PS-DI se
determind que los mejores resultados se obtenian situando los tres
factores en los niveles mas altos del dominio, alcanzando un
maximo tedrico de un 29,67% de monoglicéridos.

4.2.2. Estudio de la estabilidad oxidativa de los productos de
glicerdlisis con Lipase PS-DI

En la Tabla 8 se recogen los resultados del disefio para la
estabilidad oxidativa de los productos de la reaccion de
glicerdlisis con aceite de anchoa catalizada por Lipase PS-DI.
Como en el caso anterior, el tiempo de induccion del aceite de
partida fue de 2,07 h, siendo el rango de estabilidad de las
experiencias realizadas de entre 0,62 y 1,57 h.
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Los resultados del ANOVA para la respuesta tiempo de
induccion indicaban que el modelo empleado resultaba adecuado
para describir los datos observados de estabilidad oxidativa de los
productos de la glicerdlisis (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de la varianza en la optimizacion de la reaccion de
glicerolisis con aceite de anchoa para el tiempo de induccién con la lipasa
Lipase PS-DI.

Suma de

Fuente Cuadrados GI°* Razon-F Valor-P
A: Temperatura (°C) 0,06 1 46,80 0,0207*
B: Relacion Gli/TG 0,18 1 140,19 0,0071%*
¢ Cg;l;fm“gi‘(f/ff)’“ de 0,03 1 22,43 0,0418*
AA 0,03 1 24,18 0,0390*
AB 0,24 1 183,12 0,0054*
AC 0,07 1 55,54 0,0175*
BB 0,00 1 2,77 0,2377
BC 0,05 1 34,62 0,0277*
CcC 0,00 1 0,97 0,4286
Falta de ajuste 0,12 5 18,03 0,0534
Total (corr.) 0,78 16
R? 84,64%

*Gl: grados de libertad
*Efectos activos en el modelo a un nivel de confianza del 95%

La ecuacion que describe la estabilidad de los productos de la
glicerdlisis con Lipase PS-DI capaz de predecir el 84,64% de la
varianza era:

Tiempo de induccién (h) = —3,863 + 0,167 * A + 0,944 * B + 0,156 * C + 0,001 = A?
—0,017*A*B —0,002%«A*C+0,037*B%—0,019«B*C
— 0,001 * C?

Como puede observarse en el diagrama de Pareto, los 3 factores
analizados en el disefio: temperatura (A), relacion molar de
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sustratos (B) y concentracion de enzima (C) tienen un efecto
significativo en el modelo (Figura 13).

AB

B:Relacion de sustratos (Gli/TG)
AC

A:Temperatura (°C)

BC

AA

C:Concentracion de enzima (%)
BB

cC

1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1
2 3 4
Efecto estandarizado

= -
—

Figura 13. Diagrama de Pareto estandarizado para el tiempo de
induccién de los productos de glicerdlisis.

El estudio de las correlaciones entre los distintos productos de
la reaccion y el tiempo de induccidon muestra que Unicamente el
contenido en diglicéridos parece estar relacionado positivamente
con la estabilidad oxidativa (Tabla 11).

Tabla 11. Matriz de correlacion con el coeficiente de Pearson entre las
variables respuesta del disefio experimental para Lipase PS-DI.

MG* (%) DG" (%) TG (%) ti’ (h)
0,2822 -0,8448 0,0823
MG?* (%)
0,2896 0,0000* 0,7535
. 0,2822 -0,6632 0,6293
DG (%)
0,2896 0,0051* 0,0090*
-0,8448 -0,6632 -0,3650
TG (%)
0,0000* 0,0051* 0,1497
. 0,0823 0,6293 -0,3650
ti? (h)
0,7535 0,0090* 0,1497

*MG: monoglicéridos; "DG: diglicéridos; “TG: triglicéridos; %ti: tiempo de induccion
* Correlaciones significativas a un nivel de confianza del 95%
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El incremento de la relacion glicerol/triglicéridos mejoraba la
estabilidad oxidativa de los productos. Esto puede ser resultado de
que los triglicéridos del aceite de partida estaban formados en
gran parte por acidos PUFAs facilmente oxidables por el gran
numero de dobles enlaces que poseen, por lo que al incrementar la
proporcion de glicerol, que es mas estable a la oxidaciéon, el
producto final ha incrementado su tiempo de induccion.

Como cabria esperar, el incremento de la temperatura de
reaccion provocaba un aumento en la inestabilidad del aceite como
puede observarse al disminuir el tiempo de inducciéon conforme se
incrementaba la temperatura (Figura 14). La temperatura da lugar
a formas oxidadas de los 4cidos grasos, especies con un alto poder
prooxidante que reduce el tiempo de induccidn.

Tiempo de induccién (h)
0,61-0,71
0,71-0,81
0,81-0,91
0,91-1,01
1,01-1,11

] 1,11-1,21

1mmm 121-1,31

I 131141

1 1,41-1,51

. 151-1,61

Tiempo de induccion (h)

3
26

40 “ " ‘ 1,8 Relacion de sustratos (Gli/'TG)

L
32 56 60 1
Temperatura (°C)

Figura 14. Grafico de superficie de respuesta estimada para la relacion
molar de sustratos y la temperatura en la reaccion de glicerolisis con
Lipase PS-DI. Concentraciéon de enzima 5%.

El estudio de los resultados del disefio indicaba que para el
dominio estudiado, la maxima estabilidad de los productos se
alcanzaba cuando se situaba la temperatura a 40 °C, la relacion de
glicerol/triglicéridos en 3:1 y la concentracion de enzima en el
9%. Con esta combinacidon de los factores el modelo indicaba que
el tiempo de induccidn seria de de 1,53 h (Tabla 12). En este caso,
la temperatura era un factor muy importante que causaba una gran
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pérdida de estabilidad, por lo que es necesario fijarla en los
valores mas bajos posibles.

Al comparar estos resultados de estabilidad y porcentaje de
monoglicéridos predichos por los modelos, puede observarse que
la temperatura era el factor que marcaba la diferencia entre las dos
condiciones estudiadas. Los valores bajos de temperatura
permitian que el aceite mantuviese unos buenos niveles de
estabilidad, pero el aumento de temperatura que provocaba el
incremento de los monoglicéridos suponia la reduccion del ti a la
mitad.

Tabla 12. Condiciones O&ptimas para produccién de monoglicéridos
mediante glicerdlisis de aceite de anchoa con Lipase PS-DI utilizando como
variables respuesta % MG y tiempo de induccion.

Factores® Respuestas
Optimizacion )
A B C MG (%) ti (h)
Tiempo de 40 3 9 21,08 1,53
induccién
Produccion MG 60 3 9 29,67 0,83

?A: Temperatura (°C); B: Relacion molar de sustratos (GI/TG); C: Concentracion de enzima (%)
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5. Conclusiones

En la sintesis de monoglicéridos mediante glicerolisis
enzimatica de aceite de anchoa con las lipasas comerciales
inmovilizadas Lipozyme RM-IM y Lipase PS-DI, en medio
“free-solvent”, los resultados aportados por este estudio indicaron
que:

e Las lipasas Lipozyme RM-IM y Lipase PS-DI catalizaban de
forma eficiente la produccion de monoglicéridos aunque con un
comportamiento bioquimico diferenciado debido,
fundamentalmente, a las caracteristicas especificas del soporte
de inmovilizacion. Mientras que para Lipase PD-DI (soporte
hidrofobico) el incremento en el contenido en glicerol favorecia
la produccién de monoglicéridos, la interaccidon de este sustrato
con el soporte hidrofilico de Lipozyme RM-IM provocaba la
inhibicion de la enzima.

e La produccion de monoglicéridos se veia favorecida con
concentraciones de enzima elevadas. No obstante, la tendencia a
la agregacion de Lipozyme RM-IM implicaba que se alcanzase
la maxima eficiencia de la reaccion con una menor carga de
enzima que con Lipase PS-DI.

e La interacciéon entre la temperatura de reaccion y el ratio
Gli/TG era uno de los efectos con mayor influencia en la
reaccion de glicerolisis, consecuencia de la viscosidad de los
medios “free-solvent”.

e Aplicando los oOptimos de reaccién, la produccion de
monoglicéridos con Lipase PS-DI era claramente superior a
Lipozyme RM-IM, 29,67% frente al 22,53%, respectivamente,
aunque la estabilidad de los productos de reaccion era
considerablemente menor.

e Del estudio comparativo de la produccion de monoglicéridos y
estabilidad oxidativa de los productos de reaccidon se obtuvieron
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combinaciones diferenciadas de las condiciones de reaccion en
funcién del preparado enziméatico utilizado:

Lipase PS-DI perdia parte del potencial catalitico
exhibido en las condiciones Optimas, reduciéndose
hasta el 21,08%, al intentar mejorar la estabilidad del
producto.

Lipozyme RM-IM sd6lo reducia en un 2% la
produccién de monoglicéridos al optimizar las
variables para la mejora de la estabilidad oxidativa,
incrementandose el tiempo de induccion hasta valores
similares a los del acetite sin tratar (2,08 h).
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Conclusiones generales

De toda la investigacion desarrollada y plasmada en esta Tesis
doctoral se pueden extraer y destacar los siguientes resultados
generales:

La nueva metodologia propuesta para determinacion de la
actividad hidrolitica de lipasas, basada en la solucion Marmur,
supone una mejora, respecto a otras técnicas descritas en
bibliografia, por su precision, reproducibilidad y sencillez.

La caracterizacion bioquimica de las lipasas, objeto de estudio,
ha mostrado las grandes diferencias existentes en cuanto a los
niveles de actividad hidrolitica y acilselectividad entre los
diversos preparados enzimaticos comerciales. Las caracteristicas
cinéticas de las lipasas pueden verse, a su vez, modificadas por la
presencia de emulsionantes o por la naturaleza del soporte de
inmovilizacidén de la enzima.

Las lipasas inmovilizadas Lipase PS-CI, Lipase PS-DI vy
Lipozyme RM-IM catalizan, de forma eficaz, la produccioén de
lipidos estructurados enriquecidos en ALA mediante reacciones de
acidolisis en medio orgdnico. En la optimizacién del proceso,
tanto el origen de la enzima como las caracteristicas del soporte de
inmovilizacién determinan las condiciones de reaccion. En
concreto, con el preparado comercial Lipase PS-CI se obtiene un
aceite de palma altamente enriquecido en ALA.

La obtencion de monoglicéridos via glicerdlisis enzimatica con
Lipozyme RM-IM y Lipase PS-DI en medio “free-solvent” supone,
por sus niveles de produccion y estabilidad de los productos de
reaccion, una alternativa viable a la sintesis quimica. Al igual que
en las reacciones anteriormente citadas, tanto la enzima como el
soporte de inmovilizacion determinan las condiciones de reaccion
Optimas. Asi, mientras el incremento de glicerol favorece la
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produccién de monoglicéridos con Lipase PS-DI, reduce la
capacidad catalitica de Lipozyme RM-IM.

Del estudio comparativo de la produccion de monoglicéridos y
estabilidad oxidativa de los productos, se puede obtener una
combinacion adecuada de las condiciones de reaccidn, especifica
para cada preparado enzimatico, que conlleve unos niveles de
produccion de monoglicéridos elevados manteniendo la estabilidad
oxidativa del producto.

Se hace, por tanto, imprescindible, previo a cualquier
aplicacién biotecnolégica de un preparado comercial con actividad
lipasa, el estudio exhaustivo 'y pormenorizado de las
caracteristicas cinéticas, efecto de emulsionantes y condiciones
optimizadas de reaccion que aseguren una aplicacidon efectiva del
biocatalizador en rendimiento y estabilidad del producto.
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