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y los catalizadores muestran un gran potencial en el alcance de las metas ambientales y econémicas. La
necesidad de desarrollar nuevos catalizadores, mas eficientes y selectivos, esta relacionada en alto grado con
la compatibilidad ambiental.

Las enzimas han mostrado ser excelentes catalizadores desde el punto de vista de selectividad, conversién g
impacto ambiental. Sin embargo, presentan dificultades de separacion del producto final y por ende un alto

econoémicamente inviable. Por esta razon, el desarrollo de un proceso econdmicamente atractivo que permita la

heterogenizaciéon de la enzima, inmovilizando un alto porcentaje y preservando sus propiedades cataliticas
representa gran interés en el &mbito académico e industrial.

La produccion de ésteres de acidos grasos tiene gran interés dadas sus propiedades emulsificantes. Trabajos+

intercambio i6nico: Lewatit 2431 (resina con grupos funcionales sulfénicos) y Lewatit S 3428 (con grupos
funcionales aminicos), empleando los métodos de adsorcion fisica y unién covalente, respectivamente.

a temperatura ambiente, durante 6 horas en agitacion continua.

Para cuantificar el porcentaje de enzima inmovilizada se utilizé una variacion del método de Lowry
(determinaciéon de proteina residual); para lo cual se determinaron la longitud de onda y la proporcion de
dilucion adecuadas para la reproducibilidad del método.

Las curvas de inmovilizaciéon se ajustaron a los modelos de equilibrio de adsorcion de Langmuir, Freundlich y
Redlich-Peterson, encontrandose que la inmovilizacion obedece al modelo de Langmuir para los dos soportes,
sugiriendo una inmovilizacién en monocapa.

La inmovilizacién sobre |a resina Lewatit 2431 presenta los mejores resultados con un porcentaje maximo de
inmovilizacién del 90% frente al 40% de |a resina Lewatit S 3428.

El método de inmovilizacion desarrollado es de facil implementacién, econémicamente atractivo y con alto grado
de retencién de la enzima. Las variaciones realizadas al Método de Lowry son una herramienta util para la
implementacion del proceso.
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La busqueda de catalizadores ambientalmente
amigables y selectivos hacia una reaccién deseada,
ha incrementado notablemente el estudio de las
enzimas como catalizadores [1]. Su_selectividad
hacia reacciones y productos especificos ha
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Sin embargo, el costo actual de las enzimas hace
inviable econdmicamente un proceso de catdlisis
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facilmente  recuperable. Por tal razén, la
heterogenizacion del proceso es de suma,
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encuentra _ estandarizado  [7]. Los estudios
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Tabla 1. Comparacion de los métodos de inmovilizacion
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bajo los criterios ya mencionados los mejores. Con
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concentrados de frutas, horas en la solucion puffer a temperatura ambiente. - [ Eliminado: Las resinm
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No existe un método general para la determinacion
satisfactoria de la concentracion de proteina. La
escogencia del método depende de la naturaleza
de la proteina, de los otros componentes de la

muestra, de la exactitud y sensibilidad deseadas.,

donde la coloracion final es el resultado de una
reaccion de Biuret. Se basa en la reactividad de los
nitrégenos peptidicos con los iones de cobre (Il)
bajo condiciones alcalinas y la subsecuente
reduccién del acido fosfomolibdicofosfotungsténico
del reactivo Folin—Ciocalteau a azul de
heteropolimolibdeno por la oxidacién de acidos
aromaticos catalizada por el cobre. Puede decirse
que el método mide los residuos de tirosina y
triptofano de la proteina. Ofrece la ventaja de
poderse aplicar a material seco o a soluciones. No
se requiere digestion y la intensidad de la
coloracion obtenida depende de la proteina, pues el
contenido de tirosina y triptofano varia dependiendo
de la proteina.,
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La_inmovilizacion _de Lipozyme sobre resinas de

estandar _encontrados en la_literatura [11,16].

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda (nm)

| Eliminado:

?

L

Eliminado

:, la maxim,

—_

1
(=2}

[}

> a...construyl

AL

Ly

. ‘p\“[EIiminado
|

mediciones de cantidad de proteina para Lipozyme

(Figura 1).

Inicialmente, la resina fue prehinchada durante 2

i
1

/s/‘// / e .
"/;"] | Eliminado:

ron

I
' [ Eliminado

/

: proteina

N .. [77]
. . , \ |
Determinacién de proteina “‘ Con formato [W
“Antes dellevar @ cabo Ta inmovilizacion de @™, | | Eliminado: <sp> )
*enzima en &l soporfe fue necesario realizar algunos - | | Eliminado: Adicionain__ 797 |
ensayos preliminares con miras a obtener \\{Eliminado: v }
resultados confiables en la determinacion de la S g -
cantidad de proteina de las soluciones. La medicién \‘\{ Eliminado: de la rapid( ., [g0]
de la coloracién dada por los enlaces peptidicos es w{Eliminado: es el mas (W
diferente para cada tipo de proteina. Primero se \{E“minado. Una de |as[ﬂ
encontrd la longitud de onda a la cual se da la I — : - [62]
maxima_absorbancia_para la_enzima_estudiada. /‘[E"m'”ad":“ (1831
Para ello se realiz6 un barrido de la absorbancia en /J“‘[Con formato w
funciéon de la longitud de onda, para una /ﬁ Eliminado: [W
concentracion de Lipozyme dada. La maxima /,/f——
absorbancia se presenta en una longitud de onda '/, Eliminado: Parala [ .. [86]
de 725nm, a la cual se realizaron el resto de las |/ | Eliminado: fue [W
)
)

1 0...; result:

... [88]

Eliminado: 6
/{ Eliminado: .

/, [ Eliminado

: Como se

o [ Eliminado

: Se obtuvo

] &)

- [90]
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covalentes entre los grupos amino de la resina y los

delaenzima,
Figura 3. Isotermas de adsorcién para las resinas,Lewatit 2431 y Lewatit S3428.
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la_resina Lewatit 2431 con grupos funcionales
superficiales sulfénicos.
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b. Freundlich, c. Redlich-Peterson.
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cabo. La seleccion del soporte debe estar precedida por estudios de caracterizacion del
sistema enzima — soporte [13,14,15].
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1. Comparacion de los métodos de inmovilizacion.
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Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizacion a numerosas
enzimas, se reconoce que no existe un método universal valido para todas las enzimas en
todos los casos. No obstante, gracias a toda la informacién disponible en la actualidad, se
pueden hacer generalizaciones sobre cada método de inmovilizacion
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y asi, seleccionar el método mas adecuado para cada aplicaciéon especifica. La elecciéon ha de
tener en cuenta las condiciones de la reaccion biocatalizada, el tipo de reactor que se ha de
utilizar, el tipo de sustrato que va a ser procesado y otros factores.

En general, los métodos de separacion catalogados como dificiles y de mayor costo
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sencillos como el atrapamiento o la adsorcion, donde la unién de la
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Debido a que la literatura es variada y los trabajos reportados no son facilmente
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bles, pues cada grupo de investigadores usa su propia metodologia y
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Descripcion tedrica de los modelos de equilibrio de adsorcion. Ecuaciones de los ajustes.
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La literatura corriente carece de una aproximacion sistematica a la inmovilizacion de lipasas. La
seleccion de un soporte adecuado debe estar precedida por estudios de caracterizacion que
arrojen informacién fundamental para ser usada como guias para otros sistemas lipasa —
soporte. El modelamiento del equilibrio de adsorcidon de lipasa permite un acercamiento mas

confiable que aquellos métodos al azar que sélo proveen informacién del sistema estudiado.
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Las resinas fueron suministradas por Bayer.
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2.1.1.4 Solucién buffer
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2.1.2 Equipos Si va?
La inmovilizacion se llevé a cabo sobre una plancha de agitacién magnética en erlenmeyer de
50 mL agitando a 200 rpm,
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como se muestra en la Figura 23.
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2.1.3 Determinaciéon de concentracion de proteina
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hacia a —monoglicéridos obtenida en el primer ciclo 6ptimas de inmovilizacion.

Pagina 4: [72] Eliminado Julio César Vargas 09/03/2005 23:09:00

Pagina 4: [73] Con formato Julio César Vargas 09/03/2005 23:06:00
Fuente: Sin Negrita

Pagina 4: [74] Eliminado Julio César Vargas 09/03/2005 23:09:00

Determinacion de proteina
Pagina 4: [75] Eliminado Julio César Vargas 09/03/2005 23:09:00

Antes de llevar a cabo la inmovilizacion de la enzima en el soporte fue necesario realizar
algunos ensayos preliminares con miras a obtener resultados confiables en la determinacion de
la cantidad de proteina de las soluciones. La medicion de la coloracion dada por los enlaces
peptidicos es diferente para cada tipo de proteina. Es necesario realizar primero la
determinaciéon de la longitud de onda para la cual se da la maxima absorbancia para la
Lipozyme estudiada. Para ello se realizé un barrido de la absorbancia en funcién de la longitud
de onda, para una concentracion de Lipozyme determinada.
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, la maxima absorbancia se presenta en una longitud de onda de 725nm, a la cual se realizaron
el resto de las mediciones de cantidad de proteina para Lipozyme.
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Adicionalmente, a partir de la mejor isoterma de equilibrio, se puede determinar una curva de
adsorcion—desorcidnpara la concentracion optima de enzima, la cual se escoge haciendo una
analogia con la teoria de Michaelis—Menten, realizando un seguimiento en el tiempo de la
cantidad de proteina adsorbida por el soporte.
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de la rapidez con la que se requieran los resultados. Comunmente se utilizan dos métodos para
determinar la concentracion de proteina: la absorbancia y el analisis quimico. El método de la
absorbancia tiene dos ventajas: no es destructivo (se puede recuperar la proteina) y es simple.
Sin embargo, presenta dos desventajas: no permite analizar mezclas de proteinas y su
sensibilidad es limitada. El analisis quimico depende de la reaccién de la proteina con un
compuesto para producir ya sea un cromogen o un fluorogen. Es relativamente insensible al
tipo de proteina analizada y su sensibilidad es de 5 a 10 veces comparada con el método de



absorbancia.

Los métodos quimicos mas utilizados son Bradford, BCA (acido bicinconico) y Lowry. El
método de Bradford depende de la unién de la proteina al colorante azul de coomasie en una
solucién de acido fosférico, mientras que el ensayo BCA se basa en la reduccién del ién Cu +2
a Cu +1 por enlaces peptidicos y la formacién de un complejo coloreado con acido bicinconico.

Aunque los dos ensayos dan buenos resultados, el reactivo de Bradford es engafioso, pierde
potencia con el tiempo y colorea todo lo que entra en contacto, mientras que el ensayo BCA es
mas costoso.

De los tres,
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es el mas barato y preciso.
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Una de las desventajas del método de Lowry es que es altamente sensible a los cambios de
pH, por lo tanto debe llevarse a cabo a pH entre 10 y 10,5. Sin embargo, es sensible a las
concentraciones bajas de proteina. Varios compuestos pueden interferir en el procedimiento,
como derivados de aminoéacidos, algunos buffers, drogas, lipidos, azucares, sales y acidos
nucléicos. El acido urico, la guanina, la xantina y los fenoles reaccionan con el reactivo de
Folin, presentando interferencias. El sulfato aménico en concentraciones de 0.15% disminuye
el desarrollo del color. EI método presenta desventajas en el andlisis de pequefias cantidades
de proteina o en el andlisis comparativo de un gran numero de muestras similares.
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2.1.3.1 Equipos
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Ademas es necesario establecer
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Para la determinacion de proteina se utilizd un espectrofotometro de laboratorio HACH
ODYSSEY modelo DR/2500 con sistema 6ptico concéntrico, como el que se muestra en la
Figura 24.
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; resultados que se muestran en la Tabla 5
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Como se muestra en la Figura 30,
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Se obtuvo un factor de correlacion de 0,974 para una linea recta, en un intervalo de dilucion de



Lipozyme de 1 a 0,1(ver Figura 2).
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Isoterma de Freundlich: Q, = K,:Ce}/n
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Isoterma de Redlich — Peterson: Q, = TP
1+b;C¢

Mediante linealizacion de los tres modelos de isotermas, se obtuvieron los ajustes de los datos
experimentales para las isotermas de Langmuir, Freundlich y Redlich-Peterson. La Figura 4
muestra los resultados obtenidos para Lewatit 2431. En ella se muestra que el modelo que mas
se ajusta es el propuesto por Langmuir. Debido a que las lipasas se unen al soporte en varios
puntos de contacto, una isoterma de adsorcion con alta afinidad al modelo de Langmuir indica
que las moléculas de Lipozyme forman una monocapa sobre la superficie de la resina. Este
ajuste permite asumir que todos los puntos de unién son energéticamente equivalentes. La
isoterma también permite presumir una adsorcion irreversible de la enzima en la superficie del
soporte.

La Figura 5 muestra la linealizacién de los modelos de adsorcidon para Lewatit S3428. Al igual
que con el otro soporte, este muestra un comportamiento segun el modelo planteado por
Langmuir.

Los dos soportes presentaron un comportamiento segun el modelo de Langmuir, su%mendo
una adsorcion monocapa. Esto es factible debido a las altas areas superficiales (25 m*™g~ de
Lewatit 2431) y a los macroporos de las resinas, lo cual deja una gran area disponible por
molécula de enzima haciendo poco probable la aglomeraciéon de enzima en multicapas.

Esto muestra un comportamiento analogo entre los dos tipos de soporte. Sin embargo, debido
a la diferencia estructural y de grupos funcionales de las dos resinas (sulfénicos para Lewatit
2431 y aminas terciarias para Lewatit S3428), es de esperar que el tipo de adsorcién de la
enzima sea diferente. Segun Bryjack et al.[16] las enzimas inmovilizadas sobre resinas con
grupos funcionales amino se adsorben quimicamente mediante enlaces covalentes entre los
grupos amino de la resina y los de la enzima.
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Sin embargo, no es evidente la eficiencia de la inmovilizacion con respecto a la carga inicial. La
Figura 6 muestra el porcentaje de enzima inmovilizada con respecto a la carga inicial de
enzima en la solucion de inmovilizacién. En ella se muestra que Lewatit 2431 tiene un
porcentaje maximo de inmovilizaciéon del 91%, mientras que el de Lewatit S 3428 es del 40%.

La carga inicial para la maxima cantidad de enzima inmovilizada de las dos resinas es muy
similar, 15-20 mL* L

0,18

0,16
0,14
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Figura 5. Linealizacion de las isotermas de adsorcién para verificacion de ajuste a mecanismo de
inmovilizacién sobre Lewatit S 3428: Modelo a. Langmuir, b. Freundlich, c. Redlich-Peterson.

Pagina 7: [96] Eliminado Julio César Vargas 09/03/2005 23:25:00
Pagina 7: [97] Eliminado Julio César Vargas 09/03/2005 23:24:00
Pagina 8: [98] Eliminado usuario 05/03/2005 19:16:00

Mediante linealizacién de los tres modelos de isotermas, se obtuvieron los ajustes de los datos
experimentales para las isotermas de Langmuir, Freundlich y Redlich-Peterson. La Figura
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¢ muestra los resultados obtenidos para Lewatit 2431. En ella se muestra que el modelo que més
se ajusta es el propuesto por Langmuir. Debido a que las lipasas se unen al soporte en varios
puntos de contacto, una isoterma de adsorcién con alta afinidad al modelo de Langmuir indica que
las moléculas de Lipozyme forman una monocapa sobre la superficie de la resina. Este ajuste
permite asumir que todos los puntos de unién son energéticamente equivalentes. La isoterma
también permite presumir una adsorcién irreversible de la enzima en la superficie del soporte.

La Figura
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¢ muestra la linealizacion de los modelos de adsorcion para Lewatit S3428. Al igual que con el otro
soporte, este muestra un comportamiento segun el modelo planteado por Langmuir.
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Las isotermas de adsorcidon permiten establecer la carga maxima que admite el soporte. Sin
embargo, no es evidente la eficiencia de la inmovilizacién con respecto a la carga inicial. La
Figura 34 muestra el porcentaje de enzima inmovilizada con respecto a la carga inicial de
enzima en la solucién de inmovilizacién. En ella se muestra que Lewatit 2431 tiene un
porcentaje maximo de inmovilizacion del 91%, mientras que el de Lewatit S 3428 es del 40%.

La carga inicial para la méxima cantidad de enzima inmovilizada de las dos resinas es muy???
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Esto indica que a concentraciones iniciales superiores, no se logra mayor adsorcion de
la lipasa. Esto puede deberse posiblemente a un equilibrio adsorcién desorcion entre el
soporte y la enzima, el cual sugiere que a una determinada concentracion de enzima,
esta comienza a desorberse nuevamente del soporte.
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La diferencia de maximos porcentajes de inmovilizaciéon a la misma concentracién inicial para
las dos resinas, sugiere una importante influencia de los grupos funcionales de los soportes
sobre la estructura cuaternaria de la lipasa, la cual se ve favorecida para la interaccion de
grupos amino de la enzima con puntos de enlace de la Lewatit 2431 y que a la postre resulta
en una mayor energia de enlace.

Conclusiones
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Aunque la literatura es extensa en cuanto a estudios de inmovilizacién de lipasas, son pocos
los grupos de investigacion que se han enfocado en la produccion via enzimatica de
monoglicéridos. Entre ellos se han estudiado los monooleatos y los monolauratos; sin embargo,
se desconocen estudios sobre la produccién de monoestearato de glicerilo, siendo este el
primer trabajo donde se estudia la afinidad enzima-sustrato entre Lipozyme y el acido
estearico.

» Debido a la termoestabilidad de las enzimas, la mayoria de los estudios de inmovilizacion se
realizan para reacciones con sustratos liquidos y bajas temperaturas de reaccién. Este trabajo
buscé aprovechar la alta termoestabilidad de la Candida antarctica para estudiar un sustrato
solido que obliga a trabajar a temperaturas altas (70 °C) para trabajar una mezcla en medio
organico (no acuoso) y sin solvente. El estudio de la reaccion bajo estas condiciones permitié
determinar que el proceso es

viable econdmicamente, pues se ahorran procesos de purificacién como destilacion,
obteniéndose conversiones y selectividades satisfactorias.

« Se determiné la carga maxima adsorbida por cada soporte, siendo de 20 mL de enzima L -1
de solucién g -1 de Lewatit 2431 y de 15 mL de enzima L -1 de solucién g -1 de Lewatit S3428.
Junto con esta determinacion se estudié el equilibrio de adsorcion mediante el ajuste a
modelos cataliticos. Los dos soportes presentaron un comportamiento segun el modelo de
Langmuir, sugiriendo una adsorcion monocapa. Esto es factible debido a las altas areas
superficiales (25 m 2 g -1 de Lewatit 2431) y a los macroporos de las resinas, lo cual deja una
gran area disponible por molécula de enzima haciendo poco probable la aglomeracion de
enzima en multicapas.

* Asi mismo, se determinaron los maximos porcentajes de inmovilizacién para cada resina,
siendo el de Lewatit 2431 del 90% y el de Lewatit S 3428 del 40%. Desde el punto de vista
econdmico, es deseable que la mayor cantidad de enzima cargada inicialmente sea adsorbida
por el soporte, por lo que Lewatit 2431 es la mas apropiada segun este parametro.
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Durante la realizacion de este trabajo se logré determinar un método sencillo, econémico y
reproducible para la determinaciéon de enzima inmovilizada en una resina de intercambio idnico.
El método de Lowry fue adaptado de forma conveniente, estableciendo la longitud de onda con
maxima absorbancia para la CALB, y se verifico el comportamiento lineal del método ante
distintas concentraciones de lipasa.

Se establecié la cantidad maxima de enzima que puede ser inmovilizada sobre dos tipos
distintos de resinas de intercambio idnico, encontrandose una mayor afinidad de la lipasa a
permanecer inmovilizada en la resina Lewatit 2431 con grupos funcionales superficiales
sulfénicos.
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