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Los biocatalizadores presentan ventajas frente a los catalizadores cl;3Sicos

empleados en los diversos procesos quimicos, tal como su especificidad en

particular. Las enzimas Iipoliticas son biocatalizadores con amplia aplicaci6n en

reacciones de hidr61isis y sintesis. Mediante cromatografia en gel se purific6

parcialmenteel complejo enzimatico con actividad de lipasa a partir del latex de la

jaca (Artocarpushyllus L.). Se encontr6 que dicho complejo esta formado por

proteinascon pesomolecularde63,105,120, 136,176 y209 kOaen condiciones

nativas, estimando 10 bandascon pesos molecularesquevande24a 106 kOa por

electroforesis en SOS-PAGE; la actividad Iipolitica fue detectada en placas con agar,

por medio de la hidr61isis de los sustratos tributirina y aceite de olivo, utilizando

purpura de bromocresol y rodamina B como indicador respectivamente. Se observ6

una mayor actividad del complejo enzimatico al utilizar como sustrato al p-Nitrofenil

acetato (p-NFA), con una temperatura optima de 70°C Y pH 6ptimo de 8. EI complejo

lipolitico sigue una cinetica tipica de Michaelis-Menten. Los valoresestimadosde Km

y Vmax en la hidr61isis del p-NFA, fueron de 1.083 mM y 833.33 U/mg,

respectivamente. Se encontr6 que conserv6 la actividad Iipolitica despues de su

exposici6n a solventes como metanol, etanol y hexano. Los resultados obtenidos

sugieren que las propiedades cataliticasencontradas en elcomplejolipoliticopodrian

serutilescomoherramientabiotecnol6gicaendiversasaplicaciones.



1. INTRODUCCION

La jaca (Artocarpus heterophyllus) pertenece a la familia Moraceae, se cultiva

ampliamenteenregionesconclimatropical,elarboldejaca.producelatexentodas

sus partes. Diversas investigaciones en Artocarpus heterophyllus han determinado

quelacomposici6nquimicadellatexdelarbolyfrutoeslamisma, contiene un alto

porcentaje de materia cerosa, resinas y minerales, asi tambien, presenta 4

hidroxiundecil docosanoato y cicloartenona como esteres de acidosgrasos (Pant y

Chaturvedi, 1989; Balakrishna y Seshadri, 1947; NIIR Board, 2004). Otros estudios

han reportado una gran variedad de compuestos activos presentes en diferentes

partesdelarbol,ricosencompuestosfen6licosincluyendoflavonoides,estilbenoides,

arilbenzofuranosyjacalina, una leclinade importancia en estudiosde inmunologia

(Hakim etal., 2006; Kabir, 1998). Lajaca es catalogada como una fuente potencial

de compuestos con actividad antiinflamatoria (Wei et al., 2005) y actividad

antibacterial (Khan etal., 2003). Ademas contiene una gran cantidad de proteinas,

algunasdeestasconfunci6ncatalitica,conocidascomoenzimas,1ascualesfacilitan

laconversi6n de sustratos en productos(Cooper, 2000). Enel latexdeeste arbol, se

ha encontrado la presencia de hidrolasas, grupo de enzimas que catalizan la

hidr61isis de enlaces CoO, CoN, O-P, C-C Y otros enlaces sencillos. Este grupo

incluye esterasas, glucosidadas, lipasasy proteasas (Panesar, etal., 2010; Sanghi y

Singh, 2012). La investigaci6n de enzimas hidroliticas en el latex de Artocarpus

heterophyllusha reportado la presencia de proteasas, porejemplo la artocarpina de

79.5 kDa con un punta isoelectrico (pi) de 6.3 y un pH 6ptimo de 8.0 (Prasad y

Virupaksha, 1990). La proteasa AMP48 (anti-microbial protease 48 kDa) con

propiedades antimicrobianas fue reportada por Siritapetawee etal. (2012). Porotra

parte, estudios recientes mostraron la presencia de un complejo enzimatico con

actividad proteoliticay lipolitica (Martinez, 2013). Lasenzimaslipoliticascatalizan la

hidr6lisisde!osenlacesesteresformadosentreunacidoyunalcohol,ypertenecena

la c1ase de las hidrolasas (E.C.3) (Ro et al., 2004; Joseph etal., 2008). EI reciente

interesenestetipodecatalizadoresestaasociadoconsuaplicaci6n como aditivoen

alimentos, sintesis quimica, detergentes, su utilidad en la industria cosmetica y



farmaceutica. Adicionalmente, las Iipasas tienen una importante aplicaci6n en el

campodelabioenergia,especialmenteenlaproducci6ndebiodiesel, elcualesun

sector en expansi6n como resultado de la crecientedemanda mundial del usa de

energias renovables (Salihu etal., 2012). Las lipasas de plantas, pueden tener una

ventaja sobrelaslipasasdeorigen animal 0 microbiano,debidoa sUdisponibilidad,

bajocosto,especificidadyfacilpurificaci6noposibleusosinningunapurificaci6n.

Por tanto, la obtenci6n y evaluaci6n de nuevas lipasas, constituye un punta de

partida en lageneraci6ndeun nuevoconocimiento, quepudiera promover a futuro el

interes por integrar este tipo de catalizadores en diversos procesos de

transformaci6n



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. La jaca (Arlocarpus heterophylfus L.)

La jaca (Artocarpus heterophyllus L.) pertenece a la familia Moraceae, se ha

cultivado en Tailandia, Malacia y la India. Se introdujo a Brasil en el siglo XIX. En los

ultimos arios su produccion se ha extendido a otros paises de America, como Mexico

(Madrigal-Aldanaetal., 2011; Luna etal., 2013). EI arbolde lajaca produce latex en

todassuspartes,el cual proviene de las celulas lactiferas que se encuentranbajo

presion positiva,loque implica queen respuesta acortaduraso mordeduras ala

planta resultaen una rapida expulsion de latexhacia el exterior (Mekkriengkraietal.,

2004; Huang et al., 2003). Evidencias experimentales han demostrado que ellatex

protegela plantadelataquecontraladepredacionpormicroorganismos, insectosy

herbivoros, de dos maneras distintas: mecanicamente (por coagulacion sobre la

herida) y quimicamente por presencia de sustancias toxicas en este (Kyndt etal.,

2007; Agrawal et al., 2009). EI latex es una emulsion acuosa compuesta por Iipidos,

gomas,resinas, azucaresyproteinas incluyendoenzimas (Fonseca etal., 2010). En

ellatexde lajacasehadeterminado la presencia de enzimas hidroliticastalesel

casodeartocarpina,unaproteasasde79.5kDa,conunplde6.3yunpHoptimode

8.0 (Prasad etal., 1990). La artocarpina ha side utilizada en estudios de cancer de

piel, cancer de pecho, se ha estudiado su actividad como agente aclarador, en la

sintesis de melanina entre otros (Arung etal., 2006; Hu et al., 2015). EI estudio de

una proteasas denominada AMP48 (anti-microbial protease 48 kDa) con propiedades

antimicrobianasfuereportadoporSiritapetaweeetal.(2012).Losestudiosrealizados

por Martinez, (2013), mostraron la presencia de un complejo enzimatico con

actividadproteoliticaylipoliticaconpesosmolecularesquevande80a 180kDa.



En la actualidad, la tecnologia enzimatica es parte integrante de la industria. Las

enzimas a diferencia de los catalizadores inorganicos.. catalizan reacciones

especificas. Sin embargo, hay distintos grades de especificidad, asi las enzimas

actuandeacuerdoasuselectividadporsustrato,regio-yenantioselectividad,las

cuales, son propiedades de interes para su aplicaci6n en una amplia gama de

industrias. Engeneral,lasvelocidadesdelasreaccionescatalizadasporenzimasse

multiplicande 106 a 1012 vecescon respecto a las mismasreaccionesno catalizadas

porellas.Adicionalmente,lasenzimaspuedencatalizarunavariedad de reacciones

en rangos de pH y temperatura amplios. EI uso de enzimas conduce a menudo al

ahorrodemateriasprimas,deenergiayreducci6neneltiempodeproceso. Porotra

parte, los procesos enzimaticos resultan ser mas amigables con el medio ambiente

(Voet et aI., 2013; Mojsov, 2011; Peiia-Montes y Gonzales-Saravia, 2008;

Jegannathan y Nielsen, 2013).

2.3. Enzimas lipoliticas

Las enzimas Iipoliticas son un grupo de enzimas que se encuentra ampliamente

distribuidas en la naturaleza, tanto en animales, en plantas como en

microorganismos (Navarro-Gonzales y Periago, 2012). Estas enzimas catalizan la

hidr61isisde los enlacesesteres formadosentre un acidoy un alcohol (Bornscheuer,

2002).

Debidoa lafacilidaddeproducci6nya los conocimientos de su genetica hacende

los microorganismos la fuente mas abundante de enzimas Iipoliticas (Treichel et al.,

2010). Algunas de las mas conocidas son las lipasas de Candida antartica B,

Rhizomucor miehei, Candida rugosa y Thermomyces lanuginosus (Nagarajan, 2012).

No obstante, las lipasas de plantas presentan algunas ventajas como su

especificidad en particular, estas enzimasse encuentran presentesen las semilias

oleaginosasyen laticiferos (celulas secretorasen las hojasylotallos de plantas que



producen latex), lienenpropiedadesbioquimicasinteresantes: pHquevariade4a9

ypermanecenactivasatemperaturasentre37a80°C (Rivera etal.,2012).

Diversos estudios 'han reportado la presencia de actividad Jipolitica en ellatex de

varias familias de plantas, incluyendo Asclepciadaceae, Moraceae, Apocynaceae,

Euphorbaceae, Caricacea y Bromeliacea (Paques y Macedo, 2006). En tanto, Fiorillo

etal. (2007) han reportado la presencia de actividad lipoliticoenellatex de

Euphorbia Characias L. Recientemente, Rivera y Sandoval, (2014) caracterizaron la

actividad lipolitica en el latex de Carica papaya. La funci6n de estas enzimas no ha

sidocompletamenteelucidada, sin embargo, sesabequeestan involucradasen el

metabolismo de terpenos y en la defensa de la planta contra agentes externos

(Riveraetal., 2012).

2.3.1. Clasificaci6n de las enzimas Iipoliticas

Las enzimas lipoliticas se c1asifican de acuerdo can la nomenclatura de enzimas

(http://www.chem.qmw.ac.ukliubmb/enzyme). Conforme a la especificidad por el

sustrato pueden c1asificarse en triacilglicerollipasa, esterasas, arilesterasas,

fosfolipasa, lisofosfolipasa,etc. No obstante, lasenzimas Iipoliticaspuedendividirse

en dos grandes grupos principalmente: las lipasas (EC 3.1.1.3) Y las esterasas 0

carboxilesterasas(EC3.1.1.1)(Akohetal.. 2004; Messaoudietal., 2010).

De acuerdo a su selectividad se c1asifican en:

Regioselectivas, subdivididasen:

• Lipasas no especificas. Hidrolizan esteres de acidos grasos primarios 0

secundarios,liberandoacidosgrasosenlaposici6n1(3)02.

• Lipas,!s 1,3especificas. Hidrolizans610esteresdeacidosgrasosprimariosen

las posiciones 103. Aunqueexisten algunos estudios en la literatura sobre

unalipasade Candida antarctica que hidrolizaen la posici6n2.



Tiposelectivas. Con relaci6n al tamano de cadena carb6nica ylo el numero de

insaturacionesdelgrupoacilo(PaquesyMacedo, 2006).

Conrespectoasuestructura, todaslasenzimaslipoliticaspresentanel plegamiento

tipico de las 0/13 hidrolasa, Que consiste en una estructura central formada por 8

laminas 13 interconectadasporheliceso. Los tres aminoacidos que forman la triada

catalitica son la serina nucleofilica, un acido aspartico/glutamico y una histidina

(Mogensen etal., 2005).

Laslipasassonespecificasenlacatalisisdeacilglicerolesconacidosgrasosde

cadenalarga(>10atomosdecarbono),siendolatrioleinasusustratode referencia.

Por su parte, las esterasas actuan especificamente sobre acilgliceroles de cadena

corta «10 atomos de carbono) y otros esteres simples, siendo la tributirina su

sustratoestandar(ArpignyyJaeger, 1999).

Estos dos tipos de enzimas se pueden diferenciar por sus caracteristicas

relacionadasdirectamentecon la especificidad de sustrato. As i, laslipasasmuestran

preferenciaporsustratosaltamentehidrof6bicos, insolublesyagregados, presentan

silios de uni6n largos para acomodar al acido graso a escindir. Por su parte, las

esterasasactuansobresustratosmassolublesyconungradodehidrof6bicidadmas

variable. Ademas, las lipasas muestran un mayor numero de aminoacidos no polares

localizadosen las zonas expuestas al solventey en la regi6n del centro activo en

comparaci6n con las esterasas, asi como un range de sustrato mas amplio, una

mayorregioselectividad yestereoespecificidad (Fojan etal., 2000).

Las esterasas pueden distinguirse de las lipasas por el denominado fen6meno de

activaci6n interfacial. el cual ha side observado en Iipasas. Este fen6meno de

activaci6n interfacial es debido a un dominio hidrof6bico, denominadolid(Tapa),que

se encuentr,,! alrededor del centro activo de la enzima. Por 10 que requieren una

concentraci6n critica de sustrato para que se produzca el movimiento de lid,

haciendo accesibleel sustratoal centro activo. Porello, las esterasas obedecen a la

clasica cinetica de Michaellis-Menten, mientras que las lipasas presentan una



cientifica atipica Michaeliana (Torres-Saez, 2014; Jelen, 2011; Navarro-Gonzales y

Periago, 2012).

2.3.2. Mecanismo de acci6n de las Iipasas

Elmecanismodehidr61isisincluyealaminoacidonucleofilicoserina,unresiduoacido

usualmenteaspartato,oenocaslonesglutamatoyuna histidina (Fig. 1).

1.- EI sustrato (R1C00R2) accede al centro activo de la enzima (complejo enzima

sustrato), situandosede forma que elcarbonocarbonilicoes atacadoporlaserina

catalitica, a traves de su grupo hidroxilo activado. Esta activaci6n se produce por la

colocaci6n especial de lostresaminoacidoscataliticos, que provocaunadisminuci6n

del valor de pK del grupo hidroxilode la serina: el prot6n del grupo OH de la serina

escaptadoporelnitr6genoN£delanilioimidaz6licodelaHisdelcentro activo, cuya

carga positiva esestabilizada porel aspartato (0 glutamato) que forma parte de la

triada. Se forma asi, el primer intermedio tetraedrico (I). La carga negativa, en

principio situada en el oxigeno Ov de la serina, sufre una translocaci6n hacia el

oxigenodel grupocarbonilo, originandose un oxiani6n, el cualesestabilizadoa

travesdelaformaci6n de uno 0 varios puentes de hidr6genocon los aminoacidos

queconstituyen el "huecooxiani6nico"

2.- EI intermediotetraedricoserompealtransferirsealoxigenodelalcoholsaliente,

el prot6n previamente cedido a la His, liberandose el alcohol y formandose el

complejoacil-enzima.

3.-Se produce unsegundoataquenucleofilicoporpartedel segundosustrato R30H,

previa activa~i6n simi!ara ladescrita en elapartado 1, sobre el carbona carbonilico

delcomplejoacil-enzima,formandoseunnuevointermediotetraEidrico(II).



4.- EI intermedio tetraedrico II colapsa tras la cesi6n al oxigeno de la serina del H'

captado poria His a partir del nucle6filo atacante.liberfmdose el producto (un acido

grasocomoproductonatural)yregenerandoselaserinacatalitica(Hernaiz,2012).

Fig. 1. Mecanismo de hidr6lisis de laslipasas (Chahinian etal., 2006).



2.3.3. Multiplicidadde las lipasas

EI papel fisiol6gico de las lipasas no solo es la hidr6lisis de trigliceridos en di

gliceridos, mono-gliceridos, acidosgrasossinoquetambiencatalizanreaccionesde

esterificaci6nytransesterificaci6n(Coliaetal., 2010).

Esterificaci6n. Es la reacci6n inversa de la hidr6lisis. La reacci6n entre un acido

carboxilicoyun mono alcohol en presencia de uncatalizador.

Transesterificaci6n. La transesterificaci6n es un termino general que se utiliza para

designar a las reacciones organicas en las cuales se produce un intercambio 0

sustituci6n del grupo acilo 0 alquilo de un ester. Asi, si un ester interactua con un

alcohol para sustituirasugrupoalquiloporeldel alcohol, la reacci6nsedenomina

alcoh6/isis;sielesterreaccionaconunacidocarboxilicoparasustituirsugrupoacilo

porel del acido, el proceso se conoce como acid6/isis, y si existe incorporaci6n de

acidos grasos diferentes a los originales existentes en la estructura de un

determinado triglicerido, la reacci6n se define entonces como Interesterificaci6n.

Duranteelprocesosepuedelograrelcambioenlaposici6ndeunacidograsodentro

de un mismo triglicerido 0 entre diferentes trigliceridos (Torossi, 2006; Sharma y

Kanwar2014).

2.4. Reacciones de transesterificaci6n

La transesterificaci6n (tambien lIamada alcoh6lisis) se define como la reacci6n

mediante la cual. los trigliceridos presenles en los aceites vegetales 0 grasas

animalessecombinancon un alcohol de bajo peso molecular en presencia de un

catalizadoradecuado.paraformarglicerinayunamezcladeesteresgrasos(Torossi,

2006; Demir~as,2008~.

EI proceso de transesterificaci6n consisten en una secuencia de tres reacciones

reversiblesconsecutivasqueincluyenlaconversi6ndetrigliceridosa digliceridos,

seguido por la conversi6n de digliceridos a monogliceridos y de este a glicerol,



originadouna moh§cula de ester en cada paso (Fig. 2),reaccionand01 mol del total

de trigliceridos con 3 moles de alcohol, aunque en la practica al ser un proceso

reversible, se necesita alimentar un exceso de alcohol para desplazar la reacci6n

hacia la formaci6n del ester (Vyas et al., 2011; Romero y Barrera, 2013).

CH2-OOC-R1
R1-OOC-R' CHrOH

I catalizador
t

I
9H-OOC-R2 + 3 R'-OH R2-OOC-R' + CH-OH

+--- I
CH2-OOC-R3 R3-OOC-R' CH2-OH

Triglicerido Alcohol Esteres Glicerol

Fig. 2. Esquemageneraldelareacci6ndetransesterificaci6n.

2.4.1. Transesterificaci6n deaceites

La reacci6n detransesterificaci6n deaceites con alcohol para Ia obtenci6n de alquil

esteres, se ha lIevado a cabo en presencia de un catalizador acido, alcalino 0

biocatalizadores (enzimas). En la catalisis alcalina los catalizadores mas

comunmente ulilizados son NaOH, KOH y NaOCH3. En la catalisis acida, los acidos

empleados generalmente son H2S04, HCI, H3P04 Y acidos organicos sulf6nicos

(Dall'Oglioetal., 2014; L6pez,2011; Marcanoetal., 2014; Marchettietal., 2007). La

catalisis acida 0 alcalina presenta desventajas, tales como el alto consumo de

energiayladificullanenlatransesterificaci6ndemateriasprimasconalloconlenido

en acidos grasos libres (formaci6n de jabones). Ademas los procesos de

recuperaci6n de glicerol, la eliminaci6n de sales inorganicas, la eliminaci6n del

catalizadory-eltratamientodeaguasresidualessoncomplejoseincurrenencostos

adicionales (Bajaj et al., 2010). Actualmente se promueve que la industria quimica

utiliceproductosmenoscontaminanlesduranteel desarrollo de procesos quimicos.

Bajo esla perspectiva losbiocatalizadoresofrecenventajasfrenlea loscalalizadores
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quimicos,yaquesuusopropiciaunprocesomaseficiente,sonaltamenteselectivos,

implica menos consumo de energia, la recuperaci6n de glicerol es mas facil, se

generanmenosresiduos. Porotraparte, lasenzimassoninsensiblesalcontenidode

acidos grasos libres yal agua que aportan las materias primas (Akoh etal., 2007;

Robles-Medina et al., 2009; Kulkarni y Dalai, 2006; citado en: Aarthy et al., 2014).

2.4.2. Factores que afectan la transesterificaci6n enzimatica

Sehan reportadoen la literatura estudiosen los que se evaluan diferentesvariables

para optimizar la reacci6n de transesterificaci6n enzimatica. Las principales

condicionesqueafectanelprocesoson: la relaci6n molar alcohol: aceite, el tipode

alcohol, tiempo de reacci6n, cantidad de catalizador, intensidad de mezclado,

temperatura de reacci6n, tipo de solvente, formulaci6n de la enzima (Iipasa

inmovilizada 0 no) y contenido de agua (Demirbas, 2009; Delgado y Pashova, 2010)

2.4.2.1. Relaci6n molar alcohol: aceite y tipo de alcohol

En diversas investigacionesse ha reportadoque la relaci6n molar alcohol: aceite es

uno de los factores principales que afectan el rendimiento en la producci6n de

esteresde acidosgraso. Sesugiereque la reacci6n detransesterificaci6n requiere 3

molesdealcoholporcada 1 mol de triglicerido para producir3 moles de esteres de

acidos grasos y 1 mol de glicerol. Generalmente, la producci6n de esteres se

incrementa cuando se utilizauna relaci6nmayorde3:1 alcohol:aceite(Anastopoulos

etal., 2009; Ramirezetal., 2012; Dantasetal., 2013).

Tipo de alcohol. Los alcoholes utilizados mas frecuentemente en procesos de

transesterificaci6n incluyen: metanol, etanol, propanol, butanol, alcohol amilico,

octanol y alcoholes ramificados (Ghaly etal., 2010; Ramirezetal.,2012).

En los procesosdetransesterificaci6nel metanoleselalcohol masutilizado, debido

aqueesmasbaratoencomparaci6nconotrosalcoholes.Cuandoseutilizametanol

enel proceso,la reacci6n es conocida como metan61isis, (Fig. 3)(Ghalyetal., 2010;

Marcanoetal.,2014).



~
~~R1R~HS f~'()H
I II calallzador

l
H-O-C~2 + 3 CHsOH =--=+ R2~-O-CH3 + H.()H

II II
HrO-C-R3 R3..c-o-CH3 ~'()H

Trigllcerldo Metanol Metll esteres Gllcerol

Fig. 3. Representaci6ndelareacci6nde metan6lisis.

Eltipodealcoholempleadoysuconcentraci6nenelmediopresentaunfuerteefecto

sobrelaenzimaysobreelrendimientodelosesteres.Estopuedeexplicarsepordos

razones fundamentales: la polaridad del alcohol y su solubilidad con el aceite.

Alcoholespolarescomoel metanolyetanolcausan un efecto de inactivaci6n en las

enzimas, ya que afectan su microambiente y extraen el agua necesaria para

mantenersuactividad;alcoholessuperiorescomoelpropilicoobutilicono presentan

este comportamiento tan acentuadamente (Veras et a/., 2011; Kumari et a/., 2009;

Castellanos y Gonzales, 2004). Para evitar la desactivaci6n de las lipasas per el

alcohol, este se adiciona a diversos tiemposdurante la reacci6n, como es el caso

dondese realiza la adici6n del alcohol porpasos que tiene porobjetooptimizarla

relaci6n molar en sistemas Iibres de solvente (Yang eta/., 2009).

La presencia de solventeserganicosen el medio de reacci6n hace posible que las

enzimas adquieran un nuevo comportamiento catalitico, por ejemplo, las lipasas

catalizanlahidr61isisdegrasasyaceitesenpresenciadeaguaenelmedio,mientras

que la mism? enzim,! cataliza reacciones de esterificaci6n y transesterificaci6n en

mediosorganicos

Lainhibici6nporalcoholesdecadenacortaesdebidaalainsolubilidaddeestos.Los

solventes son utilizados para proteger ala enzima de desnaturalizaci6n per el



alcohol, incrementando su solubilidad (Kumari et al., 2009). Cuando se utiliza

metanol y etanol generalmente es necesario el uso de solventes que permitan un

mejorcontactoentrelossustratos,incrementandosignificativamentelavelocidadde

reaccion en comparacion con un mediode reaccion libre de solvente. Lossolventes

mas comunmente utilizados en latransest(lrificacion son nopolares, como el hexano,

n-heptano, ciciohexano, isooctano y terbutanol (Chen et al., 2009; Azocar et al.,

2014).

2.4.2.3. Temperatura y tiempo

Lavelocidad de conversion incrementa con latemperaturayeltiempodereaccion,y

por 10 tanto estos factores son importantes en el proceso de transesterificacion

(Parawira, 2009). La temperatura puede disminuir la viscosidad del aceite, dando

lugaraunaumentodelavelocidaddereacci6nyaunadisminuciondeltiempode

reaccion (Rojas-Gonzalez y Gir6n-Gallego, 2011). EI tiempo de reaccion da una idea

de la eficiencia de la enzima a medidaqueavanzala reaccion,locuales uti! para

determinar el tiempo minima necesario para obtener alto rendimiento. En la catalisis

enzimatica el tiempo de reaccion puede ser mayor, comparado con la catalisis

quimica(Ebrahimietal., 2012).

AI inicio de la reaccion, los trigliceridos y el alcohol forman dosfasesinmiscibles. La

reaccion es controlada porel mecanismo de transferencia de masa. La agitaciones

necesariaparaaumentarelgradodemezciadelasfasesyaumentarlavelocidadde

la transesterificacion. A medida que los trigliceridos se convierten en esteres de

acidosgrasos,disminuyelaviscosidaddelamezciadereaccion produciendoseun

aumento en la velocidad de la misma. En la Iransesterificaci6n enzimatica se sugiere

una velocidad de agitaci6n entre 150-200 rpm para no afectar la estructura de la

lipasa. Sinembargo,se han reportadovelocidades deagitacion de 500y700rpmsin

efectosimportantesdurantelareaccion. Cuandolalipasaseencuentrainmovilizada

en un soporte solido, se requiere mayor velocidad de agitaci6n para aumentar la
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transferencia de masa en el soporte y disminuir la saturacion de los poros en el

mismo con la glicerina (pardal, 2012; Gonzales et al., 2010; Ebrahimi et al., 2012).

Cuanto mayor es la concentraci6n de enzimas, mayor sera el rendimiento de la

reacci6n. A fin de establecerla cantidad adecuadadel catalizadorsehan reportado

trabajosenlosqueseutilizandiferentescantidadesdeenzimaquevariande3a7%

y10a30%con relaci6nalpesodelaceite(Ribeiroetal., 2014; Hsuetal., 2004;Suy

Wei 2014).

EI rendimiento de la reaccion de transesterificacion depende del estado Iibre 0

inmovilizado de la enzima. Las principales limitaciones del uso de lipasas en la

producci6n de alquil esteres son los costas de produccion, se emplea un mayor

tiempode reaccion, desactivaci6n de la enzima porlosalcoholeseinhibiciondebido

ala adsorcion de glicerol sobre la lipasa (Gog et al., 2012; Garlapati et al., 2013;

Ribeiro et al., 2014). Sin embargo, la inmovilizacion de lipasas disminuye el costa de

producci6n, por su reutilizacion, 10 cual es necesario para hacer que sea mas

atractivaydepotenteaplicacionindustrial.Elprincipalpropositodelainmovilizacion

de enzimas es para mejorar sus propiedades tales como estabilidad termica, la

actividad en medio no acuoso, para mejorarel manejo, recuperacion y reciclaje de

estebiocatalizador(Narwaletal., 2015).

2.4.2.7. Contenido de agua

EI contenido de agua desempena un papel importante en la transesterificaci6n

enzimatica ya que es vital para mantener la conformacion tridimensional de sitio

catalitico de_la enzima. La presencia de una interface de agua-aceite crea un

ambientefavorable para la conformaci6n del sitioactivo. EI agua interactua con los

gruposhidrofilicosde laenzimasituadosenla superficie,ycambia laconformaci6n

de las interacciones de enlaces de hidrogeno en la enzima, que lIeva a la



transformaci6n de la lipasa activa. Generalmente se sugiere un valor del 5% en el

contenido inicial de agua como oplimo para la produccion de alquil esteres, la

aClividad lipasa aumenla con aumenlo del conlenido de agua hasla un 15% (Gupla

etal., 2014)

2.5. Investigacion de Iipasas en la transesterificacion

La Iranseslerificaci6n de aceiles realizada per via enzimalica con lipasas es una

buena allemaliva a los procesos quimicos debido a su capacidad para calalizar

eficientementela reacci6nen la produccion de esleres de acidos grasoscomoseha

comprobado en diversos estudios. EI uso de estos catalizadores genera menos

residuos obleniendo asl una serie de ventajas medioambientales. Muchos aceites

vegetales tales como aceite de soya, aceitede girasol, aceile de colza, aceile de

palmayaceites residualesderestauranteshansido ulilizadoscomo maleria prima

en estos procesos de transeslerificaci6n (Kumari etal., 2009; Wang etal., 2014).

Algunaslipasas procedentesde diversasfuenles han sidoobjetodeesludioyseha

reportadoquetienenunallopolencialparacatalizarreaccionesdelranseslerificacion

por ejemplo, lipasa extraida de Streptomyces sp (Mander et al., 2012). Lipasa de

pancreas de porcino (Ebrahimi et al., 2012). Lipasa de Jatropha curcas L (De Sousa,

2010). Asi como Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus (TL 1M

Lipozyme), Mucor miehei (Lipozyme RM 1M), Candida antarclica (Novozym 435)

(Yang et al., 2009; Sim et al., 2010; Delgado y Pashova, 2010; Haigh et al., 2012).

Ademas se han esludiado Iipasas de origen vegelal presenles en ellalex, Saad

(2005), report6 el uso de lipasas de latex de Carica papaya duranle la

transeslerificaci6n de aceite de maiz con etanol para la obtencion de esleres de

acidos grasos. En el alio 2009 Cambon etal. esludiaron la capacidad catalitica de

lipasas presenles en el latex de de Vasconcellea xheilbornii para producir melil

esteres a tral[es de la transesterificaci6n de diversos aceiles vegelales. EI analisis

realizado por Delgado y Pashova (2010), se ha enfocado a la evaluaci6n del efeclo

dediversas variables en el procesode transesterificacion enzimalica, esludiaronla

sinlesis de biodiesel mediante la transeslerificaci6n de aceitede ricino con elanol,



usando n-hexano como solvente y una lipasa comercial Lipozyme TL 1M como

biocatalizador. Evaluaronelefectodela relaci6nmolaretanol: aceiteenun rangode

3:1 a 10:1,temperaturadereacci6n (35-65'C), carga enzimatica (5-20 % p/p)yla

cantidad deagua (0-10% pip). La maxima conversi6n deetil-esteres se obtuvo a una

temperatura de 35'C, unarelaci6n molaretanolaceitesde5:1,unacargaenzimatica

inicialde 15% p/py una concentraci6n de agua de 2% pip, ambos con baseenel

peso del aceitede ricino. Porsu parte,enelestudiorealizadoporSuyWei,(2014),

se investig61aproducci6n de butilesteresdeacidosgrasos a partirdediferentes

aceites vegetales utilizando como catalizador Iipasa del latex de Carica papaya, bajo

lascondiciones6ptimaslamaximaconversi6nencontradafuedeun96%.

Dinorin, (2012), realiz6 un estudio en el que se evalu6 la actividad de lipasas de

Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y bacterias Gram (+), microorganismos

quefueronaisladosapartirdediferentesmuestrasdesuelos.Elmayorporcentajede

conversi6nenlatransesterificaci6ndeaceitesdedesechoconmetanol fuede 57%,

55% y 38% con Pseudomonas aeruginosas, Proteus mirabillis y bacterias Gram (+)

respectivamente. En el ana 2008 Kovacs et a/. utilizaron tres lipasas comerciales

inmovilizadas de Candida antarctica, Rhizomucor miehei y Thermomyces

lanuginosus para comparar su eficiencia en procesos de transesterificaci6n de

aceitesdefritura empleando las mismas condiciones paracada una de las Iipasas.

Encontraron como resultado la obtenci6n de mas del 94% de metil esteres al utilizar

lipasasde Candida antarctica.

Enloreferenteaenzimaslipoliticassehanrealizadotrabajosenlosqueseevaluala

actividad catalitica de lipasas ya comercializadas, de celulas secas, extractos

parcialmente purificados a partir de microorganismos y de origen animal. Estas

enzimas han side utilizadas en procesos tanto de hidr61isis como en los de

transesterificaci6n. Noobstante,la investigaci6nen Iipasas nuevasdeorigen vegetal

aunesescasa.



2.6. Aplicaci6nde las lipasasen la industria

EI reciente interes en este tipo de catalizadores tal como 10 son las lipasas. esta

asociadoconsuaplicaci6ncomoaditivoenalimentos(modificaci6n de los sabores),

slntesis quimica (obtenci6n de esteres). detergentes (hidr6lisis de grasas), pre

tratamiento de aguas residuales (descomposici6n y remoci6ndesustanciasoleosas),

amplia utilidad en la industria cosmetica y farmaceutica (Salihu et al., 2012).

Adicionalmente, las lipasas tienen una importante aplicaci6n en el campo de la

bioenergla, especialmente en la producci6n de biodiesel, el cual es un sector en

expansi6n como resultado de la creciente demanda mundial del uso de energias

renovables(Colia etal., 2010). EI biodieselcomercial se produce a partirdefuentes

renovablesdeaceites,loscualesestanconstituidosdetrigliceridosdeacidosgrasos

de cadena larga (de 14-20 carbonos pero pueden variar). Estos trigliceridos son

convertidosa susrespectivosesteresdeacidosgrasosporunareacci6nde

transesterificaci6nutilizandoalcoholesdecadenacorta(tipicamentemetanol)dando

como subproducto glicerol (LiyXie, 2006). Los esteres derivados de los compuestos

grasoshanllamadomucholaatenci6nparasuaplicaci6nenalimentos,bebidasyen

la industria qulmica. Los alquil esteres de acidos grasos producidos a partir de

aceltesvegetales son Importantes intermediarios en la oleoquimica y en la sintesis

de un amplio range de productos utilizados en la industria de lubricantes,

surfactantes, carburantes, solventes, poliesteres biodegradables y agentes

dispersantes (Dossat eta/., 2002; Rajendra etal., 2009; Severac etal., 2011).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Justificaci6n

Lasenzimas lipoliticasde plantas poseen propiedades cataliticas importantes para

su aplicaci6n en diferentes procesos industriales. EI uso de lipasas de plantas tiene

ventajasobrelaslipasasdeorigenanimalomicrobianodebidoasudisponibilidad,

bajocosto, facil purificaci6n ysu especificidad en particular. Desde el punto de vista

quimico, los procesosen los que se utilizan lipasasofrecen ciertosatractivosfrentea

lacatalisisquimica; actuan en condiciones moderadasdetemperatura, pH, presi6n,

etc., 10 cualdisminuye los costos de operaci6n. Portanto, laobtenci6n yevaluaci6n

denuevaslipasasconstituyeunpuntodepartidaenlageneraci6nde un nuevo

conocimiento, que pudiera promover a futuro el interes por integrar este tipo de

catalizadores en diversos procesos de transformaci6n. Lo anterior tomando en

cuenta que las enzimas existentes en la naturaleza son desconocidas, que cada una

deestaspresentadiferentespropiedadescataliticasyquelosprocesosenzimaticos

resultan ser mas amigables con el medio ambiente.



3.2. Hip6tesis

La actividad de un complejo lipolitico del latex de lajaca sobre aceites vegetales

originaraesteresdeacidosgrasos.

3.3.0bjetivogeneral

Evaluarla actividad de un complejo lipolitico identificado en ellatex de lajaca y su

aplicaci6nenlatransesterificaci6ndeaceitesvegetales.

3.3.1.0bjetivosespecificos

- Determinar los valores de pH y de temperatura 6ptimos de un complejo enzimatico.

- Determinar los parametros cineticos Km y Vrnax de un complejo enzimatico.

-Determinarlaactividaddetransesterificaci6nenzimaticaenaceitesvegetales.



4. MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico

-Uncomplejoenzimaticoconactividadlipoliticaobtenidoapartirdellatexde
lajaca.

4.1. Obtencion de extracto crudo del latex de la jaca

EI latex se obtuvo a partir del pedunculo de los frutos de jaca, Artocarpus

heterophyllus L. Se recupero en tubos de centrifuga que contenian buffer de fosfato

0.2 M, acido cilrico 0.1M, EDTA 5 mM y cisteina 5 mM, pH 6.4. La suspensi6n fue

sometida a centrifugaci6n en frio (4°C) a 9000 rpm por 20 minutos (HERMLE, Z 326

K, rotor 221.18), sedescartaron losmaterialesinsolublesobteniendoasielextracto

crudo,elcualfuealmacenadoa-20°Chastasuuso.

4.2. Cuantificaci6n de la concentraci6n de proteina

LaconcentraciondeproteinasfuedeterminadaporelmetododeBradford(1976),se

utiliz6 BSA (albumina de suero bovino) como estandar.

4.3. Cromatografia de filtraci6n en gel

Laseparaci6nde lasproteinasse realizo por medio de cromatografia en columna

(Econo-Column Bio-Rad) empacada con Sefinose Fast Flow SF006-6F (Bio Basic

Inc.), la elucion de proteinas se realizo con buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8.8. La

velocidaddeflujoutilizadafuede500lJUmin.

4.4. Determinacion de pesos moleculares de proteinas (SDS·PAGE)

Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida a112% en

condiciones d~snaturalizantes (SDS-PAGE. ANEXO A). Utilizando marcador de peso

molecular de amplio rango (Bio-Rad, 161-0318). Las muestras se colocaron a bane

deebullicion durante 5 min en presencia de buffer de muestra,cargando en cada uno

de los pocillos del gel 20 IJLde muestra. Lascondicionesdecorridaelectroforetica



fueron 110 mV por 90 min y los geles se Meron con azul de Coomassie brillante R-

4.5. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (NO-PAGE)

Se mezclaron 20 ~g de proteina (complejo lipolitico) con buffer de muestra en

ausenciade SDSy2-mercaptoetanol. Laelectroforesisserealiz6utilizandogelesde

poliacrilamida al 12% y de acuerdo a la metodologia descrita por Laemmli (1970). EI

reveladodelasproteinasserealiz6mediantetinci6nconazuldeCoomassiebriliante

R-250.

4.6. Caracterizaci6n de la actividad Iipolitica

4.6.1. Ensayo en placa con purpura de bromocresol

Laactividad lipoliticade las fracciones obtenidas porcromatografia de filtraci6nen

gel fue monitoreada por detecci6n en placas, las cuales contenian medio solido;

1.5%deagaragar,purpuradebromocresolaI0.5%,lipidotributirinaal 0.5% ytween

20 al 0.1%. Se depositaron de 10 a 30 ~g de proteina, las placas se incubaron a

temperatura ambiente (28°C) durante 18 horas. La presencia de actividadlipoliticase

determin6cualitativamentealobservarel cambiode coloraci6ndel indicadorde pH

presente en el agar frente a la reacci6n de hidr61isis efecluada por el complejo

lipolitico(Martinez, 2013).

4.6.2. Ensayo en placa con rodamina B

Se realiz6 una prueba confirmatoria utilizando aceite de oliva y aceite de soya,

rodamina B como indicador (Kouker y Jaeger, 1987). EI aceite se prepar6 al 1% en

buffer Tris-HCI25 mM, pH 8.8. al cual se Ie aiiadi6 0.1% de goma arabiga, agar agar

(1.5%) y 0.0~1% de .rodamina B. La actividad Iipolitica fue probada en placa

utilizandocadaunadelasfraccionesobtenidasporcolumna,sedepositaronde10a

30 ~g deproteina. Lasplacasse incubaron a temperatura ambiente (28 °C)durante

24 horas. La actividad se monitore6 irradiando las placas con luz UV, tomando como



positivas aquellas fracciones en las que se observola presencia de halos

fluorescentesde colornaranja.

4.6.3. Actividad hidrolitica sobre esteres de p-Nitrofenol

la actividad hidrolitica hacia sustratos cromogenicos (esteres de p-Nitrofenol) se

evalu6 siguiendo la tecnica de descrita por Pencreac'h y Baratti (1996), con una

Iigera modificaci6n. los esteres elegidos fueron p-Nitrofenil acetato (p-NFA) y p

Nitrofenil palmitato (p-NFP) (Sigma). la prueba de actividad de hidrolisis sobre

esteres de p-Nitrofenol utilizando el complejo lipolitico y lipasa comercial Thermus

thermophilus(sigma) como control se realiz6a partir de la preparaci6nde un stock

del sustrato 10 mM en 2-propanol, a partirdeeste, setom61a cantidad necesaria

para obteneruna concentraci6n de 0.2 mM en unasolucion amortiguadorade Tris

HCI 25 mM de pH 8 que contenia 0.3% de triton X-100. la reacci6n se realiz6 en

placasde PCR, donde en cada pocillo se agrego100 III de la dilucion del sustrato,

posteriormente para comenzar la reacci6n se aiiadieron 100 III del complejo

enzimatico Ilipasa comercial (solucion 0.5 mg/ml) despues de 30 min de reacci6n a

65°C,se procedi6 a tomarlectura de absorbanciaa 348 nm en un lector de placas

Sinergy HT. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado y calculando

ladesviacionestandar.Paradeterminarlacantidaddellmolesliberadosporlaaccion

del complejo lipolitico, se construy6 una curva de calibracion de p-Nitrofenol (ANEXQ

C-2).laactividadenzimaticafuecalculadaempleandolassiguientesformulas:

Actividad enzimatica (U/ml) = A x S
CxDxE

Donde, A- se refiere a los Ilmol de p-Nitrofenolliberado, S- Volumen de reaccion, C

Volumen usa en la determinaci6n espectrofotometrica, D- Volumen de enzima

utilizadoyE-Tiempodeincubaci6n.



4.7. Efecto del pH en la actividad del complejo Iipolitico

EI pH 6ptimo para el complejo Iipolitico fue determinado a diferentes pH de 5 a 9.5

unidades utilizandoesteresde p-Nitrofenol ytributirina como sustrato en diferentes

soluciones amortiguadoras; Acetato de sodio, Fosfatos, Tris-HCI y glicina- NaOH.

4.7.1. Efecto del pH en la hidr61isis de p-Nitrofenil palmitato (pNFP)

La determinaci6n del pH optimo en la hidr6lisis de p-NFP se realiz6 por la

preparaci6ndeunadiluci6n a partir de un stock del sustrato paraobteneruna

concentraci6n 0.5 mM en distintas soluciones reguladores 50 mM, que contenian

0.3% de trit6n X-100. La reacci6n fue lIevada en placas de PCR como se menciona

en el apartado anterior. Se utiliz6100 ~Lde un stock de 0.5 mg/mL deproteina. La

actividad enzimatica fue medida A 348 nm despues de incubar la mezda de reacci6n

enzima-sustratoa37"durante30min.

4.7.2. Efecto del pH en la hidr61isis de p-Nitrofenil Acetato (pNFA)

La actividad de hidr61isis se evalu6 a distintos pH en buffer 25 mM que contenian

0.3%detrit6nX-100. Enestecasoseprepar6 unadiluci6n a una concentraci6n de

0.4 mM a partir de un stock del sustrato p-Nitrofenil acetato, asi como 100 ~L de un

stock de 0.25 mg/mL de proteina. La actividad enzimatica fue medida a 348 nm

despuesdeincubarlamezdadereacci6nenzima-sustratoa37"durante 20 min. La

actividadenzimaticafuecalculadaempleandolasiguienteformula:

Actividad enzimatica (UlmL) = A x B
CxDxE

Donde, A- se refiere a los ~mol de p-Nitrofenol liberado, B- Volumen de reacci6n, C

Volumen usa en la determinaci6n espectrofotometrica, D- Volumen de enzima

utilizadoyE-Tiempodeincubaci6n



4.7.3. Efecto del pH en la hidrolisis de tributirina en emulsion

Se estudio la hidrolisis del sustrato tributirina en emulsi6n utilizando distintas

soluciones reguladoras (pH 7 a 10); se incub6 en tubos de ensaye 2.5 mL de

solucion de enzima (7 mg proteina) y 160 ~L de tributirina a 37·C durante 60 min a

una velocidadde agitaci6nde 200 rpm. Posteriormente,se anadi62.5 mL de etanoI

para detener la reaccionycada uno de lostubosfueroncolocadosatemperaturade

ebullici6ndurante10minparainactivarlaenzima.Lamezclaresultantefuetitulada

con NaOH 0.05 N. Se determin6 el porcentaje de acidos grasos liberados restando el

consumo de NaOH de una muestra control (Blanco) a la cual se anadi6 enzima

inactiva. Elporcentajedehidr61isisfuecalculadoconlasiguienteformula:

% hidrolisis = V NaOH x 10-3
X M NaOH x MM

Px F

Donde V es el volumen de NaOH consumido durante la titulacion, M es la molaridad

de la soluci6n de NaOH, MM, es el peso molecular del sustrato tributirina, P es el

peso de la muestray Fcorrespondea la fracci6n devolumen de la muestra.

4.8. Efecto de la temperatura

La determinaci6n de la temperatura optima se lIevo a cabo a condiciones de pH

optimo, se evalu6 la actividad en un rango de temperaturas de 20 a 90·C en

intervalosde 10 unidades; EI sustrato p-NFP se prepar6 a una concentraci6n de 0.4

mM, y se utiliz6 100 ~L de una soluci6n 0.5 mg/mL de proteina. La actividad

enzimatica fue medida a 348 nm despues de 30 min de incubaci6n. Para el caso del

sustrato p-NFA, se utiliz6 una concentraci6n de 0.3 mM y 0.25 mg/mL de proteina.

Se tomolectura de absorbancia a 348 nm despues de 20 min de incubacion. La

actividadenzimaticafuecalculadaempleandolasiguienteformula:

Actividad enzimatica (U/mL) = ~~:E

Donde, A- se refiere a los ~mol de p-Nitrofenol liberado, B- Volumen de reaccion, C

Volumen usa en la determinaci6n espectrofotometrica, D- Volumen de enzima

ulilizadoyE-Tiempodeincubaci6n.



4.9. Efecto de solventes organicos sobre la estabilidad del complejo lipolitico

Se evaluo la estabilidad del complejo lipolitico sobre distintos solventes organicos;

100 IJl de la enzima (pH 9 Tris-HCI 50 mM, 0.125 mg de proteina) fueron incubados

con 100 IJldediferentesconcentracionesdemetanol,etanol yhexano:metanol(50,

80y 100%) durante una horaen refrigeraci6n (4°C). Como control positivose utiliz6

la enzima sin solvente, como control negativo se utiliz6 buffer sin enzima con 1a

preparaci6ndel solvente. Despuesdel periodode incubaci6n, 10 IJlde cada una de

las preparaciones fueron colocadas sobre placas con agar-tributirina al 0.5% y

purpuradebromocresolcomoindicador,estasfueronincubadasa3rCdurantetres

horas (Salihu etal., 2012).

4.10. Determinacion de los parametros cineticos

Se estudi61a influencia de la concentraci6n de sustrato en la velocidad de reacci6n

del complejo lipolitico con p-NFA como sustrato. Se utiliz6 una concentraci6n de 0.25

a 2 mM, asi como 100 IJl de un stock de 0.1 mg/ml de proteina. las pruebas se

realizaron a la temperatura y pH determinados como 6ptimos. la mezcla de reacci6n

fue incubada durante 20 minutos y 1a absorbancia fue medida a 348 nm. la

constante de Michelis-Menten (Km) y la velocidad maxima (Vmax) fueron determinadas

apartirdelgraficodeLinewaver-burk,1Nfretea1/S.

4.11. Transesterificaci6nde aceites

4.11.1. Transesterificaci6n alcalina: Metilaci6n basica de acidQs grasos

presentesenel aceite

Con el objelivode identificar los esteres que se forman al uti lizarel aceite de soya y

de oliva en un proceso de transesterificaci6n, se parti6de la preparaci6n de metil

esteresencondicionesbasicas;entubosdeensayesepesaron30mgdecadauno

de los aceites, seanadi62mldehexano, dichamezclaseagit6conv6rtex hasta

disolver el aceite. Posteriormente se anadi6 200 IJl de KOH 2 M/Metanol, la nueva

mezcla se agit6 nuevamente en v6rtex durante 10 segundos para favorecer la
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reacci6n. La preparaci6n se dej6 en repose durante 10 minutos a temperatura

ambiente, despuesfuecentrifugada a 3500 rpm durante 5 minutos. Serecuper6en

un vial 1 mLdelafasesuperior, de este vial setom6 unaalicuota paradepositarlaen

una cromatoplaca de silica gel Si02.H20 para identificar los compuestos presentes

antes ydespues de la metilaci6n de los aceites.

4.11.2. Pruebas de transesterificaci6n (alcoholisis) enzimatica de aceites

Acontinuaci6nsedescriben los experimentos elegidos para lIevaracaboelestudio

delatransesterificaci6nenzimaticadeaceitesvegetales

4.11.2.1. Determinacion de la densidad de los aceites

Para lIevar a cabo los experimentos se estim6 la densidad de cada uno de los

aceites de prueba para encontrarel volumen necesario a anadiren la mezda de

reacci6n.Sepes6unmatrazaforadode10mL,sellen6conaceitehastalamarcay

volvi6a pesarse una vezmas. Posteriormenteseregistr6ladiferenciadepeso. Con

elpesonetodelaceitesecalcul6ladensidad:

D=m/v

Paraestimarelpesomoleculardelaceite,setomaronencuentalosdatosconocidos

delalcohol,esdecir,elmetanoltieneunpesomolecularde32.04g/molydensidad

de 0.792 g/mL. Asi, la relaci6n molar alcohol aceite se estim6 como se muestra en el

4.11.2.2. Pruebas de transesterificacion enzimatica con extracto crudo

Para encontrarexperimentalmentelaconcentraci6nadecuadaparaquesellevaraa

cabo la transesterificaci6n enzimatica, se utiliz6 el extracto crudo a una

concentraci6n de-proteina-de 0.32 mg en bufferdefosfatos pH 6.4 (Toscano etal.,

2014; Dinorin, 2012). En tubos eppendorf se coloc6 559IJL de aceite de soya sin

usar, equivalentea2 mMdeacuerdoalpesomolecularpromediodeacidosgrasos

del aceite (PM: 253.26 g/mol), asi mismo se anadi6 la cantidad de 384 IJL de metanol



a un equivalente de 10 mM obteniendo una relaci6n molar 1:5, la mezcla se

preincub6 por 15 minutos y posteriormente se anadi6 el complejo enzimatico

contenidoenelextractocrudodellatexdelajaca.lamezcladereacci6nobtenidase

incuboa 3rc durante cinco horas manteniendola agitaci6n constante a 200 rpm

Transcurrida una hora de incubaci6n se lom6 una alicuola de 20 IJl, la cual fue

mezcladacon 200 IJlde hexane para posteriormente analizar los compuestos por

cromatografia de capa fina. Esta ultima operaci6n volvi6 a repetirse a las 2, 4 Y 5

horasde incubaci6n.

Se utiliz6 una relaci6n molar 1:4 del aceitede soyaymetanol,el extractocrudoauna

concentraci6n mayor; 3 mg/ml en buffer de fosfatos pH 6.4, la mezcla se preincub6

por 15 minutosyposteriormenteseanadi6el complejo enzimaticocontenidoen el

extractocrudodellatexdelajaca.lamezcladereacci6nobtenida se incub6a 40°C

durante 20 horas manteniendo la agitaci6n constante a 200 rpm. Transcurridas tres

horasdeincubaci6nsetom6unaalicuotade 20 IJl,lacualfuemezcladacon200IJl

de hexane para posteriormente analizar los compuestos porcromatografiade capa

tina. Estaultimaoperaci6nvolvi6arepetirsealas6y9horasdeincubaci6n.

Se utiliz6 elanol, para 10 cual se realizaron los calculos correspondientes. Se utiliz6

unarelaci6n molar 1:4 aceite de soya: etanol,elextractocrudoa unaconcentraci6n

de 3 mg/mL en buffer de fosfatos pH 6.4, la mezcla se preincub6 por 15 minutos y

posteriormenteseanadi6 el complejo enzimatico contenido en el extracto crudo del

latexdelajaca. Lamezcladereacci6nobtenidaseincuboa40°Cdurante20horas

manteniendo la agitaci6n constante a 200 rpm. Transcurridas tres horas de

incubaci6n se tom6 una alicuota de 20 IJl, la cual fue mezclada con 200 IJl de

hexanoparaposteriormenteanalizarloscompuestosporcromatografiadecapafina.

Estaultimaoperaci6nvolvi6arepetirsealas6y9horasdeincubaci6n.



Se utiJiz6 una concentraci6n de enzima de 9 mg hidratada en un volumen del 4 % de

buffer en relaci6n al aceitea pH 9, 25 mM. En tuboseppendorfsecoloc6 aceitede

soya yetanol a una relaci6n molar 1:2.5, la mezcla se preincub6 por15 minutos.

Posteriormente, se anadi6 el extracto crudo liofilizado (complejo enzimatico). La

mezcla de reacci6n obtenida se incubo a 40·C durante 24 horas manteniendo la

agitaci6n constante a 180 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 ~L a las seis ya las

24 horas de incubaci6n, a las cuales se les adicion6 200 ~L de hexane para

posteriormenteanaJizarloscompuestos porcromatografiade capafina.

Se utiliz6 extracto crudo liofilizado a una concentraci6n de proteina de 15 mg

hidratada en un volumen del 5 % de buffer en relaci6n al aceite, pH 9 25 mM. En

tubos eppendorfse coloc6aceite de oliva yetanol a una relaci6n molar1:2,lamezcla

sepreincub6por15minutosyposteriormenteseafiadi6elcomplejoenzimatico. La

mezcla de reacci6n obtenida se incubo a 40·C durante 24 horas manteniendo la

agitaci6n constante a 200 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 ~L a las seis y a las

24 horas de incubaci6n, a las cuales se les adicion6 200 ~L de hexane para

posteriormenteanalizarloscompuestosporcromatografiadecapafina

Se utiliz6 extracto crudo Jiofilizado a una concentraci6n de proteina de 15 mg

hidratada en un volumen del 5 % de buffer en relaci6n al aceite, pH 9 25 mM. En

tubos eppendorfse coloc6 aceite de oliva y metanol a una relaci6n molar 1:2. La

mezcla se preincub6 por 15 minutos y posteriormente se afiadi6 el complejo

enzimatico. La mezcla de reacci6n obtenida se incubo a 40·C durante 24 horas

manteniendo la agitaci6n constante a 200 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 ~L a

las seis y a las 24 horas de incubaci6n, a las cuales se les adicion6 200 ~L de

hexano para posteriormente analizar los compuestos porcromatografiadecapafina.
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Aumento de la concentraci6n de enzima y usc de co-solvente.

Se utiliz6 extracto crudo liofilizado a una concentraci6n de proteina de 23 mg

hidratada en un volumen del 10 % de buffer en relaci6n al aceite. pH 9 25 mM. En

tuboseppendorfsecoloc6elaceitedesoyay2.25mldehexano.Posteriormentese

ariadi6 metanolaunarelaci6nmolar4:1 conelaceite. lamezclasepreincub6por

15 minutos y posterionnente se ariadi6 el complejo enzimatico. la mezcla de

reacci6n obtenida se incubo a 40·C durante 48 horas manteniendo la agitaci6n

constante a 200 rpm. Se tomaron muestras de 20 IJl a las 6. 24 Y 48 horas de

incubaci6n.

Serealiz61amisma prueba utilizando aceitede oliva, asi como heptanoyterbutanol

comoco-solvente.

4.11.2.3. Transesterificaci6n de aceites usando el complejo lipolitico

parcialmentepurificado

Se utiliz6 una concentraci6n de 5 mg del complejo Iipolitico hidratadoen e15% de

buffer 25 mM. metanol a una relaci6n molar 3:1 con aceite de soya y 4:1, una

velocidad de agitaci6n de 300 rpm, variando la temperatura y pH como se muestra

en la Tabla 1. los valores de temperatura fueron elegidos acorde a los rangos

establecidos en estudios de transesterificaci6n de aceites al utilizar enzimas de

origen vegetal (Su y Wei, 2014; Cambon et al., 2009). los valores de pH fueron de 8

y9, loscualesfuerondeterminadospreviamentecomovalores6ptimosdeactividad

lipolitica. Se tomaron muestras a las 6, 24, 48 Y 72 horas de incubaci6n. Se

adicionaron 200 IJl de hexane para posteriormente analizar los compuestos por

cromatografiade_capafina.
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Tabla 1. Condi'ciones de temperatura y pH utilizadas.
Experimento 8a 8b 8c 8d
Temperatura 40 50 40 50
Buffer pH pH 8 pH 8 pH 9 pH 9

Se utiliz6 aceite de soya y el complejo lipolitico parcialmente purificado a distintas

concentraciones preparado en un volumen del 10% de buffer 25 mM, pH 9.

Utilizando en algunos casos hexane como co-solvente en el medio de reacci6n,

Tabla 2. Condiciones experimentales de la prueba 9.
Experimento 9a 9b

Concentraci6nde 10mg 20mg
enzima

Tiempo 72horas

Hexano Conhexano ysin Conhexano ysin
hexane hexane

Temperatura 40y65 40y65

Agitaci6n 300 rpm 300 rpm

Modificaci6n de la relaci6n molar aceite alcohol (1:5) ariadiendo en dos pasos el

etanol (2.5 mold~etanol al inicioy2.5 mol al cabo de seis horas de incubaci6n). Se

utiliz6 aceite de soya y el complejo lipolitico parcialmente purificado a distintas

concentraciones preparado en un volumen de 5 % de buffer 25 mM, pH 9 (Tabla 3).
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Tabla 3. Condiciones experimentales de la prueba 10.

Experimento 10a
1:5etanol

10mg 20mg

Tiempo

Hexano conhexano ysin conhexano ysin
hexane hexane

~mp.~rn ~yro ~yro

Agitaci6n 300 rpm 300 rpm

En lasultimaspruebas(9y10) realizadasseopt6porutilizartemperaturas mas altas

(65 y 70 ·C. ya que se tom6 como referencia un estudio previa en el que se

determin6queelcomplejolipoliticoescapazdeactuaraaltastemperaturascuando

fue probadosobreotrossustratos tal como 10 son los esteresde p-Nitrofenol.

4.11.3. Cromatografia en capa tina

Lasmuestrasobtenidasdelareacci6ndemetilaci6nbasicaylasobtenidas a partir

de la mezcla de reacci6n de transesteriticaci6n enzimatica fueron analizadas por

cromatografia de capa tina. Se tomaron 20 ~L de las muestras los cuales fueron

diluidos en 200 ~L hexano, la mezcla resultante fue sometida a centrifugaci6n

durante 2 minutos. Posteriormente 10 ~L se depositaron sobre la cromatoplaca de

silica gel. Una vez seca la placa, se introdujo a la cubeta cromatogratica que

contenia soluci6n de eluci6n; hexano/etil acetatol acido acetico (90:10:1),

permitiendo que el eluyente se situara a unos 3 mm aproximadamente del borde

superior de la placa. La cromatoplaca fue extraida de la cubeta y se permiti6 el

secado a temperatura ambiente. Las bandasobtenidasen lascromatoplacasfueron

comparadas frente a las bandas obtenidas en el proceso de metilaci6n basica

(Bergamascoetal. 2013; Bendikieneetal. 2008; Kleiner, 2012; Yang etal. 2009).



5.- RESULTADOS Y DISCUSION

La concenlraci6n de proteina estimada en el extracto crudo estudiado fue de 3.2

mg/mL. Se obtuvieron 30 fracciones por cromatografia en gel, las cuales fueron

utilizadasparaladetecci6ndeactividadlipolitica;enlosensayosen placala

presencia de actividad fueencontrada en lasfraccionesBa 17,endondeseuliliz6

tributirina como sustrato la actividad fue evidenciada por un cambio de color de

purpura a amarillo debido a la hidr6Iisisdedichosustrato(Fig. 4A). Porotra parte,la

actividad lipoliticafueconfirmadaen placascon agar que contenianaceite-rodamina

B, la presencia de halos fluorescentes de color naranja en las placas revelaron la

actividad lipolitica despuesdeserirradiadas con luzUV (Fig. 4Bl-B2). Lasfracciones

queresultaronpositivasparalapresenciadeactividadlipoliticafueronutilizadaspara

determinar el peso molecular de las proteinas presentes utilizando SDS-PAGE, en la

Fig. 5 puede observarse el perfil electroforetico; un patron deal menos 10 bandas

con pesos moleculares de 106 a 24 kDa que corresponde a las proteinas que

constituyen el complejo lipolitico. Como se observa en la Fig. 6, en condiciones

nativas se identificaron varias bandas con pesos moleculares aproximados de 63,

105,120, 136,176y209kDa.

A) 81)

Fig. 4. Actividad lipolilica en placa: A) hidrolisis de tributirina utilizando purpura de
bromocresolcomoindicador.B1-B-2)hidrolisisdetrigliceridospresentesenaceitedesoya
y aceite de oliva respectivamente, utilizando Rodamina Bcomoindicador.
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Fig. 5. Perfil electroforetico de proteinas; gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes SOS·PAGE (12%). Marcador de peso
molecular (MPM). Pesos moleculares calculados (P.M; kOa). F8·F10:
(Fraccionesdecromatografiaengelconactividadlipolitica).

Fig. 6. Perfil electroforetico de proteinas; gel de poliacrilamida en
condiciones nativas NO·PAGE (12%). Marcador de peso molecular (MPM).
Pesos moleculares calculados (P.M; kOa). F8-Fl0: (Fracciones de
cromatografiaengelconactividadlipolitica).



5.1. Hidr61isis de esteres de p-Nitrofenol

Se investig6 la capacidad del complejo Iipolitico para hidrolizar esteres de p

Nitrofenol; p-Nitrofenil palmitato (pNFP) y p-Nitrofenil acetato (pNFA), observando la

mayor actividad enzimatica sobre pNFA. Resultados semejantes se obtuvieron para

la lipasa comercial de Thermus thermuphilus (Fig. 7), aunque dicha lipasa present6

menor actividad enzimatica comparada con la alcanzada porel complejo Iipolitico.

Las lipasas generalmente presentan actividad frente a esteres de cadena larga e

insolubles en agua. Por el contrario, las estereasas catalizan la hidr61isis

preferentemente de esteres simples solubles en agua, de cadena corta 0 media

(Lopes et al., 2011). En el presente estudio se encontr6 que el complejo Iipolitico

poseecapacidadcataliticaparahidrolizaresteresdecadenacortaycadenalarga,

quecorresponde a los presentes en los sustratostributirina yesteresdep-Nitrofenol.

Con respecto a estos ultimos, se determin6 que presenta mayor actividad enzimatica

frente p-Nitrofenil acetato, 10 que indica que el complejo Iipolitico es mas especifico

para esteres solubles de cadena corta. Un comportamiento semejante fue observado

en la hidr61isis de los esteres de p-Nitrofenol; p-Nitrofenil butirato y p-Nitrofenil

laurato, al utilizar Iipasa del latex de Araujia sericitera, Apocynaceae Oi Santo et al.

(2014). Losautoresreportaronquelalipasapresent6mayoractividadenpresencia

de p-Nitrofenil butirato con enlace ester de cadena corta. En este contexto,la mayor

actividad hacia p-Nitrofenil acetato podria atribuirse al tamano del sustrato. Cuanto

mayor sea el tamano del ester, mayor sera el impedimento esterico para que el

sustratotengaaccesoalsilioactivodelaenzima,loqueexplicaria la menoractividad

haciap-Nitrofenilpalmitato.
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Fig. 7. Hidrolisis de esteres de p-Nitrofenol: p-NFA y p-NFP (0.2 mM).
Enzima comercial Thermus thermophilus (control positivo) y complejo
lipolilicodel latex de lajaca, (ArtocarpusheterophyllusL.); (Tris-HC125mM
pHBa65'C).

5.2. Efectodel pH sobrelaactividadenzimatica

La evaluaci6n del efecto del pH sobrelaactividad lipolitica del complejoenzimatico,

demostr6queiamaximaactividadlaadquiereavaloresdepHde8y9unidadescon

los sustratos p-NFA y p-NFP respectivamente (Fig. 8A Y 8B). Ademas, en la prueba

de hidr61isis de tributirina en emulsi6n, la maxima actividad fue observada a pH 9

(Fig. 8C). Resultados semejantes fueron reportados por Rivera y Sandoval (2014),

quienesevaluaron el efectodel pH en laactividad enzimatica de Iipasa del latex de

Carica papaya. En dicho estudio encontraron un pH 6ptimo de 8.5 en la hililr61isis de

trigliceridos de cadena corta (tributirina) y pH 9 en trigliceridos de cadena larga

contenidos en el aceite de oliva extra virgen. En el alio 2014, Oi Santo et al

estudiaron el efecto del pH durante la hidr61isis del aceite de algod6n realizada por

lipasa del latex de Araujia sericifera, la mayor actividad fue encontrada a un pH de

8.5. Encontraste,-OhouibiJlal. (2010), identificaron una lipasa putativade pH 6ptimo

de 8a 9 unidades. Como puede observarse en la Fig. 8B, la actividadenzimatica a

pH 6 para el caso del sustrato p-NFA alcanz6 un valor cercano al 6ptimo, 10 que

sugiere que el complejo Iipolitico es resistentea los cambios de pH. Entanto,cabela



posibilidad de que dicho comportamiento sea debidoa la presenciadeisoformasde

laenzimaconactividadlipolitica,loqueexplicaladiferenciaenladeterminacion de

pH optimo cuando se utilizan sustratos con variacion en el tamaiio de cadena. No

obstante, la actividad hidrolitica se ve favorecida mayormente en condiciones

alcalinas. Un pH 6ptimo alcalino es una caracteristica que comparten algunas

enzimas lipoliticas de origen vegetal como la lipasa de Jatropha curcas L. (Abigor et

a/., 2002) y las presentes en Avena fatua (Mohamed et a/., 2000). Estas enzimas

Iipoliticas alcalinas resultan muy atractivas a nivel industrial para su aplicaci6n,

principalmenteenlaproducci6ndedetergentes.
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Fig. 8A. Efeeto del pH en la aetividad enzimatiea del
complejo lipolitico en la hidr61isis de p-NFP (37 ·C
durante 30 min).
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Fig. 8B. Efeclo del pH en la aclividad enzimiitica del
complejo Iipolitico en la hidr6lisis de p-NFA (37°C
durante 20 min).
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Fig. 8C. Efecto del pH en la actividad enzimiitica del
complejo Iipolitico en la hidr61isis de tributirina en
emulsi6n (37 °C durante 60 min).



5.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

Elefectodelatemperaturafueevaluadosobrelaactividadenzimaticaenpresencia

de los sustratos p-NFA y p-NFP a condiciones de pH 6ptimo. EI valor de temperatura

6ptima fue estimado a 70 ·C para los dos experimentos probados (a pH 8 Y 9)

observando perdida de la actividad enzimatica a partir de 80·C (Fig. 9Ay9S). Los

cambios de temperatura dan lugara la ruptura de los puentes de hidr6geno entreel

sustratoylossitiosactivosdela enzima, mientras que los valores de temperatura

6ptima favorecen la uni6n de la enzima al sustrato. Siritapetawee et a/. (2012),

reportaron un estudio relacionado con una enzima hidrolitica de Artocarpus

heterophyllus (serin proteasa), la cual present6 actividad maxima a una temperatura

entre55y60·C,conunamarcadadisminuci6ndelaactividadcataIitica entre los 85

a95·C.Camboneta/.(2006),encontraronquelaactividadoptimade hidr6lisis para

Iipasa del latex de babaco (Vasconcellea x Hei/bornii cv.) fue de 50 ·C Y una

temperatura optima de 55 ·C en la actividad hidrolitica de Iipasa del latex de P/umeria

rubra. La aclividad maxima se obtuvo a 50 ·C para lipasa del latex de Carica papaya

(Rivera et a/., 2014). En el caso de Iipasa del latex de Araujia sericifera, la

temperatura optima alcanzada fue de 60 ·C (Di Santo et a/., 2014). En contraste con

dichosestudios, los resultados del presentetrabajosugieren que laresistenciaa

altas temperaturas y a valores de pH alcalino son propiedades importantes del

complejo Iipolitico para su posible aplicaci6n industrial, industria farmaceutica,

agricola,procesamientodealimentos,etc
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Fig.9B. Efectode la temperatura sobre laactivldad enzimfltica
del complejo Iipolitico en la hidr61isis p-NFA (20-90·C durante
20 min).
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5.4. Efecto de solventes organicos sobre la estabilidad del complejo lipolitico

EI usodelipasas para bio-conversi6nen solventesorganicosesunaventajadesde el

punto de vista biotecnol6gico. La estabilidad y actividad de la enzima en solventes

organicosdependennosolodelaspropiedadesylaconcentraci6ndeestos,sino

tambilm de la naturaleza de las enzimas (Torres y Castro, 2004; Sharma y Kanwar

2014). La potencialidad de las enzimas Iipoliticas para ser funcionales frente a

distintos solventes es importante para su aplicaci6n en diversos procesos, por

ejemploaqueliosenlosqueserequierencondicionesnoacuosas.Los resultados del

presenteestudiodemuestranqueelcomplejoenzimaticoconservaactividadlipolitica

sobrelosdistintossolventesprobados, inclusodespuesde24 hdetratamiento. La

presencia de actividad lipolitica se observ6 despuesde un periodode incubaci6n de

tres h a 37°C. Esta actividad enzimatica fue evidenciada por un cambio en la

coloraci6n enelmediodeplirpura a amarillo comoresultadodelahidr6lisisdelos

acidos grasos del sustratotributirina (Fig. 10). Laestabilidad sobresolventes

organicos fue estudiada tambien para Iipasa del latex de Euphorbia peplus (Aref et

al., 2014). Los autores reportan que la lipasa conserva la actividad en solventes

comometanolybutanol,asicomobuenaestabilidadenhexano.Laestabilidadfrente

a solventesorganicoses muy importantecuando los catalizadores enzimaticos son

empleados para la sintesis de esteres. Desde este punto de vista, la blisqueda de

nuevasfuentesde enzimas deorigen vegetal es importante, tomandoen cuenta la

existencia de enzimas que resultan ser resistentes a los solventes organicos

empleadosa menudoparasolubilizarlossustratosyproductos. Porconsiguiente,la

tolerancia del complejo Iipolitico en solventes organicos es una caracteristica que

resultadeinteresparadiferentesaplicacionesbiotecnol6gicas,especialmenteenlos

procesosendondeserequiere bajo contenido de agua 0 bien, en reaccionesde

sintesis.



A) B) C)

Fig. 10. Actividad Iipoliticaen placa, halos de hidrolisis que muestran la estabilidad del
complejolipoliticofrenteasolventesorganicos:A)etanol,B)metanolyC)hexano.

5.5. Parametros cineticos del complejo lipolitico

Se estudi6 el efecto de la concentraci6n de sustrato, la velocidad de hidr61isis fue

medida a diferentes concentraciones de pNFA. EI complejo lipolitico sigue una

cineticadeMichaelis-MentencomopuedeobservarseenlaFig.11A.Losparametros

cineticos Km y Vmax fueron calculados mediante el metodo de Lineweaver-Burk. EI

parametro Km es una medida de la afinidad de una enzima por un sustrato en

particular, unvalordeKmbajorepresentaaltaafinidad, locualpuedeserimportante

especialmente para algunas aplicaciones donde el sustrato es la limitante. Asi

mismo, un valor bajo de Km significa que una baja concentraci6n de sustrato es

suficienteparahacerfuncionarlareacci6nalamitaddesuvelocidad maxima. Enel

presente estudio se determin6 un valor de Km de 1.083 mM y un valor de Vmax de

833.33 U/mg (Fig. 11 B)~ Mohamed et al. (2000), reportaron un valor de Km de 0.52 y

0.58 mM para esterasas parcialmente purificadas de Avena fatua; isoenzimas Ell y

EIII respectivamente. En el ano 2008, Polizelli et al. estudiaron la lipasa de Pachira

aquatica (Bombacaceae), encontraron un valor de Km de 1.63 mM cuando utilizaron

como sustrato p-NFA. La afinidad que presento el complejo Iipolitico hacia p-NFA es

mayorcomparadafrenlea"aafinidadquepresenlolalipasadePachiraaquatica,asi

mismo, es menor que la de Avena fatua que poseen la mejor capacidad catalitica

haciadichosuslralo
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Fig. 11A. Efecto de la concentraci6n de sustrato en la actividad
lipolltica del complejo enzimatico. p·NFA: 0.25 a 2 mM (pH 8, 70 'C
durante20minulos).
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Fig.11B. Representaci6n grafica de Lineweaver-Burk. Relaci6n
entrelaconcentraci6ndesustrato1/[s)ylaaclividadlipolitica
1N (U/mg) del complejo enzimatico. p·NFA: 0.25 a 2 mM (pH 8,
70·Cduranle20minutos).



5.6. Transesterificaciondeaceites

5.6.1. Transesterificacionalcalina

La cromatograffa de capa fina separ6 cuatro bandas, los valores del factor de

retenci6n (Rf)de los aceites probados (aceite de soya yaceitede oliva) sugieren la

presencia de trigliceridos, diglicerido, monogliceridos y acidos grasos libres (Fig.

12A). Porotra parte, se observ6 una sola banda que corresponde a los productos

(melil esteres) de la transesterificaci6n en condiciones basicas (Fig. 12B) (Bose y

Keharia, 2013; Caro at a/., 2000). En las tabla N" 4 (A Y B) se observa que los

valoresde Rfde losproductos (melil esteres) son mas altos con respectoalvalorRf

obtenido antes de la metilaci6n basica del aceite, 10 que sugiere quesehanobtenido

compuestosmenos polares y que los melil esteres son los derivados aeorde a la

composiei6nde sus acidos grasos: acidopalmitico,oll~ico, estearieo, yacidolinoleieo

para el easo del aceite de oliva. Para el aceite de soya: melil esteres de aeido

palmilieo. oleieoy linoleicoprineipalmente (Marlinez eta/., 2014; Kosliketal., 2013;

Jokicetal.,2013). Losresulladosdelaeromalografiaeneapafinafueronulilizados

como referencia para monitorearla reacci6n de transesterificaci6nenzimalica



A) B) A) B)
Aceitadeoliva

Tabia N°4, Valofes de Rf de los 'difereiltes compuestos

presentes'enlosaceites

A) Ac'~ite de dese~ho
so a

N° banda
1 0.46
2 0.26
3 0.2
4 0.17

Esteres 0.79
metilico

B) Aceitedeoliva

N° banda Rf
1 0.55
2 0.3
3 0.27
4 0.2

Esteres 0.8
metilicos



5.6.2. Pruebasdetransesterificacionenzimaticadelosaceites

Para evaluar la capacidadde transesterificaci6n del complejo Iipolitico se lIevaron a

cabo diversos experimentos con base en estudios previos que fueron empleados

para optimizar el proceso de transesterificaci6n enzimatica en la produccion de

esteres de acidos grasos (Bendikiene eta/.• 2008; SuyWei,2014).Sehanreportado

en laliteratura, estudiosenlosqueseevaluandiversasvariables paraoptimizarla

reacci6n de transesterificaci6n, principalmente el efecto de la relaci6n molar

alcohol:aceite, el tipo de alcohol, tiempo de reacci6n, cantidad de catalizador,

intensidad de mezclado, temperatura de reacci6n, tipo de solvente, formulaci6n

(lipasa inmovilizada 0 no) (Demirbas. 2009; Delgado y Pashova, 2010). Como puede

observarse en la tabla N" 5, se muestran algunas de las pruebas de

transesterificaci6nenzimaticarealizadas. En algunoscasosseemple6 hexanocomo

cosolvente ya que existen reportes como los citados por Bendikiene eta/. (2008) y

Kumari et a/. (2009), quienes mencionan el fen6meno de inactivaci6n de la enzima,

queocurre porel usode alcoholes de cadena corta generalmente insolubles. Porlo

tanto, el uso de solventes como el hexane favorece la obtenci6n de mezclas de

reacci6nmashomogeneasyevitaasuvezlainhibici6ndelaenzima. Lamayoriade

los autores describe que son diversas las variables que tienen efectoenlas

reaccionesdetransesterificaci6n. Noobstante,alhacerelanalisisporcromatografia

de capa fina se observ6 que no haytransformaci6n de los compuestos presentesen

losaceitesyportantonosellev6acabolaproducci6ndeesteresdeacidosgrasos.

Porestaraz6n, losresultadosobtenidosmuestranqueelcomplejolipoliticonoposee

lacapacidad catalitica para actuarsobre los sustratos en las condicionesprobadas.

EI analisis de los resultados obtenidos de actividad enzimatica muestran que el

complejo lipolitico present6 mayorcapacidad para hidrolizar sustratos con enlaces

ester de cadena corta, tal como 10 son el pNFA y la tributirina. Ademas, demostr61a

menor actividad tracia enlaces ester de cadena larga y posee un comportamiento

cinetico tipico Michaelis-Menten, por 10 cual se deduce que ha actuado con mayor

actividad esterasa. Por consiguiente, con base en dichos resultados se descarta la

posibilidaddeaplicaci6ndelcomplejolipoliticoen latransesterificaci6ndeaceitesy



obtenci6ndeesteresdeacidosgrasos.Sinembargo,debidoasuscaracteristicas,es

decir,presentaraltaactividadfrenteasustratosconenlaceesterde cadena carta es

una propiedadde interes para procesos de la industria, como loes suaplicaci6nen

laproducci6n dearomasysabores (Brault etal., 2012).

Alcohol Metanol Metanol Metanol Metanol

Relaci6nmolar 1:~

Concentraci6n 0.32mg 3mg
deenzima

Hexano

Tiempo
(horas)

Temperatura
°C

Agitaci6nrpm

Soluci6n
reguladorapH

25mM

Resultados:

,1;2 1:3y1:4 1:4
10mgy

15mg 5mgp' 20mgp'

CIS
6,24:48Y"

72

,,,40 Y65



- Sepurific6parciamenteelcomplejoenzimaticoconactividad lipoliticaa partir

del latex de la jaca (Artocarpus heterophyllus L.).

- EI complejo demostr6 mayorcapacidad para hidrolizar sustratos con enlace

esterdecadenacortacomoelp-Nitrofenilacetato(pNFA)ylatributirina.

- La actividad 6ptima del complejo se alcanz6 a pH 8 en presencia de p-NFA y

pH 9 en presencia de p-NFP a temperatura 6ptima de 70 °c.

- EI complejo lipolitico present6 estabilidad en presencia de solventes

organicos.

- EI estudio del comportamiento cineticodel complejo Iipolitico indica que este

sigue una cinetica de Michaelis-Menten y aunado a la alta actividad sobre

enlaces ester de cadena corta, se deduce que actlia mayormente con

actividadesterasa.

- Se descartar la posibilidad de aplicaci6n del complejo lipolitico en la

transesterificaci6ndeaceitesyobtenci6ndeesteresdeacidosgrasos.
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ANEXO B

Para estimar la relacien molar alcohal-aceite a utilizar en las pruebas de
transesterificaciensepartiededatosconocidosdelalcohol,esdecir,cuandometanol
fue utilizado como alcohol, al establecerque se utilizaria la cantidad 2.5 mL, se
determinaronlosgramosequivalentesaesevolumen.

Porloque;(0.792g/mL)(2.5mL)=1.98g

Se determine la cantidad de moles de metanol; n= g/PM

1.98g/32.04g. mol = 0.0617 moldemetanol

Una vez que se determine el equivalente en moles del metanol se realize una
divisien entre 6 (relacien 1:6 aceite alcohol); 0.0617/6=0.01 03 mol

Serequieren 0.0103 moldeaceite.

Can el data del peso netodel aceite de soya, que fue de 9.07 g, seestimeel peso
molecular promedio de acidosgrasos del mismo:

PM=g/mol par tanto, 9.07/0.0103 = 873.78 g/mol del aceite.

Un triglicerido esta formado par 3 acidosgrasos Iibres, estos se enlazan mediante
CH2 a CH segun corresponda. En ese sentido, el peso molecular obtenido se divide
entre3,asimismose resta el peso molecular de los atomos de carbonoehidregeno
correspondientes.

873.78/3=291.26

La cantidad obtenida, menos3atomosdecarbonoy2de hidregenos que hacen el
remplazodelhidregenoexpuestodecadaacidograso.

291.26-38= 253.26 g/mol peso molecular promedio de acidos grasos delaceite

A partir de los datos generados, se tiene que 253.26 g/mol es el peso molecular
promediodeacidosgrasosdelaceitedesoyaporloque;

253.26g---------1 ~OO Mm

? ----------2Mm= 0.5065g aceitede soya

D=m/v



V=m1d -7 0.5065g/0.907 g. mL = 0.5584 mL-7 559 IJL aceile

Para unarelaci6n 1:5 aceile alcohol;

n=g/pm-70.5065/253.26=O.0019molesdeaceile

0.0019*5=0.0095 mol de melanol

gr=0.0095mol*32.04g.mol=0.3043g

d=m/v -7V= (0.3043/0.792 g.ml) =0.384 ml 0 384IJL de melanol.

Se desarroll6 el mismo procedimienlo para los demas aceiles probados
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STRACT
research of hydrolytic enzymes present in the latexjackfruitofArtocarpus helerophyllus, of the

f i1y Moraceae, showed the presence of an enzyme complex proteolytic and lipolytic activity. The

racterization oflipases from plant source can lead to the possibility of use as potential catalyst inthe

ferent processes of transformation; these have advantages over chemical catalysts, exhibit high

strate specificity, enables the use of milder reaction conditions and have low cost. The aim of this

SJdy isto evaluate the lipolytic activity of the enzyme complex. For the characterization, WCtS obtained

t _extractcrudefromlatex,theseparationofproteinswasperformed bygel chromatography using as

trixSefinose Fast Flow, the identification of the lipase activitywascarried out using agar plates with

t utyrin (0.5 %) and tween 20 (0.1 %) as substrate, bromocresol purple as an indicator. The

firmatory tests were conducted using olive oil to the 1% and rhodamine B as an indicator. The

antification of the lipase activity was determined by measurement of the increase in absorbance at

o nm produced by the release of p-Nitrophenol as a result of hydrolysis of the ester 1 mM p

:rophenyl palmitate In 25 mM Tris-HCI buffer, pH8.8at28·CforlO min. The results obtained in the

t ts of hydrolysis in plate with bromocresol purple as indicator, showed a change in color from purple

t yellow due to the hydrolysis of the tributyrin. In the plates of oil-rhodamineB,fluorescenthaloswere

served due to the formation of free falty acids. The results of the activity of the complex on the p

"ophenyl palmitate, assessing the amount of p-Nitrophenol released in the course ot the time,

wed an initial speed of 2.87 Ilmol 1m!. min, where a concentration of 1 mM p-Nitrophenyl palmitate

I sed

ywords: Artocorpus heterophyllus; Iipases, latex, enzymecomplex

SUMEN _
investigaciondeenzimashidroliticaspresentesenellatexdeArtocorpusheterophyllus, delafamilia

raceae,mostraron la presencia de un complejo enzimiitico con actividad proteoliticay IipoIitica. La

acterizacion de lipasas de origen vegetal puede conducir ala posibilidad de utilizarse como

a"zador potencial en los diferentes procesos de transformacion, estos ofrecen ventajas sobre los
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catlizadores quimicos, presentan alta especificidad por sustrato, permiten utiliza,. condiciones de

re ion mas suavesy tienen menorcosto. EI objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad

lip .tica del complejoenzimatico. Para lacaracterizacianseobtuvo elextractocrudo a partir del latex,

la paraciande las proteinasse realizaporcromatografiaengelutilizando comomatrizSefinose Fast

FI .,Ia identificaciande la actividad lipasa serealiza utilizando placas de agar cor. tributirina (O.5%)y

tw In 20 (0.1%) como sustrato, purpura de bromocresol como indicador. Las pruebas confirmatorias se

re aron utilizando aceite de oliva al l%yrodamina Bcomo indicador. La cuantificaci6n de la actividad

lip sedeterminapormedician del incremento de laabsorbancia a410nm producido poria Iiberaci6n

del -Nitrofenolcomoresultadodelahidr6lisisde 1 mMdel p-Nitrofenilpalmitatoen soluci6nTris-HCI

251M pH8.8a28"Cporl0min. Los resultados obtenidos en losensayos de hidr61isisen placa con

pu ura de bromocresol como indicador, mostraron un cambio de la coloraci6n de purpura a amarillo

de 0 a la hidr6lisis de la tributirina. En las piacas de aceite-rodamina B, se observaron halos

flu rescentesdebidoalaformaci6ndeacidosgrasoslibres. Losresultadosobtenidosdelaactividaddel

co lejosobreelp-Nitrofenilpalmitatoevaluandolacantidaddep-Nitrofenolliberadoeneltranscurso

de iempo, mostraron una velocidad inicial de 2.87 IlmOI /mL. min, cuando una concentraci6n de 1 mM

de ·Nitrofenilpalmitatoesutilizada.

Pa rasclave:Artocorpusheterophyflus,lipasas,latexcomplejoenzimatico

IN ,ODUCCION
La lipasas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, y se encuentran en microorganismos.

an .alesyplantas,catalizan lahidr6lisisylasintesisdeesteresformadosa partirdeglicerolyacidos

gr s.Actuanenlainterfaceagua-lipido,porloquenorequierensustratosespecialmentesolublesen

ag ,poseenaltaespecificidadyactuanencondicionesreacci6nmoderadaapHentre7y8resuitando

se na alternativa a los procesos quimicos, debido a su eficiencia yque son amigablescon el medio

a iente [I, 2, 3). Con respectoa suestructuratodaslasenzimaslipoliticas presentan elplegamiento

tip delasa/~ hidrolasayla estructuracomunmentecontiene una pequefia heliceaconocida como

ta • la cual cubre al sitio activo. Est. conformaci6n es lIamada la conformacian cerrada. Cuando la

lip a esadsorbidaaunainterfase,latapaesdesplazadapara queeIsitioactivosevuelvaaccesibleal

su ato. Estaconformaci6nesllamadalaconformaci6nabierta. Laactividadfuncionalestadadaporen

la ada de aminoacidosserina nucleofilica, un acido aspartico/glu tamicoyunahistidina[4].

La ipasas mas comunmente utilizadas en la industria son las producidas a partir de microorganismo

tal; como hongos,levaduras y bacterias. Las lipasas de origen vegetal han sido poco estudiadas y

co tituyenunpuntodepartidaenlageneraci6ndenuevoconocimlentoenrelaci6nasuspropiedades

ca Iiticas, 10 que conduce a la posibilidad de utilizarse comocatalizadorpotencial en la aplicaci6n como

ad voen alimentos Imodificaci6n de los sa bores), sintesis quimica (obtenci6ndeesteres),detergentes

(hi -6lisis de grasas), pre-tr~tamiento_de aguas residuales (descomposici6n y remocion de sustancias

01 as), en la industria cosmetica y farmaceutica. Adicionalmente, las lipasas tienen importante

ap acion en el campo de la bioenergla, especialmente en la producci6n de biodiesel, el cual es un

se ren expansion como resultado de la crecientedemanda mundial del usode energias renovables

[51
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La ca (Artocarpus heterophy/lus l.1 pertenece a la familia Moraceae, se cultiva ampliamente en

re nes con clima tropical yproduce latex en todas sus partes. La investigacionde enzimashidroliticas

e .1 latex, ha reportadola presencia de proteasasdeinteresenel area de la salud [6,7]. La

in .stigacionrealizadaporelgrupodeinvestigadoresdelaUniversidad Autonoma de Nayarit,identifico

la ,esenciadeuncomplejoenzimaticoconactividaddeproteasaylipasa 18]. Por:,queelobjetivodel

prente esevaluarla actividad del complejo lipolitico identificado enellatexde lajaca,Artocarpus

he'rophylfusL

M ERIALYMETOD05

Palrealizarlaevaluacionbioquimicadelcomplejolipoliticoseefectuaronunaseriedeprocedimientos

qulincluyenlaobtenciondelextractocrudoapartirdellatexdescartandolosmaterialesinsolubles

Elltexseobtuvoapartirdelpedunculodelosfrutosdejaca,Artocarpusheterophy/lusl.5erecupero
en ubos de centrifuga que contenian buffer de fosfato 0.2 M, acidocitrico 0.1 M, EDTA 5 mM y
ci ,ina 5 mM, pH 6.4. La suspensionfue sometida a centrifugacion en frio (4·C) a 9000 rpm por20
mi tos (HERMLE, 2326 K, rotor 221.18). sedescartaron los materialesinsolublesobteniendo asiel
ex ctocrudo
La paracionde las proteinas se realizo pormediodecromatografia en columna IEcono-ColumnBiC'

Ral empacada conSefinose Fast FlolV SF006-6F (Bio Basic Inc.), laeluciondeproteinasserealizocon

buerTris-HCI25mM,pH8.8.Lavelocidaddeflujoutilizadafuede1ml/min

c tificacion de proteina solubleenel extractocrudo.

La uantificacion de proteina en el extracto crudo se realizo empleando el metodo de Bradford 19J

UtzandoelreactivodeBradford(sigma-aldrichW.Cat.B6916).seconstruyounacurvaestandarB5A

(al'minadesuerobovino)enunaconcentracionde1mg/ml

ClCterizaciondelaactividadlipolitica.

La aracterizacion de la actividad Iipolitica se realizo utilizando placascon agar aI1.5%, purpura de

br ocresol como indicador, tributirina al 0.5% y tween 20 al 0.1% como sustrato, las placas fueron

in badasa temperaturaambiente (2S·C). Cada una de las fracciones obtenidas porcromatografiaen

co mnafueutilizadapara identificarlapresencia de actividadIipolitica

5e.alizo una pruebaconfirmatoria utilizandoaceitedeolivaal 1%yrodaminaBcomoindicador[lO].EI

ac esepreparoaI1%enbufferTris-HClpH8.S,alcualseleanadi60.1%degomaarabiga,agar(1.5%)

y J01%derodaminaB,laactividadlipoliticafueprobadaenplacautilizandocadaunadelasfracciones

o ,"idas por columna. Las placas f-ueron colocadas a temperatura ambiente (28 ·C). La actividad

lip iticasemonitoreoirradiandolasplacasconluzUV,tomandocomopositivasaquellasfraccionesen

lalueseobserv61apresenciadehalosfluorescentesdecolornaranja.
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Serealizaronpruebasdehidrolisisutilizandop-Nitrofenilpalmitato como sustrato [ll].Se preparouna

solucionde p-Nitrofenil palmitato 10 mM en 2-propanol,deestasolucion un volumensediluyocon9

volumenes de una solucion amortiguadora de lris-HCI 25 Mm pH 8.8, la cual contenia 0.4% de triton X

100.Sedeposito 100 III de la solucion de sustratoen una microplaca de96 poc"rllos, se pre-incubo a 27

·C por 5 min. Para comenzar la reaccion se aiiadio 100 III del complejo enzimatico (O.lmgjml proteina,

lris-HCI 25 mM de pH 8.8 ), la absorbancla se midio a 410 nm cada mlnuto durante 10 min. la actividad

sedeterminomidiendolavelocidadinicialdehidrolisisdep-Nitrofenilpalmltato.

Contenidodeproteinastotales

ElcontenidoprotelcoenelextractocrudoobtenidoapartirdellatexdelajacaArtocarpusheteraphyllus

L.fuede3.3mg/mL.

Determinaciondelaactividadlipolitica

los resultados obtenidos en los ensayos de hldr6lisis en placa con purpura de bromocresol como

indicador,mostraron un cambiode la coloracion de purpura a amarillo, 10 que permitio identificarlas

fraccionesquepresentabanla actividad lipolitica (Fig. 1 A). En las pruebas en las que seutilizoaceite de

oliva y rodamina B como indicador se detectala actividad de hidrolisis por la presencia de halos

fluorescentes(Fig.1B).

Fig. lA. Activldad de hidrolisis de tributirina: camblo de purpura a amarillo. Fig.1B. Actividad de

hidrolislsdetrigliceridos presentesenelaceitedeoliva, presenciadehalosfluorescentes

Metodo p-Nitrofenilpalmitato

laactividadenzimaticamedidaenl1moles(labla.N"l)sedeterminoa partir de la construccion de una

curvaestandardep-Nitrofenol. losdatosobtenidosmuestran que lavelocidad inicial (Vo) esde 2.87

I1mol/ml-min cuando se utiliza una concentracion de 1mM del sustrato p-Nitrofenil palmitato

labla.N"ll1mol/mlnp-Nitrofenolllberadoporelcomplejoenzimatico
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Elmetodoenplacaesampliamenteutilizadoporlarapidezconlaquesepuedeidentificarlapresencia

de actividad lipolitica. Como resultado se observo que en el metodo en placa utilizando purpura de

bromocresol como indicador, a las 4 h presento cambio de color de purpura a amarillo debido a la

alteracion del pH del medio cuandoocurre la hidrolisisdelsustratotributirina, Fig.1A. Enel metoda

donde rodamina Bfue utilizadocomo indicadory aceite de oliva como sustratos, se observaron halos

fluorescentesdecolornaranjaenzonasdondeocurriolaliberaciondeacidosgrasossegunlodescriben

KoukeryJaeger [10] (Fig.1B). esto sugiere la posibilidad de que el complejo lipolitico sea capaz de

actuar sobre acidosgrasos de cadena larga presentesen elaceite [12,13]. Sondiversos los metodos

aplicados en el estudio de la actividad lipasa, incluso para determinar la especificidad porsustrato se

han probadodiferentesesteresde p-Nitrofenoldecadenacorta-mediaylarga; p-Nitrofenil acetato, p

Nitrofenil butirato, p-Nitrofenil caprilato, p-Nitrofenil laurato, p-Nitrofenil miristato y p-Nitrofenil

palmitato (14]. Las lipasasson principalmente activas sobre sustratos insolubleseflagua, tales como

trigliceridos compuestos par acidos grasos de cadena larga, mientras que las esterasas hidrolizan

preferentemente esteres simples y por 10 general solo trigliceridos compuestos de acidos grasos de

cadena corta. Las lipasas se pueden distinguir de las esterasas por la gama de sustrato hacia la cual

presentan especificidad, tal es elcaso del usode p-Nitrofenil palmitato (Iipasas)frente a p-Nitrofenil

butirato hidrolizado poresterasas, tal como 10 menciona Bornscheuer [15J. En contraste, de acuerdoa

los resultados obtenidos respecto a la capacidad del complejo lipolitico del latex de la jaca para

hidrolizartrigliceridospresentesenelaceitedeoliva,enconjunto con los resultadosobtenidos en el

metodo donde p-Nitrofenil palmitato fue utilizado como sustrato (Vo 2.87 >!mol/ml-min). conducen a la

posibilidad de encontrarnos con una autentica lipasa (no solo actividadesterasa).Enunestudioen

dondesereporta una Iipasadel latex de Araujiaserici!era, nosedetecto actividad de hidrolisis cuando

p-Nitrofenilpalmitatofue ulilizado como sustrato, no obstante,cuandoseutilizaronotrosesteresdep

Nitrofenolde menortamano (numero de carbonosl comoelp-Nitrofenilbutiratoyp-Nitrofenillaurato

seencontroactividadde hidrolisis,obtuvieron la mayoractividadcon p-Nitrofenil butirato para locual

describen que cuanto mayor sea el tamano del ester, mayor sera el impedimento esterico, es decir,

habra mayordificultadpara que el sitio activo de lalipasatengaaccesoalsustrato,segun lodemuestra

DiSanto (16].Porotra parte,enotroestudiorealizadoreportanuna lipasade Thermomyceslanuginosus

que mostro una velocidad inicial de hidrolisis de p-Nitrofenil palmitato mayor a 6 >!mol/min cuando una

concentracion de 0.1 ~gde enzima comerciales utilizada (17J. En nuestro estudio se ha utilizado una

concentraciondeO.lmgdeenzimapurificadaa homogeneidad, portanto la actividad estara dada por

Jas condiciones de reaccion, tipo de enzima que seutilizaytipodesustratos
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