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RESUMEN

Los biocatalizadores presentan ventajas frente a los catalizadores  clasicos
empleados en los diversos procesos quimicos. tal como su especificidad en
particular. Las enzimas lipoliticas son biocatalizadores con amplia aplicacion en
reacciones de hidrdlisis y sintesis. Mediante cromatografia en gel se purifics
parcialmente el complejo enzimatico con actividad de lipasa a partir del ltex de Ia
jaca (Artocarpushyllus L.). Se encontré que dicho complejo esta formado por
proteinas con peso molecular de 63, 105, 120, 136, 176 y 209 kDa en condiciones
nativas, estimando 10 bandas con pesos moleculares que van de 24 a 106 kDa por
electroforesis en SDS-PAGE; la actividad lipolitica fue detectada en placas con agar,
por medio de la hidrolisis de los sustratos lributitina y aceite de olivo, utiizando
purpura de bromocresol y rodamina B como indicador respectivamente. Se observo
una mayor actividad del complejo enzimatico al ulilizar como sustrato al p-Nitrofenil
acetato (p-NFA), con una temperatura optima de 70 °C y pH optimo de 8. £1 complejo
lipolitico sigue una cinética tipica de Michaelis-Menten. Los valores estimados de Kn
Y Ve en la hidrolisis del p-NFA, fueron de 1.083 mM y 833.33 Uimg,
respectivamente. Se encontré que conservo la actividad lipolitica después de su
exposicion a solventes como metanol, etanol y hexano. Los resultados obtenidos
sugieren que las propiedades cataliticas encontradas en el complejo lipolitico podrian
ser tiles como ica en diversas




1. INTRODUCCION

La jaca (Artocarpus heferophyllus) perienece a la famiia Moraceae, se culiva
ampliamente en regiones con clima tropical, el arbol de jaca produce latex en todas
sus partes. Diversas invesligaciones en Artocarpus heterophylius han determinado
que la composicion quimica del latex del arbol y fruto es la misma, contiene un alto
porcentaje de maleria cerosa, resinas y minerales, asi también, presenta 4-
idroxiundecil y como ésteres de 4cidos grasos (Pant y
Chaturvedi, 1989; Balakrishna y Seshadri, 1947; NIIR Board, 2004). Otros estudios

han reportado una gran variedad de compuestos activos presentes en diferentes
partes del arbol, ricos en compuestos fendlicos incluyendo flavonoides, estilbenoides,
arilbenzofuranos y jacalina, una lectina de importancia en estudios de inmunologia
(Hakim et al., 2006; Kabir, 1998). La jaca es catalogada como una fuente potencial
de con actividad anti (Wei et al, 2005) y actividad
antibacterial (Khan ef al, 2003). Ademas contiene una gran cantidad de proteinas,
algunas de estas con funcién catalitica, conocidas como enzimas, las cuales facilitan

la conversion de sustratos en productos (Cooper, 2000). En el latex de este arbol, se
ha encontrado la presencia de hidrolasas, grupo de enzimas que catalizan la
hidrslisis de enlaces C-O, C-N, O-P, G-C y ofros enlaces sencilos. Este grupo
incluye esterasas, glucosidadas, lipasas y proteasas (Panesar, et al., 2010; Sanghi y
Singh, 2012). La investigacion de enzimas hidroliticas en el latex de Arfocarpus
heterophyllus ha reportado la presencia de proteasas, por ejemplo la arlocarpina de
79.5 kDa con un punto isoeléctrico (pl) de 6.3 y un pH optimo de 8.0 (Prasad y
Vlrupaksha 1990) La proteasa AMP48 (anti-microbial protease 48 kDa) con

fue reportada por et al. (2012). Por otra
parte, estudios recientes mostraron la presencia de un complejo enzimatico con
actividad proteolitica y lipolitica (Martinez, 2013). Las enzimas lipoliticas catalizan la
hidrelisis de los enlaces ésteres formados entre un 4cido y un alcohol y pertenecen a
la clase de las hidrolasas (E.C.3) (Ro et al., 2004; Joseph el al., 2008). El reciente
interés en este tipo de catalizadores esta asociado con su aplicacion como aditivo en
alimentos, sintesis quimica, detergentes, su utiidad en la industia cosmética y



farmaceutica. Adicionalmente, las lipasas fienen una importante aplicacion en el
campo de la bioenergia, especiaimente en la produccion de biodiesel, el cual es un
sector en expansion como resultado de la creciente demanda mundial del uso de
energias renovables (Salihu et af, 2012). Las lipasas de plantas, pueden tener una
ventaja sobre las lipasas de origen animal o microbiano, debido a su disponibilidad,
bajo costo, especificidad y facil purificacién o posible uso sin ninguna purificacion
Por tanto, la obtencion y evaluacion de nuevas fipasas, consiituye un punto de
partida en la generacion de un nuevo conocimiento, que pudiera promover a futuro el
interés por integrar este fipo de catalizadores en diversos procesos de

transformacion



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. La jaca (Artocarpus heterophyllus 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
Gltimos afios su produccion se ha extendido a otros paises de América, como México
(Madrigal-Aldana ef al., 2011; Luna et al,, 2013). El arbol de la jaca produce latex en
todas sus partes, el cual proviene de las células lactiferas que se encuentran bajo
presion positiva, lo que implica que en respuesta a cortaduras o mordeduras a la
planta resulta en una rapida expulsion de latex hacia el exterior (Mekkriengkrai et al.,
2004; Huang ef al, 2003) Evidencias experimentales han demostrado que el latex
protege Ja planta del ataque contra la depredacion por microorganismos, insectos y
herbivoros, de dos maneras distintas: mecanicamente (por coagulacion sobre la
herida) y quimicamente por presencia de sustancias loxicas en éste (Kyndt ef al.,
2007; Agrawal et al., 2009). El latex es una emulsion acuosa compuesta por lipidos,
gomas, resinas, azucares y proteinas incluyendo enzimas (Fonseca ef al., 2010). En
el latex de la jaca se ha determinado la presencia de enzimas hidroliticas tal es el
caso de arlocarpina, una proteasas de 79.5 kDa, con un pl de 6.3 y un pH 6ptimo de
8.0 (Prasad et al., 1990). La artocarpina ha sido ulilizada 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 et al., 2006; Hu et al., 2015). El estudio de
una proteasas denominada AMP48 (ani-microial prolease 48 kD) con propisdadss

fue reportado por S et al. (2012). Los estudios realizados
por Martinez, (2013), mostraron la presencia de un complejo enzimatico con
actividad proteolitica y lipolitica con pesos moleculares que van de 80 a 180 kDa,



2.2. Biocatalizadores

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

enzimas a diferencia de los catalizan

especificas. Sin embargo, hay distintos grados de especificidad, asi las enzimas
actiian de acuerdo a su selectividad por sustrato, regio- y enantioselectividad, las
cuales, son propiedades de interés para su aplicacion en una amplia gama de
industrias. En general, las velocidades de las reacciones catalizadas por enzimas se
multiplican de 10° a 10'2 veces con respecto a las mismas reacciones no catalizadas
por ellas. Adicionalmente, las enzimas pueden catalizar una variedad de reacciones
en rangos de pH y temperatura amplios. El uso de enzimas conduce a menudo al
ahorro de materias primas, de energia y reduccion en el tiempo de proceso. Por otra
parte, los procesos enzimaticos resultan ser més amigables con el medio ambiente
(Voel et al, 2013; Mojsov, 2011; Peiia-Montes y Gonzales-Saravia, 2008;
Jegannathan y Nielsen, 2013).

2.3. Enzimas lipoliticas

Las enzimas lipoliticas 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 calalizan la
hidrdlisis de los enlaces ésteres formados entre un acido y un alcohol (Bornscheuer,
2002).

Debido a la facilidad de produccion y a los conocimientos de su genélica hacen de
los microorganismos la fuente mas abundante de enzimas lipoliticas (Treichel ef 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, éstas enzimas se encuentran presentes en las semillas
oleaginosas y en laticiferos (células secretoras en las hojas y /o tallos de plantas que



producen latex), tienen propiedades bioquimicas interesantes: pH que varia de 4 a 9
y permanecen activas a temperaturas entre 37 a 80 °C (Rivera et al,, 2012).

Diversos estudios han reportado la presencia de actividad lipolitica en el latex de

varias familias de plantas, incluyendo ie Moraceae,
Euphorbaceae, Caricacea y Bromeliacea (Paques y Macedo, 2006). En tanto, Fiorillo
et al (2007) han reportado la presencia de actividad fipolitico en el latex de
Euphorbia Characias L. Recientemente, Rivera y Sandoval, (2014) caracterizaron la
actividad lipolitica en el latex de Carica papaya. La funcion de estas enzimas no ha
sido completamente elucidada, sin embargo, se sabe que estan involucradas en el
metabolismo de terpenos y en la defensa de la planta contra agentes externos
(Rivera et al,, 2012).

2.3.1. Clasificacién de las enzimas lipoliticas.

Las enzimas lipoliticas se clasifican de acuerdo con la nomenclatura de enzimas

o chem qmw.ac. Conforme a la especificidad por el
sustrato pueden clasificarse en triacilglicerol lipasa, esterasas, ~arilesterasas,
fosfolipasa, lisofosfolipasa, etc. No obstante, las enzimas lipoliticas pueden dividirse
en dos grandes grupos principaimente: las lipasas (EC 31.1.3) y las esterasas o
carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) (Akoh et al., 2004; Messaoudi ef al., 2010).

De acuerdo a su selectividad se clasifican en:
Regioselectivas, subdivididas en

« Lipasas no especificas. Hidrolizan ésteres de acidos grasos primarios o
secundarios, liberando cidos grasos en la posicion 1(3) 0 2

Lipasas 1,3 especificas. Hidrolizan solo ésteres de acidos grasos primarios en
las posiciones 1 0 3. Aunque existen algunos estudios en la literatura sobre
una lipasa de Candida antérctica que hidroliza en la posicion 2



Tiposelectivas. Con relacion al tamario de cadena carbonica y/o el numero de
insaturaciones del grupo acilo (Paques y Macedo, 2006).

Con respecto a su estructura, todas las enzimas lipoliticas presentan el plegamiento
tipico de las a/ hidrolasa, que consiste en una estructura central formada por 8
1aminas B interconectadas por hélices a, Los tres aminocidos que forman a triada
catalitica son la serina nucleofilica, un acido asparticolglutamico y una histidina
(Mogensen et al,, 2005).

Las lipasas son en la catdlisis de con 4cidos grasos de
cadena larga (> 10 4tomos de carbono), siendo la trioleina su sustrato de referencia.

Por su parte, las esterasas actian especificamente sobre acilgliceroles de cadena
corta (<10 atomos de carbono) y olros ésteres simples, siendo la tributirina su
sustrato estandar (Arpigny y Jaeger, 1999),

Estos dos tipos de enzimas se pueden diferenciar por sus caracteristicas

conla de sustralo. Asi, las lipasas muestran
preferencia por sustratos altamente hidrofobicos, insolubles y agregados, presentan
sitios de union largos para acomodar al dcido graso a escindir. Por su parte, las
esterasas actian sobre sustralos mas solubles y con un grado de hidrofdbicidad mas.
variable. Ademas, las lipasas muestran un mayor numero de aminoacidos no polares.
localizados en las zonas expuestas al solvente y en la region del centro activo en
comparacion con las esterasas. asi como un rango de sustrato mas amplio, una
mayor regioselectividad y estereoespecificidad (Fojan ef al., 2000).

Las esterasas pueden distinguirse de las lipasas por el denominado fenomeno de
activacion interfacial, el cual ha sido observado en lipasas. Este fenomeno de
activacion interfacial es debido a un dominio hidrofébico, denominado lid (Tapa), que
se encuentra alrededor del centro activo de la enzima. Por lo que requieren una
concentracion criica de sustrato para que se produzca el movimiento de lid,
haciendo accesible el sustrato al centro activo. Por ello, las esterasas obedecen a la

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

6



cientifica atipica Michaeliana (Torres-Séez, 2014; Jelen, 2011; Navarro-Gonzales y
Periago, 2012).

2.3.2. Mecanismo de accién de las lipasas

El mecanismo de hidrdlisis incluye al aminoécido nucleofilico serina, un residuo acido
usualmente aspartato, o en ocaslones glutamato y una histidina (Fig. 1),

- El sustrato (RiCOOR:) accede al ceniro activo de la enzima (complejo enzima-
sustrato), situandose de forma que el carbono carbonilico es atacado por la serina
catalitica, a través de su grupo hidroxilo activado. Esta activacion se produce por la
colocacion especial de los tres aminodcidos cataliticos, que provoca una disminucion
del valor de pK del grupo hidroxilo de la serina: el proton del grupo OH de la sefina
es captado por el nitrogeno Ne del anillo imidazélico de la His del centro activo, cuya
carga positiva es estabilizada por el aspartato (o glutamato) que forma parte de la
triada. Se forma asi, el primer intermedio tetraédrico (I). La carga negativa, en
principio situada en el oxigeno Oy de la serina, suffe una translocacion hacia el
oxigeno del grupo carbonilo, originndose un oxianion, el cual es estabilizado a
través de la formacion de uno o varios puentes de hidrogeno con los aminoécidos

que constituyen el *hueco oxianionico”

2.- El intermedio tetraédrico se rompe al franslerirse al oxigeno del alcohol saliente,
el proton previamente cedido a fa His, liberandose el alcohol y formandose el

complejo acil-enzima.

3.- Se produce un segundo ataque nucleofiico por parte del segundo sustrato RiOH,
previa activacion similar a la descrita en el apartado 1, sobre ef carbono carbonilico
del complejo acil-enzima, formandose un nuevo intermedio tetraédrico (1.



4.- El intermedio tetraédrico Il colapsa tras la cesion al oxigeno de la serina del H-
captado por la His a partir del nuclesfilo atacante, liberandose el producto (un 4cido.
graso como producto natural) y regenerandose la serina calalitica (Hemaiz, 2012).

1
!
N cmilndores

e oo

s

hidrolisis de las I (Chahinian et al, 2006).




2.3.3. Multipli

idad de las lipasas

El papel fisioldgico de las lipasas no solo es la hidrolisis de triglicéridos en di-
glicéridos, mono-glicéridos, acidos grasos sino que lambién catalizan reacciones de

esterificacion y transesterificacion (Colla et af, 2010).

Esterificacion. Es fa reaccion inversa de la hidrolisis. La reaccion entre un acido

carboxilico y un mono alcohol en presencia de un catalizador

ion. La 6n es un término general que se utiliza para

designar a las reacciones organicas en las cuales se produce un intercambio o
sustitucion del grupo acilo o alquilo de un éster. Asi, si un ésler interactia con un
alcohol para sustituir a su grupo alquilo por el del alcohol, la reaccion se denomina
alcohdlisis; si el éster reacciona con un acido carboxilico para sustituir su grupo acilo
por el del 4cido, el proceso se conoce como aciddlisis, y si existe incorporacion de
4cidos grasos diferentes a los originales existentes en la estructura de un
determinado triglicérido, la reaccion se define entonces como Interesterificacion
Durante el proceso se puede lograr el cambio en la posicion de un 4cido graso dentro
de un mismo frigcérido o entre diferentes triglicéridos (Torossi, 2006; Sharma y
Kanwar 2014)

2.4. Reacciones de transesterificacién

La transesterificacion (lambién lamada alcohdlisis) se define como la reaccion
mediante la cual, los triglicéridos presenles en los aceites vegetales o grasas
animales se combinan con un alcohol de bajo peso molecular en presencia de un
catalizador adecuado, para formar glicerina y una mezcla de ésteres grasos (Toross),
2006; Demirbas, 2008).

£l proceso de transeslerificacion consisten en una secuencia de tres reacciones

reversibles consecutivas que incluyen fa conversion de triglicéridos a diglicéridos,

seguido por la on de diglicé a 6 y de este a glicerol,



originado una molécula de éster en cada paso (Fig. 2), reaccionando 1 mol del total
de triglicéridos con 3 moles de alcohol, aunque en la practica al ser un proceso
reversible, se necesita alimentar un exceso de alcohol para desplazar la reaccion
hacia la formacion del éster (Vyas et al., 2011; Romero y Barrera, 2013)

CH,-00C-R, R,-00C-R’ CH,-OH
¢::rmoc-R2 + 3R-OH ML o 0OC-R + L
CH,-00C-R, R,-00CR’ CH,-OH
Triglicérido  Alcohol Esteres Glicerol

Fig. 2. Esquema general de la reaccion de transesterificacion.

2.4.1. Transesterificacion de aceites

La reaccion de transesterificacion de aceiles con alcohol para la obtencion de alquil
ésteres, se ha llevado a cabo en presencia de un calalizador 4cido, alcalino o
biocatalizadores (enzimas). En la catdlisis alcalina los catalizadores mas
comunmente utilizados son NaOH, KOH y NaOCHs. En la catalisis acida, l0s acidos
empleados generalmente son HzSOs, HCI, HsPOu y acidos organicos sulfonicos
(DallOglio et al., 2014; Lopez, 2011; Marcano et al,, 2014; Marcheti ef al., 2007). La
catdlisis acida o aicalina presenta desventajas, tales como el alto consumo de
energia y la dificultan en la transesterificacion de materias primas con alto contenido

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

de glicerol, la eliminacion de sales la del
catalizador y el tratamiento de aguas residuales son complejos e incurren en costos
adicionales (Bajaj ef al, 2010). Actualmente se promueve que la industiia quimica
utilice productos menos contaminantes durante el desarrollo de procesos quimicos.

Bajo esta perspectiva los biocatalizadores ofrecen ventajas frente a los catalizadores
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quimicos, ya que su Uso propicia un proceso mas eficiente, son allamenle selectivos.
implica menos consuma de energia, la recuperacion de glicerol es mas faci, se
generan menos residuos. Por otra parte, las enzimas son insensibles al contenido de
4cidos grasos libres y al agua que aportan las malerias primas (Akoh et af, 2007;
Robles-Medina et af., 2009; Kulkari y Dalai, 2006; citado en: Aarthy et al, 2014).

2.4.2. Factores que afectan la transesterificacion enzimatica

Se han reportado en la literatura estudios en los que se evaluan diferentes variables
para optimizar la reaccion de transesterificacion enzimalica. Las principales
condiciones gue afectan el proceso son: la relacién molar alcohol: aceite, el tipo de
alcohol, tiempo de reaccion, cantidad de catalizador, intensidad de mezclado,
temperatura de reaccion, tipo de solvente, formulacién de la enzima (lipasa
inmovilizada o no) y conlenido de agua (Demirbas, 2009; Delgado y Pashova, 2010)

2.4.21. Relacion molar alcohol: aceite y tipo de alcohol
En diversas investigaciones se ha reportado que la relacion molar alcohol: aceite es
uno de los factores principales que afectan el rendimiento en la produccion de
ésteres de 4cidos graso. Se sugiere que fa reaccion de transesterificacion requiere 3
moles de alcohol por cada 1 mol de triglicérido para producir 3 moles de ésteres de
scidos grasos y 1 mol de glicerol. Generalmente, la produccion de ésteres se
incrementa cuando se uiliza una relacion mayor de 3:1 alcohol: aceile (Anastopoulos
of al,, 2009; Ramirez ef al., 2012; Dantas ef al., 2013).

Tipo de alcohol. Los alcoholes utilizados mas frecuenlemenle en procesos de
transesterificacion incluyen: metanol. etanol, propanol, butanol, alcohol amilico,
actanal y alcoholes ramificados (Ghaly et al., 2010; Ramirez ef al, 2012).

En los procesos de transesterificacion el metanol es el alcohol mas ulilizado, debido
a que es mas baralo en comparacion con ofros alcoholes. Cuando se utiliza metanol
en el proceso, la reaccion es conacida como metandlisis, (Fig. 3) (Ghaly et af, 2010;
Marcano ef af., 2014),



catlizador

H-cu!m, +3CHOH T— n,-go—cn, + CH-OH
1 1

Hy-0-C—R, Ry-CO-CH,  CH-OH

Triglicérido  Metanol Metil ésteres  Glicerol

Fig. 3. Representacion de la reaccion de metandlisis.

Eltipo de alcohol empleado y su concentracion en el medio presenta un fuerte efecto
sobre la enzima y sobre el rendimiento de los ésteres. Esto puede explicarse por dos
razones fundamentales: la polaridad del alcohol y su solubilidad con el aceite
Alcoholes polares como el metanol y etanol causan un efecto de inactivacion en las
enzimas, ya que afeclan su microambiente y extraen el agua necesaria para

mantener su actividar

Icoholes superiores como el propilico o butilico no presentan
este comportamiento tan acentuadamente (Véras et al,, 2011; Kumari et al, 2009;
Castellanos y Gonzéles, 2004). Para evilar la desactivacion de las lipasas por el

alcohol, éste se adiciona a diversos tiempos durante la reaccién, como es el caso

donde se realiza la adicion del alcohol por pasos que tiene por objeto optimizar la
relacion molar en sistemas libres de solvente (Yang et al., 2009).

2.4.2.2. Solventes

La presencia de solventes organicos en el medio de reaccion hace posible que las
enzimas adquieran un nuevo comportamiento catalitico, por ejemplo, las lipasas
catalizan la hidrolisis de grasas y aceites en presencia de agua en el medio, mientras
que la misma enzima cataliza reacciones de esterificacion y transesterificacion en

medios organicos.

La inhibicién por alconoles de cadena corta es debida a la insolubilidad de éstos. Los
solventes son ulilizados para proteger a la enzima de desnaturalizacion por el
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alcohol, incrementando su solubilidad (Kumari et al, 2009). Cuando se utiiza
metanol y etanol generaimente es necesario el uso de solventes que permitan un
mejor contacto entre los sustratos, incrementando significativamente la velocidad de

reaccion en comparacién con un medio de reaccion libre de solvente. Los solventes.

mas utilizados en la i6n son no polares, como el hexano,
n-heptano, ciclohexano, isooctano y terbutanol (Chen et al, 2009; Azocar et al.,
2014).

2.4.2.3. Temperatura y tiempo

La velocidad de conversion incrementa con la temperatura y el tiempo de reaccion, y
por o tanto estos factores son importantes en el proceso de transesterificacion
(Parawira, 2009). La temperalura puede disminuir la viscosidad del aceite, dando
lugar a un aumento de la velocidad de reaccién y a una disminucion del tiempo de
reaccion (Rojas-Gonzalez y Girén-Gallego, 2011). El tiempo de reaccion da una idea
de la eficiencia de la enzima a medida que avanza la reaccion, lo cual es util para
determinar el tiempo minimo necesario para obtener alto rendimiento. En la catalisis
enzimatica el tiempo de reaccion puede ser mayor, comparado con la catalisis

quimica (Ebrahimi et al,, 2012).
2.4.2.4. Intensidad de mezclado

Al inicio de la reaccion, los trigliceridos y el alcohol forman dos fases inmiscibles. La
reaccion es controlada por el mecanismo de transferencia de masa La agitacion es
necesaria para aumentar el grado de mezcla de las fases y aumentar la velocidad de
la transesterificacion. A medida que los triglicéridos se convierten en ésteres de
4cidos grasos, disminuye la viscosidad de la mezcla de reaccion produciéndose un
aumento en la velocidad de la misma. En la transesterificacion enzimatica se sugiere
una velocidad de agitacion entre 150-200 rpm para no afectar la estructura de la
lipasa. Sin embargo, se han reportado velocidades de agitacion de 500 y 700 rpm sin
efectos importantes durante la reaccion, Cuando la lipasa se encuentra inmovilizada

en un soporte sélido, se requiere mayor velocidad de agitacion para aumentar la
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transferencia de masa en el soporte y disminuir la saluracion de los poros en el
mismo con la glicerina (Pardal, 2012; Gonzales ef al., 2010; Ebrahimi et al,, 2012).

2.4.2.5. Concentracion de enzima

Cuanto mayor es la concentracién de enzimas, mayor serd el rendimiento de |a
reaccion. A fin de establecer la cantidad adecuada del calalizador se han reportado
trabajos en los que se utilizan diferentes cantidades de enzima que varian de 3 a 7%
¥ 10 2 30% con relacién al peso del aceite (Ribeiro et al., 2014; Hsu e a, 2004; Su y
Wei 2014).

2.4.2.6. Estado de la enzima

El rendimiento de la reaccion de Iransesterificacion depende del estado libre o
inmovilizado de la enzima. Las principales limitaciones del uso de lipasas en la
produccion de alquil ésteres son los costos de produccion, se emplea un mayor
tiempo de reaccion, desactivacion de fa enzima por los alcoholes e inhibicion debido
2 la adsorcion de glicerol sobre la lipasa (Gog et al., 2012; Garlapati ef al., 2013;
Ribeiro ef al,, 2014). Sin embargo, la inmovilizacion de lipasas disminuye el costo de
produccion, por su reutiizacién, lo cual es necesario para hacer que sea mas
alractiva y de potente aplicacion industrial. EI principal propésito de la inmovilizacion
de enzimas es para mejorar sus propiedades tales como estabilidad termica, la
actividad en medio no acuoso, para mejorar el manejo, recuperacion y reciclaje de

éste biocatalizador (Narwal et al,, 2015).
2.4.2.7. Contenido de agua

€1 contenido de agua desempefia un pape! imporlante en la transesterificacion
enzimética ya que es vilal para mantener la conformacion tridimensional de sitio
catalitico de la enzima. La presencia de una inlerface de agua-aceite crea un
ambiente favorable para la conformacion del silio activo. EI agua interactua con los
grupos hidrofilicos de la enzima situados en la superficie, y cambia la conformacion

de las inleracciones de eniaces de hidisgeno en la enzima, que lleva a la
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transformacién de la lipasa activa. Generalmente se sugiere un valor del 5% en el
contenido inicial de agua como optimo para la produccion de alquil ésteres, la
actividad lipasa aumenta con aumento del contenido de agua hasta un 15% (Gupla
et al, 2014)

2.5. Investigacion de lipasas en la transesterificacion

La transeslerificacion de aceiles realizada por via enzimélica con lipasas es una

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

la reaccion en la de ésleres de 4cidos grasos como se ha
comprobado en diversos estudios. EI uso de estos calalizadores genera menos
residuos obteniendo asi una serie de ventajas medioambientales. Muchos aceites
vegetales tales como aceite de soya, aceite de girasol, aceite de colza, aceile de
palma y aceites residuales de restaurantes han sido utilizados como materia prima
en estos procesos de transesterificacion (Kumari et al, 2009; Wang et al., 2014).
Algunas lipasas procedentes de diversas fuentes han sido objeto de estudio y s ha
reportado que tienen un alto potencial para catalizar reacciones de transesterificacion
por ejemplo, lipasa extraida de Streplomyces sp (Mander et al, 2012). Lipasa de
pancreas de porcino (Ebrahimi ef al,, 2012). Lipasa de Jatropha curcas L (De Sousa,
2010). Asi como (TL M
Lipozyme), Mucor miehei (Lipozyme RM IM), Candida anlarctica (Novozym 435)
(Yang et al, 2009; Sim et al, 2010; Delgaco y Pashova, 2010; Haigh et al, 2012)

Ademas se han estudiado lipasas de origen vegelal presentes en el lalex, Saad
(2005), reporto el uso de lipasas de latex de Cerica papaya durante la
transesterificacion de aceile de maiz con elanol para la obtencion de ésleres de
4cidos grasos. En el afio 2009 Cambon et al. esludiaron la capacidad calalitica de
lipasas presentes en el latex de de Vasconcellea x heilbornii para producir metil
ésteres a través de la lransesterificacion de diversos aceiles vegetales. El analisis
realizado por Delgado y Pashova (2010), se ha enfocado a la evaluacion del efeclo
de diversas variables en el proceso de transesterificacion enzimatica, estudiaron Ia

sintesis de biodiesel mediante la lransesterificacion de aceile de ricino con etanol.
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usando n-hexano como solvenle y una lipasa comercial Lipozyme TL IM como
biocatalizador. Evaluaron el efecto de la relacion molar elanol: aceite en un rango de
301 a 1011, temperatura de reaccién (35-65 °C), carga enzimalica (5-20 % pip) y la
cantidad de agua (0-10% p/p). La méaxima conversion de eil-ésteres se obtuvo a una
temperatura de 35°C, una relacion molar etanol aceiles de 5:1, una carga enzimatica
inicial de 15% p/p y una concenlracién de agua de 2% p/p, ambos con base en el
peso del aceite de ricino. Por su parte, en el estudio realizado por Su y Wei, (2014).
se investigé la produccion de butil ésteres de 4cidos grasos a partic de diferentes
aceiles vegetales utilizando como calalizador lipasa del latex de Carica papaya, bajo
las condiciones Gptimas la maxima conversion enconlrada fue de un 96%.

Dinorin, (2012), realiz6 un estudio en el que se evalué la actividad de lipasas de
Pseudomonas aeruginosa, Proleus mirabilis y bacterias Gram (+), microorganismos
que fueron aislados a partir de diferentes muestras de suelos. El mayor porcentaje de
conversion en la transesterificacion de aceites de desecho con metanol fue de 57%,
55% y 38% con Pseudomonas aeruginosas, Proteus mirabilis y bacterias Gram (+)
respectivamente. En el ario 2008 Kovécs ef al. ulilizaron tres lipasas comerciales
inmovilizadas de Candida antérctica, Rhizomucor miehei y Thermomyces
Januginosus para comparar su eficiencia en procesos de transesterificacion de
aceites de fitura empleando las mismas condiciones para cada una de las lipasas.
Enconlraron como resultado la obtencion de mas del 94% de metil ésleres al utifizar

lipasas de Candida antérctica.

En o referente a enzimas lipoliticas se han realizado trabajos en los que se evalita la

aclividad catalitica de lipasas ya comercializadas, de células secas, extraclos

ficados a partic de i y de origen animal. Eslas

enzimas han sido ulilizadas en procesos tanto de hidrolisis como en los de

No obstante, la 6n en lipasas nuevas de origen vegetal

aun es escasa



2.6. Aplicacion de las lipasas en la industria

El reciente interés en éste tipo de catalizadores tal como lo son las lipasas, esta
asociado con su aplicacion como aditivo en alimentos (modificacion de los sabores),
sintesis quimica (obtencion de ésteres), detergentes (hidrdlisis de grasas), pre-
tratamiento de aguas residuales (descomposicion y remocion de sustancias oleosas),
amplia utilidad en la industria cosmética y farmacéutica (Salihu et al, 2012)
Adicionalmente, las lipasas tienen una importante aplicacion en el campo de la
bioenergia, especialmente en la produccion de biodiesel, el cual es un sector en
expansion como resultado de la creciente demanda mundial del uso de energias
renovables (Colla et al,, 2010). El biodiesel comercial se produce a partir de fuentes
renovables de aceiles, los cuales estan constituidos de triglicéridos de acidos grasos
de cadena larga (de 14-20 carbonos pero pueden variar). Estos triglicéridos son
convertidos a sus respectivos ésteres de acidos grasos por una reaccion de
transesterificacion utilizando alcoholes de cadena corta (tipicamente metanol) dando
como subproducto glicerol (Li y Xie, 2006). Los ésteres derivados de los compuestos
grasos han llamado mucho la atencion para su aplicacion en alimentos, bebidas y en

la industria quimica. Los alquil ésteres de dcidos grasos producidos a partir de

aceites vegetales son iarios en la imica y en la sintesis
de un amplio rango de productos uliizados en la industria de lubricantes,
surfactantes, carburantes, solventes, poliésteres biodegradables y agentes
dispersantes (Dossat ef al,, 2002; Rajendra ef al., 2009; Séverac ef al,, 2011).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1, Justificacién

Las enzimas lipoliticas de plantas poseen propiedades cataliticas importantes para
su aplicacion en diferentes procesos industriales. El uso de lipasas de plantas tiene
ventaja sobre las lipasas de origen animal o microbiano debido a su disponibilidad,
bajo costo, facil purificacion y su especificidad en particular. Desde el punto de vista

quimico, los procesos en los que se utilizan lipasas ofrecen ciertos atractivos frente a
la catalisis quimica; actian en condiciones moderadas de temperatura, pH, presion,
etc., o cual disminuye los costos de operacion. Por tanto, la obtencion y evaluacion
de nuevas lipasas constituye un punto de partida en la generacion de un nuevo
conocimiento, que pudiera promover a futuro el interés por integrar éste tipo de
catalizadores en diversos procesos de transformacion. Lo anterior tomando en
cuenta que las enzimas existentes en la naturaleza son desconocidas, que cada una
de éstas presenta diferentes propiedades cataliticas y que los procesos enzimaticos.

resultan ser més amigables con el medio ambiente.



3.2. Hipétesis

La actividad de un complejo lipolilico del Iatex de Ia jaca sobre aceites vegetales

originaré ésteres de acidos grasos

3.3. Objetivo general

Evaluar la actividad de un complejo lipolitico identificado en el latex de la jaca y su

aplicacion en la transesterificacion de aceites vegetales.

3.3.1. Objetivos especificos
- Determinar los valores de pH y de temperatura optimos de un complejo enzimatico.
- Determinar los parametros cinéticos K y Vinax de un complejo enzimético.

- Determinar la actividad de transesterificacion enzimatica en aceiles vegetales.



4. MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

- Un complejo enzimatico con actividad lipolitica obtenido a partir del latex de
la jaca.

4.1. Obtencién de extracto crudo del latex de la jaca

El latex se obtuvo a partic del pedinculo de los frutos de jaca, Artocarpus
heterophyllus L. Se recuper6 en lubos de centrifuga que contenian buffer de fosfato
0.2 M, acido citrico 0.1M, EDTA 5 mM y cisteina 5 mM, pH 6 4. La suspension fue
sometida a centrifugacién en frio (4°C) a 9000 rpm por 20 minutos (HERMLE, Z 326
K, rotor 221.18), se descartaron los materiales insolubles obteniendo asi el extracto
crudo, el cual fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

4.2. Cuantificacion de la concentracién de proteina

La de proteinas fue i por el método de Bradford (1976), se

utilizé BSA (albumina de suero bovino) como estandar.
4.3. Cromatografia de filtracion en gel

La separacion de las proteinas se 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
velocidad de flujo utilizada fue de 500 uL/min.

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

Las muestras se i a en gel de ilamida al 12% en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE. ANEXO A). Utilizando marcador de peso
molecular de amplio rango (Bio-Rad, 161-0318). Las muestras se colocaron a bafio
de ebullicion durante 5 min en presencia de buffer de muestra, cargando en cada uno
de los pocillos del gel 20 pL de muestra. Las condiciones de corrida electroforética

20



fueron 110 mV por 90 min y los geles se tiferon con azul de Coomassie brillante R-
250,

45, is en ici no i (ND-PAGE}

Se mezciaron 20 pg de proteina (complejo lipofitico) con buffer de muestra en
ausencia de SDS y 2-mercaptoelanol. La electroforesis se realizo utilizando geles de
poliacrilamida al 12% y de acuerdo a la melodologia descrita por Laemmli (1970). EI
revelado de las proteinas se realizo mediante tincién con azul de Coomassie brillante
R-250.

4.6. Caracterizacion de la actividad lipolitica

4.6.1. Ensayo en placa con purpura de bromocresol

La actividad lipolitica de las fracciones obtenidas por cromatografia de filtracion en
gel fue monitoreada por deteccion en placas, las cuales contenian medio solido;
1.5% de agar agar, purpura de bromocresol al 0.5%, lipido tributirina al 0.5% y tween
20 al 0.1%. Se depositaron de 10 a 30 pg de proteina, las placas se incubaron a
temperatura ambiente (28°C) durante 18 horas. La presencia de actividad lipolitica se
determiné cualitativamente al observar el cambio de coloracion del indicador de pH
presente en el agar frente a la reaccion de hidrdlisis efectuada por el complejo
lipolitico (Martinez, 2013)

4.6.2. Ensayo en placa con rodamina B

Se realizd una prueba confirmatoria utilizando aceite de oliva y aceite de soya,
rodamina B como indicador (Kouker y Jaeger, 1987). El aceile se prepar6 al 1% en
buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8.8, al cual se le anadio 0.1% de goma arabiga, agar agar
(15%) y 0.001% de rodamina B. La actvidad lipolilica fue probada en placa
utilizando cada una de las fracciones oblenidas por columna, se depositaron de 10 a
30 g de proteina. Las placas se incubaron a temperatura ambiente (28 °C) duranle

24 horas, La actividad se monitore irradiando las placas con luz UV, lomando como
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positivas aquellas fracciones en las que se cbservo la presencia de halos

fluorescentes de color naranja

4.6.3. Actividad hidrolitica sobre ésteres de p-Nitrofenol
La actividad hidroliica hacia susiratos cromogénicos (ésteres de p-Nitrofenol) se
evalué siguiendo la técnica de desciita por Pencreac’h y Baratti (1996), con una
ligera modificacion. Los ésteres elegidos fueron p-Nitrofenil acetato (p-NFA) y p-
Nitrofenil palmitato (p-NFP) (Sigma). La prueba de aclividad de hidrolisis sobre
ésteres de p-Nitrofenol utilizando el complejo lipolitico y lipasa comercial Thermus
thermophilus (sigma) como control se realizd a partir de Ia preparacion de un stock
del sustrato 10 mM en 2-propanol, a partir de éste, se tomd la cantidad necesaria
para obtener una concentracion de 0.2 mM en una solucion amortiguadora de Tris-
HCI 25 mM de pH 8 que contenfa 0.3% de triton X-100. La reaccion se realizo en
placas de PCR, donde en cada pocillo se agregé 100 pL de la dilucion del sustrato,
posteriormente para comenzar la reaccion se anadieron 100 pL del complejo
enzimatico / lipasa comercial (solucion 0.5 mg/mL) después de 30 min de reaccion a
65 °C, se procedio a tomar lectura de absorbancia a 348 nm en un lector de placas
Sinergy HT. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado y calculando
Ia desviacion estandar. Para determinar Ia cantidad de pmoles liberados por la accion
del complejo lipolitico, se construyo una curva de calibracion de p-Nitrofenol (ANEXO
C-2). La actividad enzimatica fue calculada empleando las siguientes formulas:

AxB
CxDxE

Actividad enzimatica (U/mL) =

Donde, A- se refiere a los pmol de p-Nitrofenol liberado, B~ Volumen de reaccion, C-
Volumen usa en la determinacién espectiofotométrica, D- Volumen de enzima
uilizado y E- Tiempo de incubacion

Actividad atica (U/mL)
Concentracion de proteina (mg/mL)

Actividad ica (Umg) =
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4.7. Efecto del pH en la actividad del complejo lipolitico

E1 pH 6ptimo para el complejo lipolitico fue determinado a diferentes pH de 5 a 9.5
unidades utiizando ésteres de p-Nitrofenol y tributirina como sustrato en diferentes
soluciones amortiguadoras; Acetato de sodio, Fosfatos, Tris-HCl y glicina- NaOH.

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

La determinacién def pH optimo en la hidrélisis de p-NFP se realizé por la
preparacion de una dilucién a partir de un slock del sustralo para obtener una
concentracién 0.5 mM en dislintas soluciones reguladores 50 mM, que contenian
0.3% de triton X-100. La reaccion fue llevada en placas de PCR como se menciona
en el apartado anterior. Se ulilizo 100 L de un stock de 0.5 mg/mL de proteina. La
actividad enzimatica fue medida A 348 nm después de incubar la mezcla de reaccion

enzima-sustrato a 37° durante 30 min.

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

La aclividad de hidrdlisis se evaluo a distintos pH en buffer 25 mM que contenian
0.3% de triton X-100. En este caso se prepar6 una dilucion a una concentracion de
0.4 mM a partir de un slock del sustralo p-Nitrofenil acetato, asi como 100 pL de un
stock de 0.25 mg/mL de proleina La actividad enzimatica fue medida a 348 nm
después de incubar la mezcla de reaccion enzima-sustrato a 37° durante 20 min. La
actividad enzimatica fue calculada empleando la siguiente formula:

AxB

Actividad enzimitica (Uimt) = &8

Donde, A- se refiere a los umol de p-Nitrofenol liberado, B- Volumen de reaccién, C-
Volumen usa en la delerminacién espectiofolomélrica, D- Volumen de enzima

ulilizado y E- Tiempo de incubacion.



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

Se estudi6 la hidrdlisis del sustrato tributiina en emulsion ulilizando distintas
soluciones reguladoras (pH 7 a 10); se incubo en tubos de ensaye 2.5 ml de
solucién de enzima (7 mg proteina) y 160 pL de tributirina a 37 °C durante 60 min a
una velocidad de agitacion de 200 rpm. Posteriormente, se afiadié 2.5 mL de etanol
para detener la reaccion y cada uno de los tubos fueron colocados a temperatura de
ebullicion durante 10 min para inactivar la enzima. La mezcla resultante fue titulada
con NaOH 0.05 N. Se determino el porcentaje de acidos grasos liberados restando el
consumo de NaOH de una muestra control (Blanco) a la cual se anadio enzima
inactiva. El porcentaje de hidrolisis fue calculado con la siguiente formula:

V NaOH x 10-7 x M NaOH x MM

% hidrolisis =
PxF

Donde V es el volumen de NaOH consumido durante fa litulacion, M es la molaridad
de la solucion de NaOH, MM, es el peso molecular del sustrato tibutirina, P es el
peso de la muestra y F corresponde a la fraccion de volumen de la muestra

4.8. Efecto de la temperatura

La determinacion de la temperatura optima se llevo a cabo a condiciones de pH
optimo, se evaluo la actividad en un rango de temperaturas de 20 a 90 °C en
intervalos de 10 unidades; El sustrato p-NFP se preparé a una concentracion de 0.4
mM, y se uilizd 100 pL de una solucion 0.5 mg/mL de proteina. La actividad
enzimatica fue medida a 348 nm después de 30 min de incubacion. Para el caso del
sustrato p-NFA, se utiliz6 una concentracion de 0.3 mM y 0.25 mg/mL de proteina.
Se tomo lectura de absorbancia a 348 nm después de 20 min de incubacion. La
actividad enzimatica fue calculada empleando la siguiente formula

AxB
CxDXE

Actividad enzimatica (U/mL) =

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

Volumen usa en la determinacion espectrofotométrica, D- Volumen de enzima

ulilizado y E- Tiempo de incubacion.
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4.9. Efecto de solventes organicos sobre la estabilidad del complejo lipolitico

Se evalio la estabilidad del complejo lipolitico sobre distintos solventes organicos;
100 pL de la enzima (pH 9 Tris-HCI 50 mM, 0.125 mg de proteina) fueron incubados
con 100 pL de diferentes concentraciones de metanol, etanol y hexano: metanol (50,
6

80 y 100%) durante una hora en refrigeracion (4°C). Como control positivo se util
la enzima sin solvente, como control negativo se ulilizo buffer sin enzima con la
preparacién del solvente. Después del periodo de incubacion, 10 uL de cada una de
las preparaciones fueron colocadas sobre placas con agar-tributirina al 0.5% y
purpura de bromocresol como indicador, estas fueron incubadas a 37° C durante tres
horas (Salihu et al., 2012).

4.10. Determinacion de los parametros cinéticos
Se estudi6 la influencia de la concentracion de sustralo en la velocidad de reaccion
del complejo lipolitico con p-NFA como sustrato. Se utilizé una concentracion de 0.25
a2 mM, asi como 100 pL. de un stock de 0.1 mg/mL de proteina, Las pruebas se
realizaron a la temperatura y pH determinados como optimos, la mezcla de reaccion
fue incubada durante 20 minutos y la absorbancia fue medida a 348 nm. La
constante de Michelis-Menten (Kr) y Ia velocidad maxima (Vmax) fueron determinadas
a partir del grafico de Linewaver-burk, 1/V frete a 1/S.

4.11. Transesterificacion de aceites

4111,

presentes en el aceite

alcalina:

a de acidos grasos

Con el objetivo de identificar los ésteres que se forman al utilizar el aceite de soya y

de oliva en un proceso de . se partio de la de metil

ésteres en condiciones basicas; en lubos de ensaye se pesaron 30 mg de cada uno
de los aceiles, se anadio 2 mL de hexano, dicha mezcla se agité con vortex hasta
disolver el aceite. Posteriormente se anadio 200 pL de KOH 2 M/Metanol, la nueva
mezcla se agitd nuevamente en vortex durante 10 segundos para favorecer la
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reaccién. La preparacion se dejo en reposo durante 10 minutos a temperatura
ambiente, después fue centrifugada a 3500 rpm durante 5 minulos. Se recuper6 en
un vial 1 mL de la fase superior, de este vial se tom una alicuota para depositaria en
una cromatoplaca de silica gel $i02.HzO para identificar ios compuestos presentes

antes y después de la melilacion de los aceites.

4.11.2. Pruebas de de aceites

A continuacién se describen los experimentos elegidos para llevar a cabo el estudio

de la transesterificacion enzimética de aceites vegetales

4.11.2.1. Determinacién de la densidad de los aceites
Para llevar a cabo los experimentos se estimo la densidad de cada uno de los
aceites de prueba para encontrar el volumen necesario a afiadir en la mezcla de
reaccion. Se pesé un matraz aforado de 10 mL., se llend con aceite hasta la marca y
volvio a pesarse una vez mas. Posteriormente se registro la diferencia de peso. Con
el peso neto del aceite se calculé la densidad

= miv

Para estimar el peso molecular del aceite, se lomaron en cuenta los datos conocidos
del alcohol, es decir, el metanof tiene un peso molecular de 32.04 g/mol y densidad
de 0.792 g/mL. Asi, la relacion molar alcohol aceite se eslimo como se muestra en el
ANEXO B.

4.11.2.2, Pruebas de transesterifica

n enzimatica con extracto crudo

Prueba 1

Para enconlrar experimentalmente la concentracion adecuada para que se llevara a
cabo la transesterificacion enzimatica, se ulilizo el extracto crudo a una
concentracion deproteina de 0.32 mg en buffer de fosfatos pH 6.4 (Toscano et al,
2014; Dinorin, 2012). En fubos eppendorf se colocd 559 plL de aceite de soya sin
usar, equivalente a 2 mM de acuerdo al peso molecular promedio de 4cidos grasos
del aceile (PM: 253.26 g/mol), asi mismo se afiadi6 la cantidad de 384 yL. de metanol
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a un equivalente de 10 mM obteniendo una relacion molar 1.5, la mezcla se
preincub6 por 15 minutos y posteriormente se anadio el complejo enzimatico
contenido en el extracto crudo del latex de la jaca. La mezcla de reaccion oblenida so
incubo a 37°C durante cinco horas manteniendo la agitacion constante a 200 rpm
Transcurrida una hora de incubacion se tomo una alicuota de 20 pL, la cual fue
mezclada con 200 pL de hexano para posteriormente analizar los compuestos por
cromatografia de capa fina. Esta Gltima operacion volvio a repetirse a las 2,4y 5

horas de incubacion.

Prueba 2

Se utiliz6 una relacion molar 1.4 del aceite de soya y metanol, el extracto crudo a una
concentracion mayor. 3 mg/mL en buffer de fosfatos pH 6.4, Ia mezcla se preincubd
por 15 minutos y posteriormente se afadié el complejo enzimatico contenido en el
extracto crudo del latex de Ia jaca. La mezcla de reaccion obtenida se incubd a 40 °C
durante 20 horas manteniendo la agitacion constante a 200 rpm. Transcurridas tres
horas de incubacion se tomo una alicuota de 20 L., la cual fue mezclada con 200 pL
de hexano para analizar los por de capa

fina. Esta uftima operacion volvio a repetirse a las 6 y 9 horas de incubacion.
Prueba 3

Se utiizo etanol, para lo cual se realizaron los calculos correspondientes. Se ulilizo
una relacion molar 1:4 aceite de soya: etanol, el extracto crudo a una concentracion
de 3 mg/ml en buffer de fosfatos pH 64, la mezcla se preincubo por 15 minutos y
posteriormente se afiadio el complejo enzimatico contenido en el extracto crudo del
Iatex de la jaca. La mezcla de reaccion obtenida se incubo a 40 °C durante 20 horas
manteniendo la agitacién constante a 200 rpm. Transcurridas tres horas de
incubacion se tomo una alicuota de 20 pL, la cual fue mezclada con 200 pL de

hexano para i analizar los por ia de capa fina
Esta Gltima operacion volvio a repelirse a las 6 y 9 horas de incubacion.
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Prueba 4
Se utiliz6 una concentracion de enzima de 9 mg hidralada en un volumen del 4 % de
buffer en relacion al aceite a pH 9, 25 mM. En tubos eppendorf se colocs aceite de
soya y etanol a una relacion molar 1:2.5, la mezcla se preincubd por 15 minutos.
Posteriormenle, se anadié el exiracto crudo liofilizado (complejo enzimatico). La
mezcla de reaccion obtenida se incubo a 40 °C durante 24 horas manteniendo la
agitacion constante a 180 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 L a las seis y a las
24 horas de incubacion, a las cuales se les adiciond 200 uL de hexano para
analizar los por de capa fina

Prueba 5
Se uilizo extracto crudo liofilizado a una concentracion de proteina de 15 mg
hidratada en un volumen del 5 % de buffer en relacion al aceite, pH 9 25 mM. En
tubos eppendorf se coloco aceite de oliva y elanol a una refacion molar 1:2, ia mezcla
se preincubd por 15 minutos y posteriormente se aiiadié el complejo enzimatico. La
mezcla de reaccion obtenida se incubo a 40 °C durante 24 horas manteniendo la
agitacion constante a 200 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 uL a las seis y a las
24 horas de incubacion, a las cuales se les adiciond 200 L de hexano para

analizar los por de capa fina

Prueba 6

Se ulilizo extracto crudo liofilizado a una concentracién de proteina de 15 mg
hidratada en un volumen del 5 % de buffer en relacion al aceite, pH 9 25 mM. En
tubos eppendorf se coloct aceite de oliva y metanol a una relacion molar 1:2. La
mezcla se preincubd por 15 minutos y posteriormente se afiadio el complejo
enzimatico. La mezcla de reaccion oblenida se incubo a 40 °C durante 24 horas
manteniendo fa agitacion constante a 200 rpm. Se tomaron dos muestras de 20 L a
las seis y a las 24 horas de incubacion, a las cuales se les adiciond 200 pL de

hexano para analizar los por de capa fina.




Prueba 7
Aumento de fa concentracién de enzima y uso de co-solvente.

Se uliliz extracto crudo liofilizado a una concentracion de proteina de 23 mg
hidratada en un volumen del 10 % de buffer en relacion al aceile, pH 9 25 mM. En
tubos eppendorf se coloco el aceite de soya y 2.25 mL de hexano. Posteriormente se
afiadio metanol a una relacion molar 4:1 con el aceite. La mezcla se preincubo por
15 minutos y posteriomente se afiadio el complejo enzimatico. La mezcla de
reaccion obtenida se incubo a 40 °C durante 48 horas manteniendo la agitacion
constante a 200 rpm. Se tomaron muestras de 20 L a las 6, 24 y 48 horas de

incubacion.

Se realizé la misma prueba utilizando aceite de oliva. asi como heptano y terbutanol

como co-solvente.
Prueba 8

411.23. Transesterificacion de aceites usando el complejo lipolitico

parcialmente purificado

Se ulilizo una concentracion de 5 mg del complejo lipaiilico hidratado en el 5% de
buffer 25 mM, metanol a una relacion molar 3:1 con aceite de soya y 4:1, una
velocidad de agitacion de 300 rpm, variando la temperalura y pH como se muestra
en la Tabla 1. Los valores de temperalura fueron elegidos acorde a los rangos

en esludios de on de aceiles al utilizar enzimas de

origen vegelal (Su y Wei, 2014; Cambon ef at., 2009). Los valores de pH fueron de 8
¥ 9, los cuales fueron determinados previamente como valores optimos de actividad
lipolitica, Se tomaron muestras a las 6, 24, 48 y 72 horas de incubacién. Se
adicionaron 200 pi de hexano para posteriormente analizar los compuestos por

cromatografia de capa fina.
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Tabla 1. de y pH utilizadas.
Experimento _8a 8b ~ 8¢ —
Temperatura 40 50 50
Buffer pH pH8 pH8 pHO pHO
Prueba 9

Se uliliz6 aceite de soya y el complejo lipolitico parcialmente purificado a distintas

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

Utiizando en algunos casos hexano como co-solvente en el medio de reaccién,

Tabla 2.
Tabla 2. de la prueba 9.
% 9
Relacion molar 1.4 Metanol 1:4 Metanol
Concentracionde 10 mg 20mg
nzima
Tiempo 72 horas 72 horas
Hexano Con hexano ysin  Con hexano y sin
hexano hexano
Temperatura 40y65 40y 65
Agitacion 300 rpm 300 rpm
Prueba 10

Modificacion de la relacién molar aceite alcohol (1:5) anadiendo en dos pasos el

etanol (2.5 mol de etanol al inicio y 2.5 mol al cabo de seis horas de incubacién). Se

utilizé aceite de soya y el complejo lipolitico parciaimente purificado a distintas
concentraciones preparado en un volumen de 5 % de buffer 25 mM, pH 9 (Tabla 3).



Tabla 3. Condiciones experimentales de la prueba 10.

i 0a I
Relacion molar  1:5 efanol T:5 etanol
Concentracién de 10 mg 20 mg
enzima
Tiempo 36 horas 36 horas
Hexano con hexano y sin  con hexano y sin
hexano hexano
Temperatura 40y 70 40y 70
Agitacion 300 rpm 300 rpm

En las tltimas pruebas (9 y 10) realizadas se optd por utilizar temperaturas mas altas
(65 y 70 °C. ya que se tomd como referencia un estudio previo en el que se
determing que el complejo lipolitico es capaz de actuar a altas temperaturas cuando
fue probado sobre olros sustratos tal como lo son los ésteres de p-Nitrofenol.

4.11.3. Cromatografia en capa fina
Las muestras oblenidas de la reaccion de metilacion basica y las obtenidas a partir
de la mezcla de reaccion de Iransesterificacion enzimatica fueron analizadas por
cromatografia de capa fina. Se tomaron 20 L de las muestras los cuales fueron
diluidos en 200 L hexano, la mezcla resultante fue sometida a centrifugacion
durante 2 minutos. 10 pl se sobre la de

silica gel. Una vez seca la placa, se introdujo a la cubeta cromatografica que
contenia solucion de elucion; hexanofetil acetato/ acido acético (90:10:1),
permitiendo que el eluyente se siluara a unos 3 mm aproximadamente del borde
superior de la placa. La cromatoplaca fue extraida de la cubeta y se permitio el
secado a temperalura ambiente. Las bandas obtenidas en las cromatoplacas fueron
comparadas frente a las bandas obtenidas en el proceso de meilacion basica
(Bergamasco et al. 2013; Bendikiene et al. 2008; Kleiner, 2012; Yang et al. 2009).
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

La conceniracion de proleina estimada en el extracto crudo estudiado fue de 3.2
mg/mL. Se obluvieron 30 fracciones por cromatografia en gel, las cuales fueron
utilizadas para la deteccion de actividad lipolitica; en los ensayos en placa la
presencia de actividad fue encontrada en las fracciones 8 a 17, en donde se ulilizo
tributirina como sustrato la actividad fue evidenciada por un cambio de color de
purpura a amarillo debido a la hidrolisis de dicho sustrato (Fig. 4A). Por otra parte, la
actividad lipolitica fue confirmada en placas con agar que contenian aceite-rodamina
8, la presencia de halos fluorescentes de color naranja en las placas revelaron la
actividad lipolitica después de ser iadiadas con luz UV (Fig. 4B1-B2). Las fracciones
que resultaron positivas para la presencia de actividad lipolitica fueron utilizadas para
determinar el peso molecular de las proteinas presentes utilizando SDS-PAGE. en la
Fig. 5 puede observarse el perfil electroforético; un patron de al menos 10 bandas
con pesos moleculares de 106 a 24 kDa que corresponde a las proleinas 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, 176 y 209 kDa.

. A - 81)

Fig. 4. Actividad lipolitica en placa: A) hidrolisis de tributirina utilizando purpura de
bromocresol como indicador. B1-B-2) hidrlisis de triglicéridos presentes en aceite de soya
y aceite de oliva respectivamente, utilizando Rodamina B como indicador.
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Fig. 5. Perfil electroforético de proteinas; gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE (12%). Marcador de peso
molecular {MPM). Pesos moleculares caloulados (P.M; kDa). F8-F0:
(Fracciones de cromatografia en get con actividad lipolitica).

Fig. 6. Perfil electioforétlico de proteinas; gel de poliacritamida en
condiciones nativas ND-PAGE (12%). Marcador de peso molecular (MPH).
Pesos moleculares calculados (PM; kDa). F8-F10: (Fracciones de
cromatagrafia en gel con actividad lipolitica).



5.1. Hidrolisis de ésteres de p-Nitrofenol
Se investigh la capacidad del complejo lipolitico para hidrolizar ésteres de p-
Nitrofenol; p-Nitrofenil palmitato (pNFP) y p-Nitrofenil acetato (pNFA), observando la
mayor actividad enzimatica sobre pNFA. Resultados semejantes se obluvieron para
la lipasa comercial de Thermus thermuphilus (Fig. 7), aunque dicha lipasa presento
menor actividad enzimatica comparada con la alcanzada por el complejo lipolitico
Las lipasas generaimente presentan actividad frente a ésteres de cadena larga &
insolubles en agua. Por el contrario, las estereasas catalizan la hidrolisis
preferentemente de ésteres simples solubles en agua, de cadena corta o media
(Lopes et al., 2011). En el presente estudio se encontrd que el complejo lipolitico
posee capacidad catalitica para hidrolizar ésteres de cadena corta y cadena larga,
que corresponde a los presentes en los sustratos tributirina y ésteres de p- Nitrofenol.
Con respecto a estos iltimos, se determing que presenta mayor aclividad enzimatica
frente p-Nitrofenil acetato, fo que indica que el complejo fipolitico es més especifico
para ésteres solubles de cadena corta. Un comportamiento semejante fue observado
en la hidrolisis de los ésteres de p-Nitrofenol; p-Nitrofenil butirato y p-Nitrofenil
laurato, al utilizar lipasa del latex de Araujia sericifera, Apocynaceae Di Santo ef al.
(2014). Los autores reportaron que la lipasa presento mayor actividad en presencia
de p-Nitrofenil butirato con enlace éster de cadena corta. En este contexto, la mayor
actividad hacia p-Nitrofenil acetalo podria atribuirse al tamafio del sustrato. Cuanto
mayor sea el tamario del éster, mayor sera el impedimento estérico para que el
sustrato tenga acceso al sitio activo de la enzima, lo que explicaria la menor actividad
hacia p-Nitrofenil palmitato.
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Fig. 7. Hidrdlisis de ésteres de p-Nitrofenol: p-NFA y p-NFP (0.2 mM).
Enzima comercial Thermus thermophilus (control positivo) y complejo
lipolitico del latex de la jaca, (Artocarpus heterophylus L.); (Tris-HCI 25 mM
PHB8265°C).

5.2. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

La evaluacion del efecto del pH sobre la actividad lipolitica del complejo enzimatico,
demostré que la maxima actividad la adquiere a valores de pH de 8 y 9 unidades con
los sustratos p-NFA y p-NFP respectivamente (Fig. 8A y 8B). Ademas, en la prueba
de hidrolisis de tribulirina en emulsion, la maxima actividad fue observada a pH 9
(Fig. BC). Resultados semejantes fueron reportados por Rivera y Sandoval (2014),
quienes evaluaron el efecto del pH en la actividad enzimatica de lipasa del latex de
Carica papaya. En dicho estudio encontraron un pH 6ptimo de 8.5 en la hidrolisis de
triglicéridos de cadena corta (ributirina) y pH 9 en trglicéridos de cadena larga
contenidos en el aceite de oliva exira virgen. En el afio 2014, Di Santo et al
estudiaron el efecto del pH durante la hidrélisis del aceite de algodon realizada por
lipasa del latex de Araujia sericifera, la mayor actividad fue encontrada a un pH de
8.5. En contraste, Dhouib et al, (2010), identificaron una lipasa putativa de pH 6ptimo
de 8 a 9 unidades. Como puede observarse en la Fig. 8B, la actividad enzimatica a
pH 6 para el caso del sustrato p-NFA alcanzé un valor cercano al 6ptimo, o que

sugiere que el complejo lipolitico es resistente a los cambios de pH. En tanto, cabe la
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posibilidad de que dicho comportamiento sea debido a la presencia de isoformas de
la enzima con actividad lipolitica, o que explica la diferencia en la determinacion de
pH optimo cuando se utilizan susiratos con variacion en el lamaiio de cadena. No
obstante, la aclividad hidrolitica se ve favorecida mayormente en condiciones
alcalinas. Un pH optimo alcalino es una caracleristica que comparlen algunas
enzimas lipaliticas de origen vegetal como la lipasa de Jatropha curcas L. (Abigor et
al, 2002) y las presentes en Avena fatua (Mohamed ef al, 2000). Estas enzimas
lipoliticas alcalinas resultan muy atractivas a nivel industrial para su aplicacion,
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Fig. 8A. Efecto del pH en la actividad enzimatica del
complejo lipolitico en la hidrelisis de p-NFP (37 °C
durante 30 min),
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Fig. 88. Efecto del pH en la actividad enzimatica del
complejo lipolitico en la hidrolisis de p-NFA (37 °C
durante 20 min).
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Flg. BC. Efecto del pH en la actividad enzimatica del
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emulsién (37 °C durante 60 min).
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5.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

El efecto de la temperatura fue evaluado sobre la actividad enzimatica en presencia
de los sustratos p-NFA y p-NFP a condiciones de pH optimo. El valor de temperatura
ptima 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. 9A y 9B). Los.
cambios de temperatura dan lugar a la ruptura de los puentes de hidrégeno entre el
sustralo y los sitios activos de la enzima, mientras que los valores de temperatura
6ptima favorecen la union de la enzima al sustralo. Siritapetawee et al. (2012),
reportaron un  estudio relacionado con una enzima hidrolitica de Artocarpus
heterophylius (serin proteasa), la cual presents actividad méxima a una temperatura
entre 55 y 60 °C, con una marcada disminucion de la actividad catalitica entre los 85
295 °C. Cambon et al. (2006). encontraron que la actividad optima de hidrolisis para
lipasa del latex de babaco (Vasconcellea x Heilbornii cv.) fue de 50 °C y una
temperatura optima de 55 °C en la actividad hidrolitica e lipasa el latex de Plumeria
rubra. La actividad maxima se obtuvo a 50 °C para lipasa del latex de Carica papaya
(Rivera et al, 2014). En el caso de lipasa del litex de Araujia sericifera, la
temperatura optima alcanzada fue de 60 “C (Di Santo et al., 2014), En contraste con
dichos estudios, los resultados del presente trabajo sugieren que la resistencia a
allas temperaturas y a valores de pH alcalino son propiedades importantes del
complejo lipolitico para su posible aplcacion industial, industria farmacéutica,

agricola, procesamiento de alimentos, etc.
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Fig. 9A. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimtica
del complejo lipalitico en 1a hidrdlisis p-NFP (20-90 °C durante
20 min).
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Fig. 9B. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

del compleo lipolitico en I hidrélisls p-NFA (20-80 °C durante

20 min).
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5.4. Efecto de solventes organicos sobre la estabilidad del complejo lipolitico

El uso de lipasas para bio-conversion en solventes organicos es una venaja desde el
punto de vista biotecnologico. La estabilidad y actividad de la enzima en solventes
organicos dependen no sélo de las propiedades y la concentracion de éstos, sino
también de la naluraleza de las enzimas (Torres y Castro, 2004; Sharma y Kanwar
2014). La potencialidad de las enzimas lipoliticas para ser funcionales frente a
distintos solventes es importante para su aplicacion en diversos procesos, por
ejemplo aquellos en los que se requieren condiciones no acuosas. Los resultados del
presente esludio demuestran que el complejo enzimatico conserva actividad lipolitica
sobre los distintos solventes probados, incluso después de 24 h de Iratamiento. La
presencia de actividad lipolitica se observé después de un periodo de incubacion de
tres h a 37 °C. Esta actividad enzimatica fue evidenciada por un cambio en la
coloracion en el medio de purpura a amarillo como resultado de la hidrolisis de los
4cidos grasos del sustrato tributirina (Fig. 10). La estabilidad sobre solventes
organicos fue estudiada también para lipasa del latex de Euphorbia peplus (Aref ef
al,, 2014), Los autores reportan que la lipasa conserva la actividad en solventes
como metanol y butanol, asi como buena estabilidad en hexano. La estabilidad frente
a solvenles orgénicos es muy importante cuando los catalizadores enzimaticos son
empleados para la sintesis de ésteres. Desde éste punto de vista, fa bisqueda de
nuevas fuentes de enzimas de origen vegetal es importante, tomando en cuenta la
existencia de enzimas que resultan ser resistentes a los solventes organicos
empleados a menudo para solubilizar 10s sustratos y productos. Por consiguiente, la
tolerancia del complejo fipolitico en solventes organicos es una caracterislica que

resulla de interés para diferentes en fos

procesos en donde se requiere bajo contenido de agua o bien, en reacciones de
sintesis.
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Fig. 10. Actividad lipolitica en placa, halos de hidrolisis que muestcan fa establlidad del
complejo lipolitico frente a solventes orgnicos: A) etanol, B) metanol y G} hexano.

5.5. Parametros cinéticos del complejo

Se estudio el efecto de la concentracion de sustrato, la velocidad de hidrdlisis fue
medida a diferentes concentraciones de pNFA. El complejo lipolitico sigue una
cinética de Michaelis-Menten como puede observarse en la Fig. 11A. Los parametros
cinéticos K y Viar fueron calculados mediante el método de Lineweaver-Burk. EI
pardmetro Kn es una medida de la afinidad de una enzima por un sustralo en

particular, un valor de Kn bajo representa alta afinidad, lo cual puede ser importante

para algunas donde el sustrato es la limitante. Asi
mismo, un valor bajo de Km significa que una baja concentracion de sustrato es
suficiente para hacer funcionar la reaccion a a mitad de su velocidad maxima. En el
presente estudio se determing un valor de Kn de 1.083 mM y un valor de Vima: de
833.33 U/mg (Fig. 11B). Mohamed et al. (2000), reportaron un valor de Kn de 0.52y
0.58 mM para esterasas parcialmente purificadas de Avena fatua; isoenzimas Ell y
Elli respeclivamente. En el afio 2008, Polizelli et al. esludiaron la lipasa de Pachire
aquatica (Bombacaceae), encontraron un valor de Km de 1.63 mM cuando utilizaron
como sustrato p-NFA. La afinidad que presento el complejo lipolitico hacia p-NFA es
mayor comparada frente a la afinidad que presento la lipasa de Pachira aquatica, asi
mismo, es menor que la de Avena fatua que poseen la mejor capacidad catalitica
hacia dicho sustrato.
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Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad
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Fig.11B. Reprosentacion grafica de Lineweaver-Burk. Relacién
entre Ia concentracién de sustrato 1/s] y la actividad lipolitica
1IV (Uimg) del complejo enzimatico. p-NFA: 0.25 2 mM (pH 8,
70°°C durante 20 minutos)
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5.6. Transesterificacion de aceites

5.6.1. Transesterificacion alcalina

La cromatografia de capa fina separé cuatro bandas, los valores del factor de
relencion (Rf) de los aceites probados (aceite de soya y aceile de oliva) sugieren la
presencia de triglicéridos, diglicérido, monoglicéridos y cidos grasos libres (Fig
12A). Por ofra parte, se observé una sola banda que corresponde a los produclos
(metil ésteres) de la transesterificacion en condiciones basicas (Fig, 12B) (Bose y
Keharia, 2013; Caro e al, 2000). En las tabla N° 4 (A y B) se observa que los
valores de Rf de los productos (melil ésteres) son mas allos con respecto al valor R
obtenido antes de la metilacion basica del aceite, lo que sugiere que se han obtenido
compuestos menos polares y que los metil ésteres son los derivados acorde a la
composicion de sus acidos grasos: acido palmitico, oléico, estearico, y cido linoléico
para el caso del aceite de oliva. Para el aceite de soya: melil ésteres de Acido
palmitico, oléico y linoléico principalmente (Martinez et al, 2014; Kostik ef al,, 2013;
Jokic et al., 2013). Los resultados de la cromatografia en capa fina fueron utilizados

como referencia para monitorear la reaccion de transesterificacion enzimatica
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Fig. 12. Separacién de compuestos metilados por cromatografia en
capa fina. A} Muestras de aceite de desecho (soya) y de oliva sin
metilar. B) Esteres metilicos de aceites de soya y oliva.

Tabla N°4. Valores de Rf de los diferentes compuestos

presentes en los aceites

A) Aceite de desecho B) Aceite de oliva

(soya
N° banda Rf N*banda Rf

1 046 1 055
2 0.26 2 0.3
3 02 3 027
4 017 a 02

Esteres 079 Esteres 08

metilico metilicos




5.6.2. Pruebas de transesterificacion enzimatica de los aceites

Para evaluar la capacidad de Iransesterificacion del complejo lipolitico se llevaron a
cabo diversos experimentos con base en esludios previos que fueron empleados
para oplimizar ¢l proceso de lransesterificacion enzimatica en la produccion de
ésteres de acidos grasos (Bendikiene et al, 2008; Suy Wei, 2014). Se han reportado
en la literalura, estudios en los que se evaluan diversas variables para optimizar la
reaccion de transesterificacion, principaimente el efecto de la relacion molar
alcohol aceite, el tipo de alcohol, tiempo de reaccion, canlidad de catalizador,
intensidad de mezclado, temperalura de reaccion, tipo de solvente, formulacion
(lipasa inmovilizada o no) (Demirbas, 2009; Delgado y Pashova, 2010). Como puede
observarse en la labla N° 5, se muestran algunas de las pruebas de
transesterificacion enzimatica realizadas. En algunos casos se emple6 hexano como
cosolvente ya que existen reportes como fos citados por Bendikiene et al. (2008) y
Kumari et al. (2009). quienes mencionan el fenomeno de inactivacion de la enzima,
que ocurre por el uso de alcoholes de cadena corta generalmente insolubles. Por lo
tanto, el uso de solventes como el hexano favorece la obtencion de mezclas de
reaccion mas homogéneas y evita a su vez la inhibicion de fa enzima. La mayoria de
los aulores describe que son diversas las variables que lienen efecto en las
reacciones de transesterificacion. No obstante, al hacer el andlisis por cromatografia
de capa fina se observo que no hay transformacion de los compuestos presentes en
los aceiles y por tanto no se llevo a cabo la produccion de ésteres de acidos grasos.
Por ésla razén, los resultados obtenidos muestran que el complejo lipolitico no posee
Ia capacidad catalitica para acluar sobre los sustratos en las condiciones probadas.

El analisis de los resullados obtenidos de actividad enzimatica muestran que el
complejo lipolitico presentd mayor capacidad para hidrolizar sustratos con enlaces
éster de cadena corta, tal como 1o son el pNFA y la tributirina. Ademas, demostrd la
menor actividad hacia enlaces éster de cadena larga y posee un comporlamiento
cinético lipico Michaelis-henten, por lo cual se deduce que ha acluado con mayor
actividad eslerasa. Por consiguiente, con base en dichos resultados se descarta la
posibilisad de aplicacion del complejo lipofitico en Ia transesterificacion de aceites y
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obtencion de ésteres de 4cidos grasos. Sin embargo, debido a sus caracteristicas, es
decir, presentar alta actividad frente a sustratos con enlace éster de cadena corta es
una propiedad de interés para procesos de la industria, como lo &s su aplicacion en

la produccién de aromas y sabores (Brault et al., 2012).

Tabla N ° 5. Condiciones de operacién en el proceso de transesterificacian

Variable  Gimi Gl -
independiente P1 (soya) _P2(soya) PS5 (cliva) P8 (soya). P9 (soya)
Alcohol Metanol  Metanol  Etanol Metanol  Metanol
Relacion molar  1:5 14 12 13y 1:4 1:4
0mgy
Concentracion ~ 0.32 mg 3mg 15mg S5mgp* 20mg p*
Hexano cis
Tiempo 5 3,69 6,24 6,24,48y 6,24,48y
(horas) 72 72
Tempgratua 37 40 40 40y50  40y65
Agitacion rpm 200 200 200 300 300
Solucién b
reguladora pH ¥ 9
Jadora 64 64 )
Resultados:

Enzima parcialmente purificada, C/S= con y sin hexano, P1, P2.... prueba uno, prueba dos.




6.- CONCLUSIONES

Se purifico parciamente el complejo enzimatico con actividzd lipolitica a partic
del latex de la jaca (Artocarpus heterophylius L.)

E1 complejo demostré mayor capacidad para hidrolizar sustratos con enface
éster de cadena corta como el p- Nilrofenil acetalo (pNFA) y la tributirina.

La actividad optima del complejo se alcanzo a pH 8 en presencia de p-NFA y
pH 9 en presencia de p-NFP a temperatura optima de 70 °C.

El complejo lipolitico present6 estabilidad en presencia de  solventes

organicos

El estudio det comportamiento cinélico del complejo lipolitico indica que este
sigue una cinélica de Michaelis-Menten y aunado a la alta actividad sobre
enlaces éster de cadena corla, se deduce que actua mayormente con

actividad esterasa.

Se descartar la posibilidad de aplicacion del complejo lipolilico en la

transesterificacion de aceites y obtencién de ésteres de acidos grasos.
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ANEXO A

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SDS-?AGE:

o Soluoian L

Buffer de carga-
muestra

Buffer para el gel concentrador
Tris-HCI-SDS 0.5 M pH 6.

Buffer para el gel concentrador
Tris-HCI-SDS 1.5 M pH 8.8,

solucién amortiguadora de
electroforesis 10x

Solucion decolorante

% TTComposiEion

PARA 5mL
Tris- base 12M:0.076 g
SDS0.12M.0.1g

AJUSTAR pH a o8

Glicerol 2 M ;

500 yL de Solucion azul de bromofenai
500 yL de 2-mercaptoetanol

PARA 100 mL.

Tris- base: 6059

agua destilada: 100 mL.

AJUSTAR a pH 6.8 con HCI concentrado
SDS0.4%;04g

PARA 100 mL.
base: 18.17 g

agua destilada: 100 mL.

AJUSTAR a pH 8.8 con HCI concentrado
SDS0.4%; 049

PARA 500 mL.
base; 15129
Glicina; 72.06 g

AJUSTAR a pH 8 con HCI concentrado

PARA 500 mL

Acido acético; 50 mL.
Metanol; 250 mL.

Agua destilada; 200 ml.

SISTE}

{A DE BIBLIOTE




SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIO (PSA) AL 10%

Disolver 40 mg de PSA en 400 L de agua destilada (almacenar por una semana).

Gel separador al 12% en buffer Tris-HCI pH 8.8

- Gel separador al 12%

SmL
Agua deslilada 16m
Acrilamidafbisacrilamida 2mL
[ Tris-HCI-SDS pH 8.8 13 mL
PSA 0.05 mL_ —
TEMED | 0.005mL

Gel concentrador en buffer Tris-HCI pH 6.8

N G
| A KT
Agua destilada T 2amL
Acrilamida/bisacrilamida 0.5 mL
30% -
[ Tris-HC-SDSpH68 |  _ 0.38mL
PSA_ | 0.03mL
TEMED 0.003mL

SOLUCION AMORTIGUADOR DE ELEGTROFORESIS 1X Tris-Glicina pH 8

Solucién amortiguadora de electroforesis 1x Tris-

Glicina ph 8.
= 1liro |
Solucion concentrada 100 mL
| 10X |

Hasla un litro

AZUL DE BROMOFENOL

0.01 g en 1000 L de agua destilada.



BUFFER DE TINCION AZUL DE COOMASSIE

TE00mL
Azul de Coomassie| 059
R-250
Acido acético 50 mL
Wetanol 250 mL
W -

ACRILAMIDA AL 30%
— 100mL.
Acilamida 2929
[ Bis-acrilamida + 08
Agua destilada Hasta 100 mL

Disolver la acrilamida en 50 mL de agua destilada. Agregar la bis-acrilamida y aforar
2100 mL. Filtrar, proteger de la luz y almacenar a 4 °C.
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ANEXO B

Para estimar la relacion molar alcohol-aceite a utlizar en las pruebas de
transesterificacion se partio de datos conocidos del alcohel, es decir, cuando metariol
fue utiizado como alcohol, al establecer que se utilizaria la cantidad 2.5 mL, se
determinaron los gramos equivalentes a ese volumen.

D=miv > m=g"v
Por o que; (0.792 g/mL) (25 mLy=1.98 g

Se determing la cantidad de moles de metanol; n= g/PM
1.98 ¢/32.04 g. mol = 0.0617 mol de metanal

Una vez que se determind el equivalente en moles del metanol se realizé una
division entre 6 (relacion 1:6 aceite alcohol); 0.0617/6 = 0.0103 mol

Se requieren 0.0103 mol de aceite.

Con el dato del peso neto del aceite de soya, que fue de 9.07 g, se estimé el peso
molecular promedio de 4cidos grasos del mismo

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

Un triglicérido esta formado por 3 4cidos grasos libres, estos se enlazan mediante
CH2 o CH segn corresponda. En ese sentido, el peso molecular obtenido se divide
entre 3, asi mismo se resta el peso molecular de los atomos de carbono e hidrogeno
correspondientes

873.78/3= 291.26

La cantidad oblenida, menos 3 alomos de carbono y 2 de hidrégenos que hacen el
remplazo del hidrogeno expueslo de cada acido graso

291.26-38= 253.26 gimol peso molecular promedio de 4cidos grasos del aceile

A partir de los datos generados, se tiene que 253.26 g/mol es el peso moecular
promedio de acidos grasos del aceile de soya por lo que;

253.26 000 Mm
7 -2 Mm = 0.5065g aceite de soya
D= miv
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V=mid > 0.5065g/0.907 g. mL = 0.5584 mL-> 659 L aceite
Para una relacion 1:5 aceite alcohol;

n=g/pm ->0.5065/253.26= 0.0019 moles de aceite
0.0019°5=0.0095 mol de metanol

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

d=mAv >V= (0.3043/0, 792 g.ml) =0.384 ml 0 384 L de metanol

Se desarroli6 el mismo procedimiento para los demas acsiles probados.
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ANEXO C

Curvas de calibracion.

04 08 08 1 12 14 16
Conconracion BSA mg/mL

C-1. Curva de concentracién de BSA. Unidades de absorbancia vis
concentracién de BSA (mg/mL).

»

000322 0nuse|
T e e

h=4znm

Unicadas de abaorbancia

C-2. Curva de calibracion concentracion de p-Nitrofenol. Unidades de absorbancia a
° 348 nm vis p-Nitrofenol (mM).
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A=a del Conocimiento: Biotecnologia Alimentaria
STRACT

Tje research of hydrolytic enzymes present in the latex jackfruit of Artocorpus heterophylius, of the
ffnily Moraceae, showed the presence of an enzyme complex proteolytic and lipolytic activity. The
faracterization of lipases from plant saurce can lead to the possibility of use as potential catalyst in the
dferent processes of transformation: these have advantages over chemical catalysts, exnibit high
strate specificity, enables the use of milder reaction conditions and have low cost. The aim of this
Jfidy 15 ta evatuate the lipolytic activity of the anzyme complex. For the characterization, was obtained
1} extract crude from latex, the separation of proteins was performed by gel chromatography using as
fitein Sefinose Fast Flow, the identification of the lipase activity was carried out using agar plates with
Iputyrin (05 %) and tween 20 (0.1 %) as substrate, bromocresol purple as an indicator. The
dnfirmatory tests were conducted using olive il to the 1% and rhodamine B as an indicator. The
dfantification of the lipase activity was determined by measurement of the increase in absorbance at
%0 nm produced by the release of p-Nitrophenol as a result of hydrolysis of the ester 1 mM p-
cophenyl palmitate In 25 mM Tris-HCI buffer, pH 8.8 at 28 °C for 10 min. The results abtained in the
1hits of hydrolysis in plate with bromocresol purple as indicator, shiowed a change in color from purple
tfvellow due o the hydrolysis of the tributyrin. In the plates of oil-thodamine B, fluorescent halos were
dfserved due to the formatian of free fatty acids. The results of the activity of the complex on the p-
tfiropheny! paimitate, assessing the amount of p-Nitrophenol released in the course of the time,
lowed an initial speed of 2.87 umol /m!. min, where a concentration of 1 mM p-Nitrophenyl palmitate
ised

words: Artocorpus heterophyllus; lipases, latex, enzyme complex

SUMEN
U investigacion de enzimas hidroliticas presentes en el latex de Artocarnus heterophyllus, de la familia
tfraceae. mostraron la presencia de un complejo enzimdtico con actividad proteolitica y lipalitica. La
dracterizacion de lipasas de origen vegetal puede conducir a la posibilidad de utilizarse como
ralizacor potencial en fos diferentes procesos e transtormacian, estos ofrecen ventajas sobre 10s
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| Bioiogla, Quimica
@  haronomia
izadores quimicos, presentan alta cspecificidad por sustrato, permiten utilizar ondiciones de
eddion mas suaves y tienen menor costo. EI objetivo del presente trabajo es evaiuar fa actividad
lpgtica del complejo enzimtico. Para In caracteriracion se obtuvo el extracto crudo 3 partie del I3tex,

 $maracién de las proteinas se realizo por cromatografia en gel utilizando como matriz Sefinose Fast
Flof, Ia identificacion de la actividad lipasa se realizé utilizando placas de agar cor tributiring (0.5%) v
twgn 20 (0.1%) como sustrato, purpura de bramocresal como indicaror. Las pruebas confirmatorias se
14y rodaming B camo indicadar. La cuantificacion de la actividad

regzaron utilizando aceite de ofva al
n4a se determin par medicidn del incremento de ta ahsorbancia 3 410 am producido por fa liberacion
L-Nitrofenol como resultado de Ia hidrslisis de 2 mM del p-Niteofenil palmitato en solucion Tris-HCI
W pH 8.8 a 28 °C por 10 mir. ios resultodios ahtenidas en los ensaves de hidrolisis en placa con
ura de bromacresol como indicador, mostraron un cambio de ka caloracisn de porpura a amariio
defdo a la higrolis's de la tributiring. En las placas de aceite-rodaming B, se observaron halos
flufescentes debido a la farmacion de cidos grasas libres Los resultadas obtenidos e la actividad det
corfplejo sabre el p-itrofenl palmitato evaluanda la cantidad de p NHTBIenol iberada en el transcurso
1efiempo, mostraron una velocidad inicial de 2.7 uma! fitL. min, cuzndo una concentracin de 1 mil

Nitrofenil palmitato es utilizada

alforas clave: Artocorpus heterophyllis, linasas, [itex compleje enzinidtico
Infobuccion
Ladlipasas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, v se encusntran en microorganisma

nijales y plantas, catalizan ia higralisis y la sintesis tie esteres formados a partir de gliceral y dcidos
gras. Actdan en la interface agua-lipido, por 1o que no requieren sustratos especialmente solubles 2n
sed. poseen ala especificidad y actan en condiciones reaceion moderada a pH entre 7y 2
erina alterativa a los procesos quimicos, debido a <u eficiencia y que son amigables con el medio
infiente [1, 2, 3]. Con respecto a su estructura todas las enzimas lipoliticas presentan el plegamiento
pfo de fas a/B hidrolasa y la estructura cominmente contiene una pequefia hélice o conocida como
tafj. la cual cubre al sitio ectivo. Fsta conformaciar s Hamada la conformacion cerrada. Cuando ta

resultando

lipda es adsorbida a una interfase, |a tapa es desplazada ara que el sitio activo se vuelva accasible al
sugato. Esta conformacién es llamada fa conformacion abierta. La actividad funcional estd dada por en
2 fada de aminoscidos serina nucleofilica, un acido asprtico/ghutémico y unz histidina (4]

Laipasas mas cominmente utilizadas en la industria son las producidas 2 partir de microorganismo
taifs como hongos, levaduras y bacterias. Las lipasas de origen vegetal han sido poco estudiadas y
coftituyen un punta de partiva en o generacion de nuevo conocimiento en relacion a sus propiedades

de utilizarse como catalizador potencial en la aplicacion come

catfiticas, lo que conduce a la pasibilidad
sdvo en alimentos (modificacion de Ios sabores], sintesis quimica (obtencion de ésteres), detergentes
(1i{ 6lisis de grasas), pre-tratamiento.de aguas residusles ¥ remocién de sustancias
oldsas), en Ia industria cosmética y farmacéutica. Adicionalmente, ias lipasas tienen importante

splacion en el campo de Ia biosnergla, especialmente en I produccion de biodhesel, et cual es ur

r en expansion coma resultado de I creciente nemanda mund-al del uso de energias renovables
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Lafaca (Artocarpus heterophylius 1| pertenece a la familla Moraceae, se cultiva amaliaments en
refpones con clima tropical y praduce litex en todas sus partes. La investigacion de enzimas hidroliticas
cafel tex, ha reportada la presencia de proteasas de interés en el drea de la salud |6, 7). La
nstigacion realizada por el grupo de investigadores de la Universidad Autonoma de Navarit, identifico
I fesencia de un complejo enzimatico con actividad de proteasa y fipasa [8]. Por 12 que el abjetivo del
grfente es evaluar e actividad del complejo lipolitico identificado en el latex de (2 jaca, Artocarpus
heophyllus L

MEERIAL Y METODOS

2|, realizar Ia evaluacion bioquimica del complejo lipolitico se efectuaron una serie de procedimientos
ouf Incluyen fa obtencion del extracto trudo a partir del latex descartanco los materiales insolubles,

Exfacto crudo

1 ftex se obtuvo a nartir del pedinculo de los frutos de jaca, Artocaraus heterophyllus L Se recuperd
enfubos de centrifuga que contenan buffer de fosfata 0.2 M, dcido citrica 0.1 M, EDTA 5 mM y
ishina 5 mM, pH £ La suspension fue sometida a centrifugacion er frio (4°C) 2 9000 rpm par 20
mfutos (HERMLE, 2 326 K, rotor 221.18), se descartaron los materiales insolubles obteniendo asi el

exfacta crudo
Lafeparacian de las prateinas se reaiiza por medio de cromatografia en columna (Ecano-Column Bic

fiaf) empacada con Sefinase Fast Flow SF006.6F (Bio Basic Inc.), la elucion de proteinas se realizo con

bufer Tris-HCI 25 mM, pH .8 La velocidad de fiujo wiillzada fue de 1mi/min.
Cumtificacion de proteina soluble en el extracto crudo.

15| uantificacion de proteina en el extracto cruco se realizo empleando el método de Bradford |9].
Utfeando el reactiva de Bradford (sigma-atdrich " Cat. B916), se construyd una curva estindar BSA

{allimin de suero bovin) en una concentracian de 1mg/mi

Caficterizacién de la actividad lipoitica.

26 wiliz;

a|ara cion de I actividad lipofitica se re o placas con agar al 15%, purpurs de

brfnocresol como indicador, tributirina al 0.5% y tween 20 al 0 1% como sustrato, fas lacas fueran
indbadas a temperatura ambiente (28 C). Cada una de las fracciones obtenidas por cromatografia en
co|mna fue utilizada para identificar Ia presencia de actividad lipalitica

Sefealizo una prueba confirmatoria utilizando aceite de oliva al 1% y rodamina 8 como indicador [10]. €3
atfte se prepart al 1 % en buffer TrisHCI pH 8.5, al cual se Je afiadi6 0.1% de goma arabiga, agar 1.5%)
y 01% de rodamina 8, 2 actividad ligolitica fue probada en placa utilizando cada una de las fracciones
abfnidas por columna. Las placas fueron cofocadas a temperatura ambiente (28 “Cl. La actividad
pfitica se monitoreo irradiando las placas con luz UV, tomando como positivas aguellas fracciones en
ague s observo fa presencia de halos fluorescentes de color naranja




Corgrso ipamaciora!
Biclagia, Quimioa
s Agronomia
Se realizaran prucbas de hidrdlisis utilizando p-Nitrafenil pafmitato como sustrato [11]. Se prepard una
solucion de p-Nitrofenil palmitato 10 mM en 2-propanol, de ésta solucién un voluren se diluyo con 9
valumenes de una solucion amortiguadora de TrisHCI 25 Mm pH 8.8, a cual contenia 0.4% de tritén X
100, Se depositd 100 L de la solucién de sustrato en una microplaca de 96 pocilos, se pre-incubd a 27
“C por 5 min. Para comenzar la reaccion se afadi 100 L del complejo enzimatico {0.1mg/m proteina,
Iris-HCl 25 mM de pH 8.8 ), la absorbancia se midid a 410 nm cada minuto durante 10 min, La actividad
se determind midiendo la velocidad inicial de idrdlisis de p-Nitrofenil palmitato.

RESULTADOS.
Contenido de proteinas totales

El contenido proteico en el extract crudo abtenido 3 partir del ldtex de la jaca Artocarpus heteraphytius
L. fue de 3.3 mg/ml.

Determinacidn de Ia actividad lipoliti

Los resultados obtenidos en los ensayos de hidrdlisis en placa con purpura de bromocresol como
indicador, mostraran un cambio de Ia coloracion de purpura a amarilo, lo que permitié identificar las
fracciones que presentaban Ia actividad lipolitica (Fig. 1 A). £n las pruebas en las que se utilizo aceite de
aliva y rodamina 8 como indicador se detects la actividad de hidrdlisis por la presencia de halos
fluorescentes (Fig, 1 8).

Fig. 1. Actividad de hidrolisis de tributirina: cambio de pirpura a amarillo. Fig 18. Actividad de
hidralisis de triglicéridos presentes en el aceite de aliva, presencia de halos fluorescentes

Método p-Nitrofenil palmitato

La actividad ensimatica medida en pmoles (Tabla. N°1) se determind a partir de la construccion de una
curva estandar de p-Nitrofenal. Los datos obtenidos muestran que la velocidad inicial (Vo) es de 2.87
Wmol/mi-min cvando se utiliza una concentracién de 1mM del sustrato p-Nitrofenil palmitato

Tabla. N 1 pmol/min p-itrofenol liberado por el complejo enzimatico
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DISCUSIGN

€l método en placa es ampliamente utilizado por ta rapidez con Ia que se puede ideatificar Ja presencia

de actividad lipoli
bromocresol como indicador, 3 las 4 h presento cambio de color de pirpura a amarillo debido a la
alteracion del pH del medio cuando ocurre la hididlisis del sustrato tributirina, Fig. 1A En el método
donde sodamina B fue utiizado como indicador y sceite de oliva como sustratos, se observaron halos

. Como resultado se abservo que en el método en placa utilizando piirpura de

fluarescentes de color naranja en zonas dande ocurrid la Hioeracion de acidos grasos segin lo describen
Kouker y Jaeger (10] (Fig. 18], esto sugiere la posibilidad de que e} compleja fipofitico sea capaz de
actuar sobre 4cidos grasos de cadens larga presentes en ef acelte |12, 13]. Son diversos los métodos
aplicados e el estudia de la actividad lipasa, incluso para determinar la especificidarl por sustrato se
han probado diferentes ésteres de p-Nitrofenol de cadena cortamedia y larga; p-Nitrofenl acetato, p-
Nitrofenil butirato, p-Nitrofenii «orizto, p-Nitrofenil laurato, p-Nitrofenil miristato y p-Nitrofenil
palmitato (14]. Las lipasas son principalmente activas schre sustratos msolubles en agua, tales como

Uiglicéridos compuestos por acidos srasos de cadena larga, mientras que fas esterasas hidrolizan
preferentemente ésteres simples y por lo general solo triglicéridos compuestos de dcidos grasos de
cadena corta. Las lipasas se pueden distinguir de les esterasas por la gama de sustrato hacia la cual
presentan especificidad, tal es el caso del uso de p-Nitrofenil palmitato (lipasas) frente 2 p-Nitrofenit
butirato hidrolizaco por esterasas, tal como lo mesciona Bornschever [15]. En contraste, de acuerdo a
los resultados obtenidos respecto a I capacidad del complejo lipolitico del latex de Ia jaca para
hidralizar triglicéridos presentes en ol acite 2 oliva, 21 conjurizo con Ios resultados obtenidos en el
métado donde p-Nitrafenil palmitato fue utilizado cono sustrato (Vo 2.87 umot/mi-min), conducen  1a
posioilidad de encontrarnos con vna avtentica lisasa (no solo actividad esterasal. (n un estudio en
donde se reporta una lipasa del iatex de Araujio sericifera, no se delecto actividad de hidraisis cuando
p-Nitrofenil paimitato fue utilizade como sustrate, no obstante, cuando se wiilizaron olros ésteres de p
Nitrofenol de menor tamaiio (numero de carbonos| coma el p-Nitrofenil butirato y p-Nitrafenil laurato
se encontrd actividad de hidrofisis, obtuvieron la mayor actividad con p-Nitrofenit butirato para lo cual
describen que cuanto mayor Sea el tamafio del ester, mayor serd el impedimento estérico, es decir,
habra mayor dificultad para que el sitio activo de Ia lipass tenga acceso a sustrato, segin lo demuestra
Di Santo [16]. Por otra parte, en otro estudio realizado reportan una lipasa de Thermonyces lonuginosus
que mostré una velocidad inicial de hidrolisis de p-Witrofenil palmitato mayor 3 & umol/min cuando una
concentracian de 0.1 mg de enzima comercial es utilizaga 17). En nuestro estudio se ha utilizado una
cancentraciin de 0.1 mg de enzima purificada a homogeneidad, por tanto Ia artividad estad dada por
las condiciones de reaccion, tino de enzima ue se utiiza y Lpo de sustratos
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