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i

RESUMEN

Latecnologíaenzimáticaofreceunaalternativaparalabiosíntesisdesabores
naturales,utilizando enzimas que catalizan la producción de compuestos
relacionadosconelsaborapartirdemoléculasprecursoras.Lainmovilizacióny
reutilización de lasenzimaspodría hacermáseficienteslosprocesosde
producción de sabores enzimáticos.Elobjetivo de este trabajo fue la
inmovilizacióndelalipasapancreáticadecerdoenunsoportedeaceroinoxidable
ysuaplicaciónenlaelaboracióndesaborenzimáticolácteo.Serealizóuna
funcionalización delsoporte con quitosano y un entrecruzamiento con
glutaraldehído(GA)ygenipino(GE).Enunamuestradelipasacomercialse
obtuvouncontenidodeproteínade28.2±0.048% ymedianteunanálisis
electroforéticoseobtuvoqueel29.9%delaproteínaseparadacorrespondíaala
enzimalipasa.Unavezfuncionalizadoelsoporte,seinmovilizó169.04mgde
lipasa/m2conelusodeGAy131.9mg/m2conelusodeGE.Seobtuvouna
eficienciadeinmovilizaciónparaelusodeGAde8.42%yde7.80%conGE.Se
realizóundiseñoexperimental32paradeterminarlascondicionesdetiempoypH
delaetapadeentrecruzamientoparaobtenerlamáximaactividadenzimática(AE)
concadaagenteentrecruzante,conAEcomovariablerespuesta.LamayorAEse
obtuvoeneltratamientodepH4.5y3hparaGE(404.4±10.9nMmin-1)ypH7
por6hparaGA(436.9±6.1nM min-1).SedeterminóelefectodelpH y
temperatura sobre la actividad enzimática,obteniendo la mayoractividad
enzimáticaparalaenzimalibreenpH9y50°Cyparalaenzimainmovilizada,
utilizandotantoGEcomoGA,enpH10y65°C.Seobtuvieron5ciclosdereúso
paraGAy4ciclosparaGEmanteniendounaactividadresidualsuperioral70%.
Lasenzimasinmovilizadaspuedenalmacenarsea4°C durante3semanas
manteniendounaactividadresidualsuperioral50%.Seelaborósaborenzimático
utilizandolasenzimasinmovilizadas,evidenciandolapresenciadeácidosgrasos
relacionadosalsaborlácteomedianteanálisisdecromatografíadegases(acético,
butanoico,hexanoico,octanoico,decanoico).Lautilizacióndelipasainmovilizada
esunaopciónviableparalaelaboracióndesaborenzimáticolácteoyesnecesaria
unaexploraciónmásampliadelascondicionesdelprocesodeinmovilizaciónque
permitanunamayoreficienciayunamayorAE.

Palabrasclave:inmovilización,lipasa,saborenzimático.
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ii

ABSTRACT

Enzymetechnologyoffersanoptionfornaturalflavorbiosynthesis,usingenzymes
thatcatalyzetheproductionofflavor-relatedcompoundsfromprecursormolecules.
Immobilizationandreuseofenzymesisanefficientalternativefortheproductionof
enzymaticflavors.Theaimofthisworkwastheimmobilizationofthepancreatic
piglipaseinastainlesssteelsupportanditsapplicationintheelaborationofdairy
enzymaticflavor.Afunctionalizationofthesupportwithchitosanandacross-
linkingwithglutaraldehyde(GA)andgenipin(GE)wasmade.Aproteincontentof
28.2±0.048%wasobtainedinthecommerciallipasesampleand29.9%ofthe
separatedproteincorrespondedtolipaseaccordingtoelectrophoreticanalysis.
Usingtheproposedmethodology,169.04mgoflipaseperm2ofsupportwas
immobilizedwiththeuseofGAand131.9mgperm2withtheuseofGE.An
immobilizationefficiencywasobtainedfortheuseofGAof8.42%andof7.80%
withGE.Anexperimentaldesign32wascarriedouttodeterminethetimeandpH
conditionsofthecross-linkingstageofmaximumenzymaticactivity(EA)witheach
cross-linkingagent,withEAresponsevariable.ThehighestEAwasobtainedinthe
treatmentofpH4.5and3hoursforGE(404.4±10.9nMmin-1)andpH7and6
hoursforGA(436.9±6.1nM min-1).TheeffectofpHandtemperatureonthe
enzymaticactivitywasdetermined,obtainingthehighestenzymaticactivityforthe
freeenzymeatpH9and50°Candfortheimmobilizedenzyme,usingbothGE
andGA,atpH10and65°C.5reusecycleswereobtainedforGAand4cyclesfor
GEmaintainingaresidualactivitygreaterthan70%.Immobilizedenzymescanbe
storedat4°Cfor3weeksmaintainingaresidualactivitygreaterthan50%.The
enzymaticflavorwaselaboratedusingtheimmobilizedenzymes,evidencingthe
presenceoffattyacidsrelatedtodairyflavorbygaschromatographyanalysis
(acetic,butanoic,hexanoic,octanoic,decanoic).Theuseofimmobilizedlipaseisa
viableoptionfortheelaborationofdairyenzymaticflavor.Broaderexplorationof
theconditionsoftheimmobilizationprocessmayallowgreaterefficiencyandEA.

Keywords:immobilization,lipase,enzymaticflavor.
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1

1.INTRODUCCIÓN

Losésteresdeácidosyalcoholesdecadenacortaseconocencomo

compuestosdesaboryfraganciaenlosalimentos.Lascrecientesdemandasde

losconsumidorespreocupadosportemasdesaludestánaumentandolas

solicitudesdeingredientesalimentariosnaturales.Sinembargo,lasfuentes

comunesdecompuestosdesabornaturalnosonsuficientesparasatisfacerestas

solicitudesdelmercadoy,amenudo,suextraccióndirectadelasplantasimplica

procesoscarosydebajorendimiento(Spinellietal.,2014).Latecnología

enzimáticaofreceunaopciónmuyprometedoraparalabiosíntesisdelsabor

natural,variasenzimascatalizanlaproduccióndecompuestosrelacionadosconel

aroma a partirde moléculas precursoras.La biotransformación de estos

compuestosesunpotencialdeconsiderableinterésparalaaplicaciónenla

industriadelsabordelosalimentos.

Lagrasalácteamodificadamuestranotasdesabordistintassegúnel

gradodehidrólisisparcial(lipólisis).Debidoasuefectosobreelsabor,lagrasade

lechehidrolizadaconenzimaslipolíticas(GLH)esuningredienteampliamente

utilizadoeimportanteenlaindustriaalimentaria.Lasenzimaslipolíticasson

ubicuasenlanaturalezayjueganpapelesesencialesenlosprocesosde

fabricacióndeGLH.Tantolaslipasascomolasesterasasseusancomúnmente

paraproducirlossaboresdeseadosenlosproductoslácteos(Pengetal.,2014).

Laslipasasseencuentranentrelasenzimasmásversátilesytienenuna

amplia variedad de aplicaciones industriales debido a la multiplicidad de

reaccionesquecatalizan.Laversatilidaddelalipasaconduceamúltiples

aplicacionesindustrialesenlafabricacióndealimentosysabores,productos

farmacéuticos, síntesis de ésteres de carbohidratos, aminas, amidas,

biodetergentes,cosméticosyperfumería(IUPAC,1997).

Lainmovilizacióndeenzimasjuegaunpapelimportantedentrodela

biotecnología aplicada.La razón principalpara inmovilizarenzimas es la
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2

capacidaddeaislarelbiocatalizadordelproductodereacciónyreutilizarlopara

aumentarsuproductividad.Parareaccionescatalizadasporlipasa(triacilglicerol

hidrolasa),lainmovilizaciónpuedeayudaraproporcionarcondicionesnoacuosas

necesariasparalasíntesisdeésteresylainteresterificación(Christensenetal.,

2003).

Existenvariasalternativasdematerialesdesoporteautilizarenla

inmovilización,entrelascualesseencuentraelaceroinoxidable,quedebidoasus

característicascomoresistencia,disponibilidad,compatibilidadconbiorreactoresy

conproductosalimenticios,esunadelasopcionesviables.

Parautilizarelaceroinoxidablecomosoporteesnecesariofuncionalizarla

superficiecongruposaminaparapoderformarenlacescovalentesconlaenzima

ainmovilizar,loanteriorsepuedelograrmediantelaformacióndeunacapa

delgada de compuestos como el(3-aminopropil)trietoxisilano (APTES)o

polietilenimina(PEI)yposteriormenteentrecruzandoconglutaraldehído(Caroet

al.,2010).

Sepropusoparaesteproyectolautilizacióndeaceroinoxidablecomo

soportedelainmovilización,funcionalizarsusuperficieconquitosanoyevaluar

dosagentesentrecruzantesgenipinoyglutaraldehídoylaelaboracióndeunsabor

enzimáticolácteoutilizandolipasainmovilizadaenestesistemapropuestoconel

findereutilizarlaenzimainmovilizada.
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2.ANTECEDENTES

2.1 Produccióndesaboresenzimáticos

Hoyendía,muchosinvestigadoreseindustriashanmigradoalasíntesis

desaboresbiocatalíticosdebidoalainclinacióndelconsumidorhacialossabores

naturalessobrelosproducidospormétodosquímicos.Losésteressintetizadospor

ácidosgrasosdecadenacortayalcoholessonungrangrupodecompuestosde

saboryfragancia,queseutilizanampliamenteenlasindustriasalimentaria,

cosmética,debebidasyfarmacéutica(Dhakeetal.,2013).Estoscompuestosse

puedenextraerdirectamentedefuentesnaturalesuobtenerseporsíntesis

química.Elprimeroimplicaunaltocostodebidoalamuybajaproducciónde

extracciónylaescasezdealgunosmaterialesnaturales.Peroloscompuestos

obtenidosporestemediosepuedenetiquetarcomo"naturales".Enlasíntesis

químicarequierealtatemperaturaycatálisisquímicaagresivaquetieneunalto

costoambiental.Además,loscompuestosobtenidosnopuedenetiquetarsecomo

"naturales"(Guillénetal.,2012).

Lasíntesisenzimáticadeésteresaromáticosdecadenacortahaganado

unaatencióncrecienteporlasventajasdesuscondicionesdereacciónsuaves,

suministrogarantizadoyaltaeficienciacatalítica(Pires-Cabraletal.,2009).

Además,loscompuestosobtenidospuedenetiquetarsecomo"naturales"y

tambiénsehainformadoquesondemejorolorycolormásagradable(Guillénet

al.,2012).Losésteresdesabordecadenacortahansidosintetizadosconéxito

principalmenteporlipasas,cutinasasyesterasas(Yanetal.,2014).Entrelas

diferentesenzimas,lalipasaeslamásutilizadaparaeldesarrollodelsabor.Las

lipasasseempleanparalaesterificaciónendisolventesorgánicosparaproducir

ésteresdesabortalescomoacetatodeisoamilo(Lariosetal.,2004;Vulsan,1994),

butiratodeisoamilo(Abbas&Comeau,2003)acetatodegeranilo(Gatfield,1995),

acetatodecitronelina(Welshetal.,1989).Dire
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Laproduccióndeésteresdesaborcatalizadaporlipasamediante

reaccionesdeesterificaciónestáinfluenciadapormúltiplesvariablestalescomo

molaridaddelalcohol,tiempodereacción,adicióndeagua,temperatura,velocidad

deagitaciónycantidaddeenzimainmovilizada(Singhetal.,2014).

Variosautoreshanevaluadolaslipasasinmovilizadasconcapacidadde

esterificaciónparaproducirdiversosésteresdesabor(Ghamguietal.,2006;

Torresetal.,2009).Enlostrabajoseinvestigacionesrealizadossehanusado

lipasasinmovilizadasycondicioneslibresdedisolventeparalasíntesisdeésteres

desaborparasuperarlosproblemasasociadosconlaseparaciónenzimáticalibre

ylatoxicidaddeldisolvente.SehautilizadolalipasainmovilizadadeCandida

rugosaylalipasapancreáticaporcinaparalasíntesisdeacetatodeisoamilo

(aromadeplátano),valeratodeetilo(aromademanzanaverde)yacetatodebutilo

(aromadepiña)enn-hexano(Güvençetal.,2002).

2.1.1 Desarrollodesaboreslácteos

Eldesarrollodearomasenproductosdequesoresultadelasactividades

metabólicasdelasbacteriasdequeso,porglucólisis,lipólisisyproteólisis.Existen

algunasrutasmetabólicasprincipales,comoelcatabolismodelosaminoácidos,

queproducenlosprincipalescompuestosaromáticosperoquetambiénpueden

generarsaboresdesagradables.Durantelamaduracióndelqueso,lasreacciones

bioquímicas(Fig.1)conducen a la formación delaroma delqueso.Los

compuestosdesaborseproducenapartirdetrescomponentesprincipalesdela

leche:lactosa,lípidosyproteínas(Marilley,2003).
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Figura1.Rutasbioquímicasqueconducenalaformacióndecompuestosdesabor.

Lasuperficiegrisindicacompuestosconnotasdesabor(Marilley,2003).

Loslípidosdelquesopuedenseroxidadosohidrolizados.Sinembargo,la

oxidaciónesprobablementelimitadadebidoalbajopotencialredoxenlosquesos.

Lalipólisisdelostriglicéridosdelalecheliberaaltasconcentracionesdeácidos

grasosdecadenacortaeintermedia.Losácidosgrasosdecadenacortatienenun

impactoconsiderableenelsabor,perolalipólisisintensivanoesdeseableenla

mayoríadelasvariedadesdequesodebidoaldesarrollodelarancidez.Los

ácidosgrasoslibressonsustratosdereaccionesenzimáticasqueproducen

sabores.Laoxidaciónydescarboxilaciónproducenmetilcetonasyalcoholes

secundarios,ylaesterificacióndeácidosgrasoshidroxiproducelactonas.Los

ácidosgrasosreaccionancongruposalcohólicosparaformarésteres,como
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6

butanoatodeetilo,hexanoatodeetilo,acetatodeetilo,octanoatodeetilo,

decanoatodeetiloyhexanoatodemetilo.Lasconcentracionesdeácidobutírico

encontradasenlosquesossedebenenpartealasactividadeshidrolíticasdelas

lipasas(Marilley,2003).

La hidrólisis parcial(lipólisis)de la grasa láctea imparte sabores

especialesalosproductoslácteos(Hollandetal.,2005;Sunetal.,2002).Lagrasa

delechemodificadamuestranotasdesabordistintasdependiendodelgradode

lipólisis.Porejemplo,enungradomuybajodelipólisissepuedepercibirunanota

sensoriallibredeácido,ysaboresamantequilla,cremososoaquesoengrados

superioresdelipolisis.Debidoasuefectosobreelsabor,lagrasadeleche

hidrolizadaconenzimaslipolíticas(GLH)esuningredienteampliamenteutilizado

eimportanteenlaindustriaalimentaria(Regadoetal.,2007).Lasenzimas

lipolíticassonubicuasenlanaturalezaydesempeñanunpapelesencialenlos

procesosdefabricacióndeGLH.Segúnsupreferenciadesustrato,estasenzimas

seclasificancomolipasas(EC3.1.1.3)quehidrolizanacilglicerolesdecadena

larga(longituddelacadenacarbonada>10)yesterasas(EC 3.1.1.1)que

hidrolizanacilglicerolesdecadenacorta(longituddecadenadecarbono≤10)

(Arpigny& Jaeger,1999).Tantolaslipasascomolasesterasasseusan

comúnmenteparaproducirsaboresdeseadosenproductoslácteos.

Laeleccióndelaenzimaescríticaporquedeterminaelperfilfinaldelos

ácidosgrasosliberadosyelsaborconsecuentedelproducto.Losácidosgrasos

decadenacorta(C4-C8)queseliberangeneralmenteimpartenunsaboraqueso

enlosproductoslácteos.Laconcentracióndeácidosgrasosdecadenalargadebe

mantenersepordebajodeunciertoumbralparaevitarunsaborjabonoso(Ha&

Lindsay,1993;Laietal.,1997).Laproporcióndeácidosgrasosdecadenacortaa

cadenalargaensusformaslibreses,porlotanto,unparámetroimportantey

dependeengranmedidadela(s)enzima(s)utilizada(s)(Pengetal.,2014).

Laproteólisiscontribuyedirectamentealossaboresdelquesomediantela

liberacióndepéptidosyaminoácidos.Losaminoácidossonsustratosparala
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transaminación,deshidrogenación,descarboxilaciónyreducción,queproducen

unaampliavariedaddecompuestosdesabortalescomoácidofenilacético,

fenetanol,p-cresol,metanotiol,dimetildisulfuro,3-metilbutirato,3-metilbutanal,3

-metilo.Butanol,3-metil-2-butanona,propionatode2-metilo,2-metil-1-propanal,

butiratode2-metiloybutanalde2-metilo.Losprincipalescompuestosdesabor

identificadosenlosquesossemuestranenlaTabla1(Marilley,2003).

Tabla1.Compuestosaisladoscomosaboresenvariosquesos(Marilley,2003).

Alcoholes isohexanal Ésteres metilenobis(metilsulfuro)

1,2-butanodiol 2.metilbutanal etilacetato Hexanotiol

2-butanol 3-metilbutanal etilbenzoato N-compuestos

Etanol 2-metilpropanal etilbutirato 2-acetil-1-pirrolina

2-etilbutanol nonanal etilhexanoato Pirazinas

2-etilhexanol (E,E)2,4-nonadienal etilisobutanoato 2,3-dietil-5-metilpirazina

2-heptanol (Z)2-nonenal etiloctanoato 2-etil,3-5-dimetil-pirazina

Hexanol (E)2-nonenal etil2-metilbutanoato 2-metoxi-3-isopropilpirazina

Isobutanol Octanal etil3-metilbutanoato Furanos

2-metilbutanol pentanal isobutilbutanoato 2-etil-4-hidroxi-5-metil-3-(2H)
furanona

3-metilbutanol propanal 3-metilbutilacetato 3-hidroxi-4,5-dimetil-2-(5H)furanona

2-metilpropanol propenal metil-2-metilbutanoato 4-hidroxi-2,5-dimetil-3-(2H)furanona

2-nonanol tiofen-2-aldehído 3-octilacetato Tetrahidrofurano

1,5-octan-3-ol Cetonas pentilacetato Compuestosfenólicos

2-octanol acetoina fenetilacetato ρ-cresol

1-octan-3-ol Acetona propilbutirato Ácidosgrasos

2-pentanol 2,3-butanodiona(diacetilo) Lactonas Acetato

feniletanol 2-butanona δ-decalactona Butirato

2-feniletanol b-damaescenona γ-decalactona Caproato

1-propanol 2-heptanona δ-dodecalactona Decanoato

2-propanol 2-hexanona δ-octalactona Isobutirato

Aldehídos 3-metil-2-butanona (Z)-6-dodecen-γ-lactona metilacetato

acetaldehído 2-nonanona S-compuestos ácido2-metilbutírico

Decanal 3-octanona disulfurodedimetilo ácido3-metilbutírico

Heptanal 1-octan-3-ona sulfurodedimetilo Octanoato

4-heptanal 2-pentanona trisulfurodedimetilo Fenilacetato

Hexanal 2-tridecanona metanotiol Propionato

2-hexanal 2-undecanona metional Valerato
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2.2 Enzimaslipolíticas.

Lasenzimasquesoncapacesdecatalizarlahidrólisisdelostriglicéridos

incluyenlipasasyesterasas,quedifierenprincipalmenteensusactividades

relativasensustratosenformadesoluciónyenformadeemulsión.Laslipasas

muestran una actividad desproporcionadamente mayor en los sustratos

emulsionados(Nelson,1972).Shahanietal.(1973)enumerólossiguientestipos

comunesdelipasas:lipasaslácteas;lipasaspancreáticas;lipasasbotánicas,de

numerosasfrutas,vegetalesysemillasdeplantastalescomotrigo,avena,

centeno,algodón,sojayricino;lipasasmicrobianas,queincluyenespeciesde

levadurasdeCandidayTorulopsis,especiesdemohosdeRhizopus,Penicillium,

Aspergillus,Geotricbum yMucor,yespeciesbacterianasdePseudomonas,

AchromobacteryStaphylococcus.

Laslipasaspuedencatalizartantolahidrólisiscomolasíntesisdeenlaces

ésterdetriacilgliceroles(TAG)(Figura2).

Figura2.Reacciónenzimáticadeunalipasacatalizandolahidrólisisy

síntesisdeuntriacilglicerol.TAG:triacilglicérido,AGL:ácidograsolibre(Stehret

al.,2003).
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Laslipasas(E.C.3.1.1.3)ocupanunlugardeprominenciaentrelos

biocatalizadoresdebidoasusmúltiplesynovedosasaplicacionesenoleoquímica,

síntesisorgánica,formulacióndedetergenteynutrición(Pandeyetal.,1999).En

losúltimosaños,haaumentadoelinterésenelusodeenzimasparalabiosíntesis

demoléculasenmediosorgánicos(Castillo,Pezzotti,Navarro,&López-Munguı́a,

2003;Gargouri,Drouet,&Legoy,2002;Noel&Combes,2003).Laslipasassehan

inmovilizadoconéxitoenunavariedaddematricespararealizarreaccionesde

esterificaciónytransesterificaciónendisolventesorgánicos(Hioletal.,2000).Las

lipasasinmovilizadasofrecenincentivoseconómicosdemayorestabilidadtérmica

yquímica,facilidaddemanejo,fácilrecuperaciónyreutilizaciónenrelacióncon

formasnoinmovilizadas(Kanwaretal.,2004;Malcataetal.,1990).

Laslipasassoncatalizadoresversátiles,quesehanempleadopara

catalizarun rango de reacciones tales como esterificación,amidación y

transesterificacióndeésteres,asícomodecarbonatosorgánicos,enlafigura3se

describenalgunasdeestasreacciones.Sonaltamenteestablesencondiciones

adversas,comodisolventesorgánicos,altastemperaturas,etc.Lasaplicaciones

delipasaincluyenlaproduccióndeaditivosalimentarios,productosintermedios

quiralesyproductosfarmacéuticos(Floresetal.,2000;Heetal.,2002b;Pahujani

etal.,2008;Wu&Liu,2000).

R1COOR2+H2O R1COOH+R2OH

R1COOH+R2OH R1COOR2+H2O

R1COOR2+R3OOR4 R3COOR2+R1COOR4

R1COOR2+R3COOH R3COOR2+R1COOH

R1COOR2+R3OH R1COOR3+R2OH

R1COOR2+R3NH2 R1CONHR3+R2OH

Figura3.Reaccionescatalizadasporlipasas(Houdeetal.,2004).

Hidrólisis

Esterificación

Interesterificación

Acidólisis

Alcohólisis

Aminólisis
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2.2.1 Lipasapancreáticadecerdo

Laslipasassonenzimasqueseencuentranenmicroorganismos,plantas

ytejidosanimales.Entreellos,lalipasapancreáticaporcina(PPLporsussiglasen

inglés)esunadelaslipasasmásampliamenteutilizadasenlasreaccionesde

biotransformación,alsermás barata en comparación con otras lipasas

microbianasyanimalescomerciales.LapreparacióndeextractocrudodePPL

contieneunnúmerosignificativodeotrashidrolasas(esterasas,amilasasy

proteasas)comocontaminantes.Sinembargo,laformasemi-purificadadeesta

lipasatieneunaltoprecio.PPLtambiénseconsideramuyatractivapara

aplicacionesindustrialesdebidoasuaccesibilidad(escomercializadaporvarios

proveedoresenelmercadointernacional),altaestabilidadyampliaespecificidad

paralabiotransformacióndesustratosnonaturales(Mendesetal.,2012).

Lalipasapancreáticadecerdo(PPL)esunapequeñaproteínaglobular

compuestadeunasolacadenade449aminoácidos,conunpesomolecularde50

-52kDa,yunvolumenmolecularde4.6nm×2.6nm×1.1nm.Ladeterminación

delaestructuratridimensionalhareveladolapresenciadedosdominiosbien

definidos.EldominiodelN-terminalesdeltipoα/β,estecontienelosresiduosdel

1al336yenelsitiocatalíticolatríadaSer,AspeHisquesemantienenenlas

posiciones153,177y264,respectivamente.Laestructuracristalinadelalipasa

pancreáticaporcinarevelólapresenciadevariosbuclesdesuperficiequecubren

latríadacatalítica.Laposicióndeestosbuclesobstaculizaríaestéricamenteel

accesoalsustratoalsitiocatalítico.UnpuentedisulfuroentreCys238yCys262

defineelmayordeestosbucles(dominiodelímite).Otroenlaceformadoporlos

residuos76-85(-5loop)tambiénbloqueaelsitiocatalítico.Lalipasaesuna

glicoproteínaquecontieneunidadesdemanosayN-acetil-glucosamina.Se

reportaquecontieneseispuentesdisulfuroydosgrupostiollibres.Aunquela

lipasacontienedosgrupostiollibres,noestánimplicadosenlaactividad

enzimática(Mendesetal.,2012).
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LaconformaciónabiertadeldominiodelpárpadoenPPLseestabiliza

medianteenlacesdehidrógenoentreeltapónylacolipasa,loquepermiteel

accesodelsustratoalsitioactivodelalipasa.EldominioC-terminalesun

sándwich,contienelosresiduos337-449queinteractúanexclusivamenteconla

colipasa,comosepuedeobservarenlaFigura4.Lacolipasaesunpequeño

cofactorproteicoconunpesomolecularde10kDaqueanclalalipasaalassales

biliaresenlainterfazlípido/agua.Sesecretaapartirdecélulasacinares

pancreáticascomoproforma,procolipasayseconvierteencolipasamadura

mediantelaescisióndeunpentapéptidoaminoterminalenelduodeno.La

actividad hidrolítica de laslipasaspancreáticaseselresultado delefecto

combinadodelalipasa,lacolipasaylassalesbiliares(Mendesetal.,2012).

Figura4.Diagramadecintaesquemáticodelaestructuradelipasa-

colipasaporcina.Lacadenadeglicano,conectadaaldominioN-terminaldelipasa

(dominioN),sedibujacomounmodelodebarra.Unamoléculadetetra-etilenglicol

monooctiléter(TGME),ubicadaenelsitioactivoabierto,estárepresentadapor

esferasypalos.LacolipasainteractúaconeldominioC-terminaldelalipasa

(dominioC)(Hermosoetal.,1996).

2.3 Inmovilizaciónenzimática

Lainmovilizaciónenzimáticamuestraventajasparalaaplicacióncomercial

debidoalaconvenienciaenlamanipulación,lafacilidaddeseparacióndela

Dominio
N

DominioC
Colipas
a

TGME
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enzimadelamezcladereacción,lareutilizaciónyunposibleaumentodela

estabilidad enzimática térmica y delpH.Un requisito importante para la

inmovilizacióndeproteínasesquelamatrizdebeproporcionarunentorno

biocompatibleeinerte,esdecir,nodebeinterferirconlaestructuranativadela

proteína,loquepodríacomprometersuactividadbiológica.Sinembargo,labaja

eficienciabiocatalíticadelasenzimasinmovilizadasamenudolimitaeldesarrollo

delbioprocesamientoagranescalaparacompetirconlosprocesosquímicos

sintéticostradicionales.Elefectodelainmovilización,incluidoelrendimientode

lasenzimasinmovilizadas,dependeengranmedidadelaspropiedadesdelos

soportes.Sepuedenlograrmejorasdelaeficienciabiocatalíticamediantela

manipulacióndelaestructuradelosmaterialesdesoporte(Ansari&Husain,2012;

Lietal.,2010;Torres-Salasetal.,2011;Wangetal.,2009).

Diferentestecnologíasdeinmovilizaciónsehandesarrolladoenlos

últimos30añosypuedenclasificarseenlassiguientesclasesgenerales:1.

Deposiciónsobrematerialinorgánicohidrófilo,comoceliteogeldesílice.2.

Encapsulación(porejemplo,encamasdealginatoocarragenina).3.Enlace

covalenteavehículos,porejemplo,utilizandoperlasdepolímerofuncionalizadas

con epoxi. 4. Adsorción sobre portadores basados en polímeros. 5.

Entrecruzamientousandoporejemploglutaraldehído(Christensenetal.,2003).Al

considerarlaeleccióndemetodologíasdeinmovilizaciónparaaplicacionesde

lipasainmovilizadaagranescala,sedebenabordarvariosaspectos:a)la

inmovilizaciónpreferiblementedeberíaaumentarlaestabilidaddelalipasaen

términosdemayorestabilidadalatemperaturaytambiénlaproductividad,conun

mínimodeescapedeenzimadelportador.b)Laenzimadebeserestabledurante

cadapasodelprocesodeinmovilización.c)Elprocedimientodeinmovilización

debeserpreferiblementerobustoyreproducible.d)Procesodeinmovilización

rentable.e)Logísticadeproducción:optimizarelrendimientodelaproducción.f)

Desdeunpuntodevistareglamentarioenaplicacionesalimentarias,losmateriales

y equipos deben aplicarse a las regulaciones de calidad alimentaria,g)

Considerandolaaplicación,lalipasainmovilizadadebeserfísicamenterobustay
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preferiblementeaplicabletantoenprocesosdiscontinuoscomoenlechofijo.En

general,laslipasasinmovilizadasdisponiblescomercialmenteseinmovilizan

medianteadsorciónenmatricesbasadasenpolímeros(porejemplo,lalipasaBde

Candidaantarcticainmovilizadaenunamatrizdetipopoliacrilato,disponiblecomo

Novozym435®delacompañíaNovozymesoChirazymeL-2®deRoche).Para

algunasaplicacionesdelipasasinmovilizadas,elcostorelativamentealtodeesos

biocatalizadoressevuelveprohibitivoparaunamayorexplotación.Elcosto

relativamentealtoestáasociadoconelusodeunmaterialdesoportecostoso.Por

lotanto,esnecesarioeldesarrollodeunatecnologíadeprocesodeinmovilización

menoscostosaparaemergerenaplicacionesdebajomargenrelativotalescomo

interesterificacióndegrasasencomparaciónconaplicacionesdealtomargen

relativo(Christensenetal.,2003).

Larazóndequelossistemasdereaccióndelipasasondemasiado

complejos,porlogeneralconsistenendosfasesinmiscibles:unafaseacuosacon

enzimadisueltayunafaseorgánicaconsustratodisuelto;enotraspalabras,a

diferenciadeotrashidrolasasquetrabajanenfaseacuosa,laslipasasseactivan

solocuandoseadsorbenenunainterfazaceite/agua(Kneževićetal.,1998).Se

hadesalentadolaaplicacióndelipasaenestossistemasdereacciónporelalto

costodelasenzimas,lacontaminacióndelosproductosconproteínaresidual,la

velocidaddereacciónlentaylafaltadeunsistemadereactordeemulsiónideal

paraabastecerlacomplejahidrólisisheterogéneainterfacial.Lamayoríadelos

problemas anteriores podrían superarse usando lipasas inmovilizadas.La

inmovilizacióndelipasassobreportadoresinsolublesenagua,ayudaensu

reutilizacióneconómicayeneldesarrollodebioprocesoscontinuos(Knezevicet

al.,2004).

Lainmovilizacióntambiénfacilitalaseparacióndelosproductos,mejora

laspropiedadesdelalipasa,comolatermoestabilidadylaactividadenmediosno

acuosos,yproporcionamásflexibilidadconelcontactoenzima/sustratomediante

elusodediversasconfiguracionesdereactor.Porlotanto,sehanllevadoacabo
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muchostrabajosdeinvestigaciónparaoptimizarlastécnicasyprocedimientosde

inmovilizaciónenvistadeldesarrollodeunsistemainmovilizadodelipasaeficiente

(Balcaoetal.,1996;Dhakeetal.,2013).Eldiseñodeunsistemainmovilizadode

lipasaeficienteesunatareabastantedifícil.Loscriteriosdeselecciónparala

técnicadeinmovilizaciónyportadordependenengranmedidadeltipodelipasa

particular,eltipodesistemadereacción(acuoso,disolventeorgánicoosistema

bifásico),lascondicionesdelproceso(pH,temperaturaypresión)yelobjetivode

lainmovilización(Knezevicetal.,2004).

En la Figura 5 se muestra una clasificación de los métodos de

inmovilización según diferentes principios químicos y físicos.Mediante la

inmovilización,sepuedeninducirnuevascaracterísticasparahacerquelas

enzimas sean tolerantes incluso en entornos de reacción agresivos.El

procedimientodeinmovilizacióndeberealizarsedeunamaneraquepermitaala

enzimamantenersuconformaciónactivaylaflexibilidadcatalíticanecesaria

(Tischer&Wedekind,1999).

Figura5.Clasificacióndelosmétodosdeinmovilización

(Tischer&Wedekind,1999).
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2.3.1 Inmovilizacióncovalente

Launióncovalentedeunaenzimaaunsoporteesquizáelmétodode

inmovilizaciónmásinteresantedesdeelpuntodevistaindustrial.Lametodología

delaunióncovalentesebasaenlaactivacióndegruposquímicosdelsoporte

paraquereaccionenconnucleófilosdelasproteínas.Deentrelos20aminoácidos

diferentesqueseencuentranenlaestructuradelasenzimas,losmásempleados

paralaformacióndeenlacesconelsoportesonprincipalmentelalisina,lacisteína,

latirosinaylahistidina.Enmenormedidalametionina,eltriptófano,laarginina,

asícomo,elácidoaspárticoyelglutámico.Elrestodeaminoácidos,debidoasu

carácterhidrófobo,noseencuentranexpuestoshaciaelexteriordelasuperficie

proteica,porloquenopuedenintervenirenlaunióncovalente(Arroyo,1998).

Estemétodopresentalassiguientesventajas:lamanipulacióndelos

derivadosinmovilizadosessencilla;lacargadeenzimapermanececonstante

despuésdelainmovilización;losderivadospuedenutilizarseenreactoresen

continuo,empaquetados,delechofluidizadootanqueagitado.Unamayor

resistenciaaladesactivaciónporelefectodelatemperatura,delosdisolventes

orgánicosodelpH,altenerestabilizadasuestructuraterciaria.Lainmovilización

porenlacecovalentetambiénpresentaunaseriedeinconvenientes:esnecesario

conocerladensidaddegruposactivosporunidaddesuperficie,yaquecondiciona

elnúmero de uniones enzima-soporte y su geometría,que puede ser

distorsionanteyconduciraderivadosinactivos.Elprocesodeinmovilización

puedealterarlaestructuradelcentroactivo.Paraevitarestaposiblealteración,se

realizalainmovilizaciónenpresenciadeuninhibidorquebloqueeelcentroactivo.

Lainmovilizacióncovalentenoesaconsejableenaquellasenzimasmuysensibles

acambiosdepH,fuerzaiónica,etc.(Arroyo,1998).

Launióncovalentedelipasasadiferentesvehículosinorgánicosy

orgánicos presenta ventajas comparada con otros métodos,ya que las

restriccionesdedifusiónalsustratooproductossereducenconsiderablemente.

Además,lainmovilizacióncovalenteofrecelasmayoresventajasalaumentarla
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estabilidaddelaenzimayevitarquesedifundaenlasolución.Existennumerosos

soportesinorgánicosyorgánicosdisponiblesparalainmovilizacióndelipasa,que

incluyenalúminaporosa,óxidosmetálicos,aceroinoxidableyvidriodeporo

controlado(CPG),celulosa,almidón,quitina,sefarosaypolímerossintéticos.Sin

embargo,estossoportesnoposeengruposreactivosparaelacoplamientodirecto

delaenzima,sinogruposhidroxilo,amino,amidaycarboxilo,quedebenactivarse

paralainmovilizacióndeenzimas.Losdiversosmétodosdeactivacióndeestos

soportessedescribenenlaliteratura(Tayloretal.,1991).Elenlacecovalente

generalmenteestáformadopormoléculaspuenteactivas,comoCNBr,yreactivos

biomultifuncionalescomoelglutaraldehído.Losmétodosmásgeneralesparala

activacióndesoportesquecontienengruposcarboxilooaminoinvolucraneluso

decarbodiimidasyreactivossimilares(Knezevicetal.,2004).Aunquelos

portadoresinorgánicostienenmuchasventajassobrelospolímerosorgánicos

talescomoaltaresistenciamecánica,estabilidadtérmicayquímica,resistenciaa

losdisolventesorgánicosyataquemicrobiano,fácilmanejoyfácilregenerabilidad

medianteunsimpleprocesodepirólisis,suaplicaciónparalaunióncovalentees

máslimitadayaqueseactivansoloconunaspocastécnicas.Unodelosmétodos

dederivatizaciónmáspopularesdelosportadoresinorgánicoseselmétodode

silanización,queimplicaelusodederivadosdetrialcoxisilanoquecontienenun

grupofuncionalorgánico.Estosgruposorgánicossemodificanadicionalmente

paraproducirintermediosactivados,queasuvezreaccionanconlipasas.Sin

embargo,lascondicionesdereacciónrequeridassonrelativamentecomplicadasy

agresivas,ademásdequelaeficaciadelprocedimientodeinmovilizaciónesa

menudobastantebaja(Arroyo,1998).

Sehandescritolaspropiedadesdelalipasaunidacovalentementea

algunossoportesinorgánicosactivadoscontriclorotriazina,comoelaluminio,el

síliceyelvidriodeporocontrolado(Moreno&Sinisterra,1994).Deacuerdocon

estetrabajo,lalipasainmovilizadasobresíliceyaluminioexhibióunamayor

actividadyestabilidadquesucontraparteinmovilizadasobreporoscontrolados.

Estadiferenciapodríaexplicarseporlascaracterísticasmorfológicasdelos
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materialesdesoporteutilizadosparalainmovilización.

Lossoportesdepolímerosbasadosenpolisacáridossonmuypopulares

porquecontienengruposhidroxiloquesepuedenactivardirectamentemediantela

introduccióndeungrupoelectrófiloreactivohacialaenzima,enelsoporte.Sin

embargo,tiendenahincharseytienenpocaestabilidadfísica,química,térmicay

degradación microbiana.Las lipasas a menudo se han inmovilizado con

polisacáridosepoxiotresiladosactivados(Arroyoetal.,1999).

Engeneral,lascondicionesrequeridasparalaunióncovalentedeuna

lipasaaunportadorinsolublesontalesqueesinevitableciertapérdidade

actividad.Sinembargo,dadoquelaslipasassonglicoproteínas,algunosdeestos

problemaspuedenobviarseporenlacecovalenteatravésdelrestocarbohidrato

quenoesesencialparalaactividadenzimática.Engeneral,elgrupoaldehído

funcionalse puede introduciren una glicoproteína oxidando elresto de

carbohidratoporoxidaciónconperyodatosinafectarsignificativamentela

actividaddelaenzima.Laenzimapodríaentoncesunirsecovalentementeaun

soportequecontieneungrupoalquilaminaatravésdelareaccióndebasede

Schiff.Enestesentido,Arroyoetal.(1993)haninmovilizadolalipasadeC.

cylindraceaalossoportesactivadosportosilo(agarosaymazorcademaíz)por

acoplamientoenzimáticoatravésdegruposhidroxílicosdelcomponentede

azúcaryseobtuvoelbiocatalizadorconaltaactividadyestabilidad.Esmuy

importantequelainmovilizacióndelalipasamediantelaunióncovalenteaun

soportedebaimplicarúnicamentegruposfuncionalesdelalipasaquenoson

esencialesparasuaccióncatalítica(Knezevicetal.,2004).

Diferentes autores han centrado su atención en elestudio de la

inmovilizacióndelipasaenEudragitS-100,uncopolímeroaniónicodeácido

metacrílicoymetacrilatodemetilo(Rodriguesetal.,2002).Estepolímerose

caracterizaporunasolubilidadreversiblequeexperimentacambiosrápidosensu

microestructura,almodificarlascondicionesdereaccióntalescomoelpH,la

temperaturaolaconcentracióndesal.Porlotanto,lareaccióncatalíticapuede
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realizarseenunasolafasehomogénea,libredeproblemasdetransferenciade

masasólido-líquidoylimitacionesdedifusióndeporosconrespectoalsustratoo

producto.

Laestructurafísicaylacomposiciónquímicadelsoportetambiénpueden

influirenelmicroambientedelaslipasasinmovilizadasy,enconsecuencia,ensus

propiedades.LagráficadeactividadfrentealpHdeunalipasainmovilizadapuede

sermásamplia(Bai&Zhou,2004),másestrechaoidénticaaladelaenzima

nativa(Adamczak&Bednarski,2004).Traslainmovilización,elpHóptimopara

lasreaccionescatalizadasporlaslipasasamenudosedesplazaavaloresmás

alcalinos.TalcambioenelpHóptimopuedesertantocomode2a3unidadesde

pHyescausadoporlacargadeunsoporteinsolubleenaguaolamodificación

químicadelaenzima.Pareceríaquelainmovilizacióncovalenteescomocualquier

otrotratamientoaleatorioparaaumentar,disminuironotenerningúnefectosobre

laestabilidaddelaenzima.Sinembargo,siunousalainmovilizaciónpararealizar

unaestrategiadeestabilizaciónracional,entoncesdeberíaproducirpreparaciones

enzimáticasmásestables.Comoejemplo,lalipasadeC.cylindraceainmovilizada

covalentemente sobre soporte de nailon fue bastante estable y retuvo

aproximadamente un tercio de la actividad inicialdespués de repetidos

experimentoseneltranscursode72días(Cartaetal.,1992).

2.3.2 Fisisorción

Puedenpreversevariasvíasparainmovilizarlasenzimasenelmaterialde

aceroinoxidable,elmétodomássencilloqueconsisteensufisisorcióndirectano

esmuyutilizado,yaqueestopuedeinducircambiosenlaconformacióndela

proteína,loqueposiblementeresulteenlapérdidadelaactividadcatalítica.

También se puede emplearotra vía,utilizando enzimas genéticamente

modificadasqueincluyanunauniónselectivadelasecuenciadeaminoácidosa

materialesinorgánicos,perorequierenproduciraltascantidadesdeproteínas

recombinantes,quepuedenconsumirmuchotiempo.Unmétodomásaccesible

seríaintroducirfuncionesorgánicasreactivasenlasuperficiedelaceroinoxidable
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apartirdelascualeslasenzimaspodríanunirsefácilmentepormedioscovalentes.

Unenfoquemáseficienteparaintroducirgruposaminaenaceroinoxidable

aprovechalafisisorciónespontáneadepolietileniminaramificada(PEI)para

producirunacapaorgánicadelgadaqueincluyeunaaltadensidaddegruposde

aminasprimarias(Caroetal.,2010),tambiénsepuedenconsiderarotros

materialescomoelquitosanoparaintroduciresosgruposorgánicosalasuperficie

delacero.

Lafisisorción,tambiénllamadaadsorciónfísica,esunprocesoenelcual

laestructuraelectrónicadelátomoomoléculaapenasseperturbaconla

adsorción.Lafisisorciónsecaracterizaporfuerzasmuydébiles,comolasfuerzas

electrostáticasdebidoalaatraccióndipolar,lasfuerzasdeVanderWaalsylos

puentesdehidrógeno.Estasfuerzassonimportantesparaunasuperficiede

polímero,como una superficie fotoprotectora.La fuerza de interacción

fundamentaldelafisisorcióneslafuerzadevanderWaals.Aunquelaenergíade

interacciónesmuydébil(~10–100meV),lafisisorciónjuegaunpapelimportante

enlanaturaleza.Porejemplo,laatraccióndevanderWaalsentrelassuperficiesy

lospelosdelosgeckosproporcionalaextraordinariacapacidaddetreparparedes

verticales(Johansson,2007)

Encomparaciónconlaquimisorción,enlaquesecambialaestructura

electrónicadelosátomosomoléculasdeenlaceyseformanenlacescovalenteso

iónicos,lafisisorción,engeneral,solosepuedeobservarenelambientedebaja

temperatura(energíatérmicaatemperaturaambiente~26meV).Enlapráctica,la

categorización de una adsorción particularcomo fisisorción o quimisorción

dependeprincipalmentedelaenergíadeunióndeladsorbatoalsustrato.Aunque

lainteraccióndevanderWaalseslamásimportante,amedidaqueelátomo

adsorbidoseacercaalasuperficie,lafuncióndeondadelelectróncomienzaa

superponerseconladelosátomosdelasuperficie.Además,laenergíadel

sistemaaumentarádebidoalaortogonalidaddelasfuncionesdeondadelátomo

queseaproximaylosátomosdelasuperficie(Johansson,2007).
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2.4 Materialesutilizadosenlainmovilización

Laeleccióndelsoporteydeltipodeenlaceenlainmovilizaciónresultan

determinantesenelcomportamientoposteriordelbiocatalizador.Sedebeprocurar

quelainmovilizaciónincrementelaafinidadporelsustrato,disminuyalainhibición,

amplíe elintervalo de pH óptimo yreduzca lasposiblescontaminaciones

microbianas.Además,elsoportedebetenerresistenciamecánicaadecuadaalas

condicionesdeoperacióndelreactoryserfácilmenteseparabledelmediolíquido

paraquepuedaserreutilizado.Sehanutilizadounagranvariedaddemateriales

comosoportesparalainmovilizacióndenumerosasenzimas.Estosmateriales

difierenentamaño,densidad,porosidadyforma,aunquegeneralmentenoslos

encontramosenformadecilindro,hojas,fibrasymáscorrientementeenformade

esferas.DeacuerdoconArroyo(1998)lossoportespuedenclasificarseendos

grandesgrupos:

 Soportesinorgánicos.Dentrodeestegrupotenemosunagran

variedaddesoportes,quepuedensernaturales(arcillascomolabentonita,piedra

pómez,sílice,etc.)omaterialesmanufacturados(óxidosdemetalesyvidriode

tamañodeporocontrolado,vidrionoporoso,alúmina,cerámicas,geldesílice,

etc.).

 Soportesorgánicos.Sepuedenclasificaren:polímerosnaturales,a

suvezdivididosen:polisacáridos(celulosa,almidón,dextranos,agar-agar,

agarosa,alginatos,quitina,quitosano,etc.),proteínas fibrosas (colágeno,

queratina,etc.).Polímeros sintéticos,divididos en:poliolefinas (como el

poliestireno),polímerosacrílicos(poliacrilatos,poliacrilamidas,polimetacrilatos,

etc.)yotrostipos(alcoholpolivinílico,poliamidas,etc.).
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2.4.1 Aceroinoxidable

Elaceroinoxidableesunaaleacióndehierroconunmínimode10.5%de

cromo.Elcromoproduceunacapadelgadadeóxidoenlasuperficiedelacero

conocidacomola"capapasiva".Estoevitacualquiercorrosiónadicionaldela

superficie.Elaumentodelacantidaddecromodaunamayorresistenciaala

corrosión.Tambiéncontienecantidadesvariablesdecarbono,silicioymanganeso.

Otroselementos,comoelníquelyelmolibdeno,puedenagregarseparaimpartir

otraspropiedadesútiles,comounamejorconformabilidadyunamayorresistencia

alacorrosión(BritishStainlessSteelAssociation,2018).

Elaceroinoxidablesedividegeneralmenteen5tipos:1)Ferrítico:estos

acerossebasanencromoconpequeñascantidadesdecarbono,generalmente

menosdel0.10%.Estosacerostienenunamicroestructurasimilaralosacerosal

carbonoydebajaaleación.Porlogeneral,suusoestálimitadoasecciones

relativamentedelgadasdebidoalafaltadetenacidadenlassoldaduras.No

puedenserendurecidosportratamientotérmico.Losacerosconaltocontenidode

cromoconadicionesdemolibdenosepuedenusarencondicionesbastante

agresivas,comoelaguademar.Losacerosferríticostambiénseeligenporsu

resistenciaalagrietamientoporcorrosiónbajotensión.Nosontanconformables

comolosacerosinoxidablesausteníticos.Sonmagnéticos.2)Austenítico:estos

acerossonlosmáscomunes.Sumicroestructurasederivadelaadicióndeníquel,

manganesoynitrógeno.Eslamismaestructuraqueocurreenlosaceroscomunes

atemperaturasmuchomásaltas.Estaestructuraotorgaaestosacerossu

combinacióncaracterísticadesoldabilidadyconformabilidad.Laresistenciaala

corrosión se puede mejoraragregando cromo,molibdeno ynitrógeno.La

composicióndeestetipodeacerosedescribeenlatabla2.Nosepueden

endurecerconeltratamientotérmico,perotienenlapropiedadútildepoder

endurecerseeneltrabajoanivelesdealtaresistencia,altiempoqueconservanun

nivelútildeductilidadydureza.Losacerosausteníticosestándarsonvulnerables

alagrietamientoporcorrosiónbajotensión.Losacerosausteníticosconmayor

contenidodeníqueltienenunamayorresistenciaalagrietamientoporcorrosión
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bajotensión.Nominalmentenosonmagnéticos,peroporlogeneralexhiben

algunarespuestamagnéticasegúnlacomposiciónyelendurecimientoportrabajo

delacero.3)Martensítico:estosacerossonsimilaresalosacerosferríticosal

estarbasados​​encromo,perotienennivelesdecarbonomásaltoshastaun1%.

Estolespermiteserendurecidosytempladosaligualqueelcarbonoylosaceros

debajaaleación.Seutilizandondeserequierealtaresistenciayresistenciaala

corrosiónmoderada.Generalmentetienenunasoldabilidadyunaconformabilidad

bajas.Sonmagnéticos.4)Dúplex:estosacerostienenunamicroestructuraquees

aproximadamente50% ferríticay50% austenítica.Estolesdaunamayor

resistencia que los aceros ferríticos o austeníticos.Son resistentes al

agrietamiento porcorrosión bajo tensión.Losdenominadosaceros"dúplex

magros"estánformuladosparatenerunaresistenciaalacorrosióncomparablea

ladelosacerosausteníticosestándar,peroconmayorresistenciayresistenciaal

agrietamientoporcorrosiónbajotensión.Losaceros"superduplex"tienenuna

mayorresistenciayresistenciaatodaslasformasdecorrosiónencomparación

conlosacerosausteníticosestándar.Sonsoldables,peronecesitancuidadoenla

selección de los consumibles de soldadura y la entrada de calor.5)

Endurecimientoporprecipitación:estosacerospuedendesarrollarunaresistencia

muyaltaalagregarelementoscomocobre,niobioyaluminioalacero.Conun

tratamientotérmicoadecuadode"envejecimiento",seformanpartículasmuyfinas

enlamatrizdelaceroqueimparteresistencia.Estosacerossepuedenmecanizar

paraobtenerformasbastantecomplejasquerequierenbuenastoleranciasantes

deltratamientodeenvejecimientofinal,yaquehayunadistorsiónmínimadel

tratamientofinal.Laresistenciaalacorrosiónescomparablealosaceros

austeníticosestándar(BritishStainlessSteelAssociation,2018).
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Tabla2.Tablasdecomposiciónquímicadeaceroinoxidableaustenítico,estándar

europeo10088-2(BritishStainlessSteelAssociation,2018).
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Tabla3.Tiposdeacabadosuperficialdeaceroinoxidable(BritishStainlessSteel

Association,2018).

Códigodeacabadode

superficie

(Acabadosdemolino)

Descripción

1D

Laminadoencaliente,tratamientotérmico,decapado.Elacabado

laminado en caliente más común.Una superficie rugosa,no

reflectante.Normalmentenoseutilizaparaaplicacionesdecorativas.

2B

Laminadoenfrío,tratamientotérmico,decapado,pellizcopasado.El

acabadolaminadoenfríomáscomún.Acabadoengrisopaco

ligeramente reflectante.Se puede usaren esta condición o

frecuentementeeselpuntodepartidaparaunaampliagamade

acabadospulidos.

2D Laminadoenfrío,tratamientotérmico,decapado.

2H

Trabajoendurecidoporrodaduraparadarmayorniveldefuerza.Se

ofrecenvariosrangosderesistenciaalatracciónoresistenciade

pruebadel0,2% en10088-2hasta1300MPay1100MPa,

respectivamente,dependiendodelgrado

2Q
Laminadoenfríoendurecidoytemplado.Seaplicaalosaceros

martensíticosquerespondenaestetipodetratamientotérmico.

2R

Laminadoenfríoyrecocidobrillante,todavíacomúnmenteconocido

comoBA.Unbrillanteacabadoreflectante.Puedeutilizarseenesta

condiciónocomopuntodepartidaparapuliruotrosprocesosde

tratamientodesuperficies,p.Ej.colorante

Haymuchostiposdiferentesdeacabadodesuperficieenaceroinoxidable.

Algunosdeestosseoriginanenelmolino,peromuchosseaplicanmástarde

duranteelprocesamiento,porejemplo,acabadospulidos,cepillados,arenado,

grabadosycoloreados.La importancia delacabado de la superficie para

determinarlaresistenciaalacorrosióndelasuperficiedeaceroinoxidablenose

puede enfatizaren exceso.Un acabado superficialrugoso puede reducir

efectivamentelaresistenciaalacorrosiónaladeungradoinferiordeacero
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inoxidable.Losestándareseuropeosparaacerosinoxidableshanintentadodefinir

losacabadosdesuperficiemáscomunes(Tabla3).Sinembargo,debidoala

naturalezapropietariadelosacabadosdemuchosproveedores,espocoprobable

queseaposibleunaestandarizacióncompleta(BritishStainlessSteelAssociation,

2018).

2.4.2 Quitosano

Comomaterialesfuncionales,laquitinayelquitosanoofrecenunconjunto

únicodecaracterísticas:biocompatibilidad,biodegradabilidadaproductosinocuos,

notoxicidad,inerciafisiológica,propiedadesantibacterianas,quelacióndeiones

demetalespesados,propiedadesdeformacióndegelehidrofiliayafinidad

notablealasproteínas.Debidoaestascaracterísticasqueesposiblesuutilización

comosoportesdeinmovilizacióndeenzimas(Krajewska,2004).

Laquitinayelquitosanosonpoliaminosacáridosnaturales,siendola

quitinaunodelosrecursosorgánicosrenovablesmásabundantesdelmundo.Es

unconstituyenteimportantedelasconchasdecrustáceos,losexoesqueletosde

insectosylasparedescelularesdeloshongosendondeproporcionafuerzay

estabilidad.Seestimaquealmenos10Gtdequitinasesintetizaydegradaenla

biosferacadaaño.Químicamente,laquitinaestácompuestadeunidadesde(2)

acetamido-2-desoxi-ß-D-glucosa (o N-acetil-D-glucosamina), formando un

polímerolinealdecadenalarga(Fig.6).Esinsolubleenlamayoríadelos

solventes.Elquitosano,elprincipalderivadodelaquitina,seobtienemedianteN-

desacetilaciónenunaextensiónvariablequesecaracterizaporelgradode

desacetilacióny,enconsecuencia,esuncopolímerodeN-acetil-D-glucosaminay

D-glucosamina(Krajewska,2004).

Laquitinayelquitosanosepuedenconsiderarquímicamentecomo

análogosdelacelulosa,enlaqueelhidroxiloenelcarbono-2sehareemplazado

poracetamidoygruposamino,respectivamente.Elquitosanoesinsolubleen

agua,perolapresenciadegruposaminolohacesolubleensolucionesácidasa
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pHpordebajode6.5.Esimportanteseñalarquelaquitinayelquitosanonoson

entidadesquímicasúnicas,sinoquevaríanencomposicióndependiendodel

origenyelprocesodefabricación.Elquitosanopuededefinirsecomolaquitina

suficientementedesacetiladaparaformarsalesdeaminasolubles,elgradode

desacetilaciónnecesarioparaobtenerunproductosolublequeesdel80-85%o

superior.(Krajewska,2004).

Elquitosanoposeepropiedadesquímicasybiológicasdistintas.Ensus

cadenaslinealesdepoliglucosaminadealtopesomolecular,elquitosanotiene

gruposaminoehidroxiloreactivos,susceptiblesdemodificacionesquímicas.

Además,losgruposaminohacenqueelquitosanoseaunpolielectrolitocatiónico

(pKa≈6.5),unodelospocosqueseencuentranenlanaturaleza.Estabasicidad

dapropiedadessingularesdequitosano:elquitosanoessolubleenmediosácidos

acuososapH<6.5ycuandosedisuelveposeeunaaltacargapositivaengrupos

NH3+,se adhiere a superficies cargadas negativamente,se agrega con

compuestos polianiónicos y quelata iones de metales pesados.Tanto la

solubilidadensolucionesácidascomolaagregaciónconpolianionesimpartenal

quitosanoexcelentespropiedadesdeformacióndegel.Fundamentalmente,como

polímerosbiodegradablesybiodegradables,losmaterialesdequitina/quitosano

sonecológicos,segurosparalossereshumanosyelmedioambiente(Krajewska,

2004).
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Figura6.Estructuradelaquitina,quitosanoycelulosa(Krajewska,2004).

2.4.3 Genipino

Uno de los numerosos enfoques para inmovilizarenzimas es la

reticulación de losgruposamino en elsoporte inerte yla proteína con

glutaraldehído.Variasenzimasindustrialmenterelevantes,comolalipasa,β-

galactosidasa,amilasa,invertasa,penicilina G acilasa,y celulasa se han

inmovilizadoensoportesomembranasporreticulaciónconglutaraldehído.

Ademásdelapérdidaindeseableenlaactividaddelaenzimaparalaparticipación

delosgruposcatalíticosenlasinteraccionesresponsablesdelainmovilización,

existeunapreocupacióncrecienteacercadelosposiblesefectosadversosparala

saludcausadosporelglutaraldehído(Chiouetal.,2007).Sehademostradoque

induceirritaciónenlosojos,lapielylasvíasrespiratoriassuperiores,asícomo

tambiéndoloresdecabeza,náuseas,fatigayasmaocupacional(Burge,1989;

Goncaloetal.,1984;Quirceetal.,1999).Además,lamayoríadelosreactivosde

entrecruzamientosesintetizanquímicamente,utilizandoprocesosambientalmente

desfavorables.Porlotanto,existelanecesidaddeidentificarreactivosde
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reticulaciónalternativosnotóxicosyverdesparalainmovilizacióndeenzimasa

granescala.

Sehareportadoelusodegenipino,unreactivodereticulaciónnaturalyno

tóxico,paralainmovilizacióndeenzimas.Elgenipino(Fig.7)seobtienemediante

lahidrólisisenzimáticadegenipósido,queseextraedelosfrutosdeGardenia

jasminoides(Fujikawaetal.,1988;Fujikawaetal.,1987).Elgenipinoseha

utilizadoconéxitoparalareticulacióneficientedebiomaterialesparaaplicaciones

biomédicas,(Bigietal.,2002;Changetal.,2002;Chiouetal.,2007;Mietal.,2000;

Sungetal.,1998;Tsaietal.,2001)querevelansunulatoxicidadhaciamateriales

biológicos.Debidoaestoshallazgosesqueseestáinvestigandolaeficaciadel

genipinocomounreticulanteparalainmovilizacióndelalipasa(Chiouetal.,2007).

Enlafigura8sepuedenobservarlasinteraccionesyenlaceshipotéticosdeun

sistemadeinmovilizacióndelipasaconformadoporunareddequitosano

entrecruzadocongenipino.

Figura7.Estructuraquímicadelgenipino,plantayfrutodeGardeniajasminoides

dedondeseextraeelgenipósido.
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Figura8.Ilustraciónhipotéticadelareddegenipinoentrecruzadoconquitosano-
lipasa(Chiouetal.,2007).

2.4.4 Glutaraldehído

Elglutaraldehídoylosbis(imidoésteres)sonlosagentesdereticulación

bifuncionalesmásutilizados.Lanaturalezacovalentedelainteracciónserefleja

enlafugamínimaylaestabilidadoperativamejoradadelasenzimas,mientras

queelladonegativoeslaposiblemodificaciónquímicadelasuperficiedela

proteína.Lasvelocidadesdedifusióndelsustrato/productotambiénpueden

verseafectadas,yamenudo,esnecesarioelusodereactivostóxicosen

condicionesdereaccióncomplicadas(Zucca&Sanjust,2014).

ElglutaraldehídoOHC-(CH2)3-CHOesunagentebifuncionalmuypopular

enlareticulacióndeproteínasyenlainmovilizacióncovalente,quenecesita

funciones-NH2tantoenelvehículocomoenlaproteína.Lassolucionesacuosas

concentradasde glutaraldehído (25 % o 50 %)se encuentran fácilmente

disponiblesysoneconómicas,yelprocedimientoesbastantesimple,loque
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explicaelgranéxitodeestemétodo.Dadoquelareacciónimplicaunaldehído

bifuncionalymoléculasaminadas,laformacióndelabasedeSchiffentreel

glutaraldehídoyelsoporte(enprimerlugar),yelglutaraldehídoylaproteína(más

adelante)amenudosedescribenerróneamente.Sinembargo,existeevidencia

quesugierelocontrario.(i)Elenlaceformadoestípicamenteirreversible;(ii)sólo

elglutaraldehídoproducedichareacción,mientrasquealdehídosbifuncionales

similares(comomalónicoosuccínico)reaccionanpobremente;(iii)alolargodela

reacción,elsoportesevuelveintensamentecoloreado;(iv)elHCl6Ma110°C

durante24hnohidrolizalosenlacesentreelglutaraldehídoylasproteínas.Seha

demostradoquelassolucionescomercialesdeglutaraldehídocontienenalmenos

13formasdiferentes(dependiendodelpH,laconcentraciónylatemperatura),

incluidoslosoligómerosquepuedenevolucionaraaldehídosα,β-insaturados

despuésdeladeshidratación(Barbosaetal.,2014;Migneault,Dartiguenave,

Bertrand,&Waldron,2004).

Enconsecuencia,sehanpropuestovariosmecanismosenlugardela

formacióndebasesdeSchiff.LamásaceptadaeslaadiccióndetipoMichaelde

–NH2 alosenlacesdoblesα,β,queproduceunaaminasecundariaestable

(Figura9).Lasformasheterocíclicasmásrarasdeglutaraldehídopodríanser

responsablesdeldesarrollodelcolordurantelareacción.Sinembargo,el

mecanismoexactosiguesiendodesconocido.Enelprotocolotípico,lareacción

ocurreenneutral(usandotampónfosfato,esdecir,)solucióndeglutaraldehídoal

2,5%quecontiene1gdesoportepor100mldesolución.Despuésdealmenos

60min,seutilizaelmismotampóndefosfatoparalavadosexhaustivos.Una

evaluaciónsemicuantitativadelgradodeactivaciónpodríaestimarseobservando

elcambiodecolordelsoporteaamarillo(activaciónbaja)anaranja(moderado)a

marrónrojizo(fuerte).Luego,elsoporteactivadoestálistoparaelacoplamientode

proteínasapH6-8.AestosvaloresdepH,lafunciónmásreactivaeslaproteína

terminal-NH2(pKa≈7–8).Dehecho,esteesunodelospocosprocedimientosde

activaciónqueseproducentambiénconunpHácidoligero(Barbosaetal.,2013).

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



31

Figura9.Elglutaraldehídopuedereaccionarteóricamenteconlosgrupos-NH2a

travésdedosmecanismosdistintos:labasedeSchiffylaadiccióndetipoMichael.

Sinembargo,elsegundoeselmásplausible.(Barbosaetal.,2014;Migneaultet

al.,2004).

Unaventajaimportantedeestemétodoeslainsercióndeunespaciador

molecularlargoentreelsoporteylaproteína,minimizandolosproblemasde

impedimentoestérico.Porotrolado,lossoportesactivadosconglutaraldehídoson

portadoresmultifuncionalesversátiles,quepuedenproporcionaralmenosdos

tiposdeinteracciones(intercambioiónicoyadsorciónhidrófoba)ademásdel

enlacecovalente.Porlotanto,cuandoserequierelainmovilizacióncovalente,se

debendescartarcuidadosamentelasinteraccionesdébilesnoespecíficas(esdecir,

elusodedetergentescatiónicos)(Barbosaetal.,2012).Paraestepropósito,se

debenpreferirlossoportespocoactivados(esdecir,usarbajascantidadesde

glutaraldehídoporsoportefuncionesamino).Enalgunoscasos,lafunción

multifuncionaldelossoportesactivadosconglutaraldehídopuedeseruna

característicapositiva,yaquelasmezclascomplejasresultantesdemecanismos

de inmovilización (covalente,adsorción hidrofóbica,intercambio iónico,por

ejemplo)dancomoresultadounafuerteactivaciónyestabilizacióndelasenzimas.
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Tambiénesposibleuncontrolestrictodelosmecanismosdeinmovilización

deseadosonodeseados,modulando,porejemplo,lafuerzaiónicaolapresencia

dedetergentesparaevitarinteraccionesnodeseadasypromoverlosdeseados.

La mejora de la estabilidad y las características catalíticas utilizando el

acoplamiento de glutaraldehído se ha descrito para variasenzimas,como

proteasas,oxidasas,lipasas(Zucca&Sanjust,2014).

2.4.5 Esquemashipotéticosdelaformacióndeenlaceseinteraccionesenel

sistemadeinmovilización

Enlasfiguras10,11,12y13seilustranlosesquemashipotéticosdelas

interaccionesylosenlacesformadosenlasetapasdelainmovilizacióndeuna

lipasautilizandoaceroinoxidableaustenítico304comosoporte,funcionalizado

conquitosano,formandounacapadelgadadeestematerialsobrelasuperficiedel

aceromediantefisisorción,queposteriormenteesentrecruzadocondosagentes,

glutaraldehídoygenipino.

Figura10.Enlacesformadosalfuncionalizarlasuperficiedelaceroinoxidable

conunacapadequitosano.
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Figura11.Entrecruzamientodequitosanocona)glutaraldehídoyb)genipino.

Figura12.Enlacesformadosenlainmovilizacióndelipasaenunsoportede

aceroinoxidablefuncionalizadoconquitosanoyentrecruzadocongenipino.Dire
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Figura13.Enlacesformadosenlainmovilizacióndelipasaenunsoportede

aceroinoxidablefuncionalizadoconquitosanoyentrecruzadocon

glutaraldehído.
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3.OBJETIVOS

3.1 ObjetivoGeneral

Evaluarlainmovilizacióndelaenzimalipasapancreáticadecerdoen

soportesdeaceroinoxidableparalaproduccióndesaboresenzimáticoslácteos.

3.2 ObjetivosParticulares

Establecercondiciones de pH y temperatura de mayoractividad

enzimáticaparalaenzimalibreutilizandoelsustratoespecíficop-nitrofenil

palmitato.

Establecerunametodologíaparalainmovilizacióndelipasapancreática

decerdoenplacasdeaceroinoxidable3042Byevaluarlautilizacióndedos

agentesentrecruzantes,ademásevaluarelefectodeltiempoypHenlaetapade

entrecruzamiento.

EvaluarelefectodelatemperaturaypHsobrelaactividadenzimática,

además deltiempo de almacenamiento y ciclos de reúso de la enzima

inmovilizada,utilizandoelsustratoespecíficop-nitrofenilpalmitatoyevaluarla

actividadenzimáticaconsustratolácteo,elaborandounsaborenzimático.

Determinarlasinteraccionesentrelaenzima,elsoporteyelquitosano

usadoparafacilitarelentrecruzamientodelalipasa;asícomolaestructura

superficialdelaenzimainmovilizadamedianteunanálisisconmicroscopía

electrónicadebarrido.
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4.METODOLOGÍA

4.1 Materiales

LipasaPcomercial,descripción:esunsistemaenzimáticoestandarizado,

principalmentelipasa,extraídadelpáncreasdecerdo.Contieneamilasasy

proteasas,presentaciónpolvoamorfodecolorcrema.Lamuestradelipasafue

proporcionadaporlaempresaRICAPS.A.deC.V.

Sustratolácteo“quesofundido”,proporcionadoporlaempresaRICAPS.A.

deC.V.

4-Nitrofenilpalmitato(Sigma-Aldrich),sinónimosp-Nitrofenilpalmitato.

Quitosano (Sigma-Aldrich) mediano peso molecular, 375 kDa y

desacetilacióndel75%yaltogradodepureza.

Genipino(GuangxiShayunBiochemicalScienceandTechnologyCo.)

extractodeGardeniaJasminoides,pureza≥90%.

Glutaraldehído(Sigma-Aldrich)ensoluciónal25%enagua,gradoII.

Placasdeaceroinoxidable304terminado2B,2.5cmlargopor2.5cmde

anchoy1mmdegrosor,calibre18.
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4.2 Métodos

4.2.1 ContenidodeproteínadelaenzimacomercialLipasaP

SedeterminóelcontenidodeproteínadelalipasaP,analizandola

muestraproporcionadoporlaempresaRICAPS.A.deC.V.,serealizópormétodo

deBradford,(1976),siguiendoelprotocolodeAusubel,(2002).

Seprepararon5muestrasdelipasaPconunrangode1a5mg/mL

disueltasensolucióndeclorurodesodio0.15M,seagitaronenvortexdurante10

segundoscada10minalolargodeunahora,yposteriormentesesonicaron

durante1minutoa70%deamplitud.Lasmuestrasseprepararonporduplicado.

Setomaron100μLdesoluciónysecolocaronentubosEppendorf.Selesagregó

1mLdesolucióndeazuldecoomassieacadaunadelasmuestrasdelipasa,

blancosyestándardeBSA.Seagitaronenvortexysedejan2minatemperatura

ambiente,seleyólaabsorbanciaA595.Sedeterminólaconcentracióndela

muestraanalizadadelipasaapartirdelacurvaestándar.

4.2.2 Electroforesisengeldepoliacrilamidacondodecilsulfatodesodio(SDS-

PAGE)

Paraobservarlaseparacióndeproteínasdelaenzimacomerciallipasase

realizaunanálisiselectroforéticoSDS-PAGE,yaquedeacuerdoalafichatécnica

esunamezcladeenzimas.Pararealizarelensayosesiguióelprotocolode

Ausubel(2002).Seprepararonlosreactivos:acrilamida/bisacrilamida,sediluyó

30%acrilamida(7.5g)y8%bisacrilamida(0.2g)enaguadestilada,sellevóa

25mLdevolumenysefiltró.Amortiguador4xTris-Cl/SDS,pH6.8,seañadió6.05

gdeTrisbase(0.5MTrisCl,final)y0.4gdeSDS(0.4%final)a40mLdeagua,

seajustóelpHconHCl1Nysellevóa100mLdevolumen.Sefiltrólasolución

utilizandounfiltrode0.45µm,seconservaa4°C.Amortiguador4xTris-Cl/SDS,

pH8.8,seañadió91gdeTrisbase(1.5MTrisCl,final)y2gdeSDS(0.4%final)

a300mLdeagua,seajustóelpHconHCl1Nysellevóa500mLdevolumen.

Sefiltrólasoluciónutilizandounfiltrode0.45µm,seconservaa4°C.
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AmortiguadordecargaSDS2x,25mLdeamortiguador4xTris-Cl/SDSpH6.8,20

mLdeglicerol,4gdeSDS2mLde2-Mercaptoetanolo3.1gdeDTT,1mgde

azuldebromofenol,sellevóa100mLdevolumenenaguadestiladay

desionizada.Semezclóyseparóentubosalícuotasde1mL,sealmacenaa-70

°C.AmortiguadordecorridaSDS5x,15.1gdeTrisbase,72.0gdeglicina,5.0g

deSDS,sellevóavolumende100mLenaguadestiladaydesionizada.Sediluyó

a1xantesdeusar.Sealmacenade0a4°Chastasuuso.Marcadordepeso

molecular,seutilizóunmarcadordebajopesomolecularGEHealthcareLMW-

SDSMarkerKit17044601.Seutilizópersulfatodeamonioal10%enagua.Se

utilizóunkitdeelectroforesisverticalMini-PROTEANTetraCellmarcaBioRad165

-8001.La muestradelipasa (Enmex,LAP 6R190)aanalizarsepreparó

disolviendo5mg/mLdelaenzimaenaguadesionizadayseutilizóungel12%.El

gelobtenidodelaseparaciónelectroforéticaseobservóconelfotodocumentador

AlphaImageryparaelanálisisdeutilizóelsoftwareAlphaview3.4.0.0.

4.2.3 Inmovilizacióndelipasaenplacasdeaceroinoxidable

Sedeterminó lametodologíadeinmovilizacióndelalipasasobreplacas

deaceroinoxidable304acabado2B,sesiguiólametodologíapropuestaparala

limpiezayelpretratamientodelaceroinoxidablepropuestaporBarbesetal.,

(2008)yBenvenutoetal.,(2015)yposteriormentese funcionalizóelacero

utilizandoquitosanoyunaetapadeentrecruzamiento,dondeseevaluarondos

agentesentrecruzantes,genipinoyglutaraldehído,elprocesogeneralsedescribe

enelsiguientediagrama(Fig.14).Lavariablederespuestaeslaactividad

enzimáticadelaenzimainmovilizada,ademásdequeseevalúalacantidadde

enzimainmovilizada.
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Figura14.Diagramageneraldeprocesodeinmovilizacióndelipasaenacero

inoxidable.

4.2.3.1Limpiezaypretratamientodesuperficiedeaceroinoxidable

Lalimpiezaypretratamientodelasplacasdeaceroinoxidableserealizó

siguiendolametodologíapropuestaporBarbesetal.,(2008)yBenvenutoetal.,

(2015).Serealizaronlavadosutilizandodiferentessolventesaunatemperatura

constantede50°Cybajosonicaciónconunaamplitudde70%.Elprimerlavado

serealizóconacetonadurante5min,seguidodeaguadestiladadurante5min,15

minenhexano,15minenaguadestilada,20minenetanolal95%yfinalmente

20minconaguadestiladaconelfindeeliminarcontaminantesnopolaresy

polaresdébilmenteadsorbidos.Alfinalizarloslavados,lasplacassetrataronen

unasoluciónpiraña(2.7:1)H2SO4concentradoyH2O230%manteniendoenbaño

Maríaa85-90°C(Fig.15),durante30minatemperaturaconstante(encampana

deextracciónconextremocuidado).
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Figura15.Pretratamientodelasplacasdeaceroinoxidableconsoluciónpirañaen

bañoMaría.

Finalmenteserealizaron3enjuaguesconaguadestiladay3enjuagues

conmetanol.Elsecadodelasplacasdeacero,serealizóenunaestufaa150°C

durante50min.(Lasplacassepuedenconservaratemperaturaambientenomás

de2díasy70%humedadrelativa(HR)).

4.2.3.2Funcionalizacióndelaceroinoxidable

Lasplacasdeaceroinoxidablesesumergieronenunasoluciónde

quitosano(2%),preparadoenácidoacético(0.35M),durante1hatemperatura

ambiente.Serealizóuntratamientodelasplacasponiéndolasencontactocon

unasolucióndehidróxidodeamonio(28%NH3enH2O)yetanolenunarelación

4:1durante12henlacampanadeextracción.Posteriormenteserealizaron4

lavadosdelasplacas,cadaunode15min,conamortiguadorcitrato-fosfatopH7

0.05M,seguidodeunsecadoenestufadurante50mina150ºC.
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Figura16.Placasdeaceroinoxidabledespuésdelafuncionalizacióncon

quitosanoyeltratamientoconhidróxidodeamonio.

4.2.3.3Entrecruzamientocongenipino

Sesumergieronlasplacasenunasolucióndegenipino(0.05%)disuelto

endimetilsulfoxidoydiluidoposteriormenteconamortiguadordefosfato-citratopH

70.05M,aunpHyduranteuntiempodefinidos,posteriormenteselavaronlas

placas3vecesconamortiguadordefosfato-citratopH70.05M.

Tabla4.Diseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamientocongenipino,para

evaluarelefectodepHytiemposobrelaactividadenzimática.

Tratamiento
pHsolución
degenipino Tiempo(h)

1 4.5 2
2 4.5 3
3 4.5 4
4 5.5 2
5 5.5 3
6 5.5 4
7 7.5 2
8 7.5 3
9 7.5 4
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Enestaetapaserealizóundiseñoexperimentalbifactorialcompletamente

aleatorizado (32), con factores tiempo de entrecruzamiento y pH de

entrecruzamiento.Losnivelesparatiempofueron2,3y4h;losnivelesparapH

fueron4.5,5.5y7.5,conactividadenzimáticacomovariablederespuesta,se

realizóporduplicado(Tabla4).Seutilizóelprograma estadísticoRparael

análisisdelosresultadosobtenidos(RCoreTeam,2018).

4.2.3.4Entrecruzamientoconglutaraldehído

Sesumergieronlasplacasenunasolucióndeglutaraldehído(5%)en

amortiguadordefosfato-citratopH70.05M,aunpHyduranteuntiempodefinidos,

posteriormenteselavaronlasplacas3vecesconamortiguadordefosfato-citrato

pH 70.05M.Enestaetapaserealizóundiseñoexperimentalbifactorial

completamentealeatorizado(32),confactorestiempodeentrecruzamientoypHde

entrecruzamiento,losnivelesparatiempofueron5,6y7h.LosnivelesparapH

fueron5,6y7,conactividadenzimáticacomovariablederespuesta,serealizó

porduplicado(Tabla5).SeutilizóelprogramaestadísticoRparaelanálisisdelos

resultadosobtenidos(RCoreTeam,2018).

Tabla5.Diseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamientoconglutaraldehído,

paraencontrarlascondicionesdepHytiempodemáximaactividadenzimática.

Tratamiento

pHsolución
de

glutaraldehído Tiempo(h)

1 5 5
2 5 6
3 5 7
4 6 5
5 6 6
6 6 7
7 7 5
8 7 6
9 7 7
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4.2.3.5 Adicióndelipasa

Sepusieronencontactolasplacasconunasolucióndelipasa(3%)

disueltaenamortiguadordefosfato-citratopH 70.05M,durante12ha

temperaturaambiente.Serealizóunúltimolavadoen3etapas,etilenglicolal30%

v/v,clorurodesodio1Myamortiguadordeacetatos0.1MpH4.5.Lasplacascon

laenzimainmovilizadasealmacenanenamortiguadorfosfato-citratopH70.05M

a4ºC.

Figura17.Placadeaceroconlalipasainmovilizada(a)congenipinoy(b)con

glutaraldehído.

4.2.4 Determinacióndecantidaddeenzimainmovilizada

Lacantidaddelipasainmovilizadasedeterminópordiferenciaentreel

contenidodeproteínaenlasolucióndeenzimadelsobrenadantedespuésde

inmovilizarylasolucióndeenzimainicial.Determinacióndeproteínasserealizó

pormétododeBradford,(1976),siguiendoelprotocolodeensayodeAusubel

(2002).

SepreparóelreactivodeBradford(Coomassiebrilliantbluesolution)

diluyendo100mgdeazulbrillantedeCoomassieG-250en50mLdeetanolal95

%;seagregó100mLdeácidofosfóricoal85%ysellevóa1litroelvolumentotal.

PosteriormentesefiltróatravésdeunpapelfiltroWhatmanno.1,sealmacenaa4

ºC.Sepreparóunasolucióndeproteínaestándar,utilizandoalbuminasérica

bovinaBSA(0.5mg/mL)sepesó0.5mgysedisolvióen1mLdeaguadestilada,

sepasóporelagitadorvortex.Paralacurvadecalibraciónseprepararon

(a) (b)
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dilucionesdelBSA(0.5mg/mL)conNaCl0.15M,portriplicado.Seagregóacada

tubodeestándarBSAymuestrasdeenzimaaanalizar1mLdesolucióndeazul

decoomassie.Semezclóconayudadelvortexysedejan2minatemperatura

ambiente.SedeterminólaabsorbanciaA595.Seelaboralacurvaestándar

graficandolosvaloresobtenidosdelaabsorbanciacontralaconcentraciónde

proteínadelasmuestrasestándarBSA,yconestasedeterminalaconcentración

delasmuestrasanalizadasdelipasa.

4.2.5 Ensayodelaactividadlipolítica

4.2.5.1Curvasestándardep-nitrofenol

Serealizaroncurvasestándardep-nitrofenol,seprepararon2soluciones

conconcentracionesdistintasdep-nitrofenol,serealizóunacurvaparacadauna.

Semezclóagua,p-nitrofenolyNaOH0.2Menlascantidadesquesemuestranen

laTabla6.

Semezclóyagitóenvortex,setransfirióaunamicroplacadepozosyse

leyóaunaabsorbanciaA415.Seregistranlosdatosyserealizalacurvaestándar

de calibración graficando la concentración de p-nitrofenolvs lectura de

absorbancia;estaseutilizóparacalcularelp-nitrofenolliberadoenlareacción

enzimática.

Tabla6.Preparacióndecurvasestándardep-nitrofenol,a)5x10-5M.b)1x10-4M.

No.tubo ρ-nitrofenol5X10-5M

(mL)

Agua(mL) NaOH0.2M(mL)

1 0 4.5 0.5

2 0.5 4 0.5

3 1 3.5 0.5

4 2 2.5 0.5

5 3 1.5 0.5

6 4 0.5 0.5

7 4.5 0 0.5

a)
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No.tubo ρ-nitrofenol1X10-4M
(mL)

Agua(mL) NaOH0.2M(mL)

1 0 4.5 0.5

2 0.5 4 0.5

3 1 3.5 0.5

4 2 2.5 0.5

5 3 1.5 0.5

6 4 0.5 0.5

7 4.5 0 0.5

4.2.5.2Determinacióndeactividadlipolítica

Elanálisisdelaactividaddelalipasaserealizóporunmétodo

colorimétricodeacuerdoaWinkler&Stuckmann(1979),seevaluóusandoρ-

nitrofenilpalmitato(Sigma)comosustrato.Parapreparar100mLdesustrato790

μM semezcló10mililitrosdeisopropanolquecontienen30mgdep-nitrofenil

palmitatoyseleagregó90mldetampóndefosfato0.05MpH8,quecontiene

207mgdedesoxicolatodesodio.Paralosensayosdeactividaddeenzimalibre

seutilizóunacantidadde2.4mLdeestasolucióndesustratoreciénpreparada

precalentadaa37ºCyluegosemezclócon0.1mLdeenzimaal3%.Despuésde

15mindeincubacióna37ºC,seleagregó50μLdetritónX-100paraclarificarel

líquidoaanalizarysedetuvolareacciónconunbañodehielo(Guptaetal.,2002).

Semidiólaabsorbanciaa415nmfrenteauncontrollibredeenzimas.Paralos

ensayosdelaenzimainmovilizadaseusaron15mLdesustratoendondese

sumergiólaplacaconlaenzimainmovilizadaysesiguióelrestodelproceso

descritoanteriormente.Unaunidaddeenzimasedefinecomo1nmoldeρ-

nitrofenolliberadoenzimáticamentedelsustratomLmin-1.Enlascondiciones

descritas,elcoeficientedeextincióndeρ-nitrofenolesɛ410=15,000cm2mg-1.

b)
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Paraevaluarlaactividadenzimáticautilizandosustratolácteoseutilizóel

sustrato“quesofundido”proporcionadoporlaempresaRICAPS.A.deC.V.Enel

procesodeelaboracióndelquesoenzimáticoalsustratolácteoseleadicionan3

enzimas,utilizandoademásdelalipasa,dosproteasas,NeutrasayFlavourzyme.

DuranteelprocesomidióelpH,% deacidezyelaromacomoindicadoresdel

procesoenzimático.Seprecalentóelsustratoa50ºCenbañoMaría.Paraevaluar

laenzimalibresetomaron25gramosdesustratoyseleagrego0.01675gde

lipasa(0.067%),0.1925gdeneutrasa(0.077%)y0.012gdeflavourzyme(0.048

%),seagitópor10min,posteriormenteseincubóa50ºC.Paraevaluarla

enzimainmovilizadasetomaron25gramosdesustratoenunrecipientealcualse

leagregaron5placasconlipasa,2placasconneutrasay2placascon

flavourzymeinmovilizadas,posteriormenteseincuboa50ºC.Elprocesose

continuóhastaobtenerlosvaloresespecificadosdepH(4.5-5.5),acidez(5-7%,

expresadaenácidoláctico)yaromacaracterísticodelproductoterminado“queso

enzimático”.Elproductofinaldelareacciónenzimáticaseanalizóparadeterminar

loscompuestosdesaborgeneradosenuncromatógrafodegases7890A(Agilent

Techologies,Inc.,Wilmington,EUA),acopladoaundetectordeionizaciónde

flamaFID,unespectrómetrodemasasyutilizandounacolumnacapilarDB-FFAP

(30m)(Agilent).Conlosresultadosobtenidossehizounacomparacióndelos

compuestosasociadosalsaborlácteo(ácidosgrasos)producidosconlaenzima

inmovilizadayconlaenzimalibre.Losanálisisserealizaronenlasinstalaciones

delCentroDeInvestigaciónEnCienciaAplicadaYTecnologíaAvanzada(CICATA

-IPN),unidadQuerétaro.

4.2.6 Eficienciadelainmovilización

Laeficienciadelainmovilizaciónsecalculóapartirdeladiferenciaentre

lasactividadesenzimáticasdelaenzimalibreantesdeinmovilizarylaenzima

inmovilizada,recuperadasenelsobrenadanteantesdelainmovilizacióny

utilizandolasplacasconlipasainmovilizada.Laactividadenzimáticaseanalizó

porelmétodocolorimétricodescritoanteriormente(Guptaetal.,2002).
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La eficiencia de inmovilización (EI)se calculó porla ecuación 1,

previamentedescritoporSheldon&vanPelt,(2013):

EI=___Actividadobservada X 100

Actividadinmovilizada

4.2.7 Propiedadestérmicasycinéticasdelaenzimalibreeinmovilizada

Seevaluaronycompararonlaspropiedadesdelaenzimainmovilizaday

libre,evaluandoelefectodelpHylatemperaturasobrelaactividadenzimática,

tiempodereacciónysedeterminaronlosparámetroscinéticosKMyVMAX.

4.2.7.1EvaluacióndeefectodepH ytemperaturasobrelaenzimalibree

inmovilizada

Paradeterminareltiempodelareacciónenzimáticasepreparósustratoρ-

nitrofenilpalmitato790μM,apH8yseincubóa37ºC.Paralaenzimalibrese

tomaron100µLdelipasaal3% ysemezclócon2.4mLdesustratoyparala

enzimainmovilizadasetomóunaplacaysesumergióen15mLdesustrato,se

realizaportriplicado,setomaronmuestrasdelproductodelareaccióncada

determinadotiempoysemidiólaactividadenzimáticaporelmétodocolorimétrico

descritoanteriormente(Guptaetal.,2002).

Para la evaluación delefecto delpH se prepararon soluciones

amortiguadorasconunrangodevaloresdepHentre6y10queposteriormente

fueronutilizadasparaprepararlasolucióndesustratoρ-nitrofenilpalmitato790μM,

despuésseagrególaenzimalibreeinmovilizada,seincubóa37ºC yse

determinó la actividad enzimática por elmétodo colorimétrico descrito

anteriormente(Guptaetal.,2002).

Paralaevaluacióndelefectodelatemperaturaseprepararonsoluciones

desustratoρ-nitrofenilpalmitato790μMconelpHencontradoenlaetapaanterior

Ecuación1
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enelcualseobservólamayoractividadenzimática.Despuésseagrególaenzima

libreeinmovilizada,seincubóenunrangodetemperaturasde25a80ºCyse

determinó la actividad enzimática por elmétodo colorimétrico descrito

anteriormente(Guptaetal.,2002).

4.2.7.2Determinacióndeparámetroscinéticosdelaenzimalibreeinmovilizada

Losparámetroscinéticossedeterminaronapartirdelamedicióndela

actividad enzimática utilizando sustrato ρ-nitrofenilpalmitato preparado a

concentracionesentre0y1383μM,contiempodereacción,pHdesustratoy

temperaturadeincubacióndeterminadosenlasetapasanteriores,tantoparala

enzimalibrecomoparalainmovilizadautilizandoelmétodocolorimétrico(Guptaet

al.,2002).Paralaenzimalibresetomó0.1mLdelipasa3%yseagregóa2.4mL

desustrato,seincubóysetomóunamuestradelsobrenadanteysemidióla

absorbanciaa415nm.Paralaenzimainmovilizadasetomóunaplacaconlipasa

inmovilizadaysesumergióen15mLdesustrato,seincubó,setomóunamuestra

delsobrenadanteysemidiólaabsorbanciaa415nm.

4.2.8 Ciclosdereúsoconsustratosintético

Losciclosdereúsodelaenzimainmovilizadaseevaluaronutilizandoel

sustratoρ-nitrofenilpalmitato,sesumergieronlasplacasconlipasainmovilizada

en15mLdesustrato790μM pH10,preparadoconamortiguadorcarbonato-

bicarbonatopH100.05MyajustadoconNaOH.Serealizaronciclosde3hcada

unocontemperaturadeincubaciónde65ºC,haciendounenjuaguedelasplacas

consoluciónamortiguadorafosfato-citratopH70.05Mdespuésdecadacicloy

reintroduciéndolasensustratoreciénpreparado.Elproductodelareacción

despuésdecadaciclosemidiómedianteelmétodocolorimétricodescrito

anteriormente(Guptaetal.,2002).Elprocesoserepitió“n”veceshastaquela

actividadenzimáticadisminuyeraun30%respectoalaactividadinicial.

4.2.9 Tiempodealmacenamientodelasplacasconenzimainmovilizada

Seevaluósemanalmentelaactividadenzimáticadelalipasainmovilizada,
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utilizandoρ-nitrofenilpalmitato790μMcomosustratoyanalizandomedianteel

métodocolorimétrico(Guptaetal.,2002).Lasplacasconlipasainmovilizadase

almacenaronenrefrigeracióna4ºCensoluciónamortiguadorafosfato-citratopH7

0.05M,laactividadseevaluósumergiendolasplacasen15mLdesustratopH10

eincubandoa65ºC,setomaronmuestrasdelsobrenadanteparamedir

absorbanciaa415nm,secontinuóelalmacenamientohastaobservarun

decrementodemásdel50%deactividadenzimática.

4.2.10 Interaccionesentreloscomponentesdelainmovilización

Paraevaluarlacomposiciónsuperficialdecadaetapadelprocesode

inmovilización se realizó un análisis elementalmediante la técnica de

espectroscopíafotoelectrónicaderayosX(XPS),utilizandounespectrómetroK-

Alpha™+ surface analysis(Thermo scientific,Massachusetts,EUA)en las

instalaciones delCentro de Investigación y Desarrollo Tecnológico en

Electroquímica(CIDETEQ),ubicadoenPedroEscobedo,Querétaro.Lasmuestras

analizadasseprepararonysepararonencadaetapadelainmovilización:placade

acero inoxidable, capa de quitosano, después delentrecruzamiento e

inmovilizaciónfinalyselesrealizóunsecadoatemperaturaambiente.

4.2.11 Morfologíasuperficialdelsistemadeinmovilización

Seobservólaestructurasuperficialdelsistemadeinmovilizaciónmediante

microscopiaelectrónicadebarrido,utilizandomicroscopioelectrónicomodeloEVO

-50(CarlZeiss,Inglaterra,RU),lasmuestrasanalizadasfueroncapadequitosano,

etapadeentrecruzamientoeinmovilizaciónfinal,lasmuestrassesecarona

temperaturaambienteyposteriormentefueronrecubiertasconorocomose

observaenlafigura18(DESKII,Dentonvacuum,NewJersey,EUA;EMACE200,

Leica,Wetzlar,Alemania;SC7620,Quórum,EastSussex,RU),serealizóenel

laboratorionacionaldeidentificaciónycaracterizaciónvegetalsedeQuerétaro,

facultaddecienciasnaturalesdelaUniversidadAutónomadeQuerétaro.Dire
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Figura18.Preparaciónyrecubrimientoconorodelasmuestrasaanalizarpor

microscopiaelectrónicadebarrido.

4.2.12 Análisisestadístico

Todaslaspruebasserealizaronportriplicado,ylosresultadosse

expresaroncomolamedia±desviaciónestándar.Enlaetapadeentrecruzamiento

delainmovilización,seutilizóundiseñobifactorialcompletamentealeatorizado32

paraevaluarlosefectosylasinteraccionesenlosfactorestiempodecontactoy

pHdelasolución.Comovariablederespuestaseevalúalaactividadenzimática,

haciendounanálisisdevarianzayungráficodeinteracción,utilizandoel

programaestadísticoR(RCoreTeam,2018).
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5.RESULTADOSYDISCUSIÒN

5.1 Caracterizacióndelaenzimalibre

LaenzimacomerciallipasaPreportaensufichatécnicadeespecificación

de producto,la descripción delproducto como un sistema enzimático

estandarizado,principalmentelipasa,extraídadepáncreasdecerdo,quecontiene

amilasayproteasa.Polvoamorfocolorcrema,libredeoloresofensivosyes

normalmenteusadoparahidrolisisdelípidos.Altratarsedeunproductoqueno

tieneunaltogradodepurezayesunamezcladeenzimasesimportante

determinarelcontenidodeproteínayelcontenidodelipasadelamuestra,yaque

esnecesariopoderhacercomparacionesentrelaenzimalibreeinmovilizadaen

funcióndelaproteínayconelfindedeterminarlacantidaddeplacasconlipasa

inmovilizadaqueseutilizaránenlaformulacióndelsaborenzimático.

5.1.1 Determinacióndecontenidodeproteína

Elcontenidodeproteína obtenidodelamuestradelipasaanalizadafue

de28.2±0.048%,elmétododeBradfordhasidoutilizadoparacuantificarproteína

desolucionesdeenzimascomerciales,utilizándosecomométododereferencia

respectoaotrosmétodosdeanálisis(Nicolásetal.,2017).Lacuantificaciónde

proteínafuedeutilidadparadeterminarlacantidaddeproteínaqueseagregaen

laformulacióndelquesoenzimáticoenelprocesoestándarconenzimalibre,ya

quesoloestabadeterminadoporelpesodelpolvoynoenfuncióndelacantidad

deproteína.Paraelcálculodelacantidaddeplacasnecesariasparala

formulacióndelsaborenzimáticoseutilizóladeterminacióndemgm-2deproteína

inmovilizadacomparandoconlaformulaciónestándar.

5.1.2 Separaciónelectroforética

EnelgelSDS-PAGEsedetectaron10bandasdeproteínasquevaríande

14a52kDaenlamuestradelipasa(Fig.19).Elpesomolecularreportadodela

lipasaesde50-52kDa(Mendesetal.,2012),sepuedenobservardosbandasen

eserangodepesomolecular,asumiendoporlotantoquesetratadelalipasa.
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Estasdosbandasrepresentanel29.92% deltotaldelaproteínaseparada,las

bandasrestantescorresponderíanalasamilasayproteasas,yalgunaotra

proteínapresenteenlamuestra.

Figura19.Geldeelectroforesisobtenido.Carril1L=lipasa,carril2WM=marcador

depesomolecular.

5.2 Inmovilizacióndelipasaensoportedeaceroinoxidable

Lametodologíaestablecidaparalainmovilizacióndelipasapancreáticade

cerdoenplacadeaceroinoxidable3042B,permitióinmovilizardemaneraexitosa

169.04mgm-2conelusodeglutaraldehídoy131.9mgm-2conelusodegenipino.

Hasidoreportadoelusodeglutaraldehídoenlainmovilizacióndelipasassobre

soportesactivadosofuncionalizados,elusodeesteagenteentrecruzanteayuda

amejorarlaestabilidaddelaenzima(Barbosaetal.,2014)ytambiénensoportes

dequitosanoentrecruzadoconglutaraldehídoobteniendo287.2μglipasaporgde

quitosano(Hungetal.,2003).Elgenipinoesunreactivodeentrecruzamiento

naturalcompatible con aplicaciones alimentarias y es una alternativa al

glutaraldehído,queeselmásusadotradicionalmente(Barbosaetal.,2014).Enel

procesoelusodegenipinodiocomoresultadounamenorcantidaddeproteína

inmovilizada,sinembargo,nosedescartasuusodebidoasunaturalezanotóxica,

WML

97kDa

66

45
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20.1

1 2
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suorigennaturalysuextracciónamigableconelambiente.Además,enotro

trabajossehareportadounmejorrendimientocomparadoconelglutaraldehídoen

lainmovilizacióndeotrasenzimas(Kleinetal.,2016;Mietal.,2000)ysuusocon

quitosanoparalainmovilizacióndelipasa(Chiouetal.,2007).

Tabla7.Cantidaddeenzimayquitosanoenlainmovilizaciónsobreplacasde

aceroinoxidable.

Componente Conglutaraldehído/congenipino

(mgm-2)

Lipasa 169.04/131.9

Quitosano 13600

5.3 Eficienciadelainmovilización

Laeficienciadeinmovilización(IE)calculadaparalainmovilización

utilizandoglutaraldehídocomoagenteentrecruzantefuede8.42%ycongenipino

7.80%,Kılınçetal.,(2006)mencionanunrendimientodeactividadenzimáticadel

13.6y15.1% enlainmovilizacióndelipasapancreáticadecerdomediante

adsorciónenquitinayquitosanorespectivamente,yutilizandoglutaraldehído.La

eficienciaobtenidaesbajacomparadaconeltrabajomencionado,perola

inmovilizacióntieneunabuenaestabilidadylacapacidaddeserreutilizadaen

variosciclos,ademásdequeelusodeunsoportecomoelaceroinoxidablele

brindalafacilidaddemanipulación.

5.4 Diseñoexperimental:pHytiempodeentrecruzamiento

EltratamientodepH4.5y3henlaetapadeentrecruzamientocon

genipino(Tabla8)muestralamayoractividadenzimática,noseencuentrauna

diferenciasignificativaestadísticamente,enelanexo7semuestralatablade

ANDEVA.ElvalorPparaelfactorpHes0.059,0.88paraelfactortiempoy0.71

paraelefectodeinteracción,porloquesepodríadecirqueelefectodelpHesel

demayorrelevancia.Deformapráctica,esteanálisisesdeutilidadpara
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establecerlas condiciones durante elproceso de inmovilización que nos

proporcionenlamayoractividadenzimáticaposible.EnlaFigura20podemos

observarlainteraccióndelosdosfactoresdeldiseño,definiendoqueelefectoes

mayorparaelfactorpH.

Tabla8.Resultadosdeldiseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamientocon

genipino,n=2.

Tratamiento pH Tiempo(h)
Actividadenzimática

(nMmin-1)

1 4.5 2 260.31±3.49

2 4.5 3 404.44±10.91

3 4.5 4 291.48±5.67

4 5.5 2 155.06±2.18

5 5.5 3 181.30±2.62

6 5.5 4 154.75±4.37

7 7.5 2 217.72±6.11

8 7.5 3 189.32±6.11

9 7.5 4 206.30±1.31

Figura20.GráficadeinteraccióndelosfactorestiempoypHenlaetapade

entrecruzamientocongenipino,(actividadenzimáticaexpresadaennMmin-1y

tiempoenh).
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EltratamientodepH 7y6henlaetapadeentrecruzamientocon

glutaraldehído(Tabla9)muestralamayoractividadenzimática,seencontró

diferenciasignificativaenambosfactoresevaluados,noasíenelefectodela

interacción,enelanexo8semuestralatabladeANDEVA.ElvalorPparael

factorpHes0.0000358,0.00233paraeltiempoy0.2357paraelefectodela

interacción.EnlaFigura21podemosobservarlagráficadeinteraccióndelosdos

factoresdeldiseñoexperimental,endondeseapreciaqueaparentementeno

existeefectodelainteraccióncomoloindicaelanálisisdevarianza.

Tabla9.Resultadosdeldiseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamientocon

glutaraldehído,n=2.

Tratamiento pH Tiempo(h)
Actividadenzimática

(nMmin-1)

1 5 5 230.06±5.24

2 5 6 334.07±2.18

3 5 7 341.79±2.62

4 6 5 376.05±3.93

5 6 6 417.72±1.75

6 6 7 420.49±5.67

7 7 5 376.05±10.04

8 7 6 436.85±6.11

9 7 7 430.37±5.67
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Figura21.GráficadeinteraccióndelosfactorestiempoypHenlaetapade

entrecruzamientoconglutaraldehído,(actividadenzimáticaexpresadaennMmin-1

ytiempoenh).

5.5 EfectodelatemperaturaypHsobrelaactividadenzimática

EnlagráficadelaFigura22sepuedeobservarelcomportamientodela

reacciónenzimáticadelaenzimalibre,conlaliberacióndenitrofenolatravésdel

tiempo,sedeterminóqueelpicodemáximaactividadesalos60min,porloque

sedefineeltiempodereacciónparalossiguientesexperimentosen15min,ya

queseencuentraenlafasedondeseobservalavelocidadinicial(pendienteenla

gráfica).

EnlaFigura23sepuedeobservarlaliberacióndenitrofenolatravésdel

tiempoenlareacciónenzimáticacatalizadaporlaenzimainmovilizada,se

determinóelpicomáximoalos240min,aunqueestamenosmarcadoqueenla

cinéticadereaccióndelaenzimalibre,sedefineeltiempodereacciónen180min

para los siguientes experimentos, tanto para elentrecruzamiento con

glutaraldehídocomocongenipino.
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Figura22.Liberacióndep-nitrofenol(μM)atravésdeltiempo,utilizandolipasa

libre,n=3.

Figura23.Liberacióndep-nitrofenol(μM)atravésdeltiempo,utilizandolipasa

inmovilizadaconambosagentesentrecruzantes,n=3.
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Enlafigura24seobservaelcomportamientodelaactividadenzimáticade

lalipasalibreenlosdiferentespHevaluados,lamayoractividadseobtieneenpH

9.Elcomportamientoobservadoenlafigura25correspondealaevaluacióndelas

diferentestemperaturasdeincubaciónparalaenzimalibre,obteniendolamayor

actividaden50ºC.Alos150mindereacciónlastemperaturasenelrangode25-

50ºCtienenunperfildeactividadmuysimilar,siendodiferentelatemperaturade

65ºCdondehayunamenorliberacióndenitrofenol,probablementelaenzima

sufrióunadesnaturalizaciónporefectodelatemperaturaelevada.Yahansido

reportadastemperaturasypHóptimossimilaresparalaenzimapancreáticade

cerdo(Balcãoetal.,1996;Kılınçetal.,2006).

Figura24.DeterminacióndelefectodelpHsobrelaactividadenzimáticadela

enzimalibre,n=3.(a)p-nitrofenolliberadoensustratopreparadoadiferentes

valoresdepH.(b)Actividadenzimáticaensustratopreparadoadiferentesvalores

depH.

(a)
(b)
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Figura25.Determinacióndelefectodelatemperaturasobrelaactividad

enzimáticadelaenzimalibre,n=3.(a)p-nitrofenolliberadoenlareacción

incubadadiferentestemperaturas.(b)Actividadenzimáticaenlareacción

incubadadiferentestemperaturas.

Encuantoalalipasainmovilizada,comoseobservaenlasfiguras26y27,

dondeseutilizóglutaraldehídocomoagenteentrecruzante,seobtuvolamayor

actividadenzimáticaenpH10y65ºC.Enlasfiguras28y29seobtuvoelmismo

comportamiento utilizando genipino como agente entrecruzante. El

comportamiento de la reacción catalizada por la enzima inmovilizada,

entrecruzadaconglutaraldehído,mostróestabilidadenelrangodepH7-10,ya

que la liberación de nitrofenoles muy similar.En la inmovilización con

entrecruzamientocongenipinoseobservaunamayorestabilidadenelrangode

temperaturasdeincubaciónevaluadode25-80ºC;encuantoalpH,enlosvalores

de7y8senotaunamarcadadisminucióndelaactividad.Otrosautoreshan

reportadopHóptimossimilaresparalaenzimapancreáticadecerdodespuésdela

inmovilización,aunqueenelcasodelatemperaturaesunpocomayorquelo

reportado(Balcãoetal.,1996;Kılınçetal.,2006),esposiblequeestosedebaal

usodeunsoportedeaceroinoxidableylaestabilidaddelacapadequitosano

unidaporfisisorción,quepermitaunamayorestabilidadtérmicadelalipasa

inmovilizada.

(a) (b)
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Figura26.DeterminacióndelefectodelpHsobrelaactividadenzimáticadela

enzimainmovilizada,conglutaraldehídocomoagenteentrecruzante,n=3.(a)p-

nitrofenolliberadoensustratopreparadoadiferentesvaloresdepH.(b)Actividad

enzimáticaensustratopreparadoadiferentesvaloresdepH.

Figura27.Determinacióndelefectodelatemperaturasobrelaactividad

enzimáticadelaenzimainmovilizada,utilizandoglutaraldehídocomoagente

entrecruzante,n=3.(a)p-nitrofenolliberadoenlareacciónincubadaadiferentes

temperaturas.(b)Actividadenzimáticaenlareacciónincubadaadiferentes

temperaturas.

(a) (b)

(a) (b)
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Figura28.DeterminacióndelefectodelpHsobrelaactividadenzimáticadela

enzimainmovilizada,congenipinocomoagenteentrecruzante,n=3.(a)p-

nitrofenolliberadoensustratopreparadoadiferentesvaloresdepH.(b)Actividad

enzimáticaensustratopreparadoadiferentesvaloresdepH.

Figura29.Determinacióndelefectodelatemperaturasobrelaactividad

enzimáticadelaenzimainmovilizada,congenipinocomoagenteentrecruzante,

n=3.(a)p-nitrofenolliberadoenlareacciónincubadaadiferentesvalores

temperatura.(b)Actividadenzimáticaenlareacciónincubadaadiferentesvalores

temperatura.

(a)
(b)

(a) (b)
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5.6 ParámetroscinéticosKMyVMAX

LosparámetroscinéticosKMyVMAXsecalcularonapartirdeungráficode

doblerecíprocoenlaFigura30paralaenzimalibreyenlaFigura31parala

enzimainmovilizada.ElKM delalipasalibrefuede28.8μMydelainmovilizada

fuede142μM y427μM,congenipinoyglutaraldehído,respectivamente.En

consecuencia,losvaloresdeVMAXfueron31μMmin-1paralalipasalibrey4.16y

5.19μM min-1 paraelusodegenipinoyglutaraldehído,respectivamente.El

aumentoenKMdeenzimainmovilizadaindicóquelaenzimainmovilizadatiene

unaafinidadaparentementemenorporelsustrato.Estecambiofuecausadoporla

inmovilización,quecondujoalapérdidadelaflexibilidadenzimáticanecesaria

paralaunióndelsustrato(Wangetal.,2006),disminuyendoelVMAXdelalipasa

inmovilizada.Además,esposiblequelaunióndelaenzimaalsoportede

inmovilizacióndificulteelaccesodelsustratoylauniónconelsitioactivodela

enzima.Wangetal.,(2015)reportauncomportamientosimilarenlosvaloresde

KM yVMAXdelaenzimalibreeinmovilizada.Chiou&Wu,(2004)mencionanun

comportamientosimilarenelaumentodeKMenlaenzimainmovilizadautilizando

perlasdequitosano,yreportandiferenciasmuynotablesentresusdossistemas

deinmovilización,mostrandoquelaaccesibilidaddelsustratoalaenzimatiene

granrelevancia(Tabla10).

Tabla10.KMyVMAXdelipasalibreeinmovilizada.

Parámetro L.Libre L.Inmovilizada

(genipino)

L.Inmovilizada

(glutaraldehído)

VMAX(μMmin-1) 31.0 4.16 5.19

KM(μM) 28.8 142 427.0
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Figura30.GráficaLineweaver-Burkdelaenzimalibre,n=3.

Figura31.GráficaLineweaver-Burkdelaenzimainmovilizada,n=3,(a)con

glutaraldehído(b)congenipino,comoagentesentrecruzantes.

5.7 Elaboracióndesaborenzimáticolácteo

Elsustratolácteoutilizadoparalaelaboraciondelsaborenzimáticose

analizóparaentendersucomposición,sobretodoelcontenidodegrasa,yaque

eslamateriagrasalaquesehidrolizaconlalipasainmovilizadaypartirdeesta

seobtienenlosácidosgrasosrelacionadosconelsabor.EnlaTabla11se

observanlosresultadosdecontenidodelipidos,proteinatotal,cenizasyhumedad,

destacandoelaltocontenidodegrasayproteinadelamuestraanalizada.
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Tabla11.Resultadosdeanálisisbromatologicorealizadoalsustratolacteo.

Ensayo Método Resultado

(g/100gdeproducto)

Lípidos NMX-F-100-1984 10.23+-0.77

Proteínatotal AOAC954.01 17.40+-0.59

Cenizas AOAC923.03 3.93+-0.05

Humedad AnálisistermogravimétricoNMX-F

-428-1982

51.78+-0.01

Elprocesodeelaboracióndelsaborenzimáticoincluyólautilizaciónde

enzimaslipolíticasyproteolíticas,enlasproporcionesencontradasdurantela

experimentación,elproductofinalobtenidodeestahidrolisisfueanalizado

obteniendounrangodepHde4-5yunaacidezde5-6%,ademásdelaroma

característicodelproducto.Setomaronmuestrasdesustratolácteo(base),un

quesoenzimáticocomercialy2muestrasdesaboresenzimáticosproducidoscon

lasenzimasinmovilizadas,estoconelfinderealizarunacomparacióndelperfilde

ácidosgrasoscontenidosenlasmuestras(Tabla12).Regadoetal.,(2007)

obtuvieronunaproduccióndeácidosgrasosde4a18carbonos,siendoestoslos

derelevanciaparaelperfildesaborlácteo.Enelsaborenzimáticoproducidose

puededestacarlapresencia,encantidadessuperioresalenzimáticocomercial,el

ácidobutanoicoyelácidooleico,yunaproducciónelevadadeácidoacético,lo

quepodríacambiarelperfildelsaborfinal,sinembargo,anivelsensorialnose

detectabaestecompuesto.Pengetal.,(2014)mencionanquelaproducción

elevadadeciertosácidosgrasosmedianteelusodelasenzimasenlagrasade

leche,podríaproducirunsabordistintivoyconnuevasaplicacionesenalimentos,

loquepodríadecirsetambiéndeestesaborenzimáticoproducidoconlasenzimas

inmovilizadasenestetrabajo.Dire
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Tabla12.Resultadosdelanálisisdecuantificacióndeacidosgrasospresentesen

lasmuestrasdesaborenzimáticoysustratolácteomediantecromatografíade

gases,expresadoenppm.

Ácidograso Sustratolácteo
Queso

enzimático
comercial

Queso
enzimático1

Queso
enzimático2

Acético 1,160.45 2,072.65 50,106.05 35,312.48

Butanoico 7.41 1,570.83 6,109.09 9,199.38

Hexanoico 6.54 762.02 290.19 348.77

Octanoico 2.68 95.79 153.11 332.81

Decanoico 5.26 710.60 227.00 295.71

Dodecanoico 7.34 478.35 135.70 227.98

Tetradecanoico 16.22 1,178.06 294.57 456.76

Hexadecanoico 71.47 4,232.63 852.18 3,047.54

Palmitoleico 7.17 198.36 38.98 112.60

Octadecanoico 30.98 1,862.67 505.61 1,130.97

Oleico 127.35 3,693.79 1,931.04 5,089.42

Linoleico 0.00 162.67 103.19 277.23

Linolenico 0.00 0.00 0.00 0.00

5.8 Ciclosdereúso

Laestabilidaddelalipasainmovilizadaenlosciclosdereúsosedeterminó

midiendolaactividadparalahidrólisisdeρ-nitrofenilpalmitato.Comoseveenla

Figura32,lalipasainmovilizadaconglutaraldehídocomoagenteentrecruzante

retuvomásdel70%desuactividadinicialdespuésde5vecessureutilizacióny4

vecesutilizandogenipino(Figura33).Talreutilizaciónesventajosaparaeluso

continuodeestaenzimaenaplicacionesbiotecnológicas(Kılınçetal.,2006).Gao

etal.,(2010)mencionaelmantenimientodel80.5% delaactividadinicialdela

lipasadespuésde6ciclosen48h,utilizandosílicamesoporosa,quitosanoy

glutaraldehídoensusistemadeinmovilización.Chiou&Wu,(2004)mencionanun

mantenimientodel78% yel85% desuactividadinicialdespuésde10ciclos

hidrolíticosdiscontinuos,utilizandoenlainmovilizacióndelalipasaperlasde

quitosano.Baghban etal.,(2017)inmovilizaron lipasa pancreática unida

covalentementeamagnetitaabasededitiocarbamato/quitosano,ymencionan
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unareutilizacióndealmenos6ciclossinperderactividadsignificativamente,estos

resultadossonmuysimilaresalosreportadosenestetrabajo.

Figura32.Ciclosdereúsodelalipasainmovilizadaconglutaraldehído,n=3.(a)

Actividadremanentedespuésdecadacicloy(b)actividadrelativa.

(b)

(a)
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Figura33.Ciclosdereúsodelalipasainmovilizadacongenipino,n=3.

(a)Actividadremanentedespuésdecadacicloy(b)actividadrelativa.

5.9 Almacenamientodelaenzimainmovilizada

Lalipasainmovilizadafuealmacenadaenrefrigeracióna4ºC.Comose

observaenlaFigura34,laenzimaretuvoel55.5%y65.3%desuactividadinicial,

conglutaraldehídoycongenipino,respectivamente,despuésde3semanasde

almacenamiento.Kılınç etal.,(2006)reporta que la lipasa pancreática

inmovilizadasealmacenóa4°C,laenzimainmovilizadaenquitinaretuvoel86.5

%yenquitosanoel67%desusactividadesoriginalesduranteaproximadamente

45días.Variosinformesconfirmanquelaestabilidaddealmacenamientodela

enzima inmovilizada depende delmétodo de inmovilización aplicado ylas

condicionesdealmacenamiento(Krajewskaetal.,2007;Vaillantetal.,2000).

(a)

(b)
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Figura34.Graficadeestabilidadduranteelalmacenamiento(a)Retencióndela

actividadenzimáticadelalipasainmovilizadacongenipinoyconglutaraldehído,

durante6semanas,(b)actividadrelativa,n=2.
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5.10Análisisdelacomposiciónyestructurasuperficialdelainmovilización

5.10.1EspectroscopíafotoelectrónicaderayosX(XPS)

Laevaluacióndelacomposiciónsuperficialdecadaetapadelprocesode

inmovilización que se realizó mediante la técnica de espectroscopía

fotoelectrónicaderayosX(XPS),diocomoresultadolacuantificacióndelos

elementosqueseencuentranenlasuperficiedelasmuestras.EnlaFigura35,el

análisisdelaplacadeaceroinoxidablemuestralapresenciadehierro,cromoy

níquel,siendoelhierroelprincipalcomponente,talcomosemencionaenlaTabla

2decomposicióndelaceroinoxidable(BritishStainlessSteelAssociation,2018),

enlosresultadosdelanálisisdelasetapasposterioresdelainmovilización:

funcionalizaciónconquitosano,despuésdelentrecruzamientoeinmovilización

final,seobservalapresenciadeloselementosorgánicoscarbono,oxígenoy

nitrógeno,ademásdefosforoycalcio.Estopodríaserunindicadordelapresencia

deloscompuestosdelainmovilizaciónunidosalaplacadeaceroinoxidable

utilizada como soporte,evidenciando en cada etapa analizada.Elfosforo

solamenteseidentificóenlamuestradefuncionalizaciónconquitosanoyelcalcio

despuésdelentrecruzamientoconambosagentes.Orregoetal.,(2010)evaluóde

manerasimilarlainmovilizacióndelipasaenmembranasdequitosanoyconel

usodeglutaraldehído,paraevidenciarlapresenciadelaenzimainmovilizada.

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



70

Figura35.AnálisiselementalXPSdelaplacadeaceroinoxidableylasetapasde

inmovilización,n=3.

5.10.2MicroscopíaelectrónicadebarridoSEM

Lasimágenes(Fig.36-40)obtenidasmediantelaobservacióndela

estructura superficial del sistema de inmovilización, que incluyen la
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funcionalizaciónconquitosano,elentrecruzamientoconambosagentes,genipino

yglutaraldehído,ylainmovilizaciónfinaldelalipasamuestranmorfologíasque

correspondenauncompuesto(Baghbanetal.,2017).Además,lamuestradela

capadequitosano(Fig.36)tieneunasuperficiehomogéneaylisa,adiferenciade

laetapadeentrecruzamiento(Fig.37y38),dondesepuedeobservaruna

estructurarugosaqueformaunared,lacual,esmuchomásdensayhomogénea

utilizandoglutaraldehídoquecongenipino.Enlaimagendelalipasainmovilizada

(fig.39y40)seobservaquecubrelasuperficietotalmenteysedejandeobservar

lasestructurasdelentrecruzamientodelaetapaanterior,nuevamenteenelcaso

deusodeglutaraldehídoseobservaunamayordensidadyhomogeneidad

comparandoconelgenipino.Estopodríaevidenciarlapresenciademayor

cantidaddelipasainmovilizadaconglutaraldehídoysuactividadenzimática

ligeramentesuperior.

Figura36.MicrografíasobtenidasmedianteSEMdelaetapadefuncionalización

conquitosano,A)2500X,B)5000X,C)10000X.
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Figura37.MicrografíasobtenidasmedianteSEM delaetapadeentrecruzamiento

congenipino.A)2500X,B)5000X,C)10000X.

Figura38.MicrografíasobtenidasmedianteSEM delaetapadeentrecruzamiento

conglutaraldehído.A)2500X,B)5000X,C)10000X.
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Figura39.MicrografíasobtenidasmedianteSEM delainmovilizacióndelipasa

utilizandogenipino.A)2500X,B)5000X,C)10000X.

Figura40.MicrografíasobtenidasmedianteSEM delainmovilizacióndelipasa

utilizandoglutaraldehído.A)2500X,B)5000X,C)10000X.
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6.CONCLUSIONES

Lalipasaseinmovilizóexitosamentesobrelasplacasdeaceroinoxidable,

obteniendose169.04mgm-2conelusodeglutaraldehídoy131.9mgm-2conel

usodegenipino,mostrandoqueelaceropuedeserfuncionalizadocongrupos

aminautilizandoquitosanoyelposteriorentrecruzamientoconambosagentes.El

glutaraldehídomostrósermásefectivoparalainmovilización,sinembargo,sigue

siendounaalternativaviableelusodegenipinodebidoasunulaobajatoxicidady

suobtenciónnaturalyamigableconelambiente.Laefectividaddelusode

glutaraldehídotambiénsevióevidenciadaenunaactividadenzimáticaligermente

superiorenlaenzimainmovilizada,asícomoenelanálisisdelasestructuras

superficialesmediantelamicroscopíaelectrónicadebarrido,dondeseobserva

una mayordensidad y homogeneidad de la superficie delsistema de

inmovilización.

SemostróqueelpH yeltiempodecontactoconlasoluciónde

glutaraldehídoygenipinoenlaetapadeentrecruzamientoafectalainmovilización

final,mostrándoseindirectamenteconlamedicióndelaactividadenzimática.

Laenzimainmovilizadaconambosagentesentrecruzantesmostróla

capacidaddeserreutilizadaenvariosciclos,4conusodegenipinoy5con

glutaraldehído,sinmostrarundañovisiblealasuperficieinmovilizadadurantesu

manipulación.Lasplacasconenzimainmovilizadapuedenseralmacenadas

durante14diasenrefrigeraciónsinalterarnotablementesuactividadenzimática,

permitiendounaaplicaciónindustrialalhacermáseficienteslosprocesosde

produccióndelsaborenzimático.Además,laenzimainmovilizadapresenta

estabilidadenunrangodetemperaturasypH másamplios,comparadoconla

enzimalibre,permitiendomayorflexibilidaddelaoperaciónoinlcusoevaluarla

posibilidaddellevaracaboelprocesoatemperaturassuperioresparadeterminar

sielprocesodehidrólisisselograenmenortiempo.SedeterminóelefectodelpH

ytemperaturasobrelaactividadenzimática,obteniendolamayoractividad

enzimáticaparalaenzimalibreenpH9y50°Cyparalaenzimainmovilizada,
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utilizandoambosagentesentrecruzantes,enpH10y65°C.

La lipasa comercialevaluada es una mezcla de varias enzimas,

incluyendolipasa,querepresentael30%delcontenido,ademásdeproteasasy

amilasas,poresto,noesposibledecirconexactitudquetodoloqueseinmovilizó

erasolamentelipasa,sinembargo,seevidenciólapresenciadeestaalevaluarla

actividadhidrolíticaconelsustratosintéticoyconelsustratolácteo.Sepodría

evaluarlaopcióndepurificacióndelaenzima,aunqueestopodríasignificarun

incrementoenelcosto.

Conlalipasainmovilizadaseobtuvounsaborenzimáticolácteodondese

identificaronácidosgrasosrelacionadosalsabor,destacandoelácidobutíricoen

unaproporción6vecesmayorcomparadoconunsaborenzimáticocomercial.El

saborenzimáticoobtenidomediantelamodificacióndelsustratolácteoconla

lipasainmovilizadatieneelpotencialdeserutilizadocomoingredienteenla

industriadealimentos,porloquesepuedeaprovecharsuperfilúnicodeácidos

grasoslibres(tantocualitativoscomocuantitativos),paraimpartirnotasdesabor

específicasalproductofinal.

Desdeelpuntodevistadeunaaplicaciónindustrial,lainmovilizacióndela

lipasaenlasplacasdeaceroinoxidableesunaopciónatractivadebidoala

estabilidad,capacidaddereuso,facilmanipulaciónysucapacidaddehidrolizarla

grasalácteayproducirunperfildesaborlácteo.Enlosprocesosindustrialesde

fabricacióndesaboresenzimáticos,unodelosmaterialesutilizadosdemayor

costosonlasenzimas,porloquesisepuedenreutilizarsepodríaestar

disminuyendoesecostohastaun400%.
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8.APENDICES

Apéndice1.Tablasdecomposiciónquímicadeaceroinoxidable,estándar

europeo10088-2(BritishStainlessSteelAssociation,2018).

Designación %Composiciónquímicaenmasamáximaamenosqueseindique

Nombre
delacero

Númer
o del
acero

AISI C Si Mn P S N Cr Mo Ni Otros

Acerosinoxidablesferríticos-gradosestándar.

X2CrNi1
2

1.400
3

  0.03 1 1.5 0.04 0.015 0.03 10.5/
12.5

- 0.30/
1.00

-

X2CrTi12 1.451
2

409 0.03 1 1 0.04 0.015 - 10.5/
12.5

- - Ti:
6(C+N)/0.65

X6CrNiTi
12

1.451
6

  0.08 0.7 1.5 0.04 0.015 - 10.5/
12.5

- 0.50/
1.50

Ti:0.05/0.35

X6Cr13 1.4 410S 0.08 1 1 0.04 0.015 - 12.0/
14.0

- - -

X6CrAl13 1.400
2

405 0.08 1 1 0.04 0.015 - 12.0/
14.0

- - Al:0.10/0.30

X6Cr17 1.401
6

430 0.08 1 1 0.04 0.015 - 16.0/
18.0

- - -

X3CrTi17 1.451 439 0.05 1 1 0.04 0.015 - 16.0/
18.0

- - Ti:
4(C+N)+0.15
/0.80

X3CrNb1
7

1.451
1

430N
b

0.05 1 1 0.04 0.015 - 16.0/
18.0

- - Nb
:12C/1.00

X6CrMo1 1.411 434 0.08 1 1 0.04 0.015 - 16.0/ 0.90 - -
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7-1 3 18.0 /1.4
0

X2CrMoT
i18-2

1.452
1

444 0.02
5

1 1 0.04 0.015 0.03 17.0/
20.0

1.80
/2.5
0

- Ti:
4(C+N)+0.15
/0.80

Acerosinoxidablesferríticos-gradosespeciales.

X2CrMnT
i12

1.46   0.03 1 1.00
/2.5
0

0.04 0.015 0.0
25

11.0/
13.0

0.5 0.30/
1.00

Ti:6C/0.35

X2CrSiTi
15

1.463   0.03 0.2
0/1.
50

1 0.05 0.05 - 13.0/
16.0

  0.5 Ti:
[4(C+N)+0.1
5]/0.80

X2CrTi17 1.452   0.02
5

0.5 0.5 0.04 0.015 0.0
15

16.0/
18.0

  - Ti:0.30/0.6

X1CrNb1
5

1.459
5

  0.02 1 1 0.0
25

0.015 0.02 14.0/
16.0

- 0.20/
0.60

-

X2CrMoT
i17-1

1.451
3

  0.02
5

1 1 0.04 0.015 0.0
15

16.0/
18.0

  - Ti:0.30/0.60

X6CrNi1
7-1

1.401
7

  0.08 1 1 0.04 0.015 - 16.0/
18.0

0.5 1.20/
1.60

-

X5CrNiM
oTi15-2

1.458
9

  0.08 1 1 0.04 0.015 - 13.5/
15.5

  1.00/
2.50

Ti:0.30/0.50

X6CrMo
Nb17-1

1.452
6

436 0.08 1 1 0.04 0.015 0.04 16.0/
18.0

  - Nb:7(C+N)+
0.10/1.00

X2CrNbZ
r17

1.459   0.03 1 1 0.04 0.015 - 16.0/
17.5

- - Zr: >7(C+N)
+0.15
Nb:
0.35/0.55

X2CrTiN
b18

1.450
9

441 0.03 1 1 0.04 0.015 - 17.5/
18.5

- - Ti:0.10/0.60
Nb:
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3C+0.30/1.0
0

X2CrNbT
i20

1.460
7

  0.03 0.2
0/1.
50

1 0.05 0.05 - 17.5/
18.5

0.5 0.05 Nb:
3C+0.30/1.0
0
Al:0.20/1.50
Cu:0.50

X2CrTi21 1.461
1

  0.03 1 1 0.04 0.015 0.03 18.5/
20.5

- - Ti:4×(C+N)
+ 0.15/0.80
Nb:1.00

X2CrTi24 1.461
3

  0.03 1 1 0.05 0.05 - 19.0/
22.0

0.5 0.05 Ti:4×(C+N)
+ 0.20/1.00
Cu:0.50 Al:
0.05

X2CrMoT
i29-4

1.459
2

  0.03 1 1 0.04 0.015 - 20.0/
21.5

- - -

X2CrNbC
u21

1.462
1

  0.03 1 1 0.05 0.05 - 22.0/
25.0

0.5 0.05 Ti:4×(C+N)
+ 0.20/1.00
Cu: 0.50
Al:0.05

X2CrTiN
bVCu22

1.462
2

  0.02
5

1 1 0.03 0.01 0.0
45

28.0/
30.0

3.50
/4.5
0

- Ti:
4(C+N)+0.15
/0.80

Acerosinoxidablesmartensíticos-gradosestándar

X12Cr13 1.400
6

410 0.08/
0.15

1 1.5 0.04 0.015 - 11.5/
13.5

- 0.75 -

X15Cr13 1.402
4

420 0.12/
0.17

1 1 0.04 0.015 - 12.0/
14.0

- - -

X20Cr13 1.402
1

420 0.16/
0.25

1 1.5 0.04 0.015 - 12.0/
14.0

- - -

X30Cr13 1.402
8

420 0.26/
0.35

1 1.5 0.04 0.015 - 12.0/
14.0

- - -
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X39Cr13 1.403
1

420 0.36/
0.42

1 1 0.04 0.015 - 12.5/
14.5

- - -

X46Cr13 1.403
4

420 0.43/
0.50

1 1 0.04 0.015 - 12.5/
14.5

- - -

X38CrMo
14

1.441
9

  0.36/
0.42

1 1 0.04 0.015 - 13.0/
14.5

0.60
/1.0
0

- -

X55CrMo
14

1.411   0.48/
0.60

1 1 0.04 0.015 - 13.0/
15.0

0.50
/0.8
0

- V:0.15

X50CrMo
V15

1.411
6

  0.45/
0.55

1 1 0.04 0.015 - 14.0/
15.0

0.50
/0.8
0

- V:0.10/0.20

X39CrMo
17-1

1.412
2

  0.33/
0.45

1 1.5 0.04 0.015 - 15.5/
17.5

0.80
/1.3
0

1 -

X3CrNiM
o13-4

1.431
3

  0.05 0.7 1.5 0.04 0.015 >0.
020

12.0/
14.0

0.30
/0.7
0

3.5/4.
5

-

X4CrNiM
o16-5-1

1.441
8

  0.06 0.7 1.5 0.04 0.015 >0.
020

15.0/
17.0

0.80
/1.5
0

4.0/6.
0

-

Acerosinoxidablesausteníticos-gradosestándar

X10CrNi
18-8

1.431 301 0.05/
0.15

2 2 0.0
45

0.015 0.11 16.0/
19.0

0.8 6.0/9.
5

-

X2CrNiN
18-7

1.431
8

301L
N

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.10
/0.2
0

16.5/
18.5

- 6.0/8.
0

-

X2CrNi1
8-9       

1.430
7

304L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 17.5/
19.5

- 8.0/1
0.5

-
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X2CrNi1
9-11

1.430
6

304L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 18.0/
20.0

- 10.0/
12.0

-

X2CrNiN
18-10

1.431
1

304L
N

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.12
/0.2
2

17.5/
19.5

- 8.5/1
1.5

-

X5CrNi1
8-10

1.430
1

304 0.07 1 2 0.0
45

0.015 0.11 17.5/
19.5

- 8.0/1
0.5

-

X8CrNiS
18-9

1.430
5

303 0.1 1 2 0.0
45

0.15/
0.35

0.11 17.0/
19.0

- 8.0/1
0.0

Cu:1.00

X6CrNiTi
18-10

1.454
1

321 0.08 1 2 0.0
45

0.015 - 17.0/
19.0

- 9.0/1
2.0

Ti:5C/0.70

X4CrNi1
8-12

1.430
3

305 0.06 1 2 0.0
45

0.015 0.11 17.0/
19.0

- 11.0/
13.0

-

X2CrNiM
o17-12-2

1.440
4

316L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 16.5/
18.5

2.00
/2.5
0

10.0/
13.0

-

X2CrNiM
oN17-11-
2

1.440
6

316L
N

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.12
/0.2
2

16.5/
18.5

2.00
/2.5
0

10.0/
12.0

-

X5CrNiM
o17-12-2

1.440
1

316 0.07 1 2 0.0
45

0.015 0.11 16.5/
18.5

2.00
/2.5
0

10.0/
13.0

-

X6CrNiM
oTi17-12-
2

1.457
1

316T
i

0.08 1 2 0.0
45

0.015 - 16.5/
18.5

2.00
/2.5
0

10.5/
13.5

Ti:5C/0.70

X2CrNiM
o17-12-3

1.443
2

316L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 16.5/
18.5

2.50
/3.0
0

10.5/
13.0

-

X2CrNiM
o18-14-3

1.443
5

316L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 17.0/
19.0

2.50
/3.0
0

12.5/
15.0

-
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X2CrNiM
oN17-13-
5

1.443
9

317L
MN

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.12
/0.2
2

16.5/
18.5

4.0/
5.0

12.5/
14.5

-

X1NiCrM
oCu25-
20-5

1.453
9

  0.02 0.7 2 0.03 0.01 0.15 19.0/
21.0

4.0/
5.0

24.0/
26.0

Cu:
1.20/2.00

Acerosinoxidablesausteníticos-gradosespeciales

X5CrNi1
7-7

1.431
9

  0.07 1 2 0.0
45

0.03 0.11 16.0/
18.0

- 6.0/8.
0

-

X5CrNiN
19-9

1.431
5

  0.06 1 2 0.0
45

0.015 0.12
/0.2
2

18.0/
20.0

- 8.0/1
1.0

-

X5CrNiC
u19-6-2

1.464   0.03
0/0.0
8

0.5 1.50
/4.0

0.0
45

0.015 0.03
/0.1
1

18.0/
19.0

- 5.5/6.
9

Cu:
1.30/2.00

X1CrNi2
5-21

1.433
5

310L 0.02 0.2
5

2 0.0
25

0.01 0.11 24.0/
26.0

0.2 20.0/
22.0

-

X6CrNiN
b18-10

1.455 347 0.08 1 2 0.0
45

0.015 - 17.0/
19.0

- 9.0/1
2.0

Nb:
10xC/1.00

X1CrNiM
oN25-22-
2

1.446
6

310
MoL
N

0.02 0.7 2 0.0
25

0.01 0.10
/0.1
6

24.0/
26.0

2.00
/2.5
0

21.0/
23.0

-

X6CrNiM
oNb17-
12-2

1.458   0.08 1 2 0.0
45

0.015 - 16.5/
18.5

2.00
/2.5
0

10.5/
13.5

Nb:
10xC/1.00

X2CrNiM
oN17-3-3

1.442
9

316L
N

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.12
/0.2
2

16.5/
18.5

2.50
/3.0
0

11.0/
14.0

-

X3CrNiM
o17-13-3

1.443
6

316 0.05 1 2 0.0
45

0.015 0.11 16.5/
18.5

2.50
/3.0
0

10.5/
13.0

-
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X2CrNiM
oN18-12-
4

1.443
4

317L
N

0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.10
/0.2
0

16.5/
19.5

3.0/
4.0

10.5/
14.0

-

X2CrNiM
o18-15-4

1.443
8

317L 0.03 1 2 0.0
45

0.015 0.11 17.5/
19.5

3.0/
4.0

13.0/
16.0

-

X1CrNiM
oCuN24-
22-8

1.465
2

  0.02 0.5 2.00
/4.0

0.03 0.005 0.45
/0.5
5

23.0/
25.0

7.0/
8.0

21.0/
23.0

Cu:
0.30/0.60

X1CrNiSi
18-15-4

1.436
1

306 0.01
5

3.7/
4.5

2 0.0
25

0.01 0.11 16.5/
18.5

0.2 14.0/
16.0

-

X11CrNi
MnN19-8
-6

1.436
9

  0.02/
0.10

1 10.5
/12.
5

0.05 0.015 0.20
/0.3
0

17.0/
19.0

- 3.5/4.
5

Cu:
1.50/3.00

X6CrMn
NiCuN18
-12-4-2

1.464
6

  0.07/
0.15

0.5
0/1.
00

5.0/
7.5

0.03 0.015 0.20
/0.3
1

17.5/
19.5

- 6.5/8.
5

-

X12CrMn
NiN17-7-
5

1.437
2

201 0.1 1 5.0/
8.0

0.0
45

0.015 0.3 17.0/
20.5

- 2.00/
4.5

-

X2CrMn
NiN17-7-
5

1.437
1

201L 0.15 1 5.5/
7.5

0.0
45

0.015 0.05
/0.2
5

16.0/
18.0

- 3.5/5.
5

-

X9CrMn
NiCu17-8
-5-2

1.461
8

  0.03 1 6.0/
8.0

0.0
45

0.015 0.15
/0.2
0

16.0/
17.0

- 3.5/5.
5

-

X12CrMn
NiN18-9-
5

1.437
3

202 0.1 1 5.5/
9.5

0.07 0.01 0.15 16.5/
18.5

- 4.5/5.
5

Cu:
1.50/2.50

X9CrMn
CuNB17-
8-3

1.459
7

204C
u

0.15 1 7.5/
10.5

0.0
45

0.015 0.05
/0.2
5

17.0/
19.0

- 4.0/6.
0
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X8CrMn
Ni19-6-3

1.437
6

  0.1 2 6.5/
8.5

0.04 0.03 0.15
/0.3
0

16.0/
18.0

1 2 B:0.0005/0.0
050
Cu:2.00/3.5

X1NiCrM
o31-27-4

1.456
3

  0.02 0.7 2 0.03 0.01 0.11 26.0/
28.0

3.0/
4.0

30.0/
32.0

Cu:
0.70/1.50

X1CrNiM
oCuN25-
25-5

1.453
7

  0.02 0.7 2 0.03 0.01 0.17
/0.2
5

24.0/
26.0

4.7/
5.7

24.0/
27.0

Cu:
1.00/2.00

X1CrNiM
oCuN20-
18-7

1.454
7

  0.02 0.7 1 0.03 0.01 0.18
/0.2
5

19.5/
20.5

6.0/
7.0

17.5/
18.5

Cu:
0.50/1.00

X1CrNiM
oCuNW2
4-22-6

1.465
9

  0.02 0.7 2.00
/4.0

0.03 0.01 0.35
/0.5
0

23.0/
25.0

5.5/
6.5

21.0/
23.0

Cu:
1.00/2.00
W:1.50/2.50

X1NiCrM
oCuN25-
20-7

1.452
9

  0.02 0.5 1 0.03 0.01 0.15
/0.2
5

19.0/
21.0

6.0/
7.0

24.0/
26.0

Cu:
0.50/1.50

X2CrNiM
nMoN25-
18-6-5

1.456
5

  0.03 1 5.0/
7.0

0.03 0.015 0.30
/0.6
0

24.0/
26.0

4.0/
5.0

16.0/
19.0

Nb:0.15

Aceroinoxidableaustenítico-ferrítico(dúplex)-gradosestándar

X2CrNiN
23-4

1.436
2

  0.03 1 2 0.0
35

0.015 0.05
/0.2
0

22.0/
24.0

0.10
/0.6
0

3.5/5.
5

Cu0.10/0.60

X2CrNiM
oN12-5-3

1.446
2

  0.03 1 2 0.0
35

0.015 0.10
/0.2
2

21.0/
23.0

2.50
/3.5
0

4.5/6.
5

 

Acerosinoxidablesaustenítico-ferríticos(dúplex)-gradosespeciales

X2CrNiN
22-2

1.406
2

  0.03 1 2 0.04 0.01 0.16
/0.2
8

21.5/
24.0

0.45 1.00/
2.90

-
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X2CrNiC
uN23-4

1.465
5

  0.03 1 2 0.0
35

0.015 0.05
/0.2
0

22.0/
24.0

0.10
/0.6
0

3.5/5.
5

Cu:
1.00/3.00

X2CrMn
NiN21-5-
1

1.416
2

  0.04 1 4.0/
6.0

0.04 0.015 0.20
/0.2
5

21.0/
22.0

0.10
/0.8
0

1.35/
1.90

Cu:
0.10/0.80

X2CrMn
NiMoN21
-5-3

1.448
2

  0.03 1 4.0/
6.0

0.0
35

0.03 0.05
/0.2
0

19.5/
21.5

0.10
/0.6
0

1.50/
3.50

Cu:1.00

X2CrNiM
nMoCuN
24-4-3-2

1.466
2

  0.03 0.7 2.50
/4.0

0.0
35

0.005 0.20
/0.3
0

23.0/
25.0

1.00
/2.0
0

3.0/4.
5

Cu;
0.10/0.80

X2CrNiM
oN29-7-2

1.447
7

  0.03 0.5 0.80
/1.5
0

0.03 0.015 0.30
/0.4
0

28.0/
30.0

1.50
/2.6
0

5.8/7.
5

Cu:0.80

X2CrNiM
oCuN25-
6-3

1.450
7

  0.03 0.7 2 0.0
35

0.015 0.20
/0.3
0

24.0/
26.0

3.0/
4.0

6.0/8.
0

Cu:
1.00/2.50

X2CrNiM
oN25-7-4

1.441   0.03 1 2 0.0
35

0.015 0.24
/0.3
5

24.0/
26.0

3.0/
4.5

6.0/8.
0

-

X2CrNiM
oCuWN2
5-7-4

1.450
1

  0.03 1 1 0.0
35

0.015 0.20
/0.3
0

24.0/
26.0

3.0/
4.0

6.0/8.
0

Cu:
0.50/1.00W:
0.50/1.00

X2CrNiM
oSi18-5-
3

1.442
4

  0.03 1.4
0/2.
00

1.20
/2.0
0

0.0
35

0.015 0.05
/0.1
0

18.0/
19.0

2.50
/3.0

4.5/5.
2

-
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Apéndice3.Curvasestándardep-nitrofenol(a)5x10-5My(b)1x10-4M.

(a)
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Apéndice4.Actividadenzimáticaycálculodelaeficienciadelainmovilización.

Actividad(nMmin-1) Eficiencia%

Glutaraldehído 436.85 8.42

Genipino 404.44 7.80

Enzimalibre 5183.52

(b)
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Apéndice5.Resultadosdeldiseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamiento

congenipino.

Tratamiento Tiempo A4151 A4152

A415

corregida
1

A415

corregida
2

Actividad1
(nMmin-1)

Actividad2
(nMmin-1)

0 0.058 0.06 0.059 0 0.00 0.00

1

60 0.136 0.133 0.077 0.074 149.44 143.89

120 0.325 0.334 0.266 0.275 249.72 258.06

180 0.473 0.481 0.414 0.422 257.84 262.78

2

60 0.155 0.147 0.096 0.088 184.63 169.81

120 0.555 0.576 0.496 0.517 462.69 482.13

180 0.698 0.723 0.639 0.664 396.73 412.16

3

60 0.135 0.128 0.076 0.069 147.59 134.63

120 0.448 0.467 0.389 0.408 363.61 381.20

180 0.534 0.521 0.475 0.462 295.49 287.47

4

60 0.098 0.101 0.039 0.042 79.07 84.63

120 0.122 0.131 0.063 0.072 61.76 70.09

180 0.304 0.31 0.245 0.25 153.52 156.60

5

60 0.101 0.112 0.042 0.053 84.63 105.00

120 0.135 0.128 0.076 0.069 73.80 67.31

180 0.346 0.352 0.287 0.293 179.44 183.15

6

60 0.121 0.118 0.062 0.059 121.67 116.11

120 0.151 0.163 0.092 0.104 88.61 99.72

180 0.301 0.311 0.242 0.252 151.67 157.84

7

60 0.087 0.096 0.028 0.037 58.70 75.37

120 0.208 0.213 0.149 0.154 141.39 146.02

180 0.401 0.415 0.342 0.356 213.40 222.04

8

60 0.091 0.099 0.032 0.04 66.11 80.93

120 0.159 0.167 0.1 0.108 96.02 103.43

180 0.369 0.355 0.31 0.296 193.64 185.00

9

60 0.101 0.11 0.042 0.051 84.63 101.30

120 0.165 0.154 0.106 0.095 101.57 91.39

180 0.388 0.391 0.329 0.332 205.37 207.22

Apéndice6.Resultadosdeldiseñoexperimentalenlaetapadeentrecruzamiento
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conglutaraldehído.

Tratamiento Tiempo A4151 A4152

A415

corregida
1

A415

corregida
2

Actividad1
(nMmin-1)

Actividad2
(nMmin-1)

0 0.057 0.059 0.058 0 0 0

1

60 0.136 0.141 0.078 0.083 151.296296 160.555556

120 0.225 0.212 0.167 0.154 158.055556 146.018519

180 0.433 0.421 0.375 0.363 233.765432 226.358025

2

60 0.165 0.174 0.107 0.116 205 221.666667

120 0.445 0.462 0.387 0.404 361.759259 377.5

180 0.598 0.593 0.54 0.535 335.617284 332.530864

3

60 0.175 0.189 0.117 0.131 223.518519 249.444444

120 0.419 0.427 0.361 0.369 337.685185 345.092593

180 0.605 0.611 0.547 0.553 339.938272 343.641975

4

60 0.198 0.221 0.14 0.163 266.111111 308.703704

120 0.422 0.417 0.364 0.359 340.462963 335.833333

180 0.659 0.668 0.601 0.61 373.271605 378.82716

5

60 0.212 0.208 0.154 0.15 292.037037 284.62963

120 0.565 0.581 0.507 0.523 472.87037 487.685185

180 0.733 0.729 0.675 0.671 418.950617 416.481481

6

60 0.221 0.208 0.163 0.15 308.703704 284.62963

120 0.551 0.563 0.493 0.505 459.907407 471.018519

180 0.729 0.742 0.671 0.684 416.481481 424.506173

7

60 0.283 0.295 0.225 0.237 423.518519 445.740741

120 0.488 0.491 0.43 0.433 401.574074 404.351852

180 0.652 0.675 0.594 0.617 368.950617 383.148148

8

60 0.291 0.299 0.233 0.241 438.333333 453.148148

120 0.499 0.512 0.441 0.454 411.759259 423.796296

180 0.769 0.755 0.711 0.697 441.17284 432.530864

9

60 0.251 0.261 0.193 0.203 364.259259 382.777778

120 0.465 0.454 0.407 0.396 380.277778 370.092593

180 0.758 0.745 0.7 0.687 434.382716 426.358025

Apéndice7.Resultadosdelanálisisdevarianzadeldiseñoexperimental,genipino
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comoagenteentrecruzante.

GENIPINO

 

Grados
de

libertad
Sumade
cuadrados

Cuadrado
medio FC ValorP

pH 1 24777 24777 4.513 0.0519.

Tiempo 1 126 126 0.023 0.8817

pH:Tiempo 1 784 784 0.143 0.7111

Residuales 14 76858 5490    

Signif.codes:0‘***’0.001‘**’0.01‘*’0.05‘.’0.1‘’1

Apéndice 8.Resultadosdelanálisisde varianza deldiseño experimental,

glutaraldehídocomoagenteentrecruzante.

GLUTARALDEHIDO

 

Grados
de

libertad
Sumade
cuadrados

Cuadrado
medio FC ValorP

pH 1 37934 37934 35.345 3.58e-05***

Tiempo 1 14769 14769 13.761 0.00233**

pH:Tiempo 1 1648 1648 1.535 0.23568

Residuales 14 15025 1073    

Signif.codes:0‘***’0.001‘**’0.01‘*’0.05‘.’0.1‘’1

Apéndice9.Gráficasdeactividadenzimáticaenfuncióndelosdosfactoresdel

diseñoexperimentalcongenipino,a)pHyb)tiempo.
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Apéndice10.Gráficasdeactividadenzimáticaenfuncióndelosdosfactoresdel

diseñoexperimentalconglutaraldehído,a)pHyb)tiempo.

Apéndice11.Evaluacióndeactividadenzimáticadelalipasalibreendiferentes

(a) (b)

(a) (b)
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concentracionesdesustrato.

Apéndice12.Evaluacióndeactividadenzimáticadelalipasainmovilizadaen

diferentesconcentracionesdesustrato,utilizandoglutaraldehídocomoagente

entrecruzante.

Apéndice13.Evaluacióndeactividadenzimáticadelalipasainmovilizadaen

diferentesconcentracionesdesustrato,utilizandogenipinocomoagente
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entrecruzante.
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