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RESUMEN

La tecnologia enzimatica ofrece una alternativa para la biosintesis de sabores
naturales, utilizando enzimas que -catalizan la produccion de compuestos
relacionados con el sabor a partir de moléculas precursoras. La inmovilizacion y
reutilizacion de las enzimas podria hacer mas eficientes los procesos de
produccion de sabores enzimaticos. El objetivo de este trabajo fue. la
inmovilizacion de la lipasa pancreatica de cerdo en un soporte de acero inoxidable
y su aplicaciéon en la elaboracion de sabor enzimatico lacteo. Se realizd una
funcionalizacion del soporte con quitosano y un entrecruzamiento..con
glutaraldehido (GA) y genipino (GE). En una muestra de lipasa comercial se
obtuvo un contenido de proteina de 28.2 + 0.048 % y mediante un analisis
electroforético se obtuvo que el 29.9 % de la proteina separada correspondia a la
enzima lipasa. Una vez funcionalizado el soporte, se inmovilizé.169.04 mg de
lipasa/m® con el uso de GA y 131.9 mg/m® con el uso de GE. Se obtuvo una
eficiencia de inmovilizacién para el uso de GA de 8.42 % y de 7.80 % con GE. Se
realizd un disefio experimental 3° para determinar las condiciones de tiempo y pH
de la etapa de entrecruzamiento para obtener la maxima actividad enzimatica (AE)
con cada agente entrecruzante, con AE como variable respuesta. La mayor AE se
obtuvo en el tratamiento de pH 4.5 y 3 h para GE (404.4 + 10.9 nM min™") y pH 7
por 6 h para GA (436.9 + 6.1 nM min"). Se determind el efecto del pH y
temperatura sobre la actividad enzimatica, obteniendo la mayor actividad
enzimatica para la enzima libre en pH 9y 50°C y para la enzima inmovilizada,
utilizando tanto GE como GA, en pH 10 y65 °C. Se obtuvieron 5 ciclos de reuso
para GA y 4 ciclos para GE manteniendo una actividad residual superior al 70 %.
Las enzimas inmovilizadas pueden almacenarse a 4 °C durante 3 semanas
manteniendo una actividad residual superior al 50 %. Se elabord sabor enzimatico
utilizando las enzimas inmovilizadas, evidenciando la presencia de acidos grasos
relacionados al sabor lacteo mediante analisis de cromatografia de gases (acético,
butanoico, hexanoico, octanoico, decanoico). La utilizacion de lipasa inmovilizada
es una opcion viable para la elaboracion de sabor enzimatico lacteo y es necesaria
una exploraciéon mas amplia de las condiciones del proceso de inmovilizacion que
permitan una mayor eficiencia y una mayor AE.

Palabras clave: inmovilizacion, lipasa, sabor enzimatico.



ABSTRACT

Enzyme technology offers an option for natural flavor biosynthesis, using enzymes
that catalyze the production of flavor-related compounds from precursor molecules.
Immobilization and reuse of enzymes is an efficient alternative for the production of
enzymatic flavors. The aim of this work was the immobilization of the pancreatic
pig lipase in a stainless steel support and its application in the elaboration of dairy
enzymatic flavor. A functionalization of the support with chitosan and a cross-
linking with glutaraldehyde (GA) and genipin (GE) was made. A protein content of
28.2 £ 0.048 % was obtained in the commercial lipase sample and 29.9% of the
separated protein corresponded to lipase according to electrophoretic analysis.
Using the proposed methodology, 169.04 mg of lipase per m?® of support was
immobilized with the use of GA and 131.9 mg per m* with the use of GE. An
immobilization efficiency was obtained for the use of GA of 8.42 % and of 7.80 %
with GE. An experimental design 3° was carried out to determine the time and pH
conditions of the cross-linking stage of maximum enzymatic activity (EA) with each
cross-linking agent, with EA response variable. The highest EA was obtained in the
treatment of pH 4.5 and 3 hours for GE (404.4 + 10.9.nM min™") and pH 7 and 6
hours for GA (436.9 + 6.1 nM min™"). The effect of pH and temperature on the
enzymatic activity was determined, obtaining the highest enzymatic activity for the
free enzyme at pH 9 and 50 °C and for the immobilized enzyme, using both GE
and GA, at pH 10 and 65 °C. 5 reuse cycles were obtained for GA and 4 cycles for
GE maintaining a residual activity greater than 70 %. Immobilized enzymes can be
stored at 4 °C for 3 weeks maintaining a residual activity greater than 50 %. The
enzymatic flavor was elaborated using the immobilized enzymes, evidencing the
presence of fatty acids related to dairy flavor by gas chromatography analysis
(acetic, butanoic, hexanoic, octanoic, decanoic). The use of immobilized lipase is a
viable option for the elaboration of dairy enzymatic flavor. Broader exploration of
the conditions of the immobilization process may allow greater efficiency and EA.

Key words: immobilization, lipase, enzymatic flavor.
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1. INTRODUCCION

Los ésteres de acidos y alcoholes de cadena corta se conocen como
compuestos de sabor y fragancia en los alimentos. Las crecientes demandas de
los consumidores preocupados por temas de salud estan aumentando las
solicitudes de ingredientes alimentarios naturales. Sin embargo, las fuentes
comunes de compuestos de sabor natural no son suficientes para satisfacer estas
solicitudes del mercado y, a menudo, su extraccion directa de las plantas implica
procesos caros y de bajo rendimiento (Spinelli et al, 2014). La tecnologia
enzimatica ofrece una opcidbn muy prometedora para la biosintesis del sabor
natural, varias enzimas catalizan la produccion de compuestos relacionados con el
aroma a partir de moléculas precursoras. La biotransformacién de estos
compuestos es un potencial de considerable interés para la aplicacion en la

industria del sabor de los alimentos.

La grasa lactea modificada muestra notas de sabor distintas segun el
grado de hidrdlisis parcial (lipdlisis). Debido a su efecto sobre el sabor, la grasa de
leche hidrolizada con enzimas lipoliticas (GLH) es un ingrediente ampliamente
utilizado e importante en la industria alimentaria. Las enzimas lipoliticas son
ubicuas en la naturaleza y juegan papeles esenciales en los procesos de
fabricacion de GLH. Tanto las lipasas como las esterasas se usan comunmente

para producir los sabores deseados en los productos lacteos (Peng et al., 2014).

Las lipasas se encuentran entre las enzimas mas versatiles y tienen una
amplia variedad de aplicaciones industriales debido a la multiplicidad de
reacciones que catalizan. La versatilidad de la lipasa conduce a multiples
aplicaciones industriales en la fabricacion de alimentos y sabores, productos
farmacéuticos, sintesis de ésteres de carbohidratos, aminas, amidas,

biodetergentes, cosméticos y perfumeria (IUPAC, 1997).

La inmovilizacion de enzimas juega un papel importante dentro de la

biotecnologia aplicada. La razon principal para inmovilizar enzimas es la

1



capacidad de aislar el biocatalizador del producto de reaccion y reutilizarlo para
aumentar su productividad. Para reacciones catalizadas por lipasa (triacilglicerol
hidrolasa), la inmovilizacién puede ayudar a proporcionar condiciones no acuosas
necesarias para la sintesis de ésteres y la interesterificacion (Christensen et al.,
2003).

Existen varias alternativas de materiales de soporte a utilizar en la
inmovilizacion, entre las cuales se encuentra el acero inoxidable, que debido a sus
caracteristicas como resistencia, disponibilidad, compatibilidad con biorreactores y
con productos alimenticios, es una de las opciones viables.

Para utilizar el acero inoxidable como soporte es necesario funcionalizar la
superficie con grupos amina para poder formar enlaces covalentes con la enzima
a inmovilizar, lo anterior se puede lograr mediante-la formacién de una capa
delgada de compuestos como el (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) o
polietilenimina (PEI) y posteriormente entrecruzando con glutaraldehido (Caro et
al., 2010).

Se propuso para este proyecto la utilizacion de acero inoxidable como
soporte de la inmovilizacidn, funcionalizar su superficie con quitosano y evaluar
dos agentes entrecruzantes genipino y glutaraldehido y la elaboracién de un sabor
enzimatico lacteo utilizando lipasa inmovilizada en este sistema propuesto con el

fin de reutilizar la enzima inmovilizada.



2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion de sabores enzimaticos

Hoy en dia, muchos investigadores e industrias han migrado a la sintesis
de sabores biocataliticos debido a la inclinacion del consumidor hacia los sabores
naturales sobre los producidos por métodos quimicos. Los ésteres sintetizados por
acidos grasos de cadena corta y alcoholes son un gran grupo de compuestos de
sabor y fragancia, que se utilizan ampliamente en las industrias alimentaria,
cosmética, de bebidas y farmacéutica (Dhake et al., 2013). Estos compuestos se
pueden extraer directamente de fuentes naturales u obtenerse por sintesis
quimica. El primero implica un alto costo debido a la muy baja produccion de
extraccion y la escasez de algunos materiales naturales. Pero los compuestos
obtenidos por este medio se pueden etiquetar como "naturales". En la sintesis
quimica requiere alta temperatura y catalisis ‘quimica agresiva que tiene un alto
costo ambiental. Ademas, los compuestos obtenidos no pueden etiquetarse como

"naturales” (Guillén et al., 2012).

La sintesis enzimatica de ésteres aromaticos de cadena corta ha ganado
una atencion creciente por las ventajas de sus condiciones de reaccidén suaves,
suministro garantizado y alta eficiencia catalitica (Pires-Cabral et al., 2009).
Ademas, los compuestos: obtenidos pueden etiquetarse como "naturales" y
también se ha informado que son de mejor olor y color mas agradable (Guillén et
al., 2012). Los ésteres de sabor de cadena corta han sido sintetizados con éxito
principalmente por lipasas, cutinasas y esterasas (Yan et al, 2014). Entre las
diferentes enzimas, la lipasa es la mas utilizada para el desarrollo del sabor. Las
lipasas se emplean para la esterificacion en disolventes organicos para producir
ésteres de sabor tales como acetato de isoamilo (Larios et al., 2004; Vulsan, 1994),
butirato de isoamilo (Abbas & Comeau, 2003) acetato de geranilo (Gatfield, 1995),

acetato de citronelina (Welsh et al., 1989).



La produccion de ésteres de sabor catalizada por lipasa mediante
reacciones de esterificacion esta influenciada por multiples variables tales como
molaridad del alcohol, tiempo de reaccion, adicion de agua, temperatura, velocidad

de agitacion y cantidad de enzima inmovilizada (Singh et al., 2014).

Varios autores han evaluado las lipasas inmovilizadas con capacidad de
esterificacion para producir diversos ésteres de sabor (Ghamgui et al., 2006;
Torres et al., 2009). En los trabajos e investigaciones realizados se han usado
lipasas inmovilizadas y condiciones libres de disolvente para la sintesis de ésteres
de sabor para superar los problemas asociados con la separacion enzimatica libre
y la toxicidad del disolvente. Se ha utilizado la lipasa inmovilizada de Candida
rugosa y la lipasa pancreatica porcina para la sintesis de acetato de isoamilo
(aroma de platano), valerato de etilo (aroma de manzana verde) y acetato de butilo

(aroma de pifia) en n-hexano (Guveng et al., 2002).

2.1.1 Desarrollo de sabores lacteos

El desarrollo de aromas en productos de queso resulta de las actividades
metabdlicas de las bacterias de queso, por glucdlisis, lipdlisis y protedlisis. Existen
algunas rutas metabdlicas principales, como el catabolismo de los aminoacidos,
que producen los principales compuestos aromaticos pero que también pueden
generar sabores desagradables. Durante la maduracion del queso, las reacciones
bioquimicas (Fig. 1) conducen a la formacién del aroma del queso. Los
compuestos de sabor se producen a partir de tres componentes principales de la

leche: lactosa, lipidos y proteinas (Marilley, 2003).
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Figura 1. Rutas bioquimicas que conducen a la formacién de compuestos de sabor.

La superficie gris indica compuestos con notas de sabor (Marilley, 2003).

Los lipidos del queso pueden ser oxidados o hidrolizados. Sin embargo, la
oxidacion es probablemente limitada debido al bajo potencial redox en los quesos.
La lipolisis de los triglicéridos de la leche libera altas concentraciones de acidos
grasos de cadena corta e intermedia. Los acidos grasos de cadena corta tienen un
impacto considerable en el sabor, pero la lipdlisis intensiva no es deseable en la
mayoria de las variedades de queso debido al desarrollo de la rancidez. Los
acidos grasos libres son sustratos de reacciones enzimaticas que producen
sabores. La oxidacion y descarboxilacion producen metil cetonas y alcoholes
secundarios, y la esterificacion de acidos grasos hidroxi produce lactonas. Los

acidos grasos reaccionan con grupos alcohdlicos para formar ésteres, como
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butanoato de etilo, hexanoato de etilo, acetato de etilo, octanoato de etilo,
decanoato de etilo y hexanoato de metilo. Las concentraciones de acido butirico
encontradas en los quesos se deben en parte a las actividades hidroliticas de las
lipasas (Marilley, 2003).

La hidrdlisis parcial (lipdlisis) de la grasa lactea imparte sabores
especiales a los productos lacteos (Holland et al., 2005; Sun et al., 2002). La grasa
de leche modificada muestra notas de sabor distintas dependiendo del grado de
lipdlisis. Por ejemplo, en un grado muy bajo de lipdlisis se puede percibir una nota
sensorial libre de acido, y sabores a mantequilla, cremosos o0 a queso en grados
superiores de lipolisis. Debido a su efecto sobre el sabor, la grasa de leche
hidrolizada con enzimas lipoliticas (GLH) es un ingrediente ampliamente utilizado
e importante en la industria alimentaria (Regado et al, 2007). Las enzimas
lipoliticas son ubicuas en la naturaleza y desempenan un papel esencial en los
procesos de fabricacion de GLH. Segun su preferencia de sustrato, estas enzimas
se clasifican como lipasas (EC 3.1.1.3) que hidrolizan acilgliceroles de cadena
larga (longitud de la cadena carbonada> 10) y esterasas (EC 3.1.1.1) que
hidrolizan acilgliceroles de cadena corta (longitud de cadena de carbono < 10)
(Arpigny & Jaeger, 1999). Tanto las lipasas como las esterasas se usan

comunmente para producir sabores deseados en productos lacteos.

La eleccion de la-enzima es critica porque determina el perfil final de los
acidos grasos liberados y el sabor consecuente del producto. Los acidos grasos
de cadena corta (C4-C8) que se liberan generalmente imparten un sabor a queso
en los productos lacteos. La concentracion de acidos grasos de cadena larga debe
mantenerse por debajo de un cierto umbral para evitar un sabor jabonoso (Ha &
Lindsay, 1993; Lai et al., 1997). La proporcién de acidos grasos de cadena corta a
cadena larga en sus formas libres es, por lo tanto, un parametro importante y

depende en gran medida de la (s) enzima (s) utilizada (s) (Peng et al., 2014).

La protedlisis contribuye directamente a los sabores del queso mediante la

liberacion de péptidos y aminoacidos. Los aminoacidos son sustratos para la
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transaminacion, deshidrogenacion, descarboxilacion y reduccién, que producen

una amplia variedad de compuestos de sabor tales como &acido fenilacético,

fenetanol, p-cresol, metano tiol, dimetil disulfuro, 3-metil butirato, 3-metil butanal, 3

-metilo. Butanol, 3-metil-2-butanona, propionato de 2-metilo, 2-metil-1-propanal,

butirato de 2-metilo y butanal de 2-metilo. Los principales compuestos de sabor

identificados en los quesos se muestran en la Tabla 1 (Marilley, 2003).

Tabla 1. Compuestos aislados como sabores en varios quesos (Marilley, 2003).

Alcoholes isohexanal Esteres metileno bis(metilsulfuro)

1,2-butanodiol 2.metilbutanal etil acetato Hexanotiol

2-butanol 3-metilbutanal etil benzoato N- compuestos

Etanol 2-metilpropanal etil butirato 2-acetil-1-pirrolina

2-etilbutanol nonanal etil hexanoato Pirazinas

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

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

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

Isobutanol Octanal etil 3-metilbutanoato Furanos

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

3-metilbutanol propanal 3-metilbutil acetato 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- aldehido 3-octil acetato Tetrahidrofurano

1,5-octan-3-ol Cetonas pentil acetato Compuestos fenélicos

2-octanol acetoina fenetil acetato p-cresol

1-octan-3-ol Acetona propil butirato Acidos grasos

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

feniletanol 2-butanona d-decalactona Butirato

2-feniletanol b-damaescenona y-decalactona Caproato

1-propanol 2-heptanona o-dodecalactona Decanoato

2-propanol 2-hexanona &-octalactona Isobutirato

Aldehidos 3-metil-2-butanona (Z2)-6-dodecen-y-lactona metil acetato

acetaldehido 2-nonanona S- compuestos acido 2-metilbutirico

Decanal 3-octanona disulfuro de dimetilo acido 3-metilbutirico

Heptanal 1-octan-3-ona sulfuro de dimetilo Octanoato

4-heptanal 2-pentanona trisulfuro de dimetilo Fenilacetato

Hexanal 2-tridecanona metanotiol Propionato

2-hexanal 2-undecanona metional Valerato




2.2 Enzimas lipoliticas.

Las enzimas que son capaces de catalizar la hidrolisis de los triglicéridos
incluyen lipasas y esterasas, que difieren principalmente en sus actividades
relativas en sustratos en forma de solucion y en forma de emulsion. Las lipasas
muestran una actividad desproporcionadamente mayor en los sustratos
emulsionados (Nelson, 1972). Shahani et al. (1973) enumerd los siguientes tipos
comunes de lipasas: lipasas lacteas; lipasas pancreaticas; lipasas botanicas, de
numerosas frutas, vegetales y semillas de plantas tales como- trigo, avena,
centeno, algodon, soja y ricino; lipasas microbianas, que incluyen especies de
levaduras de Candiday Torulopsis, especies de mohos de-Rhizopus, Penicillium,
Aspergillus, Geotricboum y Mucor, y especies ‘bacterianas de Pseudomonas,

Achromobacter y Staphylococcus.

Las lipasas pueden catalizar tanto la hidrélisis como la sintesis de enlaces
éster de triacilgliceroles (TAG) (Figura 2).
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Figura 2. Reaccion enzimatica de una lipasa catalizando la hidrdlisis y
sintesis de un triacilglicerol. TAG: triacilglicérido, AGL: acido graso libre (Stehr et
al., 2003).



Las lipasas (E.C. 3.1.1.3) ocupan un lugar de prominencia entre los
biocatalizadores debido a sus multiples y novedosas aplicaciones en oleoquimica,
sintesis organica, formulacion de detergente y nutricion (Pandey et al., 1999). En
los ultimos afios, ha aumentado el interés en el uso de enzimas para la biosintesis
de moléculas en medios organicos (Castillo, Pezzotti, Navarro, & Lépez-Munguia,
2003; Gargouri, Drouet, & Legoy, 2002; Noel & Combes, 2003). Las lipasas se han
inmovilizado con éxito en una variedad de matrices para realizar reacciones de
esterificacion y transesterificacion en disolventes organicos (Hiol et al., 2000). Las
lipasas inmovilizadas ofrecen incentivos econdmicos de mayor estabilidad térmica
y quimica, facilidad de manejo, facil recuperacion y reutilizaciéon en relacion con

formas no inmovilizadas (Kanwar et al., 2004; Malcata et al., 1990).

Las lipasas son catalizadores versatiles, que se han empleado para
catalizar un rango de reacciones tales como. esterificacion, amidacion y
transesterificacion de ésteres, asi como de carbonatos organicos, en la figura 3 se
describen algunas de estas reacciones. Son altamente estables en condiciones
adversas, como disolventes organicos, altas temperaturas, etc. Las aplicaciones
de lipasa incluyen la produccion de aditivos alimentarios, productos intermedios
quirales y productos farmacéuticos (Flores et al., 2000; He et al., 2002b; Pahujani
et al., 2008; Wu & Liu, 2000).

R/COOR: + H20 Hidrolisis _,,

R1COOH + R20H

R:COOH + R.0H Esterificacion ), r.cOOR; + H.0

Interesterificacion

R1COOR:2 + R30O0R4 P R3COOR:2+ RiICOOR4

RiCOOR: + RsCOOH Acidolisis _y,  ©.COOR: + R{COOH
R1COOR: + RsOH Alcoholisis 1 cOORs +R20H
R1COOR:> + RsNH> Amindlisis_, R CONHR; + R2OH

Figura 3. Reacciones catalizadas por lipasas (Houde et al., 2004).
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2.2.1 Lipasa pancreatica de cerdo

Las lipasas son enzimas que se encuentran en microorganismos, plantas
y tejidos animales. Entre ellos, la lipasa pancreatica porcina (PPL por sus siglas en
inglés) es una de las lipasas mas ampliamente utilizadas en las reacciones de
biotransformacién, al ser mas barata en comparacion con otras lipasas
microbianas y animales comerciales. La preparacion de extracto crudo de PPL
contiene un numero significativo de otras hidrolasas (esterasas, amilasas y
proteasas) como contaminantes. Sin embargo, la forma semi-purificada de esta
lipasa tiene un alto precio. PPL también se considera muy atractiva para
aplicaciones industriales debido a su accesibilidad (es comercializada por varios
proveedores en el mercado internacional), alta estabilidad y amplia especificidad

para la biotransformacion de sustratos no naturales (Mendes et al., 2012).

La lipasa pancreatica de cerdo (PPL) es una pequefia proteina globular
compuesta de una sola cadena de 449 aminoacidos, con un peso molecular de 50
-52 kDa, y un volumen molecular de 4.6 nm x 2.6 nm x 1.1 nm. La determinacion
de la estructura tridimensional ha revelado la presencia de dos dominios bien
definidos. EI dominio del N-terminal es del tipo a/B, este contiene los residuos del
1 al 336 y en el sitio catalitico la triada Ser, Asp e His que se mantienen en las
posiciones 153, 177 y 264, respectivamente. La estructura cristalina de la lipasa
pancreatica porcina reveld la presencia de varios bucles de superficie que cubren
la triada catalitica. La posicidn de estos bucles obstaculizaria estéricamente el
acceso al sustrato al sitio catalitico. Un puente disulfuro entre Cys238 y Cys262
define el mayor de estos bucles (dominio de limite). Otro enlace formado por los
residuos 76-85 (-5 loop) también bloquea el sitio catalitico. La lipasa es una
glicoproteina que contiene unidades de manosa y N-acetil-glucosamina. Se
reporta que contiene seis puentes disulfuro y dos grupos tiol libres. Aunque la
lipasa contiene dos grupos tiol libres, no estan implicados en la actividad

enzimatica (Mendes et al., 2012).
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La conformacion abierta del dominio del parpado en PPL se estabiliza
mediante enlaces de hidrégeno entre el tapén y la colipasa, o que permite el
acceso del sustrato al sitio activo de la lipasa. EI dominio C-terminal es un
sandwich, contiene los residuos 337-449 que interactuan exclusivamente con la
colipasa, como se puede observar en la Figura 4. La colipasa es un pequefo
cofactor proteico con un peso molecular de 10 kDa que ancla la lipasa a las sales
biliares en la interfaz lipido/agua. Se secreta a partir de células acinares
pancreaticas como proforma, procolipasa y se convierte en colipasa madura
mediante la escision de un pentapéptido amino terminal en el duodeno. La
actividad hidrolitica de las lipasas pancreaticas es el resultado del efecto

combinado de la lipasa, la colipasa y las sales biliares (Mendes et al., 2012).

Dominio

Dominio C &< - .
‘ If Colipas

{‘

Figura 4. Diagrama de cinta esquematico de la estructura de lipasa-
colipasa porcina. La cadena de glicano, conectada al dominio N-terminal de lipasa
(dominio N), se dibuja como un modelo de barra. Una molécula de tetra-etilenglicol

monooctil éter (TGME), ubicada en el sitio activo abierto, esta representada por
esferas y palos. La colipasa interactua con el dominio C-terminal de la lipasa
(dominio C) (Hermoso et al., 1996).

2.3 Inmovilizacion enzimatica

La inmovilizacion enzimatica muestra ventajas para la aplicacidn comercial

debido a la conveniencia en la manipulacion, la facilidad de separacion de la
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enzima de la mezcla de reaccion, la reutilizaciéon y un posible aumento de la
estabilidad enzimatica térmica y del pH. Un requisito importante para la
inmovilizacion de proteinas es que la matriz debe proporcionar un entorno
biocompatible e inerte, es decir, no debe interferir con la estructura nativa de la
proteina, lo que podria comprometer su actividad biolégica. Sin embargo, la baja
eficiencia biocatalitica de las enzimas inmovilizadas a menudo limita el desarrollo
del bioprocesamiento a gran escala para competir con los procesos quimicos
sintéticos tradicionales. El efecto de la inmovilizacién, incluido el rendimiento de
las enzimas inmovilizadas, depende en gran medida de las propiedades de los
soportes. Se pueden lograr mejoras de la eficiencia biocatalitica mediante la
manipulacion de la estructura de los materiales de soporte (Ansari & Husain, 2012;
Li et al., 2010; Torres-Salas et al., 2011; Wang et al., 2009).

Diferentes tecnologias de inmovilizacién' se han desarrollado en los
ultimos 30 afios y pueden clasificarse en las siguientes clases generales: 1.
Deposicion sobre material inorganico hidrofilo, como celite o gel de silice. 2.
Encapsulacién (por ejemplo, en camas de alginato o carragenina). 3. Enlace
covalente a vehiculos, por ejemplo, utilizando perlas de polimero funcionalizadas
con epoxi. 4. Adsorcion sobre portadores basados en polimeros. 5.
Entrecruzamiento usando por ejemplo glutaraldehido (Christensen et al., 2003). Al
considerar la elecciéon de metodologias de inmovilizacion para aplicaciones de
lipasa inmovilizada a gran escala, se deben abordar varios aspectos: a) la
inmovilizacién preferiblemente deberia aumentar la estabilidad de la lipasa en
términos de mayor estabilidad a la temperatura y también la productividad, con un
minimo de escape de enzima del portador. b) La enzima debe ser estable durante
cada paso del proceso de inmovilizacion. c¢) El procedimiento de inmovilizacion
debe ser preferiblemente robusto y reproducible. d) Proceso de inmovilizacion
rentable. e) Logistica de produccion: optimizar el rendimiento de la produccion. f)
Desde un punto de vista reglamentario en aplicaciones alimentarias, los materiales
y equipos deben aplicarse a las regulaciones de calidad alimentaria, Q)

Considerando la aplicacion, la lipasa inmovilizada debe ser fisicamente robusta y
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preferiblemente aplicable tanto en procesos discontinuos como en lecho fijo. En
general, las lipasas inmovilizadas disponibles comercialmente se inmovilizan
mediante adsorcion en matrices basadas en polimeros (por ejemplo, la lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada en una matriz de tipo poliacrilato, disponible como
Novozym 435® de la compafiia Novozymes o Chirazyme L-2 ® de Roche). Para
algunas aplicaciones de lipasas inmovilizadas, el costo relativamente alto de esos
biocatalizadores se vuelve prohibitivo para una mayor explotacion. El costo
relativamente alto esta asociado con el uso de un material de soporte costoso. Por
lo tanto, es necesario el desarrollo de una tecnologia de proceso de inmovilizacién
menos costosa para emerger en aplicaciones de bajo margen relativo tales como
interesterificacion de grasas en comparaciéon con aplicaciones de alto margen

relativo (Christensen et al., 2003).

La razén de que los sistemas de reaccion de lipasa son demasiado
complejos, por lo general consisten en dos fases inmiscibles: una fase acuosa con
enzima disuelta y una fase organica con sustrato disuelto; en otras palabras, a
diferencia de otras hidrolasas que trabajan en fase acuosa, las lipasas se activan
solo cuando se adsorben en una interfaz aceite/agua (Knezevi¢ et al., 1998). Se
ha desalentado la aplicacion de lipasa en estos sistemas de reaccion por el alto
costo de las enzimas, la contaminacion de los productos con proteina residual, la
velocidad de reaccion lenta y la falta de un sistema de reactor de emulsion ideal
para abastecer la compleja hidrélisis heterogénea interfacial. La mayoria de los
problemas anteriores podrian superarse usando lipasas inmovilizadas. La
inmovilizacién de lipasas sobre portadores insolubles en agua, ayuda en su
reutilizacién econémica y en el desarrollo de bioprocesos continuos (Knezevic et
al., 2004).

La inmovilizacion también facilita la separacion de los productos, mejora
las propiedades de la lipasa, como la termoestabilidad y la actividad en medios no
acuosos, y proporciona mas flexibilidad con el contacto enzima/sustrato mediante

el uso de diversas configuraciones de reactor. Por lo tanto, se han llevado a cabo
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muchos trabajos de investigacion para optimizar las técnicas y procedimientos de
inmovilizacion en vista del desarrollo de un sistema inmovilizado de lipasa eficiente
(Balcao et al., 1996; Dhake et al., 2013). El disefio de un sistema inmovilizado de
lipasa eficiente es una tarea bastante dificil. Los criterios de seleccién para la
técnica de inmovilizacion y portador dependen en gran medida del tipo de lipasa
particular, el tipo de sistema de reaccion (acuoso, disolvente organico o sistema
bifasico), las condiciones del proceso (pH, temperatura y presion) y el objetivo de

la inmovilizacion (Knezevic et al., 2004).

En la Figura 5 se muestra una clasificacion de los métodos de
inmovilizacién segun diferentes principios quimicos vy . fisicos. Mediante la
inmovilizacién, se pueden inducir nuevas caracteristicas para hacer que las
enzimas sean tolerantes incluso en entornos de reaccidn agresivos. El
procedimiento de inmovilizacién debe realizarse-de una manera que permita a la
enzima mantener su conformacion activa y la flexibilidad catalitica necesaria
(Tischer & Wedekind, 1999).

ENZIMAS INMOVILIZADAS

: v
ADHESION A PORTADORES ENCAPSULACION/INCLUSION
(PREFABRICADOS) ENTRECRUZAMIENTO
ENLACE ENTRECRUZAMIENTO DISPOSITIVOS DE
COVALENTE DIRECTO MEMBRANA
ENLACE IONICO ENTRECRUZAMIENTO MICROCAPSULAS
+ CRISTALIZACION
ENLACE
ADSORTIVO o LIPOSOMAS/MICELAS
ENTRECRUZAMIENTO INVERTIDAS
ENLACE METALICO
oo
ENLACEPOR | —— e ] ORGANICOS
(BlO)AFlNlDAD MODIFICACION QUIMICA

Figura 5. Clasificacion de los métodos de inmovilizacion
(Tischer & Wedekind, 1999).
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2.3.1 Inmovilizacidon covalente

La union covalente de una enzima a un soporte es quiza el método de
inmovilizacién mas interesante desde el punto de vista industrial. La metodologia
de la union covalente se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte
para que reaccionen con nucleodfilos de las proteinas. De entre los 20 aminoacidos
diferentes que se encuentran en la estructura de las enzimas, los mas empleados
para la formacién de enlaces con el soporte son principalmente la lisina, la cisteina,
la tirosina y la histidina. En menor medida la metionina, el triptéfano, la arginina,
asi como, el acido aspartico y el glutamico. El resto de aminoacidos, debido a su
caracter hidrofobo, no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie

proteica, por lo que no pueden intervenir en la union covalente (Arroyo, 1998).

Este método presenta las siguientes ventajas: la manipulacion de los
derivados inmovilizados es sencilla; la carga de enzima permanece constante
después de la inmovilizacion; los derivados pueden utilizarse en reactores en
continuo, empaquetados, de lecho fluidizado o tanque agitado. Una mayor
resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura, de los disolventes
organicos o del pH, al tener estabilizada su estructura terciaria. La inmovilizacion
por enlace covalente también presenta una serie de inconvenientes: es necesario
conocer la densidad de grupos activos por unidad de superficie, ya que condiciona
el numero de uniones enzima-soporte y su geometria, que puede ser
distorsionante y conducir a derivados inactivos. El proceso de inmovilizacion
puede alterar la estructura del centro activo. Para evitar esta posible alteracion, se
realiza la inmovilizacion en presencia de un inhibidor que bloquee el centro activo.
La inmovilizacion covalente no es aconsejable en aquellas enzimas muy sensibles

a cambios de pH, fuerza idnica, etc. (Arroyo, 1998).

La union covalente de lipasas a diferentes vehiculos inorganicos y
organicos presenta ventajas comparada con otros métodos, ya que las
restricciones de difusidon al sustrato o productos se reducen considerablemente.

Ademas, la inmovilizacion covalente ofrece las mayores ventajas al aumentar la
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estabilidad de la enzima y evitar que se difunda en la solucion. Existen numerosos
soportes inorganicos y organicos disponibles para la inmovilizacion de lipasa, que
incluyen alumina porosa, oxidos metalicos, acero inoxidable y vidrio de poro
controlado (CPG), celulosa, almidon, quitina, sefarosa y polimeros sintéticos. Sin
embargo, estos soportes no poseen grupos reactivos para el acoplamiento directo
de la enzima, sino grupos hidroxilo, amino, amida y carboxilo, que deben activarse
para la inmovilizacion de enzimas. Los diversos métodos de activacién de estos
soportes se describen en la literatura (Taylor et al., 1991). El enlace covalente
generalmente esta formado por moléculas puente activas, como CNBr, y reactivos
bi o multifuncionales como el glutaraldehido. Los métodos mas generales para la
activacién de soportes que contienen grupos carboxilo o amino-involucran el uso
de carbodiimidas y reactivos similares (Knezevic et al, 2004). Aunque los
portadores inorganicos tienen muchas ventajas.sobre los polimeros organicos
tales como alta resistencia mecanica, estabilidad térmica y quimica, resistencia a
los disolventes organicos y ataque microbiano, facil manejo y facil regenerabilidad
mediante un simple proceso de pirdlisis, su aplicacion para la unién covalente es
mas limitada ya que se activan solo con unas pocas técnicas. Uno de los métodos
de derivatizacidn mas populares de los portadores inorganicos es el método de
silanizacion, que implica el uso de derivados de trialcoxisilano que contienen un
grupo funcional organico. Estos grupos organicos se modifican adicionalmente
para producir intermedios activados, que a su vez reaccionan con lipasas. Sin
embargo, las condiciones de reaccion requeridas son relativamente complicadas y
agresivas, ademas de que la eficacia del procedimiento de inmovilizacion es a

menudo bastante baja (Arroyo, 1998).

Se han descrito las propiedades de la lipasa unida covalentemente a
algunos soportes inorganicos activados con triclorotriazina, como el aluminio, el
silice y el vidrio de poro controlado (Moreno & Sinisterra, 1994). De acuerdo con
este trabajo, la lipasa inmovilizada sobre silice y aluminio exhibié una mayor
actividad y estabilidad que su contraparte inmovilizada sobre poros controlados.

Esta diferencia podria explicarse por las caracteristicas morfolégicas de los
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materiales de soporte utilizados para la inmovilizacién.

Los soportes de polimeros basados en polisacaridos son muy populares
porque contienen grupos hidroxilo que se pueden activar directamente mediante la
introduccidén de un grupo electréfilo reactivo hacia la enzima, en el soporte. Sin
embargo, tienden a hincharse y tienen poca estabilidad fisica, quimica, térmica y
degradacion microbiana. Las lipasas a menudo se han inmovilizado con

polisacaridos epoxi o tresilados activados (Arroyo et al., 1999).

En general, las condiciones requeridas para la unién covalente de una
lipasa a un portador insoluble son tales que es inevitable cierta pérdida de
actividad. Sin embargo, dado que las lipasas son glicoproteinas, algunos de estos
problemas pueden obviarse por enlace covalente a través del resto carbohidrato
que no es esencial para la actividad enzimatica. En general, el grupo aldehido
funcional se puede introducir en una glicoproteina oxidando el resto de
carbohidrato por oxidacion con per yodato sin afectar significativamente la
actividad de la enzima. La enzima podria entonces unirse covalentemente a un
soporte que contiene un grupo alquilamina a través de la reaccion de base de
Schiff. En este sentido, Arroyo et al. (1993) han inmovilizado la lipasa de C.
cylindracea a los soportes activados por tosilo (agarosa y mazorca de maiz) por
acoplamiento enzimatico a través de grupos hidroxilicos del componente de
azucar y se obtuvo el biocatalizador con alta actividad y estabilidad. Es muy
importante que la inmovilizacion de la lipasa mediante la union covalente a un
soporte deba implicar unicamente grupos funcionales de la lipasa que no son

esenciales para su accion catalitica (Knezevic et al., 2004).

Diferentes autores han centrado su atencion en el estudio de la
inmovilizaciéon de lipasa en Eudragit S-100, un copolimero anionico de acido
metacrilico y metacrilato de metilo (Rodrigues et al., 2002). Este polimero se
caracteriza por una solubilidad reversible que experimenta cambios rapidos en su
microestructura, al modificar las condiciones de reaccién tales como el pH, la

temperatura o la concentracion de sal. Por lo tanto, la reaccion catalitica puede
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realizarse en una sola fase homogénea, libre de problemas de transferencia de
masa solido-liquido y limitaciones de difusion de poros con respecto al sustrato o

producto.

La estructura fisica y la composiciéon quimica del soporte también pueden
influir en el microambiente de las lipasas inmovilizadas y, en consecuencia, en sus
propiedades. La grafica de actividad frente al pH de una lipasa inmovilizada puede
ser mas amplia (Bai & Zhou, 2004), mas estrecha o idéntica a la de la enzima
nativa (Adamczak & Bednarski, 2004). Tras la inmovilizacion, el pH éptimo para
las reacciones catalizadas por las lipasas a menudo se desplaza a valores mas
alcalinos. Tal cambio en el pH 6ptimo puede ser tanto como de 2.a 3 unidades de
pH y es causado por la carga de un soporte insoluble en agua o la modificacién
quimica de la enzima. Pareceria que la inmovilizacion covalente es como cualquier
otro tratamiento aleatorio para aumentar, disminuir o no tener ningun efecto sobre
la estabilidad de la enzima. Sin embargo, si uno usa la inmovilizacién para realizar
una estrategia de estabilizacidn racional, entonces deberia producir preparaciones
enzimaticas mas estables. Como ejemplo, la lipasa de C. cylindracea inmovilizada
covalentemente sobre soporte de nailon fue bastante estable y retuvo
aproximadamente un tercio de la actividad inicial después de repetidos

experimentos en el transcurso de 72 dias (Carta et al., 1992).

2.3.2 Fisisorcion

Pueden preverse varias vias para inmovilizar las enzimas en el material de
acero inoxidable, el método mas sencillo que consiste en su fisisorcion directa no
es muy utilizado, ya que esto puede inducir cambios en la conformacion de la
proteina, lo que posiblemente resulte en la pérdida de la actividad catalitica.
También se puede emplear otra via, utilizando enzimas genéticamente
modificadas que incluyan una union selectiva de la secuencia de aminoacidos a
materiales inorganicos, pero requieren producir altas cantidades de proteinas
recombinantes, que pueden consumir mucho tiempo. Un método mas accesible

seria introducir funciones organicas reactivas en la superficie del acero inoxidable
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a partir de las cuales las enzimas podrian unirse facilmente por medios covalentes.
Un enfoque mas eficiente para introducir grupos amina en acero inoxidable
aprovecha la fisisorcion espontanea de polietilenimina ramificada (PEI) para
producir una capa organica delgada que incluye una alta densidad de grupos de
aminas primarias (Caro et al, 2010), también se pueden considerar otros
materiales como el quitosano para introducir esos grupos organicos a la superficie

del acero.

La fisisorcion, también llamada adsorcion fisica, es un proceso en el cual
la estructura electrénica del atomo o molécula apenas se perturba con la
adsorcion. La fisisorcion se caracteriza por fuerzas muy débiles, como las fuerzas
electrostaticas debido a la atraccion dipolar, las fuerzas de Van der Waals y los
puentes de hidrégeno. Estas fuerzas son importantes para una superficie de
polimero, como una superficie fotoprotectora. La fuerza de interacciéon
fundamental de la fisisorcion es la fuerza de van der Waals. Aunque la energia de
interaccién es muy débil (~ 10-100 meV), la fisisorcion juega un papel importante
en la naturaleza. Por ejemplo, la atraccidn de van der Waals entre las superficies y
los pelos de los geckos proporciona la extraordinaria capacidad de trepar paredes

verticales (Johansson, 2007)

En comparacion con la quimisorcion, en la que se cambia la estructura
electronica de los atomos-0 moléculas de enlace y se forman enlaces covalentes o
idnicos, la fisisorcidn, en general, solo se puede observar en el ambiente de baja
temperatura (energia térmica a temperatura ambiente ~ 26 meV). En la practica, la
categorizacion- de una adsorcion particular como fisisorcion o quimisorcion
depende principalmente de la energia de union del adsorbato al sustrato. Aunque
la interaccion de van der Waals es la mas importante, a medida que el atomo
adsorbido se acerca a la superficie, la funcion de onda del electron comienza a
superponerse con la de los atomos de la superficie. Ademas, la energia del
sistema aumentara debido a la ortogonalidad de las funciones de onda del atomo

que se aproxima y los atomos de la superficie (Johansson, 2007).
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2.4 Materiales utilizados en la inmovilizacion

La eleccion del soporte y del tipo de enlace en la inmovilizacion resultan
determinantes en el comportamiento posterior del biocatalizador. Se debe procurar
que la inmovilizacion incremente la afinidad por el sustrato, disminuya la inhibicion,
amplie el intervalo de pH Optimo y reduzca las posibles contaminaciones
microbianas. Ademas, el soporte debe tener resistencia mecanica adecuada a las
condiciones de operacion del reactor y ser facilmente separable del medio liquido
para que pueda ser reutilizado. Se han utilizado una gran variedad de materiales
como soportes para la inmovilizacion de numerosas enzimas. Estos materiales
difieren en tamano, densidad, porosidad y forma, aunque.generalmente nos los
encontramos en forma de cilindro, hojas, fibras y mas corrientemente en forma de
esferas. De acuerdo con Arroyo (1998) los soportes.pueden clasificarse en dos
grandes grupos:

o Soportes inorganicos. Dentro de este grupo tenemos una gran
variedad de soportes, que pueden ser naturales (arcillas como la bentonita, piedra
pomez, silice, etc.) o materiales manufacturados (6xidos de metales y vidrio de
tamano de poro controlado, vidrio no poroso, alumina, ceramicas, gel de silice,
etc.).

o Soportes organicos. Se pueden clasificar en: polimeros naturales, a
su vez divididos en: polisacaridos (celulosa, almidén, dextranos, agar-agar,
agarosa, alginatos, quitina, quitosano, etc.), proteinas fibrosas (colageno,
queratina, etc.). Polimeros sintéticos, divididos en: poliolefinas (como el
poliestireno), polimeros acrilicos (poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos,

etc.) y otros tipos (alcohol polivinilico, poliamidas, etc.).
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2.4.1 Acero inoxidable

El acero inoxidable es una aleacién de hierro con un minimo de 10.5 % de
cromo. El cromo produce una capa delgada de oxido en la superficie del acero
conocida como la "capa pasiva". Esto evita cualquier corrosion adicional de la
superficie. EI aumento de la cantidad de cromo da una mayor resistencia a la
corrosion. También contiene cantidades variables de carbono, silicio y manganeso.
Otros elementos, como el niquel y el molibdeno, pueden agregarse para impartir
otras propiedades utiles, como una mejor conformabilidad y una mayor resistencia

a la corrosion (British Stainless Steel Association, 2018).

El acero inoxidable se divide generalmente en 5 tipos: 1) Ferritico: estos
aceros se basan en cromo con pequefas cantidades ‘de carbono, generalmente
menos del 0.10 %. Estos aceros tienen una microestructura similar a los aceros al
carbono y de baja aleacion. Por lo general, su uso estd limitado a secciones
relativamente delgadas debido a la falta de tenacidad en las soldaduras. No
pueden ser endurecidos por tratamiento térmico. Los aceros con alto contenido de
cromo con adiciones de molibdeno se pueden usar en condiciones bastante
agresivas, como el agua de mar. 'Los aceros ferriticos también se eligen por su
resistencia al agrietamiento por corrosién bajo tension. No son tan conformables
como los aceros inoxidables austeniticos. Son magnéticos. 2) Austenitico: estos
aceros son los mas.comunes. Su microestructura se deriva de la adicion de niquel,
manganeso y nitrogeno. Es la misma estructura que ocurre en los aceros comunes
a temperaturas mucho mas altas. Esta estructura otorga a estos aceros su
combinacién caracteristica de soldabilidad y conformabilidad. La resistencia a la
corrosion. se puede mejorar agregando cromo, molibdeno y nitrogeno. La
composicién de este tipo de acero se describe en la tabla 2. No se pueden
endurecer con el tratamiento térmico, pero tienen la propiedad util de poder
endurecerse en el trabajo a niveles de alta resistencia, al tiempo que conservan un
nivel util de ductilidad y dureza. Los aceros austeniticos estandar son vulnerables
al agrietamiento por corrosién bajo tension. Los aceros austeniticos con mayor

contenido de niquel tienen una mayor resistencia al agrietamiento por corrosion
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bajo tension. Nominalmente no son magnéticos, pero por lo general exhiben
alguna respuesta magnética segun la composicion y el endurecimiento por trabajo
del acero. 3) Martensitico: estos aceros son similares a los aceros ferriticos al
estar basados en cromo, pero tienen niveles de carbono mas altos hasta un 1 %.
Esto les permite ser endurecidos y templados al igual que el carbono y los aceros
de baja aleacién. Se utilizan donde se requiere alta resistencia y resistencia a la
corrosion moderada. Generalmente tienen una soldabilidad y una conformabilidad
bajas. Son magnéticos. 4) Duplex: estos aceros tienen una microestructura que es
aproximadamente 50 % ferritica y 50 % austenitica. Esto les da una mayor
resistencia que los aceros ferriticos o0 austeniticos. Son. resistentes al
agrietamiento por corrosion bajo tension. Los denominados® aceros "duplex
magros" estan formulados para tener una resistencia a la corrosion comparable a
la de los aceros austeniticos estandar, pero con mayor resistencia y resistencia al
agrietamiento por corrosion bajo tension. Los aceros "superduplex" tienen una
mayor resistencia y resistencia a todas las.formas de corrosion en comparaciéon
con los aceros austeniticos estandar. Son soldables, pero necesitan cuidado en la
seleccion de los consumibles de soldadura y la entrada de calor. 5)
Endurecimiento por precipitacion: estos aceros pueden desarrollar una resistencia
muy alta al agregar elementos como cobre, niobio y aluminio al acero. Con un
tratamiento térmico adecuado de "envejecimiento”, se forman particulas muy finas
en la matriz del acero que imparte resistencia. Estos aceros se pueden mecanizar
para obtener formas bastante complejas que requieren buenas tolerancias antes
del tratamiento de envejecimiento final, ya que hay una distorsion minima del
tratamiento final. La resistencia a la corrosion es comparable a los aceros

austeniticos estandar (British Stainless Steel Association, 2018).
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Tabla 2. Tablas de composicion quimica de acero inoxidable austenitico, estandar
europeo 10088-2 (British Stainless Steel Association, 2018).

Designacion

% Composicion quimica en masa maxima a menos que se indique

Nombre del [ Numerodel [ AISI C Si | Mn P S N Cr | Mo Ni Otros
acero acero
Aceros inoxidables austeniticos - grados estéandar
X10CrNi18-8 1.431 301 0050. | 2 2 0045 [ 0015 | 011 |[16/19] 0.8 | 6.0/95 .
15
X2CrNiN18-7 14318 301LN | 0.03 1 2 0045 | 0.015 | 0.1/02 [ 1651 - 6.0/8.0 .
8.5
X2CrNi18- 1.4307 304L 0.03 1 2 0045 | 0015 | 011 [1751 ] - | 80105 .
[s] 9.5
X2CrNi19-11 14306 304L 0.03 1 2 0045 | 0015 | 011 [ 1820 | - [ 10.01120 -
X2CrNiN18-10 14371 304LN | 003 1 2 0045 | 0.015 |012/02 [ 1751 [ - | 85115 .
2 95
X5CrNi18-10 14301 304 0.07 1 2 0045 | 0015 | 011 [*zsa| — [ 80105 .
95
X8CrNiS18-9 1.4305 303 0.1 1 2 0045 [0150. | o011 [ 1719 | - | 8.0/10.0 Cu: 1.00
35
X6CrNiTi18- 14541 321 008 1 2 0045 | 0015 - 1719 | - | 20120 | T 5C/070
10
X4CrNi18-12 1.4303 305 0.06 1 2 0045 | 0015 | 011 [ 1719 | - [ 11.0113.0 .
X2CrNiMa17- 14404 316L 0.03 1 2 0045 | 0015 | 011 | 1651 | 2.0/ | 10.0/13.0 .
12-2 8.5 25
X2CrNiMaoN17 14406 316LN | 003 1 2 0.045 | 0.015 | 0.12/0.2 | 1651 | 2.0/ | 10.0/12.0 -
-11-2 2 8.5 25
X5CrNiMo17- 14401 316 007 1 2 0045 | 0015 | 011 | 1651 | 20/ | 1001130 .
12-2 8.5 25
XB6CrNiMoTi17 14571 316Ti 008 1 ) 0045 | 0015 . 165/1 | 20/ | 105135 | TI 5C/070
122 85 | 25
X2CrNiMo17- 14432 3161 003 1 2 0045 | 0015 | 011 | 1651 | 25/ | 1051130 .
12-3 85 | 3.0
X2CrNiMo18- 14435 3161 0.03 1 2 0045 | 0015 | 011 | 1719 | 25/ | 125150 .
14-3 3.0
X2CrNiMoN17 14439 3177LM | 0.03 1 2 0045 | 0.015 |0.12/02 | 165/1 | 40/ | 125/145 .
-13-5 N 2 8.5 5.0
X1NiCrMoCu2 14539 002 |07 | 2 0.03 0.01 015 | 1921 | 40/ | 24.0/26.0 | Cu. 1.2022
5-20-5 50

23




Tabla 3.Tipos de acabado superficial de acero inoxidable (British Stainless Steel

Caodigo de acabado de
superficie

(Acabados de molino)

Association, 2018).

Descripcion

1D

2B

2D

2H

2Q

2R

Laminado en caliente, tratamiento térmico, decapado. El acabado
laminado en caliente mas comun. Una superficie rugosa, no

reflectante. Normalmente no se utiliza para aplicaciones decorativas.

Laminado en frio, tratamiento térmico, decapado, pellizco pasado. El
acabado laminado en frio mas comun. Acabado en gris opaco
ligeramente reflectante. Se puede usar-en. esta condicién o
frecuentemente es el punto de partida para 'una amplia gama de

acabados pulidos.

Laminado en frio, tratamiento térmico, decapado.

Trabajo endurecido por rodadura para dar mayor nivel de fuerza. Se
ofrecen varios rangos de resistencia a la tracciéon o resistencia de
prueba del 0,2-% en: 10088-2 hasta 1300 MPa y 1100 MPa,

respectivamente, dependiendo del grado

Laminado en frio endurecido y templado. Se aplica a los aceros
martensiticos que responden a este tipo de tratamiento térmico.

Laminado en frio y recocido brillante, todavia comunmente conocido
como BA. Un brillante acabado reflectante. Puede utilizarse en esta
condicion o como punto de partida para pulir u otros procesos de

tratamiento de superficies, p. Ej. colorante

Hay muchos tipos diferentes de acabado de superficie en acero inoxidable.

Algunos de estos se originan en el molino, pero muchos se aplican mas tarde

durante el procesamiento, por ejemplo, acabados pulidos, cepillados, arenado,

grabados y coloreados. La importancia del acabado de la superficie para

determinar la resistencia a la corrosion de la superficie de acero inoxidable no se

puede enfatizar en exceso. Un acabado superficial rugoso puede reducir

efectivamente la resistencia a la corrosién a la de un grado inferior de acero
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inoxidable. Los estandares europeos para aceros inoxidables han intentado definir
los acabados de superficie mas comunes (Tabla 3). Sin embargo, debido a la
naturaleza propietaria de los acabados de muchos proveedores, es poco probable
que sea posible una estandarizacién completa (British Stainless Steel Association,
2018).

2.4.2 Quitosano

Como materiales funcionales, la quitina y el quitosano ofrecen un conjunto
unico de caracteristicas: biocompatibilidad, biodegradabilidad a productos inocuos,
no toxicidad, inercia fisioldgica, propiedades antibacterianas, quelacion de iones
de metales pesados, propiedades de formacién de gel e hidrofilia y afinidad
notable a las proteinas. Debido a estas caracteristicas que es posible su utilizacién

como soportes de inmovilizacion de enzimas (Krajewska, 2004).

La quitina y el quitosano son poliaminosacaridos naturales, siendo la
quitina uno de los recursos organicos renovables mas abundantes del mundo. Es
un constituyente importante de las conchas de crustaceos, los exoesqueletos de
insectos y las paredes celulares de los hongos en donde proporciona fuerza vy
estabilidad. Se estima que al menos 10 Gt de quitina se sintetiza y degrada en la
biosfera cada afio. Quimicamente, la quitina estd compuesta de unidades de (2)
acetamido-2-desoxi--D-glucosa (o N-acetil-D-glucosamina), formando un
polimero lineal de cadena larga (Fig. 6). Es insoluble en la mayoria de los
solventes. El quitosano, el principal derivado de la quitina, se obtiene mediante N-
desacetilacion en una extension variable que se caracteriza por el grado de
desacetilacion y, en consecuencia, es un copolimero de N-acetil-D-glucosamina y

D-glucosamina (Krajewska, 2004).

La quitina y el quitosano se pueden considerar quimicamente como
analogos de la celulosa, en la que el hidroxilo en el carbono-2 se ha reemplazado
por acetamido y grupos amino, respectivamente. El quitosano es insoluble en

agua, pero la presencia de grupos amino lo hace soluble en soluciones acidas a
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pH por debajo de 6.5. Es importante sefialar que la quitina y el quitosano no son
entidades quimicas Unicas, sino que varian en composicion dependiendo del
origen y el proceso de fabricacion. El quitosano puede definirse como la quitina
suficientemente desacetilada para formar sales de amina solubles, el grado de
desacetilacion necesario para obtener un producto soluble que es del 80-85 % o

superior. (Krajewska, 2004).

El quitosano posee propiedades quimicas y bioldgicas distintas. En sus
cadenas lineales de poliglucosamina de alto peso molecular, el quitosano tiene
grupos amino e hidroxilo reactivos, susceptibles de modificaciones quimicas.
Ademas, los grupos amino hacen que el quitosano sea un polielectrolito catidnico
(pKa = 6.5), uno de los pocos que se encuentran en la naturaleza. Esta basicidad
da propiedades singulares de quitosano: el quitosano es soluble en medios acidos
acuosos a pH <6.5 y cuando se disuelve posee una alta carga positiva en grupos
NHs+, se adhiere a superficies cargadas negativamente, se agrega con
compuestos polianidnicos y quelata iones' de metales pesados. Tanto la
solubilidad en soluciones acidas como la agregacion con polianiones imparten al
quitosano excelentes propiedades de formacion de gel. Fundamentalmente, como
polimeros biodegradables y biodegradables, los materiales de quitina/quitosano
son ecoldgicos, seguros para los seres humanos y el medio ambiente (Krajewska,
2004).

26



Quitina
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Quitosano

Celulosa

Figura 6. Estructura de la quitina, quitosano y celulosa (Krajewska, 2004).

2.4.3 Genipino

Uno de los numerosos enfoques para inmovilizar enzimas es la
reticulacion de los grupos amino en el soporte inerte y la proteina con
glutaraldehido. Varias enzimas 'industrialmente relevantes, como la lipasa, B-
galactosidasa, amilasa, -invertasa, penicilina G acilasa, y celulasa se han
inmovilizado en soportes o membranas por reticulacion con glutaraldehido.
Ademas de la pérdida indeseable en la actividad de la enzima para la participacion
de los grupos. cataliticos en las interacciones responsables de la inmovilizacién,
existe una preocupacion creciente acerca de los posibles efectos adversos para la
salud causados por el glutaraldehido (Chiou et al., 2007). Se ha demostrado que
induce irritacion en los ojos, la piel y las vias respiratorias superiores, asi como
también dolores de cabeza, nauseas, fatiga y asma ocupacional (Burge, 1989;
Goncalo et al., 1984; Quirce et al., 1999). Ademas, la mayoria de los reactivos de
entrecruzamiento se sintetizan quimicamente, utilizando procesos ambientalmente

desfavorables. Por lo tanto, existe la necesidad de identificar reactivos de
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reticulacion alternativos no toxicos y verdes para la inmovilizacién de enzimas a

gran escala.

Se ha reportado el uso de genipino, un reactivo de reticulacion natural y no
toxico, para la inmovilizacién de enzimas. El genipino (Fig. 7) se obtiene mediante
la hidrélisis enzimatica de geniposido, que se extrae de los frutos de Gardenia
Jjasminoides (Fujikawa et al., 1988; Fujikawa et al, 1987). El genipino se ha
utilizado con éxito para la reticulacion eficiente de biomateriales para aplicaciones
biomédicas, (Bigi et al., 2002; Chang et al., 2002; Chiou et al., 2007; Mi et al., 2000;
Sung et al., 1998; Tsai et al., 2001) que revelan su nula toxicidad hacia materiales
bioldgicos. Debido a estos hallazgos es que se esta investigando la eficacia del
genipino como un reticulante para la inmovilizacion de la lipasa (Chiou et al., 2007).
En la figura 8 se pueden observar las interacciones.y enlaces hipotéticos de un
sistema de inmovilizacion de lipasa conformado por una red de quitosano

entrecruzado con genipino.

HO OH

Figura 7. Estructura quimica del genipino, planta y fruto de Gardenia jasminoides

de donde se extrae el genipdsido.
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Figura 8. llustracion hipotética de la red de genipino entrecruzado con quitosano-
lipasa (Chiou et al., 2007).

2.4.4 Glutaraldehido

El glutaraldehido y los bis (imidoésteres) son los agentes de reticulacion
bifuncionales mas utilizados. La naturaleza covalente de la interaccidon se refleja
en la fuga minima y la estabilidad operativa mejorada de las enzimas, mientras
que el lado negativo es la posible modificacién quimica de la superficie de la
proteina. Las velocidades de difusiéon del sustrato / producto también pueden
verse afectadas, y a menudo, es necesario el uso de reactivos toxicos en

condiciones de reaccion complicadas (Zucca & Sanjust, 2014).

El glutaraldehido OHC- (CH2)3-CHO es un agente bifuncional muy popular
en la reticulacion de proteinas y en la inmovilizacién covalente, que necesita
funciones -NH: tanto en el vehiculo como en la proteina. Las soluciones acuosas
concentradas de glutaraldehido (25 % o 50 %) se encuentran facilmente

disponibles y son econdmicas, y el procedimiento es bastante simple, o que
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explica el gran éxito de este método. Dado que la reaccion implica un aldehido
bifuncional y moléculas aminadas, la formacion de la base de Schiff entre el
glutaraldehido y el soporte (en primer lugar), y el glutaraldehido y la proteina (mas
adelante) a menudo se describen erroneamente. Sin embargo, existe evidencia
que sugiere lo contrario. (i) El enlace formado es tipicamente irreversible; (ii) solo
el glutaraldehido produce dicha reaccion, mientras que aldehidos bifuncionales
similares (como maldnico o succinico) reaccionan pobremente; (iii) a lo largo de la
reaccion, el soporte se vuelve intensamente coloreado; (iv) el HCI 6 Ma 110 ° C
durante 24 h no hidroliza los enlaces entre el glutaraldehido y las proteinas. Se ha
demostrado que las soluciones comerciales de glutaraldehido contienen al menos
13 formas diferentes (dependiendo del pH, la concentracién y la temperatura),
incluidos los oligdbmeros que pueden evolucionar a-aldehidos a, B-insaturados
después de la deshidratacion (Barbosa et al., 2014; Migneault, Dartiguenave,
Bertrand, & Waldron, 2004).

En consecuencia, se han propuesto varios mecanismos en lugar de la
formacion de bases de Schiff. La mas aceptada es la adiccidon de tipo Michael de
—NH2 a los enlaces dobles a, B, que produce una amina secundaria estable
(Figura 9). Las formas heterociclicas mas raras de glutaraldehido podrian ser
responsables del desarrollo. del color durante la reaccion. Sin embargo, el
mecanismo exacto sigue siendo desconocido. En el protocolo tipico, la reaccién
ocurre en neutral (usando tampén fosfato, es decir,) solucién de glutaraldehido al
2,5 % que contiene 1 g de soporte por 100 ml de solucién. Después de al menos
60 min, se utiliza el mismo tampon de fosfato para lavados exhaustivos. Una
evaluacion semicuantitativa del grado de activacion podria estimarse observando
el cambio de color del soporte a amarillo (activacion baja) a naranja (moderado) a
marron rojizo (fuerte). Luego, el soporte activado esta listo para el acoplamiento de
proteinas a pH 6-8. A estos valores de pH, la funcion mas reactiva es la proteina
terminal -NH2z (pKa = 7-8). De hecho, este es uno de los pocos procedimientos de

activaciéon que se producen también con un pH acido ligero (Barbosa et al., 2013).
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Figura 9. El glutaraldehido puede reaccionar teéricamente con los grupos -NHz a
través de dos mecanismos distintos: la base de Schiff y-la adiccion de tipo Michael.
Sin embargo, el segundo es el mas plausible. (Barbosa et al., 2014; Migneault et
al., 2004).

Una ventaja importante de este método es la insercién de un espaciador
molecular largo entre el soporte y la proteina, minimizando los problemas de
impedimento estérico. Por otro lado, los soportes activados con glutaraldehido son
portadores multifuncionales versatiles, que pueden proporcionar al menos dos
tipos de interacciones (intercambio idnico y adsorcion hidrofoba) ademas del
enlace covalente. Porlo tanto, cuando se requiere la inmovilizacion covalente, se
deben descartar cuidadosamente las interacciones débiles no especificas (es decir,
el uso de detergentes cationicos) (Barbosa et al.,, 2012). Para este propésito, se
deben preferir los soportes poco activados (es decir, usar bajas cantidades de
glutaraldehido por soporte funciones amino). En algunos casos, la funcion
multifuncional de los soportes activados con glutaraldehido puede ser una
caracteristica positiva, ya que las mezclas complejas resultantes de mecanismos
de inmovilizacion (covalente, adsorcion hidrofébica, intercambio ionico, por

ejemplo) dan como resultado una fuerte activacion y estabilizacién de las enzimas.
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También es posible un control estricto de los mecanismos de inmovilizacion
deseados o no deseados, modulando, por ejemplo, la fuerza idnica o la presencia
de detergentes para evitar interacciones no deseadas y promover los deseados.
La mejora de la estabilidad y las caracteristicas cataliticas utilizando el
acoplamiento de glutaraldehido se ha descrito para varias enzimas, como

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

2.4.5 Esquemas hipotéticos de la formacién de enlaces e interacciones en el

sistema de inmovilizacién

En las figuras 10, 11, 12 y 13 se ilustran los esquemas hipotéticos de las
interacciones y los enlaces formados en las etapas de la inmovilizacién de una
lipasa utilizando acero inoxidable austenitico 304 como soporte, funcionalizado
con quitosano, formando una capa delgada de este material sobre la superficie del
acero mediante fisisorcidon, que posteriormente es entrecruzado con dos agentes,

glutaraldehido y genipino.

ro inoxidable

Figura 10. Enlaces formados al funcionalizar la superficie del acero inoxidable

con una capa de quitosano.
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Figura 11. Entrecruzamiento de quitosano con a) glutaraldehido y b) genipino.

Genipino

CH,0H ;

S q.& Genipino

Lipasa
v o \\“

Figura 12. Enlaces formados en la inmovilizacién de lipasa en un soporte de

acero inoxidable funcionalizado con quitosano y entrecruzado con genipino.
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Figura 13. Enlaces formados en la inmovilizaciéon de lipasa en un soporte de
acero inoxidable funcionalizado con quitosano y entrecruzado con

glutaraldehido.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la inmovilizacién de la enzima lipasa pancreatica de cerdo en

soportes de acero inoxidable para la produccién de sabores enzimaticos lacteos.

3.2 Objetivos Particulares

Establecer condiciones de pH y temperatura de mayor actividad
enzimatica para la enzima libre utilizando el sustrato especifico p-nitrofenil

palmitato.

Establecer una metodologia para la inmovilizacion de lipasa pancreatica
de cerdo en placas de acero inoxidable 304 2B y evaluar la utilizacion de dos
agentes entrecruzantes, ademas evaluar el efecto del tiempo y pH en la etapa de

entrecruzamiento.

Evaluar el efecto de la temperatura y pH sobre la actividad enzimatica,
ademas del tiempo de almacenamiento y ciclos de reuso de la enzima
inmovilizada, utilizando el sustrato especifico p-nitrofenil palmitato y evaluar la

actividad enzimatica con sustrato'lacteo, elaborando un sabor enzimatico.

Determinar las interacciones entre la enzima, el soporte y el quitosano
usado para facilitar el entrecruzamiento de la lipasa; asi como la estructura
superficial de la enzima inmovilizada mediante un andlisis con microscopia

electrénica de barrido.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Lipasa P comercial, descripcidn: es un sistema enzimatico estandarizado,
principalmente lipasa, extraida del pancreas de cerdo. Contiene amilasas y
proteasas, presentacion polvo amorfo de color crema. La muestra de lipasa fue

proporcionada por la empresa RICAP S.A. de C.V.

Sustrato lacteo “queso fundido”, proporcionado por la empresa RICAP S.A.
de C.V.

4-Nitrofenil palmitato (Sigma-Aldrich), sindnimos p-Nitrofenil palmitato.

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

desacetilacion del 75 % y alto grado de pureza.

Genipino (Guangxi Shayun Biochemical Science and Technology Co.)

extracto de Gardenia Jasminoides, pureza 290 %.
Glutaraldehido (Sigma-Aldrich) en solucion al 25 % en agua, grado Il.

Placas de acero inoxidable 304 terminado 2B, 2.5 cm largo por 2.5 cm de

ancho y 1mm de grosor, calibre 18.
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4.2 Métodos
4.2.1 Contenido de proteina de la enzima comercial Lipasa P

Se determind el contenido de proteina de la lipasa P, analizando la
muestra proporcionado por la empresa RICAP S.A. de C.V., se realizé por método
de Bradford, (1976), siguiendo el protocolo de Ausubel, (2002).

Se prepararon 5 muestras de lipasa P con un rango de 1 a 5 mg/mL
disueltas en solucion de cloruro de sodio 0.15 M, se agitaron en vortex durante 10
segundos cada 10 min a lo largo de una hora, y posteriormente. se sonicaron
durante 1 minuto a 70 % de amplitud. Las muestras se prepararon por duplicado.
Se tomaron 100 yL de solucioén y se colocaron en tubos Eppendorf. Se les agrego
1 mL de soluciéon de azul de coomassie a cada una de las muestras de lipasa,
blancos y estandar de BSA. Se agitaron en vortex y se dejan 2 min a temperatura
ambiente, se leyd la absorbancia Asgs. Se determind la concentracion de la

muestra analizada de lipasa a partir de la curva estandar.

4.2.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Para observar la separacion de proteinas de la enzima comercial lipasa se
realiza un analisis electroforético SDS-PAGE, ya que de acuerdo a la ficha técnica
es una mezcla de enzimas. Para realizar el ensayo se siguié el protocolo de
Ausubel (2002). Se prepararon los reactivos: acrilamida/ bisacrilamida, se diluyo
30 % acrilamida (7.5 g) y 8 % bis acrilamida (0.2 g) en agua destilada, se llevo a
25 mL devolumen y se filtr6. Amortiguador 4x Tris-CI/SDS, pH 6.8, se afadi6 6.05
g de Tris base (0.5 M Tris Cl, final) y 0.4 g de SDS (0.4 % final) a 40 mL de agua,
se ajustd el pH con HCI 1 N y se llevd a 100 mL de volumen. Se filtrd la solucion
utilizando un filtro de 0.45 uym, se conserva a 4 °C. Amortiguador 4x Tris-CI/SDS,
pH 8.8, se anadié 91 g de Tris base (1.5 M Tris Cl, final) y 2 g de SDS (0.4 % final)
a 300 mL de agua, se ajusto el pH con HCI 1 N y se llevé a 500 mL de volumen.

Se filtré la solucion utilizando un filtro de 0.45 pm, se conserva a 4 °C.
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Amortiguador de carga SDS 2x, 25 mL de amortiguador 4x Tris-Cl/SDS pH 6.8, 20
mL de glicerol, 4 g de SDS 2 mL de 2-Mercaptoetanol o 3.1 g de DTT, 1 mg de
azul de bromofenol, se llevé a 100 mL de volumen en agua destilada y
desionizada. Se mezclé y separd en tubos alicuotas de 1 mL, se almacena a -70
°C. Amortiguador de corrida SDS 5x, 15.1 g de Tris base, 72.0 g de glicina, 5.0 g
de SDS, se llevé a volumen de 100 mL en agua destilada y desionizada. Se diluy6
a 1x antes de usar. Se almacena de 0 a 4 °C hasta su uso. Marcador de peso
molecular, se utiliz6 un marcador de bajo peso molecular GE Healthcare LMW-
SDS Marker Kit 17044601. Se utilizdé persulfato de amonio al 10 % en agua. Se
utilizé un kit de electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell marca BioRad 165
-8001. La muestra de lipasa (Enmex, LAP 6R190) a analizar se prepard
disolviendo 5 mg/mL de la enzima en agua desionizada y se utilizé un gel 12 %. El
gel obtenido de la separacion electroforética se observo con el fotodocumentador

Alpha Imager y para el analisis de utiliz6 el software Alpha view 3.4.0.0.

4.2.3 Inmovilizacién de lipasa en placas de acero inoxidable

Se determind la metodologia de inmovilizacién de la lipasa sobre placas
de acero inoxidable 304 acabado 2B, se siguioé la metodologia propuesta para la
limpieza y el pretratamiento del acero inoxidable propuesta por Barbes et al.,
(2008) y Benvenuto et al., (2015) y posteriormente se funcionalizd el acero
utilizando quitosano'y una etapa de entrecruzamiento, donde se evaluaron dos
agentes entrecruzantes, genipino y glutaraldehido, el proceso general se describe
en el siguiente diagrama (Fig. 14). La variable de respuesta es la actividad
enzimatica de la enzima inmovilizada, ademas de que se evalua la cantidad de

enzima.inmovilizada.
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Figura 14. Diagrama general de proceso de inmovilizacion de lipasa en acero

inoxidable.

4.2.3.1 Limpieza y pretratamiento de superficie de acero inoxidable

La limpieza y pretratamiento de las placas de acero inoxidable se realiz6

siguiendo la metodologia propuesta por Barbes et al., (2008) y Benvenuto et al.,

(2015). Se realizaron lavados utilizando diferentes solventes a una temperatura

constante de 50°C y bajo sonicacién con una amplitud de 70 %. El primer lavado

se realizd con acetona durante 5 min, seguido de agua destilada durante 5 min, 15

min en hexano, 15 min en agua destilada, 20 min en etanol al 95 % y finalmente

20 min con agua destilada con el fin de eliminar contaminantes no polares y

polares débilmente adsorbidos. Al finalizar los lavados, las placas se trataron en

una solucién pirana (2.7:1) H2SO4 concentrado y H202 30 % manteniendo en bafo

Maria a 85-90 °C (Fig. 15), durante 30 min a temperatura constante (en campana

de extraccion con extremo cuidado).
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Figura 15. Pretratamiento de las placas de acero inoxidable con solucion pirafia en

bano Maria.

Finalmente se realizaron 3 enjuagues con agua destilada y 3 enjuagues
con metanol. El secado de las placas de acero, se realizdé en una estufa a 150 °C
durante 50 min. (Las placas se pueden conservar a temperatura ambiente no mas
de 2 dias y 70 % humedad relativa (HR)).

4.2.3.2 Funcionalizacién del acero inoxidable

Las placas de acero-inoxidable se sumergieron en una solucién de
quitosano (2 %), preparado en acido acético (0.35 M), durante 1 h a temperatura
ambiente. Se realizé un tratamiento de las placas poniéndolas en contacto con
una solucién de hidréxido de amonio (28 % NHs en H20) y etanol en una relacién
4:1 durante 12 'h en la campana de extraccion. Posteriormente se realizaron 4
lavados de las placas, cada uno de 15 min, con amortiguador citrato-fosfato pH 7
0.05 M, seguido de un secado en estufa durante 50 min a 150 °C.
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Figura 16. Placas de acero inoxidable después de la funcionalizacién con

quitosano y el tratamiento con hidroxido de amonio.

4.2.3.3 Entrecruzamiento con genipino

Se sumergieron las placas en una solucion de genipino (0.05 %) disuelto
en dimetilsulfoxido y diluido posteriormente con amortiguador de fosfato-citrato pH
7 0.05 M, a un pH y durante un tiempo definidos, posteriormente se lavaron las
placas 3 veces con amortiguador de fosfato-citrato pH 7 0.05 M.

Tabla 4. Disefo experimental en la etapa de entrecruzamiento con genipino, para

evaluar el efecto de pH y tiempo sobre la actividad enzimatica.

pH solucién
Tratamiento de genipino  Tiempo (h)

4.5 2
4.5
4.5
5.5
5.5
5.5
7.5
7.5
7.5

© O NO OGP, WN -
A ODNPMPONPAP®
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En esta etapa se realizé un diseio experimental bifactorial completamente
aleatorizado (3%, con factores tiempo de entrecruzamiento y pH de
entrecruzamiento. Los niveles para tiempo fueron 2, 3 y 4 h; los niveles para pH
fueron 4.5, 5.5 y 7.5, con actividad enzimatica como variable de respuesta, se
realiz6 por duplicado (Tabla 4). Se utilizé el programa estadistico R para el

analisis de los resultados obtenidos (R Core Team, 2018).
4.2.3.4 Entrecruzamiento con glutaraldehido

Se sumergieron las placas en una solucion de glutaraldehido (5 %) en
amortiguador de fosfato-citrato pH 7 0.05 M, a un pH y durante un tiempo definidos,
posteriormente se lavaron las placas 3 veces con amortiguador de fosfato-citrato
pH 7 0.05 M. En esta etapa se realiz6 un disefio. experimental bifactorial
completamente aleatorizado (3°), con factores tiempo de entrecruzamiento y pH de
entrecruzamiento, los niveles para tiempo fueron 5, 6 y 7 h. Los niveles para pH
fueron 5, 6 y 7, con actividad enzimatica como variable de respuesta, se realizd
por duplicado (Tabla 5). Se utilizé el programa estadistico R para el analisis de los

resultados obtenidos (R Core Team, 2018).

Tabla 5. Disefio experimental en la etapa de entrecruzamiento con glutaraldehido,

para encontrar las condiciones de pH y tiempo de maxima actividad enzimatica.

pH solucién
de
Tratamiento  glutaraldehido 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 Adicién de lipasa

Se pusieron en contacto las placas con una solucion de lipasa (3 %)
disuelta en amortiguador de fosfato-citrato pH 7 0.05 M, durante 12 h a
temperatura ambiente. Se realiz6 un ultimo lavado en 3 etapas, etilenglicol al 30 %
v/v, cloruro de sodio 1 M y amortiguador de acetatos 0.1 M pH 4.5. Las placas con
la enzima inmovilizada se almacenan en amortiguador fosfato-citrato pH 7 0.05 M
a4°C.

(b)

Figura 17. Placa de acero con la lipasa inmovilizada (a) con genipino y (b) con

glutaraldehido.

4.2.4 Determinacion de cantidad de enzima inmovilizada

La cantidad de lipasa inmovilizada se determind por diferencia entre el
contenido de proteina en la solucion de enzima del sobrenadante después de
inmovilizar y la solucién de enzima inicial. Determinacion de proteinas se realizd
por método de Bradford, (1976), siguiendo el protocolo de ensayo de Ausubel
(2002).

Se prepar6 el reactivo de Bradford (Coomassie brilliant blue solution)
diluyendo 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de etanol al 95
%; se agrego 100 mL de &cido fosférico al 85 % y se llevo a 1 litro el volumen total.
Posteriormente se filtr6 a través de un papel filtro Whatman no. 1, se almacena a 4
°C. Se preparo una solucién de proteina estandar, utilizando albumina sérica
bovina BSA (0.5 mg/mL) se pesé 0.5 mg y se disolvid en 1 mL de agua destilada,

se pasO por el agitador vortex. Para la curva de calibracion se prepararon
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diluciones del BSA (0.5 mg/mL) con NaCl 0.15 M, por triplicado. Se agreg6 a cada
tubo de estandar BSA y muestras de enzima a analizar 1 mL de solucién de azul
de coomassie. Se mezcld con ayuda del vortex y se dejan 2 min a temperatura
ambiente. Se determind la absorbancia Asgs. Se elabora la curva estandar
graficando los valores obtenidos de la absorbancia contra la concentracion de
proteina de las muestras estandar BSA, y con esta se determina la concentracién

de las muestras analizadas de lipasa.

4.2.5 Ensayo de la actividad lipolitica

4.2.5.1 Curvas estandar de p- nitrofenol

Se realizaron curvas estandar de p- nitrofenol, se prepararon 2 soluciones
con concentraciones distintas de p- nitrofenol, se realizé una curva para cada una.
Se mezclé agua, p-nitrofenol y NaOH 0.2 M en las cantidades que se muestran en
la Tabla 6.

Se mezclé y agité en vortex, se transfirid a una micro placa de pozos y se
leyd a una absorbancia As1s. Se registran los datos y se realiza la curva estandar
de calibracion graficando la concentracidn de p-nitrofenol vs lectura de
absorbancia; esta se utilizdé para calcular el p- nitrofenol liberado en la reaccion

enzimatica.

Tabla 6. Preparacion de curvas estandar de p-nitrofenol, a) 5x10™° M. b) 1x 10 M.

a) No. tubo p-nitrofenol 5X10° M Agua (mL) NaOH 0.2 M (mL)
(mL)
1 0 4.5 0.5
2 0.5 4 0.5
3 1 3.5 0.5
4 2 25 0.5
5 3 1.5 0.5
6 4 0.5 0.5
7 4.5 0 0.5
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b) No. tubo p-nitrofenol 1X10* M Agua (mL) NaOH 0.2 M (mL)

(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 15 0.5
6 4 0.5 0.5
7 4.5 0 0.5

4.2.5.2 Determinacion de actividad lipolitica

El analisis de la actividad de la lipasa se realizd por un método
colorimétrico de acuerdo a Winkler & Stuckmann (1979), se evalué usando p-
nitrofenil palmitato (Sigma) como sustrato. Para preparar 100 mL de sustrato 790
MM se mezclé 10 mililitros de isopropanol que contienen 30 mg de p-nitrofenil
palmitato y se le agregd 90 ml de tampon de fosfato 0.05 M pH 8, que contiene
207 mg de desoxicolato de sodio. Para los ensayos de actividad de enzima libre
se utilizé una cantidad de 2.4 mL de esta solucion de sustrato recién preparada
precalentada a 37 °C. y luego se mezcl6 con 0.1 mL de enzima al 3 %. Después de
15 min de incubacion a 37 °C, se le agrego 50 yL de triton X-100 para clarificar el
liquido a analizar y se detuvo la reaccion con un bafo de hielo (Gupta ef al., 2002).
Se midié la absorbancia a 415 nm frente a un control libre de enzimas. Para los
ensayos de la enzima inmovilizada se usaron 15 mL de sustrato en donde se
sumergié la placa con la enzima inmovilizada y se siguio el resto del proceso
descrito anteriormente. Una unidad de enzima se define como 1 nmol de p-
nitrofenol liberado enzimaticamente del sustrato mL min™'. En las condiciones

descritas, el coeficiente de extincion de p-nitrofenol es €410 = 15,000 cm” mg™.
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Para evaluar la actividad enzimatica utilizando sustrato lacteo se utilizé el
sustrato “queso fundido” proporcionado por la empresa RICAP S.A. de C.V. En el
proceso de elaboracion del queso enzimatico al sustrato lacteo se le adicionan 3
enzimas, utilizando ademas de la lipasa, dos proteasas, Neutrasa y Flavourzyme.
Durante el proceso midié el pH, % de acidez y el aroma como indicadores del
proceso enzimatico. Se precalento el sustrato a 50 °C en bafio Maria. Para evaluar
la enzima libre se tomaron 25 gramos de sustrato y se le agrego 0.01675 g de
lipasa (0.067 %), 0.1925 g de neutrasa (0.077 %) y 0.012 g de flavourzyme (0.048
%), se agitdé por 10 min, posteriormente se incub6é a 50 °C. Para evaluar la
enzima inmovilizada se tomaron 25 gramos de sustrato en un recipiente al cual se
le agregaron 5 placas con lipasa, 2 placas con neutrasa -y 2 placas con
flavourzyme inmovilizadas, posteriormente se incubo ‘@ 50 °C. El proceso se
continu6é hasta obtener los valores especificados.de pH (4.5-5.5), acidez (5-7 %,
expresada en acido lactico) y aroma caracteristico del producto terminado “queso
enzimatico”. El producto final de la reaccion enzimatica se analizé para determinar
los compuestos de sabor generados en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent
Techologies, Inc., Wilmington, EUA), acoplado a un detector de ionizacion de
flama FID, un espectrometro de masas y utilizando una columna capilar DB-FFAP
(30 m) (Agilent). Con los resultados obtenidos se hizo una comparacién de los
compuestos asociados al sabor lacteo (acidos grasos) producidos con la enzima
inmovilizada y con la enzima libre. Los analisis se realizaron en las instalaciones
del Centro De Investigacion En Ciencia Aplicada Y Tecnologia Avanzada (CICATA
-IPN), unidad Querétaro.

4 2.6 Eficiencia de la inmovilizacién

La eficiencia de la inmovilizacién se calcul6é a partir de la diferencia entre
las actividades enzimaticas de la enzima libre antes de inmovilizar y la enzima
inmovilizada, recuperadas en el sobrenadante antes de la inmovilizacion vy
utilizando las placas con lipasa inmovilizada. La actividad enzimatica se analiz6

por el método colorimétrico descrito anteriormente (Gupta ef al., 2002).
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La eficiencia de inmovilizacion (El) se calculdé por la ecuacion 1,

previamente descrito por Sheldon & van Pelt, (2013):

El= Actividad observada X 100

Actividad inmovilizada

Ecuacion 1

4.2.7 Propiedades térmicas y cinéticas de la enzima libre e inmovilizada

Se evaluaron y compararon las propiedades de la enzima inmovilizada y
libre, evaluando el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica,

tiempo de reaccion y se determinaron los parametros cinéticos Km y Vuax.

4.2.7.1 Evaluacion de efecto de pH y temperatura sobre la enzima libre e

inmovilizada

Para determinar el tiempo de la reaccion enzimatica se preparo6 sustrato p-
nitrofenil palmitato 790 uM, a pH 8 y se incubd a 37 °C. Para la enzima libre se
tomaron 100 pL de lipasa al 3 % y se mezcldé con 2.4 mL de sustrato y para la
enzima inmovilizada se tomd una placa y se sumergié en 15 mL de sustrato, se
realiza por triplicado, se tomaron muestras del producto de la reaccion cada
determinado tiempo y se midio la actividad enzimatica por el método colorimétrico

descrito anteriormente (Gupta et al., 2002).

Para la evaluacion del efecto del pH se prepararon soluciones
amortiguadoras con un rango de valores de pH entre 6 y 10 que posteriormente
fueron utilizadas para preparar la solucion de sustrato p-nitrofenil palmitato 790 uM,
después se agregd la enzima libre e inmovilizada, se incub6 a 37 °C y se
determiné la actividad enzimatica por el método colorimétrico descrito

anteriormente (Gupta et al., 2002).

Para la evaluacion del efecto de la temperatura se prepararon soluciones

de sustrato p-nitrofenil palmitato 790 uM con el pH encontrado en la etapa anterior
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en el cual se observo la mayor actividad enzimatica. Después se agregé la enzima
libre e inmovilizada, se incubd en un rango de temperaturas de 25 a 80 °C y se
determindé la actividad enzimatica por el método colorimétrico descrito

anteriormente (Gupta et al., 2002).
4.2.7.2 Determinacion de parametros cinéticos de la enzima libre e inmovilizada

Los parametros cinéticos se determinaron a partir de la medicion de la
actividad enzimatica utilizando sustrato p-nitrofenil palmitato preparado a
concentraciones entre 0 y 1383 pM, con tiempo de reaccion, pH/ de sustrato y
temperatura de incubacion determinados en las etapas anteriores, tanto para la
enzima libre como para la inmovilizada utilizando el método colorimétrico (Gupta et
al., 2002). Para la enzima libre se tom6 0.1 mL de lipasa'3 %y se agregd a 2.4 mL
de sustrato, se incub6 y se tomdé una muestra del sobrenadante y se midid la
absorbancia a 415 nm. Para la enzima inmovilizada se tomd una placa con lipasa
inmovilizada y se sumergi6 en 15 mL de sustrato, se incubo, se tomd una muestra

del sobrenadante y se midi6 la absorbancia a415 nm.

4.2.8 Ciclos de reuso con sustrato sintético

Los ciclos de reuso de la enzima inmovilizada se evaluaron utilizando el
sustrato p- nitrofenil palmitato, se sumergieron las placas con lipasa inmovilizada
en 15 mL de sustrato 790 yM pH 10, preparado con amortiguador carbonato-
bicarbonato pH 10 0.05 M y ajustado con NaOH. Se realizaron ciclos de 3 h cada
uno con temperatura de incubacién de 65°C, haciendo un enjuague de las placas
con solucién amortiguadora fosfato-citrato pH 7 0.05 M después de cada ciclo y
reintroduciéndolas en sustrato recién preparado. El producto de la reaccion
después de cada ciclo se midi®6 mediante el método colorimétrico descrito
anteriormente (Gupta et al., 2002). El proceso se repitid “n” veces hasta que la

actividad enzimatica disminuyera un 30 % respecto a la actividad inicial.

4.2.9 Tiempo de almacenamiento de las placas con enzima inmovilizada

Se evalué semanalmente la actividad enzimatica de la lipasa inmovilizada,
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utilizando p-nitrofenil palmitato 790 uM como sustrato y analizando mediante el
método colorimétrico (Gupta et al.,, 2002). Las placas con lipasa inmovilizada se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C en solucion amortiguadora fosfato-citrato pH 7
0.05 M, la actividad se evalué sumergiendo las placas en 15 mL de sustrato pH 10
e incubando a 65 °C, se tomaron muestras del sobrenadante para medir
absorbancia a 415 nm, se continué el almacenamiento hasta observar un

decremento de mas del 50 % de actividad enzimatica.

4.2.10 Interacciones entre los componentes de la inmovilizacidon

Para evaluar la composicion superficial de cada etapa del proceso de
inmovilizacion se realiz6 un analisis elemental mediante la técnica de
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), utilizando un espectrémetro K-
Alpha™+ surface analysis (Thermo scientific, Massachusetts, EUA) en las
instalaciones del Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico en
Electroquimica (CIDETEQ), ubicado en Pedro Escobedo, Querétaro. Las muestras
analizadas se prepararon y separaron en cada etapa de la inmovilizacion: placa de
acero inoxidable, capa de quitosano, después del entrecruzamiento e

inmovilizacion final y se les realizé un secado a temperatura ambiente.

4.2.11 Morfologia superficial del sistema de inmovilizacion

Se observo la estructura superficial del sistema de inmovilizacion mediante
microscopia electronica de barrido, utilizando microscopio electrénico modelo EVO
-50 (Carl Zeiss, Inglaterra, RU), las muestras analizadas fueron capa de quitosano,
etapa de entrecruzamiento e inmovilizacion final, las muestras se secaron a
temperatura ambiente y posteriormente fueron recubiertas con oro como se
observa-en la figura 18 (DESK II, Denton vacuum, New Jersey, EUA; EM ACE200,
Leica, Wetzlar, Alemania; SC7620, Quérum, East Sussex, RU), se realizé en el
laboratorio nacional de identificacion y caracterizacion vegetal sede Querétaro,

facultad de ciencias naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
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Figura 18. Preparacion y recubrimiento con oro de las muestras a analizar por

microscopia electronica de barrido.

4.2.12 Analisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, y los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar. En la etapa de entrecruzamiento
de la inmovilizacion, se utilizé un disefio bifactorial completamente aleatorizado 3°
para evaluar los efectos y las interacciones en los factores tiempo de contacto y
pH de la solucién. Como variable de respuesta se evalla la actividad enzimatica,
haciendo un andlisis de varianza y un grafico de interaccion, utilizando el

programa estadistico R (R Core Team, 2018).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de la enzima libre

La enzima comercial lipasa P reporta en su ficha técnica de especificacion
de producto, la descripcion del producto como un sistema enzimatico
estandarizado, principalmente lipasa, extraida de pancreas de cerdo, que contiene
amilasa y proteasa. Polvo amorfo color crema, libre de olores ofensivos y es
normalmente usado para hidrolisis de lipidos. Al tratarse de un producto que no
tiene un alto grado de pureza y es una mezcla de enzimas es importante
determinar el contenido de proteina y el contenido de lipasa de la muestra, ya que
es necesario poder hacer comparaciones entre la enzima libre € inmovilizada en
funcidn de la proteina y con el fin de determinar la cantidad de placas con lipasa

inmovilizada que se utilizaran en la formulacién del sabor enzimatico.

5.1.1 Determinacion de contenido de proteina

El contenido de proteina obtenido de la muestra de lipasa analizada fue
de 28.2 +0.048 %, el método de Bradford ha sido utilizado para cuantificar proteina
de soluciones de enzimas comerciales, utilizandose como método de referencia
respecto a otros métodos de analisis (Nicolas et al., 2017). La cuantificacion de
proteina fue de utilidad para determinar la cantidad de proteina que se agrega en
la formulacion del queso enzimatico en el proceso estandar con enzima libre, ya
que solo estaba determinado por el peso del polvo y no en funcion de la cantidad
de proteina. Para el calculo de la cantidad de placas necesarias para la
formulacidn del sabor enzimatico se utilizo la determinacion de mg m™ de proteina

inmovilizada comparando con la formulacion estandar.

5.1.2 Separacion electroforética

En el gel SDS-PAGE se detectaron 10 bandas de proteinas que varian de
14 a 52 kDa en la muestra de lipasa (Fig. 19). El peso molecular reportado de la
lipasa es de 50-52 kDa (Mendes et al., 2012), se pueden observar dos bandas en

ese rango de peso molecular, asumiendo por lo tanto que se trata de la lipasa.
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Estas dos bandas representan el 29.92 % del total de la proteina separada, las
bandas restantes corresponderian a las amilasa y proteasas, y alguna otra

proteina presente en la muestra.

97 kDa

20.1

Figura 19. Gel de electroforesis obtenido. Carril 1 L= lipasa, carril 2 WM=marcador

de peso molecular.

5.2 Inmovilizacién de lipasa en soporte de acero inoxidable

La metodologia establecida para la inmovilizacion de lipasa pancreatica de
cerdo en placa de acero inoxidable 304 2B, permitié inmovilizar de manera exitosa
169.04 mg m™ con el uso de glutaraldehido y 131.9 mg m™con el uso de genipino.
Ha sido reportado el uso de glutaraldehido en la inmovilizacion de lipasas sobre
soportes activados o funcionalizados , el uso de este agente entrecruzante ayuda
a mejorar la estabilidad de la enzima (Barbosa et al., 2014) y también en soportes
de quitosano entrecruzado con glutaraldehido obteniendo 287.2 ug lipasa por g de
quitosano (Hung et al., 2003). El genipino es un reactivo de entrecruzamiento
natural compatible con aplicaciones alimentarias y es una alternativa al
glutaraldehido, que es el mas usado tradicionalmente (Barbosa et al., 2014). En el
proceso el uso de genipino dio como resultado una menor cantidad de proteina
inmovilizada, sin embargo, no se descarta su uso debido a su naturaleza no téxica,
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su origen natural y su extraccion amigable con el ambiente. Ademas, en otro
trabajos se ha reportado un mejor rendimiento comparado con el glutaraldehido en
la inmovilizacién de otras enzimas (Klein et al., 2016; Mi et al., 2000) y su uso con

quitosano para la inmovilizaciéon de lipasa (Chiou et al., 2007).

Tabla 7. Cantidad de enzima y quitosano en la inmovilizacion sobre placas de

acero inoxidable.

Componente Con glutaraldehido / con genipino
(mg m™)
Lipasa 169.04 /131.9
Quitosano 13600

5.3 Eficiencia de la inmovilizaciéon

La eficiencia de inmovilizacion (IE) calculada para la inmovilizacion
utilizando glutaraldehido como agente entrecruzante fue de 8.42 % y con genipino
7.80 %, Kiling et al., (2006) mencionan un rendimiento de actividad enzimatica del
13.6 y 15.1 % en la inmovilizacién de lipasa pancreatica de cerdo mediante
adsorcion en quitina y quitosano respectivamente, y utilizando glutaraldehido. La
eficiencia obtenida es baja comparada con el trabajo mencionado, pero la
inmovilizacion tiene una buena estabilidad y la capacidad de ser reutilizada en
varios ciclos, ademas de que el uso de un soporte como el acero inoxidable le

brinda la facilidad de manipulacion.

5.4 Disefio experimental: pH y tiempo de entrecruzamiento

El tratamiento de pH 4.5 y 3 h en la etapa de entrecruzamiento con
genipino (Tabla 8) muestra la mayor actividad enzimatica, no se encuentra una
diferencia significativa estadisticamente, en el anexo 7 se muestra la tabla de
ANDEVA. El valor P para el factor pH es 0.059, 0.88 para el factor tiempo y 0.71
para el efecto de interaccion, por lo que se podria decir que el efecto del pH es el

de mayor relevancia. De forma practica, este analisis es de utilidad para
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establecer las condiciones durante el proceso de inmovilizacion que nos
proporcionen la mayor actividad enzimatica posible. En la Figura 20 podemos
observar la interaccion de los dos factores del disefio, definiendo que el efecto es

mayor para el factor pH.

Tabla 8. Resultados del disefio experimental en la etapa de entrecruzamiento con
genipino, n=2.

Actividad enzimatica

Tratamiento pH Tiempo (h) (nM min™)
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 55 2 155.06 £ 2.18
5 5.5 3 181.30 + 2.62
6 5.5 4 164.75 + 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
A,

! tiempo

-

A 4

Figura 20. Grafica de interaccion de los factores tiempo y pH en la etapa de
entrecruzamiento con genipino, (actividad enzimatica expresada en nM min” y
tiempo en h).
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El tratamiento de pH 7 y 6 h en la etapa de entrecruzamiento con
glutaraldehido (Tabla 9) muestra la mayor actividad enzimatica, se encontro
diferencia significativa en ambos factores evaluados, no asi en el efecto de la
interaccion, en el anexo 8 se muestra la tabla de ANDEVA. El valor P para el
factor pH es 0.0000358, 0.00233 para el tiempo y 0.2357 para el efecto de la
interaccion. En la Figura 21 podemos observar la grafica de interaccion de los dos
factores del disefio experimental, en donde se aprecia que aparentemente no

existe efecto de la interaccion como lo indica el analisis de varianza.

Tabla 9. Resultados del disefio experimental en la etapa de entrecruzamiento con
glutaraldehido, n=2.
Actividad enzimatica
Tratamiento pH Tiempo (h) (nM.min™")

5 230.06 £ 5.24
334.07 +2.18
341.79 £ 2.62
376.05 + 3.93
417.72 £ 1.75
420.49 + 5.67
376.05 £ 10.04
436.85 + 6.11
430.37 £ 5.67

—
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Figura 21. Grafica de interaccion de los factores tiempo y pH en la etapa de
entrecruzamiento con glutaraldehido, (actividad enzimatica expresada en nM min™

y tiempo en h).
5.5 Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad enzimatica

En la gréafica de la Figura 22 se puede observar el comportamiento de la
reaccion enzimatica de la enzima libre, con la liberacion de nitrofenol a través del
tiempo, se determiné que el pico de maxima actividad es a los 60 min, por lo que
se define el tiempo de reaccidén para los siguientes experimentos en 15 min, ya
que se encuentra en la fase donde se observa la velocidad inicial (pendiente en la

grafica).

En la Figura 23 se puede observar la liberacion de nitrofenol a través del
tiempo en la reaccidn enzimatica catalizada por la enzima inmovilizada, se
determiné el pico maximo a los 240 min, aunque esta menos marcado que en la
cinética de reaccion de la enzima libre, se define el tiempo de reacciéon en 180 min
para los siguientes experimentos, tanto para el entrecruzamiento con

glutaraldehido como con genipino.
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Figura 22. Liberacién de p- nitrofenol (uM) a través del tiempo, utilizando lipasa

libre, n=3.
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Figura 23. Liberacion de p- nitrofenol (uM) a través del tiempo, utilizando lipasa

inmovilizada con ambos agentes entrecruzantes, n=3.
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p-Nitrofenol (pM)

En la figura 24 se observa el comportamiento de la actividad enzimatica de
la lipasa libre en los diferentes pH evaluados, la mayor actividad se obtiene en pH
9. El comportamiento observado en la figura 25 corresponde a la evaluacién de las
diferentes temperaturas de incubacién para la enzima libre, obteniendo la mayor
actividad en 50 °C. A los 150 min de reaccion las temperaturas en el rango de 25-
50 °C tienen un perfil de actividad muy similar, siendo diferente la temperatura de
65 °C donde hay una menor liberacion de nitrofenol, probablemente la enzima
sufrid una desnaturalizacién por efecto de la temperatura elevada. Ya han sido
reportadas temperaturas y pH optimos similares para la enzima pancreatica de
cerdo (Balcéao et al., 1996; Kiling et al., 2006).
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pH 7 pH & pH g pH 10

Tiempo (minutos)

Figura 24. Determinacion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica de la
enzima libre, n=3. (a) p- nitrofenol liberado en sustrato preparado a diferentes
valores de pH. (b) Actividad enzimatica en sustrato preparado a diferentes valores
de pH.

58



p-Nitrofenol (pM)

(a)

(b)

14000

600 A

12000 1

400 A1 10000 < / N\

imatica (nM mm'1 )
~
-

300 1

000 1 ~ / \

200 1

—8— 25 °C
100 A o arce
o —¥— 50 °C
—¥— 65 °C

6000 I

Actividad en

4000

60 80 100 120 140 160 25 o¢ 37 oC 508 65 °C

Tiempo (minutos) Temperatura

Figura 25. Determinacioén del efecto de la temperatura sobre la actividad
enzimatica de la enzima libre, n=3. (a) p- nitrofenol liberado en la reaccion
incubada diferentes temperaturas. (b) Actividad enzimatica en la reaccion

incubada diferentes temperaturas.

En cuanto a la lipasa inmovilizada, como se observa en las figuras 26 y 27,
donde se utilizé glutaraldehido como agente entrecruzante, se obtuvo la mayor
actividad enzimatica en pH 10 y 65 °C. En las figuras 28 y 29 se obtuvo el mismo
El

inmovilizada,

comportamiento  utilizando .genipino como agente entrecruzante.

comportamiento de la reaccion catalizada por la enzima
entrecruzada con glutaraldehido, mostré estabilidad en el rango de pH 7-10, ya
En

entrecruzamiento con genipino se observa una mayor estabilidad en el rango de

que la liberacion de nitrofenol es muy similar. la inmovilizacion con
temperaturas de incubacion evaluado de 25-80 °C; en cuanto al pH, en los valores
de 7 y 8 se nota una marcada disminucién de la actividad. Otros autores han
reportado pH éptimos similares para la enzima pancreatica de cerdo después de la
inmovilizacion, aunque en el caso de la temperatura es un poco mayor que lo
reportado (Balcdo et al., 1996; Kiling ef al., 2006), es posible que esto se deba al
uso de un soporte de acero inoxidable y la estabilidad de la capa de quitosano
unida por fisisorcion, que permita una mayor estabilidad térmica de la lipasa

inmovilizada.
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Figura 26. Determinacion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica de la

enzima inmovilizada, con glutaraldehido como agente entrecruzante, n=3. (a) p-

nitrofenol liberado en sustrato preparado a diferentes valores de pH. (b) Actividad

enzimatica en sustrato preparado a
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Figura 27. Determinacion del efecto de la temperatura sobre la actividad

enzimatica de la enzima inmovilizada, utilizando glutaraldehido como agente

entrecruzante, n=3. (a) p- nitrofenol liberado en la reaccion incubada a diferentes

temperaturas. (b) Actividad enzimatica en la reaccion incubada a diferentes

temperaturas.
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Figura 28. Determinacion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica de la

enzima inmovilizada, con genipino como agente entrecruzante, n=3. (a) p-

nitrofenol liberado en sustrato preparado a diferentes valores de pH. (b) Actividad

enzimatica en sustrato preparado a diferentes valores de pH.

1]
160 2600
140
2400
120 M
‘= 2200
100 =
= 2000
80 =
= 4800
a0 o]
o
—8— 95 0o =
=
40 4 —8— 37 °C - 1600
—— 50 o0 <
20 A —¥— 55 °C 1400
—f— 80 °C
0 1200
0 20 40 B0 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo (minutos)

(b)

Temperatura

Figura 29. Determinacioén del efecto de la temperatura sobre la actividad

enzimatica de la enzima inmovilizada, con genipino como agente entrecruzante,

n=3. (a) p- nitrofenol liberado en la reaccién incubada a diferentes valores

temperatura. (b) Actividad enzimatica en la reaccion incubada a diferentes valores

temperatura.
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5.6 Parametros cinéticos Km y Vmax

Los parametros cinéticos Ku y Vmax se calcularon a partir de un grafico de
doble reciproco en la Figura 30 para la enzima libre y en la Figura 31 para la
enzima inmovilizada. El Km de la lipasa libre fue de 28.8 uM y de la inmovilizada
fue de 142 uyM y 427 uyM, con genipino y glutaraldehido, respectivamente. En
consecuencia, los valores de Vuax fueron 31 uM min™ para la lipasa libre y 4.16'y
5.19 uM min”” para el uso de genipino y glutaraldehido, respectivamente. El
aumento en Kuv de enzima inmovilizada indic6 que la enzima inmovilizada tiene
una afinidad aparentemente menor por el sustrato. Este cambio fue causado por la
inmovilizacién, que condujo a la pérdida de la flexibilidad enzimatica necesaria
para la union del sustrato (Wang et al., 2006), disminuyendo el Vuax de la lipasa
inmovilizada. Ademas, es posible que la union de la enzima al soporte de
inmovilizacion dificulte el acceso del sustrato y-la uniéon con el sitio activo de la
enzima. Wang et al., (2015) reporta un comportamiento similar en los valores de
Kv y Vmax de la enzima libre e inmovilizada. Chiou & Wu,(2004) mencionan un
comportamiento similar en el aumento de Km en la enzima inmovilizada utilizando
perlas de quitosano, y reportan diferencias muy notables entre sus dos sistemas
de inmovilizacion, mostrando que la accesibilidad del sustrato a la enzima tiene

gran relevancia (Tabla 10).

Tabla 10. Km y Vmax de lipasa libre e inmovilizada.

Parametro L. Libre L. Inmovilizada L. Inmovilizada
(genipino) (glutaraldehido)
Vuax (MM min™) 31.0 4.16 5.19
Km (M) 28.8 142 427.0
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Figura 30. Grafica Lineweaver-Burk de la enzima libre; n=3.
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Figura 31. Grafica Lineweaver-Burk de la enzima inmovilizada, n=3, (a) con

glutaraldehido (b) con genipino, como agentes entrecruzantes.

5.7 Elaboracion de sabor enzimatico lacteo

El sustrato lacteo utilizado para la elaboracion del sabor enzimatico se
analizé para entender su composicion, sobre todo el contenido de grasa, ya que
es la materia grasa la que se hidroliza con la lipasa inmovilizada y partir de esta
se obtienen los acidos grasos relacionados con el sabor. En la Tabla 11 se
observan los resultados de contenido de lipidos, proteina total, cenizas y humedad,

destacando el alto contenido de grasa y proteina de la muestra analizada.
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Tabla 11. Resultados de andlisis bromatologico realizado al sustrato lacteo.

Ensayo Método Resultado

(g/100 g de producto)

Lipidos NMX-F-100-1984 10.23 +- 0.77

Proteina total AOAC 954.01 17.40 +- 0.59

Cenizas AOAC 923.03 3.93 +- 0.05

Humedad Analisis termo gravimétrico NMX-F 51.78 +-0.01
-428-1982

El proceso de elaboracion del sabor enzimatico incluyé la utilizacion de
enzimas lipoliticas y proteoliticas, en las proporciones encontradas durante la
experimentacion, el producto final obtenido de esta hidrolisis fue analizado
obteniendo un rango de pH de 4-5 y una acidez de 5- 6 %, ademas del aroma
caracteristico del producto. Se tomaron muestras de sustrato lacteo (base), un
queso enzimatico comercial y 2 muestras de sabores enzimaticos producidos con
las enzimas inmovilizadas, esto con el fin de realizar una comparacion del perfil de
acidos grasos contenidos en las muestras (Tabla 12). Regado et al., (2007)
obtuvieron una produccién de acidos grasos de 4 a 18 carbonos, siendo estos los
de relevancia para el perfil de sabor lacteo. En el sabor enzimatico producido se
puede destacar la presencia, en cantidades superiores al enzimatico comercial, el
acido butanoico y el acido oleico, y una produccion elevada de acido acético, lo
que podria cambiar el perfil del sabor final, sin embargo, a nivel sensorial no se
detectaba. este compuesto. Peng et al, (2014) mencionan que la produccién
elevada de ciertos acidos grasos mediante el uso de las enzimas en la grasa de
leche, podria producir un sabor distintivo y con nuevas aplicaciones en alimentos,
lo que podria decirse también de este sabor enzimatico producido con las enzimas

inmovilizadas en este trabajo.
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Tabla 12. Resultados del andlisis de cuantificacion de acidos grasos presentes en
las muestras de sabor enzimatico y sustrato lacteo mediante cromatografia de

gases, expresado en ppm.

Queso

Acido graso Sustrato lacteo enzimatico Que’s.o Que;sp
comercial enzimatico 1 enzimatico 2

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 717 198.36 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 Ciclos de reuso

La estabilidad de la lipasa inmovilizada en los ciclos de reuso se determind
midiendo la actividad para la hidrélisis de p-nitrofenil palmitato. Como se ve en la
Figura 32, la lipasa inmovilizada con glutaraldehido como agente entrecruzante
retuvo mas del 70 % de su actividad inicial después de 5 veces su reutilizacion y 4
veces utilizando genipino (Figura 33). Tal reutilizacién es ventajosa para el uso
continuo de esta enzima en aplicaciones biotecnoldgicas (Kiling et al., 2006). Gao
et al., (2010) menciona el mantenimiento del 80.5 % de la actividad inicial de la
lipasa después de 6 ciclos en 48 h, utilizando silica mesoporosa, quitosano y
glutaraldehido en su sistema de inmovilizacion. Chiou & Wu, (2004) mencionan un
mantenimiento del 78 % y el 85 % de su actividad inicial después de 10 ciclos
hidroliticos discontinuos, utilizando en la inmovilizacién de la lipasa perlas de
quitosano. Baghban et al, (2017) inmovilizaron lipasa pancreatica unida

covalentemente a magnetita a base de ditiocarbamato / quitosano, y mencionan
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una reutilizacion de al menos 6 ciclos sin perder actividad significativamente, estos

resultados son muy similares a los reportados en este trabajo.
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Figura 32. Ciclos de reuso de la lipasa inmovilizada con glutaraldehido, n=3. (a)

Actividad remanente después de cada ciclo y (b) actividad relativa.
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Figura 33. Ciclos de reuso de la lipasa inmovilizada con genipino, n=3.

(a) Actividad remanente después de cada ciclo y (b) actividad relativa.

5.9 Almacenamiento dela enzima inmovilizada

La lipasa inmovilizada fue almacenada en refrigeracién a 4 °C. Como se
observa en la Figura 34, la enzima retuvo el 55.5 % y 65.3 % de su actividad inicial,
con glutaraldehido y con genipino, respectivamente, después de 3 semanas de
almacenamiento. Kiling et al, (2006) reporta que la lipasa pancreatica
inmovilizada se almacend a 4 °C, la enzima inmovilizada en quitina retuvo el 86.5
% y en quitosano el 67 % de sus actividades originales durante aproximadamente
45 dias. Varios informes confirman que la estabilidad de almacenamiento de la
enzima inmovilizada depende del método de inmovilizacion aplicado y las
condiciones de almacenamiento (Krajewska et al., 2007; Vaillant et al., 2000).
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Figura 34. Grafica de estabilidad durante el almacenamiento (a) Retencién de la
actividad enzimatica de la lipasa inmovilizada con genipino y con glutaraldehido,

durante 6 semanas, (b) actividad relativa, n=2.
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5.10 Analisis de la composicion y estructura superficial de la inmovilizacion

5.10.1 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

La evaluaciéon de la composicidn superficial de cada etapa del proceso de
inmovilizacion que se realizdé mediante la técnica de espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS), dio como resultado la cuantificacién de los
elementos que se encuentran en la superficie de las muestras. En la Figura 35, el
analisis de la placa de acero inoxidable muestra la presencia de hierro, cromo y
niquel, siendo el hierro el principal componente, tal como se menciona en la Tabla
2 de composicion del acero inoxidable (British Stainless Steel Association, 2018),
en los resultados del analisis de las etapas posteriores de la inmovilizacion:
funcionalizacion con quitosano, después del entrecruzamiento e inmovilizacion
final, se observa la presencia de los elementos ‘organicos carbono, oxigeno y
nitrégeno, ademas de fosforo y calcio. Esto podria ser un indicador de la presencia
de los compuestos de la inmovilizacion unidos a la placa de acero inoxidable
utilizada como soporte, evidenciando en cada etapa analizada. El fosforo
solamente se identific6 en la muestra de funcionalizacién con quitosano y el calcio
después del entrecruzamiento con ambos agentes. Orrego et al., (2010) evalué de
manera similar la inmovilizacion de lipasa en membranas de quitosano y con el

uso de glutaraldehido, para evidenciar la presencia de la enzima inmovilizada.

69



0.4 1

COMPOSICION

ELEMENTOS

0.8
BN G uitosano
BN G enipino
NN G lutaraldehido
0.6 A BN nmov genipino
EE nmov glutaraldehido

COMPOSICION
o
'S

0.2 A

00 T T T
Fe Cr Ni C o N P Ca

ELEMENTOS
Figura 35. Analisis elemental XPS de la placa de acero inoxidable y las etapas de
inmovilizacion, n=3.
5.10.2 Microscopia electrénica de barrido SEM

Las imagenes (Fig. 36-40) obtenidas mediante la observacién de la

estructura superficial del sistema de inmovilizacion, que incluyen la
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funcionalizacion con quitosano, el entrecruzamiento con ambos agentes, genipino
y glutaraldehido, y la inmovilizacion final de la lipasa muestran morfologias que
corresponden a un compuesto (Baghban et al., 2017). Ademas, la muestra de la
capa de quitosano (Fig. 36) tiene una superficie homogénea vy lisa, a diferencia de
la etapa de entrecruzamiento (Fig. 37 y 38), donde se puede observar una
estructura rugosa que forma una red, la cual, es mucho mas densa y homogénea
utilizando glutaraldehido que con genipino. En la imagen de la lipasa inmovilizada
(fig. 39 y 40) se observa que cubre la superficie totalmente y se dejan de observar
las estructuras del entrecruzamiento de la etapa anterior, nuevamente en el caso
de uso de glutaraldehido se observa una mayor densidad y homogeneidad
comparando con el genipino. Esto podria evidenciar la presencia de mayor
cantidad de lipasa inmovilizada con glutaraldehido- y. su actividad enzimatica

ligeramente superior.

0, MgVAewm . ANTVEG

Figura 36. Micrografias obtenidas medianté SEM de la etapa de funcionalizacién
con quitosano, A) 2500 X, B) 5000 X, C) 10000 X.
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Figura 37. Micrografias obtenidas mediante SEM de la etapa de entrecruzamiento
con genipino. A) 2500 X, B) 5000 X, C) 10000 X.

Figura 38. Micrografias obtenidas mediante SEM de la etapa de entrecruzamiento
con glutaraldehido. A) 2500 X, B) 5000 X, C) 10000 X.
72



Wt L Wk Sdps  #E ook 1 D1t rn Vagsas

Figura 39. Micrografias obtenidas mediante SEM de la inmovilizacién de lipasa
utilizando genipino. A) 2500 X, B) 5000 X, C) 10000 X.

Figura 40. Micrografias obtenidas mediante SEM de la inmovilizacion de lipasa
utilizando glutaraldehido. A) 2500 X, B) 5000 X, C) 10000 X.
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6. CONCLUSIONES

La lipasa se inmovilizd exitosamente sobre las placas de acero inoxidable,
obteniendose 169.04 mg m™ con el uso de glutaraldehido y 131.9 mg m™ con el
uso de genipino, mostrando que el acero puede ser funcionalizado con grupos
amina utilizando quitosano y el posterior entrecruzamiento con ambos agentes. El
glutaraldehido mostré ser mas efectivo para la inmovilizacion, sin embargo, sigue
siendo una alternativa viable el uso de genipino debido a su nula o baja toxicidad y
su obtencidon natural y amigable con el ambiente. La efectividad. del uso de
glutaraldehido también se vio evidenciada en una actividad enzimatica ligermente
superior en la enzima inmovilizada, asi como en el andlisis de las estructuras
superficiales mediante la microscopia electronica de barrido, donde se observa
una mayor densidad y homogeneidad de la superficie del sistema de

inmovilizacion.

Se mostro que el pH y el tiempo de contacto con la solucién de
glutaraldehido y genipino en la etapa de entrecruzamiento afecta la inmovilizacion

final, mostrandose indirectamente con la medicién de la actividad enzimatica.

La enzima inmovilizada con ambos agentes entrecruzantes mostré la
capacidad de ser reutilizada en varios ciclos, 4 con uso de genipino y 5 con
glutaraldehido, sin mostrar un dano visible a la superficie inmovilizada durante su
manipulacion. Las placas con enzima inmovilizada pueden ser almacenadas
durante 14 dias en refrigeracién sin alterar notablemente su actividad enzimatica,
permitiendo una aplicacion industrial al hacer mas eficientes los procesos de
produccion: del sabor enzimatico. Ademas, la enzima inmovilizada presenta
estabilidad en un rango de temperaturas y pH mas amplios, comparado con la
enzima libre, permitiendo mayor flexibilidad de la operacién o inlcuso evaluar la
posibilidad de llevar a cabo el proceso a temperaturas superiores para determinar
si el proceso de hidrdlisis se logra en menor tiempo. Se determiné el efecto del pH
y temperatura sobre la actividad enzimatica, obteniendo la mayor actividad
enzimatica para la enzima libre en pH 9 y 50°C y para la enzima inmovilizada,
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utilizando ambos agentes entrecruzantes, en pH 10y 65 °C.

La lipasa comercial evaluada es una mezcla de varias enzimas,
incluyendo lipasa, que representa el 30 % del contenido, ademas de proteasas y
amilasas, por esto, no es posible decir con exactitud que todo lo que se inmovilizé
era solamente lipasa, sin embargo, se evidencid la presencia de esta al evaluar la
actividad hidrolitica con el sustrato sintético y con el sustrato lacteo. Se podria
evaluar la opcion de purificacidn de la enzima, aunque esto podria significar un

incremento en el costo.

Con la lipasa inmovilizada se obtuvo un sabor enzimatico lacteo donde se
identificaron acidos grasos relacionados al sabor, destacando el ‘acido butirico en
una proporcidon 6 veces mayor comparado con un sabor enzimatico comercial. El
sabor enzimatico obtenido mediante la modificacion del sustrato lacteo con la
lipasa inmovilizada tiene el potencial de ser utilizado como ingrediente en la
industria de alimentos, por lo que se puede aprovechar su perfil unico de acidos
grasos libres (tanto cualitativos como cuantitativos), para impartir notas de sabor

especificas al producto final.

Desde el punto de vista de una aplicacién industrial, la inmovilizacién de la
lipasa en las placas de acero-inoxidable es una opcién atractiva debido a la
estabilidad, capacidad de reuso, facil manipulacion y su capacidad de hidrolizar la
grasa lactea y producir un perfil de sabor lacteo. En los procesos industriales de
fabricacion de sabores enzimaticos, uno de los materiales utilizados de mayor
costo son las enzimas, por lo que si se pueden reutilizar se podria estar

disminuyendo ese costo hasta un 400 %.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Tablas de composicion quimica de acero inoxidable, estandar
europeo 10088-2 (British Stainless Steel Association, 2018).

Designacién % Composicién qufimica en masa maxima a menos que se indique

Nombre Namer | AIS] C Si Mn P S N Cr Mo Ni Otros
del acero gcerge'
Aceros inoxidables ferriticos - grados estandar.
X2CrNi1 | 1.400 0.03 |1 15 | 0.04 | 0.015 | 0.03 |10.5/ | - 0.30/ | -
2 3 12.5 1.00
X2CrTi12 | 1.451 | 409 | 0.03 | 1 1 0.04 | 0.015 | - 10.5/ | - - Ti:

2 12.5 6(C+N)/0.65
X6CrNiTi | 1.451 0.08 |07 |15 | 004 |0.015 |- 10.5/ | - 0.50/ | Ti:0.05/0.35
12 6 12.5 1.50
X6Cr13 1.4 410S | 0.08 | 1 1 0.04 | 0.015 | - 12.0/ | - - -

14.0

X6CrAI13 | 1.400 | 405 0.08 1 1 0.04 | 0.015 | - 12.0/ - - Al: 0.10/0.30

2 14.0
X6Cr17 1.401| 430 | 0.08 |1 1 0.04 | 0.015 | - 16.0/ | - - -

6 18.0
X3CrTi17| 1.451 | 439 | 0.05 | 1 1 0.04 | 0.015 | - 16.0/ | - - Ti:

18.0 4(C+N)+0.15
/0.80

X3CrNb1 | 1.451 | 430N | 0.05 | 1 1 0.04 | 0.015 | - 16.0/ | - - Nb
7 1 b 18.0 :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 | 1.452 | 444 | 0.02 |1 1 0.04 | 0.015 | 0.03 | 17.0/ | 1.80 | - Ti:
i18-2 1 5 20.0 |/25 4(C+N)+0.15
0 /0.80
Aceros inoxidables ferriticos - grados especiales.
X2CrMnT | 1.46 0.03 |1 1.00 | 0.04 | 0.015 | 0.0 | 11.0/ | 0.5 | 0.30/. | Ti:6C/0.35
i12 2.5 25 | 13.0 1.00
0
X2CrSiTi | 1.463 0.03 |02 |1 0.05|0.05 |- 13.0/ 0.5 Ti:
15 0/1. 16.0 [4(C+N)+0.1
50 5]/0.80
X2CrTi17 | 1.452 002 |05 |05 |0.04|0.015 [0.0. | 16.0/ - Ti: 0.30/0.6
5 15. | 18.0
X1CrNb1 | 1.459 0.02 |1 1 0.0. |0.015 | 0.02 | 14.0/ | - 0.20/ | -
5 5 25 16.0 0.60
X2CrMoT | 1.451 0.02 |1 1 0.04 | 0.015 | 0.0 | 16.0/ - Ti: 0.30/0.60
i17-1 3 5 15 [ 18.0
X6CrNi1 | 1.401 0.08 |1 1 0.04 | 0.015 | - 16.0/ | 05 |1.20/ |-
7-1 7 18.0 1.60
X5CrNiM | 1.458 0.08 |1 1 0.04 | 0.015 | - 13.5/ 1.00/ | Ti: 0.30/0.50
oTi15-2 |9 15.5 2.50
X6CrMo. | 1.452 | 436 | 0.08 |1 1 0.04 | 0.015 | 0.04 | 16.0/ - Nb:7(C+N)+
Nb17-1 6 18.0 0.10/1.00
X2CrNbZ | 1.459 0.03 |1 1 0.04 | 0.015 | - 16.0/ | - - Zr: >7(C+N)
r17 17.5 +0.15
Nb:
0.35/0.55
X2CrTiN | 1.450 | 441 | 0.03 |1 1 0.04 | 0.015 | - 17.5/ | - - Ti: 0.10/0.60
b18 9 18.5 Nb:
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3C+0.30/1.0
0

X2CrNbT | 1.460 003 (02 |1 0.05 | 0.05 |- 175/ | 0.5 | 0.05 | Nb:
i20 7 0. 18.5 3C+0.30/1.0
50 0
Al: 0.20/1.50
Cu: 0.50
X2CrTi21 | 1.461 0.03 |1 1 0.04 | 0.015 | 0.03 | 18.5/ | - - Ti:4 x (C+N)
1 20.5 +..0.15/0.80
Nb: 1.00
X2CrTi24 | 1.461 0.03 |1 1 0.05 | 0.05 |- 19.0/ | 0.5 |0.05 | Ti:4 x (C+N)
3 22.0 + 0.20/1.00
Cu: 0.50 Al
0.05
X2CrMoT | 1.459 0.03 |1 1 0.04 | 0.015 { - 20.0/ |- - -
i29-4 2 215
X2CrNbC | 1.462 0.03 |1 1 0.05 | 0.05 - 22.0/ |05 | 0.05 Ti: 4 x (C+N)
u21 1 25.0 + 0.20/1.00
Cu: 0.50
Al: 0.05
X2CrTiN | 1.462 0.02 |1 1 0.03 | 0.01 | 0.0 |28.0/ |350]- Ti:
bVCu22 2 5 45 30.0 4.5 4(C+N)+0.15
0 /0.80
Aceros inoxidables martensiticos - grados estandar
X12Cr13 | 1.400+| 410 | 0.08/ |1 1.5 | 0.04 | 0.015 | - 1.5/ | - 075 |-
6 0.15 13.5
X15Cr13 | 1.402 | 420 | 0.12/ |1 1 0.04 | 0.015 | - 12.0/ | - - -
4 0.17 14.0
X20Cr13 | 1.402 | 420 0.16/ | 1 1.5 | 0.04 | 0.015 | - 12.0/ | - - -
1 0.25 14.0
X30Cr13 | 1.402 | 420 | 0.26/ |1 1.5 | 0.04 | 0.015 | - 12.0/ | - - -
8 0.35 14.0
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X39Cr13 | 1.403 | 420 | 0.36/ | 1 1 0.04 | 0.015 | - 12.5/ | - - -
1 0.42 14.5
X46Cr13 | 1.403 | 420 | 0.43/ |1 1 0.04 | 0.015 | - 12.5/ | - - -
4 0.50 14.5

X38CrMo | 1.441 0.36/ | 1 1 0.04 | 0.015 | - 13.0/ | 0.60 | - -
14 9 0.42 145 [ /1.0

0
X55CrMo | 1.411 0.48/ |1 1 0.04 | 0.015 | - 13.0/ | 0.50 |~ V:0.15
14 0.60 15.0 |/0.8

0
X50CrMo | 1.411 0.45/ | 1 1 0.04 | 0.015 | - 14.0/ | 0.50 | - V: 0.10/0.20
V15 6 0.55 15.0-" | /0.8

0
X39CrMo | 1.412 0.33/ | 1 1.5 | 0.04 | 0.015 |- 15.5/ | 0.80 | 1 -
17-1 2 0.45 175 | /113

0
X3CrNiM | 1.431 005 |07 |15 }004|0.015 | >0. | 12.0/ | 0.30 | 3.5/4. | -
0134 3 020 | 14.0 |/0.7 |5

0
X4CrNiM | 1.441 0.06. |.0.7 |15 | 0.04|0.015 | >0. | 15.0/ | 0.80 | 4.0/6. | -
016-5-1 | 8 020 | 170 | /15 |0

0
Aceros inoxidables austeniticos - grados estandar
X10CrNi | 1.431 | 301 | 0.05/ |2 2 0.0 |0.015 | 0.11|16.0/ | 0.8 |6.0/9. |-
18-8 0.15 45 19.0 5
X2CrNiN | 1.431 | 301L | 0.03 |1 2 0.0 |0.015 | 0.10 | 16.5/ | - 6.0/8. | -
18-7 8 N 45 /02 | 18,5 0

0

X2CrNi1 | 1.430 | 304L | 0.03 |1 2 0.0 | 0.015 | 0.11 | 17.5/ | - 8.011 |-
8-9 7 45 19.5 0.5
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X2CrNi1 1.430 | 304L | 0.03 0.0 | 0.015 | 0.11 | 18.0/ | - 10.0/ | -
9-11 6 45 20.0 12.0
X2CrNiN | 1.431 | 304L | 0.03 0.0 | 0.015 | 012 | 17.5/ | - 8.5/1 | -
18-10 1 N 45 /0.2 | 19.5 1.5
2

X5CrNi1 1.430 | 304 0.07 0.0 | 0.015 | 0.11 | 17.5/ | - 8.01 | -
8-10 1 45 19.5 0.5
X8CrNiS | 1.430 | 303 0.1 0.0 | 015/ |011|17.0/ |- 8.0/1" | Cu: 1.00
18-9 5 45 0.35 19.0 0.0
X6CrNiTi | 1.454 | 321 0.08 0.0 | 0.015 | - 17.01 | - 9.0/1 | Ti: 5C/0.70
18-10 1 45 19.0 2.0
X4CrNi1 1.430 | 305 0.06 0.0 | 0.015 [0.114 17.0/ | - 11.0/ | -
8-12 3 45 19.0 13.0
X2CrNiM | 1.440 | 316L | 0.03 0.0 [10.015 | 0.11 | 16.5/ | 2.00 | 10.0/ | -
017-12-2 | 4 45 18.5 /25 | 13.0

0
X2CrNiM | 1.440 | 316L | 0.03 0.0 |0.015 | 0.12 | 16.5/ | 2.00 | 10.0/ | -
oN17-11- | 6 N 45 /0.2 | 18.5 125 | 12.0
2 2 0
X5CrNiM | 1.440 | 316 0.07 0.0 | 0.015 | 0.11 ] 16.5/ | 2.00 | 10.0/ | -
017-12-2 | 1 45 18.5 125 | 13.0

0
X6CrNiM |-1.457 | 316T | 0.08 0.0 | 0.015 | - 16.5/ | 2.00 | 10.5/ | Ti: 5C/0.70
oTi17-12- | 1 i 45 18.5 125 | 13.5
2 0
X2CrNiM | 1.443 | 316L | 0.03 0.0 |0.015 | 0.11| 16.5/ | 2.50 | 10.5/ | -
017-12-3 | 2 45 18.5 /3.0 | 13.0

0
X2CrNiM | 1.443 | 316L | 0.03 0.0 |0.015 | 0.11|17.0/ | 2.50 | 125/ | -
018-14-3 | 5 45 19.0 /3.0 | 15.0

0
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X2CrNiM | 1.443 | 317L | 0.03 | 1 2 0.0 |0015 | 0.12 | 16.5/ | 4.0/ | 125/ | -
oN17-13- | 9 MN 45 /02 [ 185 |50 | 145
5 2
X1INiCrM | 1.453 002 |07 |2 0.03 | 0.01 | 0.15 | 19.0/ | 4.0/ | 24.0/ | Cu:
oCu25- |9 210 |50 |26.0 |1.20/2.00
20-5
Aceros inoxidables austeniticos - grados especiales
X5CrNi1 | 1.431 0.07 |1 2 00 |003 |0.11|16.0/ |- 6.0/8. | -
7-7 9 45 18.0 0
X5CrNiN | 1.431 0.06 | 1 2 0.0 |0.015 | 0.12 | 18.0/. |.- 8.011 | -
19-9 5 45 /0.2 1.20.0 1.0
2
X5CrNiC | 1.464 003 |05 |150|0.0 |0.015//0.03|18.0/ |- 5.5/6. | Cu:
u19-6-2 0/0.0 /4.0 | 45 /0.1 | 19.0 9 1.30/2.00
8 1
X1CrNi2 | 1.433 | 310L | 0.02 [ 02 |2 00001 |0.11|240 |02 |200/ |-
5-21 5 5 25 26.0 22.0
X6CrNiN | 1.455 | 347 | 0.08 |1 2 0.0 |0.015 |- 17.0/ |- 9.0/1 | Nb:
b18-10 45 19.0 2.0 10xC/1.00
X1CrNiM | 1.446 | 310 [0.02 |07 |2 0.0 |001 |0.10 |24.0/ |2.00|21.0/ |-
oN25-22- | 6 MoL 25 /0.1 | 26.0 |/25 |23.0
2 N 6 0
X6CrNiM +1.458 0.08 |1 2 0.0 |0.015 |- 16.5/ | 2.00 | 10.5/ | Nb:
oNb17- 45 18,5 | /25 | 13,5 | 10xC/1.00
12-2 0
X2CrNiM | 1.442 | 316L | 0.03 |1 2 0.0 |0.015 | 0.12 | 16,5/ | 2.50 | 11.0/ | -
ON17-3-3 | 9 N 45 /02 | 185 | /3.0 | 14.0
2 0
X3CrNiM | 1.443 | 316 | 0.05 |1 2 0.0 |0.015 | 0.11 | 16,5/ | 2.50 | 10.5/ | -
017-13-3 | 6 45 185 |/3.0 | 13.0
0
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X2CrNiM | 1.443 | 317L | 0.03 | 1 2 0.0 |0.015 | 0.10 | 16.5/ | 3.0/ | 10.5/ | -
oN18-12- | 4 N 45 102 | 195 |4.0 | 140

4 0

X2CrNiM | 1.443 | 317L | 0.03 | 1 2 0.0 | 0015 | 0.11 | 175/ | 3.0/ | 13.0/ |-
018-15-4 | 8 45 195 | 4.0 |16.0
X1CrNiM | 1.465 0.02 |05 |200]|0.03]|0005 |045|230/ |70/ |21.0/ |Cu
oCuN24- | 2 /4.0 /05 | 250 |80 |230 [0.30/0.60
22-8 5

X1CrNiSi | 1.436 | 306 | 0.01 |3.7/ | 2 0.0 | 001 |011]165/ |02~ 14.0/ |-
18-15-4 | 1 5 45 25 18.5 16.0
X11CrNi | 1.436 0.02/ | 1 10.5 | 0.05 | 0.015 | 0.20 { 17.0/ | - 3.5/4. | Cu:
MnN19-8 | 9 0.10 /2. /0.3 19.0 5 1.50/3.00
-6 5 0

X6CrMn | 1.464 0.07/ | 0.5 | 5.0/ |0.03| 0015 | 020|175/ |- 6.5/8. | -
NiCuN18 | 6 015 | 0M1. |75 0.3 | 19.5 5

12-4-2 00 1

X12CrMn | 1.437 | 201 |01 |1 50/ .00 |0.015 |03 |17.0/ |- 2.00/ |-
NiN17-7- | 2 8.0 |45 20.5 45

5

X2CrMn | 1.437 | 201L | 0.15. |.1 55/ | 00 |0.015 | 0.05|16.0/ |- 3.5/5. | -
NiN17-7- | 1 75 |45 /0.2 | 18.0 5

5 5

X9CrMn | 1.461 0.03 |1 6.0/ | 0.0 |0.015 | 0.15 | 16.0/ | - 3.5/5. | -
NiCu17-8 | 8 8.0 |45 02 | 17.0 5

-5-2 0

X12CrMn-| 1.437 | 202 |01 |1 55/ | 0.07 | 001 | 015|165/ |- 4.5/5. | Cu:
NiN18:9- | 3 9.5 18.5 5 1.50/2.50
5

X9CrMn | 1.459 | 204C | 0.15 | 1 7.5/ | 00 |0.015 | 0.05 | 17.0/ |- 4.006. | -
CuNB17- | 7 u 10.5 | 45 0.2 | 19.0 0

8-3 5
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X8CrMn | 1.437 0.1 2 6.5/ | 0.04 | 003 |0.15|16.0/ |1 2 B:0.0005/0.0
Ni19-6-3 | 6 8.5 /0.3 | 18.0 050

0 Cu: 2.00/3.5
X1INIiCrM | 1.456 0.02 |07 |2 0.03 | 0.01 0.11 ] 26.0/ | 3.0/ | 30.0/ | Cu:
031-27-4 | 3 280 |40 |320 |0.70/1.50
X1CrNiM | 1.453 002 |07 |2 0.03 | 0.01 | 0.17 | 24.0/ | 4.7/ | 24.0/ | Cu:
oCuN25- | 7 /0.2 | 26.0 57 |27.0 1.00/2.00
25-5 5
X1CrNiM | 1.454 002 07 |1 0.03 | 0.01 |0.18|19.5/ | 6.0/~ 17.5/ | Cu:
oCuN20- | 7 /02 [ 205 |7.0 |185 | 0.50/1.00
18-7 5
X1CrNiM | 1.465 0.02 | 0.7 |200]0.03|001 |0.35]230/ |55 |21.0/ |Cu:
oCuNW2 | 9 /4.0 /05+] 250 |65 |230 | 1.00/2.00
4-22-6 0 W: 1.50/2.50
X1INIiCrM | 1.452 0.02 |05 |1 0.03 | 0.01 0.15 ] 19.0/ | 6.0/ | 24.0/ | Cu:
oCuN25- | 9 /02 [ 210 |7.0 |26.0 | 0.50/1.50
20-7 5
X2CrNiM | 1.456 0.03 |1 5.0/ |1 0.03 | 0.015 | 0.30 | 24.0/ | 4.0/ | 16.0/ | Nb:0.15
nMoN25- | 5 7.0 /0.6 | 26.0 5.0 19.0
18-6-5 0
Acero inoxidable austenitico-ferritico (duplex) - grados estandar
X2CrNiN | 1.436 0.03 |1 2 0.0 | 0.015 | 0.05 | 22.0/ | 0.10 | 3.5/5. | Cu 0.10/0.60
23-4 2 35 /0.2 | 24.0 /06 |5

0 0
X2CrNiM | 1.446 0.03 |1 2 0.0 |0.015 | 0.10 | 21.0/ | 2.50 | 4.5/6.
ON12-5-37| 2 35 /0.2 | 23.0 /35 | 5

2 0
Aceros inoxidables austenitico-ferriticos (duplex) - grados especiales
X2CrNiN | 1.406 0.03 |1 2 0.04 | 0.01 | 0.16 | 21.5/ | 0.45 | 1.00/ | -
22-2 2 /0.2 | 24.0 2.90

8
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X2CrNiC | 1.465 0.03 |1 2 0.0 |0.015 | 0.05 | 22.0/ | 0.10 | 3.5/5. | Cu:
uN23-4 5 35 /02 | 240 |/06 |5 1.00/3.00

0 0
X2CrMn | 1.416 0.04 |1 4.0/ | 0.04 | 0.015 | 0.20 | 21.0/ | 0.10 | 1.35/ | Cu:
NiN21-5- | 2 6.0 /0.2 | 220 |/0.8 |1.90 | 0.10/0.80
1 5 0
X2CrMn | 1.448 0.03 |1 4.0/ | 0.0 |0.03 |005]|19.5 |0.10 | 1.50/ | Cu:1.00
NiMoN21 | 2 6.0 |35 /02 | 215 |/0.6 | 3.50
-5-3 0 0
X2CrNiM | 1.466 0.03 |07 |250|00 |0.005 |020]|230 |1.00]|3.04. |Cu;
nMoCuN | 2 /4.0 | 35 /0.3 | 25.0 [/20 |5 0.10/0.80
24-4-3-2 0 0
X2CrNiM | 1.447 0.03 |05 |0.80|0.03]0.015 |.0.30.]28.0/ | 1.50 | 5.8/7. | Cu:0.80
oN29-7-2 | 7 /1.5 /04 [ 300 |/26 |5

0 0 0

X2CrNiM | 1.450 003 |07 |2 0.0 |0015 | 0.20 | 24.0/ | 3.0/ | 6.0/8. | Cu:
oCuN25- | 7 35 /03 | 260 |40 |0 1.00/2.50
6-3 0
X2CrNiM | 1.441 0.03 |1 2 0.0 | 0015 | 0.24 | 24.0/ | 3.0/ | 6.0/8. | -
oN25-7-4 35 /03 | 260 |45 |0

5
X2CrNiM | 1.450 0.03" | 1 1 0.0 | 0.015 | 0.20 | 24.0/ | 3.0/ | 6.0/8. | Cu:
oCuWN2 | 1 35 /03 | 26.0 |40 |0 0.50/1.00 W:
5-7-4 0 0.50/1.00
X2CrNiM | 1.442 0.03 |14 |120]00 |0.015 |0.05]|18.0/ |2.50 | 4.5/5. |-
0Si18-5- | 4 0/2. | /2.0 | 35 /01 |1 19.0 |/3.0 |2
3 00 |0 0

Apéndice 2. Curva estandar de calibracion utilizando BSA.
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Apéndice 3. Curvas estandar de p- nitrofenol (a) 5x10° My (b) 1x10™ M.

. -5
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Apéndice 4. Actividad enzimatica y calculo de la eficiencia de la inmovilizacion.

Actividad (nM min™) Eficiencia %
Glutaraldehido 436.85 8.42
Genipino 404 .44 7.80
Enzima libre 5183.52
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Apéndice 5. Resultados del disefio experimental en la etapa de entrecruzamiento

con genipino.

As1s Aas1s
, corregida | corregida | Actividad 1 | Actividad 2
Tratamiento | Tiempo | Asis 1 | Ass2 1 2 (M min™y | ("M min™)
0 0.058 0.06 0.059 0 0.00 0.00
60 0.136 | 0.133 0.077 0.074 149.44 143.89
1 120 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
60 0.155 | 0.147 0.096 0.088 184.63 169.81
2 120 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
60 0.135 | 0.128 0.076 0.069 147.59 134.63
3 120 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
60 0.098 | 0.101 0.039 0.042 79.07 84.63
4 120 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
60 0.101 0.112 0.042 0.053 84.63 105.00
S 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
60 0.121 0.118 0.062 0.059 121.67 116.11
6 120 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
60 0.087 | 0.096 0.028 0.037 58.70 75.37
7 120 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
60 0.091 0.099 0.032 0.04 66.11 80.93
8 120 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
60 0.101 0.11 0.042 0.051 84.63 101.30
9 120 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

Apéndice 6. Resultados del disefio experimental en la etapa de entrecruzamiento
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con glutaraldehido.

As1s As1s
, corregida | corregida | Actividad 1 | Actividad 2
Tratamiento | Tiempo | Asis 1 | Ass2 1 2 (M min™y | ("M min™")
0 0.057 | 0.059 0.058 0 0 0

60 0.136 | 0.141 0.078 0.083 151.296296 | 160.555556
1 120 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
60 0.165 | 0.174 0.107 0.116 205 221.666667

2 120 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
60 0.175 | 0.189 0.117 0.131 223.518519 | 249.444444
3 120 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
60 0.198 | 0.221 0.14 0.163 266.111111 | 308.703704
4 120 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
60 0.212 | 0.208 0.154 0.15 292.037037 | 284.62963
5 120 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
60 0.221 0.208 0.163 0.15 308.703704 | 284.62963
6 120 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
60 0.283 | 0.295 0.225 0.237 423.518519 | 445.740741
7 120 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
60 0.291 0.299 0.233 0.241 438.333333 | 453.148148
8 120 0.499 | 0.512 0.441 0.454 411.759259 | 423.796296
180 0.769 | 0.755 0.711 0.697 44117284 | 432.530864
60 0.251 0.261 0.193 0.203 364.259259 | 382.777778
9 120 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

Apéndice 7. Resultados del andlisis de varianza del disefio experimental, genipino
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como agente entrecruzante.

GENIPINO
Grados
de Sumade Cuadrado

libertad cuadrados medio Fc Valor P
pH 1 24777 24777 4513 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. Resultados del anadlisis de varianza del disefio experimental,

glutaraldehido como agente entrecruzante.

GLUTARALDEHIDO

Grados
de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados. = medio Fc Valor P
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

Apéndice 9. Graficas de actividad enzimatica en funcién de los dos factores del

disefio experimental con genipino, a) pH y b) tiempo.
98



Actividad (nM m in”! )

Actividad (0 min™")

450

400

350

300

150

100

400

300

(@)

-
-
H
. H
]
40 45 50 55 60 65 7.0 75 80

pH

450

400 A

Actividad (nM min-1)

150

100

(b)

350 1

300 1

250 1

200 A

-
-
H
.
: . .
. ]
5 2.0 2.5 3.0 38 4.0

Tiempo (horas)

Apéndice 10. Graficas de actividad enzimatica en funcién de los dos factores del

(a)

disefio experimental con glutaraldehido, a) pH'y b) tiempo.
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Apéndice 11. Evaluacion de actividad enzimatica de la lipasa libre en diferentes
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concentraciones de sustrato.
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Apéndice 12. Evaluacion de actividad enzimatica de la lipasa inmovilizada en

diferentes concentraciones de sustrato, utilizando glutaraldehido como agente

entrecruzante.
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Apéndice 13. Evaluacion de actividad enzimatica de la lipasa inmovilizada en

diferentes concentraciones de sustrato, utilizando genipino como agente
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