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Resumen

El &cido gamma-linolénico (GLA; cis-6,9,12-4cido octadecatrienoico) se sintetiza a partir
de &cido linoleico (LA) y es el primer precursor de acido araquidonico (ARA). EI GLA es un
acido graso esencial, cuya ausencia en la dieta es responsable de una amplia gama de afecciones
tales como eccema atdpico, neuropatia diabética, artritis reumatoide y trastornos
cardiovasculares, reproductivos y autoinmunes. Asi mismo, hay estudios que demuestran su

potencial terapéutico contra cancer, infecciones virales y osteoporosis.

Las fuentes mas comunes de GLA son aceites de plantas pertenecientes a las familias
Boraginaceae, Onagraceae y Saxifragaceae. Borago officinalis y Echium fastuosum son dos
especies de Boraginaceae, que contienen 22.7% y 23.5% de GLA, respectivamente. Otra fuente
ampliamente usada es Evening Primrose (Oenothera biennis L.). Este es un cultivo bianual de
flores amarillas que florece durante la noche. Se cultiva en Norteamérica, Australia, China, y
Europa. Las semillas contienen aproximadamente 15% de proteina, 43% de celulosa y lignina y
24% de aceite, que contiene principalmente los acidos grasos LA (65-80%) y GLA (7-14%).

El presente trabajo se desarroll6 en tres etapas: (1) reacciones enzimaticas de
esterificacion con el proposito de preparar un concentrado de GLA a partir del aceite vegetal de
Oenothera biennis (EPO). Las variables estudiadas son: relacion molar de los sustratos: acidos
grasos de EPO (EPO-FA) y 1-butanol (BtOH); carga de enzima (Candida rugosa); temperatura
de operacion y adicién de tamiz molecular (diferentes tiempos y concentraciones), (2) separacion
fisica de las fases de reaccion formadas en la etapa anterior: fase butil ésteres y fase rica en GLA,
y (3) reacciones enzimaticas de glicerolisis para obtener un triacilglicérido estructurado rico en
GLA, monitoreando relacién molar de los sustratos (GLA:glicerol), carga de la enzima (Candida

antarctica, CALB) y temperatura de operacion.

Los resultados muestran que en la primera etapa se incrementd el contenido de GLA
hasta un 90% (% peso) y dicho concentrado se separ6 mediante cromatografia en capa fina
(TLC), en la segunda etapa de esta tesis. Para la tercera etapa se llevaron a cabo reacciones de
glicerdlisis en las que se alcanz6 un contenido de triglicéridos de 60% (% peso), con una
composicién en GLA de 49% (% peso) bajo las siguientes condiciones de reaccion: relacion
molar de sustratos GLA:glicerol 3:1, carga de enzima CALB de 15% (con respecto a la mezcla
total de sustratos), 60°C y 400 rpm.



1. Justificacion

El gran impacto y aceptacion que han tenido los alimentos funcionales y nutracéuticos
por parte de los consumidores, da la pauta para seguir investigando y desarrollando estrategias
para su obtencién. Dada la relevancia bioldgica y bioguimica de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), el acido y-linolénico (GLA) resalta por su papel fisioldgico, en el
tratamiento de diabetes, ciertos tipos de cancer y trastornos cardiovasculares, y sus potenciales

usos en las formulaciones para lactantes.

Sin embargo, aun cuando las fuentes naturales de GLA son facilmente asequibles, el
contenido del mismo en dichas fuentes es muy bajo, haciendo necesario su enriquecimiento a
través de procesos fisicos, quimicos y enzimaticos. Diversos trabajos se encuentran
documentados en la literatura con el propésito de aumentar el contenido de GLA, pero en ellos
podemos resaltar los siguientes aspectos negativos: 1) empleo de disolventes que no estan
permitidos en procesos biotecnoldgicos alimentarios y farmacéuticos, 2) muy bajas y altas
temperaturas que cuestionarian su factibilidad técnica y econdémica a nivel industrial, y 3)

sistemas de reaccion en presencia de disolventes organicos.

Por lo anteriormente expuesto, esta tesis presenta un proceso biotecnolégico alternativo
para la obtencion de un triacilglicérido estructurado rico en GLA mediante el empleo de catélisis

enzimatica.



2. Hipdtesis

La selectividad de las lipasas empleadas y las condiciones de reaccion evaluadas
permitiran la obtencion de un triacilglicérido estructurado rico en &cido y-linolénico (GLA), a

partir del aceite de la especie Oenothera biennis.



3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Desarrollar un proceso enzimatico selectivo para la obtencion de un triacilglicérido estructurado

rico en acido y-linolénico (GLA).

3.2. Objetivos Especificos

e Enriquecer en GLA el aceite de las semillas de la especie Oenothera biennis mediante
reacciones enzimaticas de esterificacion.

e Evaluar el efecto de la adicion de tamiz molecular en las reacciones de esterificacion.

e Separar cromatograficamente las fases de reaccion obtenidas en las reacciones de
esterificacion.

e Obtener triacilglicéridos estructurados con un alto contenido de GLA mediante reacciones

enzimaticas de glicerolisis.



4, Antecedentes
4.1. Alimentos funcionales

Los avances en bioquimica de lipidos han conducido a una mejor clasificacion de este
importante grupo de biomoléculas y al entendimiento de sus rutas metabolicas y biosintéticas in
vivo. Como resultado, muchos experimentos de caracter nutricional y farmacéutico se han
desarrollado para evaluar las propiedades y beneficios de los diferentes grupos de lipidos sobre la
salud humana (Guo et al., 2005).

Esta investigacion experimental ha sido fuertemente impulsada por los consumidores
debido a que estos son cada vez mas consientes de la relacion que existe entre una dieta
balanceada y un optimo estado de salud. Lo anterior ha llevado a la produccion de alimentos
funcionales o nutracéuticos, entre los cuales se incluyen alimentos que han sido fortificados,

enriquecidos, modificados o mejorados (Baeza, 2013).

El papel que la alimentacion tiene sobre la salud y la prevencion de enfermedades en el
ser humano ha sido conocido por siglos, basandose principalmente en datos epidemiolégicos y
conocimiento empirico. Investigaciones recientes revelan el importante papel que juega la dieta
en la prevencion o la ralentizacion de algunas enfermedades crénicas como: cancer, diabetes y
afecciones cardiovasculares. Esto ha aumentado la concientizacion sobre la importancia de la
alimentacion en el bienestar de las personas; por lo tanto y con ello en mente, se ha llevado a
cabo la elaboracion de planes en materia de salud publica para la prevencién de enfermedades
cronicas, la promocion de un envejecimiento sano y el mantenimiento de una salud 6ptima a lo
largo de la vida (Hsieh et al., 2010). Lo anterior es la base para el surgimiento de los alimentos

funcionales y nutracéuticos.

Aunque el termino de alimentos funcionales fue acufiado en Japdn en la década de los
80’s, y distintas instituciones académicas y entidades internacionales han tratado de
especificarlo, ain no existe una definicion oficial. Sin embargo, la Fundacion del Consejo
Internacional de Informacion Alimentaria (International Food Information Council Foundation)
ha aprobado la siguiente: “alimentos que otorgan beneficios a la salud mas alla de la nutricion

basica” (Wang et al., 2015).



Es en el afio de 1989 cuando nace el concepto de alimentos nutracéuticos, derivado de las
palabras nutricion y farmacéutico (Wang et al., 2015). La acepcion de nutracéuticos no difiere
mucho de la de un alimento funcional, por lo que muchas veces se consideran equivalentes. Un
nutracéutico puede definirse como cualquier sustancia que puede considerarse alimento o parte
de un alimento y confiere beneficios en la salud, incluyendo la prevencién y tratamiento de
enfermedades. Una serie de productos representativos de los nutracéuticos son: fibra dietética,

acidos grasos poliinsaturados, proteinas, minerales, vitaminas y antioxidantes (Baeza, 2013).

En conclusién, existen multiples conceptos y no hay una clara diferenciacion entre
alimentos funcionales y nutracéuticos. Por ello y para fines practicos se tendra que los alimentos
funcionales y nutracéuticos son aquellos alimentos que han sido modificados con el fin de tener
una influencia positiva sobre la salud y bienestar de los consumidores. Lo anterior no implica
que haya buenos y malos alimentos, sino que todos pueden integrarse a una dieta saludable
(Wang et al., 2015).

Existen tres vias principales para la obtencion de alimentos funcionales y nutracéuticos:
1) modificando la composicion de la materia prima; 2) modificando el proceso tecnoldgico y 3)
modificando la composicién de un alimento (Fogliano et al., 2005).

4.2. Lipidos

Dentro de los ingredientes naturales que aportan funcionalidad a los alimentos, los lipidos
ocupan un lugar destacado por dos motivos: 1) las diversas funciones bioldgicas y bioquimicas
que desemperfian y 2) los efectos benéficos que tienen sobre la salud humana, principalmente los
PUFA (Aranceta et al., 2010).

Los lipidos son moléculas de origen natural, obtenidas a partir de plantas o animales, y
solubles en disolventes organicos no polares (McMurry et al., 2010). Son un grupo heterogéneo
de compuestos organicos, constituidos principalmente por carbono, hidrégeno y oxigeno, y

ademas, en ocasiones por azufre, nitrégeno y fosforo (Ramirez, 2005).
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Los lipidos desemperfian tres funciones bioquimicas fundamentales en el ser humano: 1)
dentro de los adipocitos, se encargan de almacenar la energia obtenida del metabolismo de los
alimentos; 2) como parte de las membranas celulares, separar los diferentes ambientes quimicos
dentro y fuera de las células; y 3) en el sistema endocrino, principalmente, sirven como

mensajeros quimicos (McMurry et al., 2010). En la Figura 1 se muestra una clasificacion de los

lipidos.
] Derivados de la esfingosina
Esteres Triésteres del glicerol (un amino alcohol)
Ceras Triacilglicéridos Glicerofosfolipidos Esfingolipidos Esteroides Eicosanoides
Moléculas Contienen grupos

neutras fosfato | |

Esfingomielina ~ Glicolipidos

Figura 1. Clasificacion de los lipidos

Los triésteres del 1,2,3-propanotriol (glicerol), o también llamados triacilglicéridos
(triglicéridos), enlazados con acidos carboxilicos de cadena larga, constituyen las grasas y los
aceites. Dichos &cidos en las grasas y los aceites (&cidos grasos), tipicamente contienen un
numero par de atomos de carbono y son de cadena lineal; si los &cidos grasos son insaturados, los
dobles enlaces se encuentran, por lo general y en la mayoria de los casos, en posicion cis
(Vollhardt et al., 2011)

Los triacilglicéridos (TAGs) se emplean como disolventes y colorantes en los alimentos,
y aportan la sensacion de saciedad despues de haber sido ingeridos (Vollhardt et al., 2011). Su
valor nutricional depende no solo de su composicion de &cidos grasos, sino también de la

distribucion posicional de los grupos acilo a lo largo de la cadena de glicerol (Qin et al., 2011).
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4.3. Lipidos estructurados

El término lipido estructurado se aplica a aquellos lipidos cuya estructura molecular, o
composicion en cuanto a &acidos grasos se refiere, ha sido modificada respecto a su estado
natural, lo que les proporciona propiedades fisicoquimicas especiales y/o beneficios
nutricionales. El concepto de lipido estructurado como un nuevo tipo de lipido con fines médicos

y nutricionales hace que se les considere como nutracéuticos (Baeza, 2013).

Los lipidos estructurados, como constituyentes de los alimentos funcionales, se han
empleado en formulaciones que buscan mantener un buen estado de salud y el tratamiento de
distintas enfermedades (Akoh, 2006).

4.4.  Sintesis de lipidos estructurados

En décadas anteriores, la industria alimenticia se enfocaba, principalmente, en el
mejoramiento de sus procesos de produccion y en el incremento de la vida de anaquel de sus
productos. Hoy, la calidad nutricional de los alimentos es parte esencial del desarrollo de
productos alimenticios. Debido a que tanto la composicion como la distribucion posicional de los
acidos grasos en las grasas y los aceites convencionales no son siempre las ideales para la
nutricion humana, la obtencion de lipidos estructurados busca mejorar las caracteristicas

fisicoguimicas y los valores nutrimentales de estos (Akoh, 2006).

Las propiedades fisicas y quimicas de los lipidos dependen de su estructura molecular.
Dicha estructura puede ser modificada por medios fisicos, quimicos o enzimaticos con el
propdsito de sintetizar especies con propiedades fisioldgicas y tecnoldgicas que no poseen

originalmente y desarrollar procesos a bajo costo y faciles de escalar (Baeza et al., 2014).

Los PUFA son susceptibles de sufrir oxidacion, por ello usualmente se preservan en
forma de triacilglicéridos o ésteres etilicos. Adicionalmente, se ha demostrado que los PUFA
omega-3 se absorben mejor en el cuerpo humano en forma de TAGs que como ésteres etilicos
(Tsao-Jen et al., 2006).
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4.4.1. Metodos fisicos de obtencion de lipidos estructurados

El fraccionamiento de TAGs se ha empleado principalmente con el propdsito de mejorar
la textura de las grasas. Los métodos de fraccionamiento incluyen: cristalizacion (en presencia o
no de disolventes), extraccion con fluidos supercriticos (principalmente CO,) y destilacion
molecular (Willis et al., 1998). El inconveniente con dicho método es que permite la separacion

de triacilglicéridos pero no modifica la posicion de los acidos grasos en la estructura.

4.4.2. Métodos quimicos de obtencion de lipidos estructurados

La esterificacion es la reaccién quimica entre un acido graso y un alcohol para producir
un éster. Dicho proceso se lleva a cabo a altas temperaturas (200-250°C) en presencia de un
catalizador inorganico (metoxido de sodio). Asimismo, esta reaccion quimica es tediosa, no
selectiva, consume una gran cantidad de energia, causa la degradacion de los &cidos grasos
poliinsaturados, y los productos obtenidos tienen que ser purificados posteriormente (Ramirez,
2005; Willis et al., 1998).

Los procesos de interesterificacion quimica se han aplicado tradicionalmente a la
modificacion de grasas y aceites, ya que son baratos y faciles de llevar a cabo. Industrialmente
estos procesos se llevan a cabo a temperaturas alrededor de los 200°C, pero al emplear
catalizadores, como metdxido de sodio, se puede reducir la temperatura de operacion hasta los
50°C. No obstante, la reaccion carece de especificidad y no ofrece control respecto a la
distribucion posicional de los &cidos grasos en el producto final (Willis et al., 1998; Baeza,
2013).

4.4.3. Metodos enzimaticos de obtencion de lipidos estructurados

La modificacion de grasas y aceites por medio de enzimas se lleva a cabo utilizando
principalmente fosfolipasas y lipasas. Las fosfolipasas se usan para la hidrolisis de fosfolipidos
(Baeza, Lopez y Garcia, 2014a). Por otra parte, las lipasas son capaces de llevar a cabo

reacciones quimicas para la modificacion de grasas y aceites (Ramirez, 2005).
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Las reacciones quimicas catalizadas por lipasas para la modificacion de grasas y aceites
permiten controlar la distribucion posicional de los acidos grasos en el producto final, debido a
su selectividad y regioespecificidad, y se llevan a cabo a condiciones de presion y temperatura
mas suaves con respecto a los métodos quimicos tradicionales (Ramirez, 2005; Baeza, 2013).

De especial interés es la reaccion de transesterificacion via enzimatica para la
modificacion de lipidos, ya que es posible la incorporacion de los grupos acilo de nuestro interés
en una posicion especifica dentro de la molécula de glicerol; en contraste, la sintesis quimica
carece de especificidad y promueve la formacion de subproductos, impactando de forma

negativa el rendimiento de la reaccion (Khodadadi et al., 2013).

4.5. Los acidos grasos

Los &cidos grasos constituyen los principales componentes de los fosfolipidos,
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y ésteres del esterol. Los acidos grasos estan
compuestos por elementos tales como carbono, hidrégeno y oxigeno, arreglados en un esqueleto
lineal de longitud variable y con un grupo carboxilo en uno de los extremos. Los acidos grasos
pueden ser saturados (sin enlaces dobles), monoinsaturados (un enlace doble) o poliinsaturados
(dos 0 mas enlaces dobles), y son esenciales desde el punto de vista energético, metabdlico y
estructural (Kuang, 2008).

4.5.1. Nomenclatura de los acidos grasos

Algunos acidos grasos reciben el nombre de acuerdo con el lugar de procedencia, por
ejemplo, él acido palmitico (proviene de la palma) y el acido laurico (proviene del laurel). Una
nomenclatura sencilla es la que especifica el largo de la cadena, es decir, el nimero de atomos de
carbono que la componen, las insaturaciones que posee Yy la ubicacion de estas insaturaciones.
Asi, 18:2(A°) representa el &cido linoleico, que posee 18 &tomos de carbono y dos
insaturaciones, una situada después del carbono 9 y otra después del carbono 12. Los acidos

grasos contienen dos extremos: el grupo carboxilo terminal (COOH) y el metilo terminal (-CHz);

14



el carbono al que se le asigna el numero uno es el carbono del grupo carboxilo (Fornaguera y

Gomez, 2004). En la Figura 2 se ilustra la estructura del acido linoleico y su humeracion.

18
H4C

i

16 14 1
13

17 15

2 10 8 & 4 2
= COOH
11 2 7 5 3 1

Figura 2. Estructura del &cido linoleico

En el caso particular de los PUFA, se les ha asignado también otra nomenclatura que

utiliza la numeracion griega. Se considera el dltimo carbono (extremo metilo terminal) como

carbono omega (®), y se hace referencia a la ubicacion del altimo doble enlace; por ejemplo,

cuando el ultimo doble enlace se ubica inmediatamente después del tercer carbono, comenzando

a contar del carbono ®, se denomina acido graso omega-3 (®-3). Para el ejemplo anterior del

acido linoleico, omega-6 (w-6), corresponde la representacion de la Figura 3 (Fornaguera y
GOmez, 2004; Kuang, 2008).
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/” ‘H,\H
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En la Tabla 1 se presenta la nomenclatura de algunos acidos grasos mas comunes.

Figura 3. Estructura del &cido linoleico con la numeracion griega
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Tabla 1. Nomenclatura de los &cidos grasos mas comunes

Nombre Abreviacion
Acido palmitico Acido hexadecanoico 16:0 16:0
Acido estearico Acido octadecanoico 18:0 18:0
Acido oleico Acido cis-9-octadecenoico 18:1A9 18:10-9 0 18:1-9
Acido linoleico Acido cis-9,12-octadecadienoico 18:2A9,12 18:2w-6 0 18:2-6

Acido linolénico  Acido cis-9,12,15-octadecatrienoico ~ 18:3A9,12,15  18:30-3 0 18:3-3

4.5.2. Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

El principal grupo de acidos grasos que suelen incorporarse en la estructura del lipido
original es el de los &cidos grasos poliinsaturados PUFA, por la importancia bioldgica que dichos

acidos tienen.

El &cido a-linolénico (ALA, omega-3) y el acido linoleico (LA, omega-6), son los
respectivos precursores de los &cidos grasos omega-3 y omega-6, respectivamente, que estan
involucrados en muchos procesos metabolicos del cuerpo humano (Figura 4). Los acidos grasos
omega-3 que son producidos en el organismo a partir del &cido o-linolénico son principalmente
el &cido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA); de manera similar, el acido
linoleico es empleado para la sintesis del GLA, el &cido dihomo-y-linoleico y él &cido
araquidonico (Mostfsky et al., 2001; Baeza, 2013).

16



0

O TS (1]

Figura 4. Estructura quimica de los PUFA precursores de los ®-3 y o-6. A) acido linoleico, o -
6) y B) acido a-linolénico, o -3

El ALA esta presente en ciertos aceites vegetales, semillas, verduras de hoja verde,
legumbres y frutos secos. Por su parte, el LA se encuentra en granos, carne y en las semillas de la
mayoria de las plantas. Los denominados acidos grasos esenciales, como el LA, ALA y
araquidonico (ARA), son aquéllos que no pueden ser sintetizados por el organismo humano, por
lo que se deben obtener a partir de la dieta (Baeza, 2013). En el cuerpo humano, los &cidos
grasos esenciales estan involucrados en la produccién de energia, la transferencia del oxigeno del
aire al torrente sanguineo, y la produccion de hemoglobina. También estan implicados en el
crecimiento, la division celular y el funcionamiento de los nervios. Los &cidos grasos esenciales
se encuentran en el cerebro en altas concentraciones y son fundamentales para el 6ptimo
funcionamiento del cerebro (Mostfsky et al., 2001). EI PUFA sobre el cual se desarrolla el

presente proyecto es el acido y-linolénico (GLA) y a continuacidn se describe.

4.6.  Acido y-Linolénico (GLA)

El &cido y-linolénico (GLA) se aislo por vez primera a partir del aceite de la especie
Oenothera biennis (evening primrose oil, EPO), una planta herbacea empleada por los nativos
americanos para tratar las inflamaciones en el cuerpo. Su uso fue aprendido por los

conquistadores europeos y ya para el siglo XVII este aceite gozaba de gran reputacion y uso
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extensivo como remedio popular. Debido a la gran variedad de afecciones que trataba, se gano el
nombre del Rey del “cura-todo” (Huang y Ziboh, 2001).

El GLA (acido cis 6, cis 9, cis 12-octadecatrienoico) es un PUFA de la familia de los
omega-6 (Figura 5). Se encuentra escasamente en la dieta, siendo sus principales fuentes de
obtencion aceites vegetales como el de onagra, de borraja y de semilla de grosella negra (Gil,
2010).

Figura 5. Estructura quimica del GLA

En los mamiferos, se sintetiza a partir del &cido linoleico por la accion de la enzima A6-
desaturasa (Figura 6). En los lipidos de tejidos animales se encuentra en una concentracién muy
baja, ya que es rapidamente elongado a acido dihomo-y-linolénico, el cual es a su vez convertido
a ARA. Se piensa que la razon por la que el GLA no se acumula es que la velocidad de la
reaccion de conversion a GLA catalizada por la enzima A6-desaturasa es la menor del proceso
(Mazza, 2000). Ademas, la actividad de la enzima A6-desaturasa en los seres humanos
disminuye con el envejecimiento, altos niveles de colesterol y enfermedades como la diabetes y
la hipertension (Bello, 2012). Se ha buscado, por lo tanto, enriquecer las fuentes naturales de
GLA (Mazza, 2000).

18



Acido Linoleico A8-Desaturasa Acido y-linolénico
(18:2 w-6) ” (18:3 w-6)
Elongasa
AS Desaturasa i
Acido Araquidénico < Acido Dihomo-linolénico
(20:4 -6} (20:3 w-6)

Figura 6. Ruta metabolica de desaturacion-elongacion del acido linoleico en mamiferos

El 27 de enero de 1993, una corte de Estados Unidos establece a los aceites que contienen
GLA como ingredientes alimenticios y libres de regulaciones en materia de aditivos alimenticios.
Como resultado, los aceites que contienen este &cido graso alcanzaron una gran popularidad y se
comenzaron a comercializar en forma de suplementos alimenticios. En vista de este creciente
interés, se estima que en los Estados Unidos se ha ido desarrollando un amplio mercado de

aceites que contienen GLA (Fan et al., 1998).

4.6.1. Importancia bioldgica del GLA

Se ha demostrado que en el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide donde se
incluye el aceite de borraja 0 un concentrado de GLA, se reducen los signos y sintomas de la
enfermedad. Asimismo, se ha comprobado que el GLA es eficaz en el tratamiento de la
neuropatia diabética, una complicacion comun de la diabetes mellitus, tanto insulino-dependiente
como no insulino-dependiente. Hay también cada vez mas evidencia que indica que el GLA y
sus metabolitos juegan un importante papel en el mantenimiento de la integridad de la epidermis
y por tanto en enfermedades de la piel. Ademas, se ha confirmado que éste acido es
particularmente eficaz como agente antitumoral en modelos experimentales y en el tratamiento

de determinados canceres como el glioma maligno del cerebro humano (Mazza, 2000).
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El GLA se encuentra presente en la leche materna, asi como el ARA (20:4 »-6). Diversos
estudios asocian el consumo de la leche materna durante la infancia a un menor riesgo de
padecer diabetes durante la vida adulta (Owen et al., 2006). Una numerosa serie de estudios
sugiere que el GLA es un miembro destacable de la familia de los acidos grasos omega-6, con
relacion al potencial que tiene sobre la inhibicion del crecimiento de tumores y la metéstasis. El
GLA posee la habilidad de detener la motilidad y la capacidad invasora de las células del cancer
de colon (Fan et al., 1998).

4.6.2. Fuentes de obtencion del acido y-linolénico (GLA)

Como se menciono en la seccion anterior, la administracion del GLA ha demostrado una
gran efectividad en la prevencion y tratamiento de diversas afecciones. Las fuentes comerciales
méas comunes del GLA son los aceites de origen vegetal y se muestran el Tabla 2. Asi mismo,
este acido graso también se encuentra presente en diversos microorganismos, como Mortierella
spp. Mucor spp. y cianobacterias; sin embargo, para fines alimenticios estas fuentes de obtencién
de GLA no son las més viables hasta el momento, ya que presentan unos costos de
produccion/purificacion elevados y tanto olores como sabores desagradables (Huang y Ziboh,
2001).

Tabla 2. Porcentaje en peso (%) de GLA en aceites vegetales (Campra, 2003)

Acidos Grasos Borago officinalis Ribes nigrum Oenothera biennis

16:0 10.5 6.5 6.0
18:0 3.5 1.5 2.0

18:1 (0-9) 16.0 10.5 9.0

18:2 (o -6) 37.5 46.5 72.0

s3eooA | 25 | a0 | 0

18:3 (w -3) - 13.0 -

18:4 (w -3) - 3.0 -

20:1 (0 -9) 4.0 0.5 -

22:1 (o -9) 2.0 - -
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Como se aprecia en la Tabla 2, las concentraciones de GLA presentes en aceites vegetales
no son suficientes para las diversas aplicaciones que este acido graso pudiera tener. De manera
particular, el desarrollo de la investigacion cientifica, las preparaciones farmacéuticas y los
concentrados comerciales requieren contenidos mas elevados, algunas veces de hasta un 90% o
mas (Campra, 2003). Por lo tanto, existe un creciente interés en el desarrollo de la obtencion de

fuentes ricas en GLA.

4.7. Enriquecimiento de aceites vegetales en GLA

Diversos métodos relacionados al enriquecimiento en GLA de aceites vegetales estan
documentados en la literatura. Los principales meétodos incluyen: winterizacion, hidrdlisis,
cristalizacion, cromatografia, fraccionamiento con urea, extraccion con fluidos supercriticos y

esterificacion, tanto quimica como enzimatica.

A pesar de que los métodos fisicos para llevar a cabo tal enriquecimiento son los mas
simples y convencionales, como la cristalizacion y el fraccionamiento con urea, sus rendimientos
son muy bajos comparados con los procesos enzimaticos. El empleo de técnicas de
cromatografia y extraccion con fluidos supercriticos, garantiza una alta pureza de GLA pero
suelen ser bastante costosas y dificiles de escalar. En cambio, los procesos enzimaticos han
atraido la atencion en el enriquecimiento de aceites debido a las condiciones suaves de reaccion a

las que operan y al ser amigables con el medio ambiente (Baeza et al., 2014b).

Hills et al. (1990) enriquecieron, por medio de esterificacion enzimatica, el aceite vegetal
de las semillas de Oenothera biennis en GLA en casi un 85% empleando la lipasa Lipozyme® y
en un 83% usando la lipasa extraida de Brassica napus L y empleando n-hexano como disolvente

de la reaccion.

Rahmatullah et al. (1994) utilizaron la lipasa Lipozyme® para el enriquecimiento del
aceite vegetal de Borago officinalis en GLA en un 93%, al usar n-hexano como disolvente de la
reaccién, y en un 70% al prescindir de n-hexano; asimismo, se enriquecié el aceite vegetal de

Oenothera biennis en un 75% en GLA, también utilizando n-hexano.
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Por otra parte, el enriquecimiento en GLA de los aceites vegetales de Borago officinalis y
Echium fastuosum se llevaron a cabo en un proceso de esterificacion enzimatica. Para el primer
aceite vegetal se obtuvo un 91% de enriquecimiento en GLA y se empleé la lipasa de Candida
rugosa; para el segundo aceite vegetal se obtuvo un 64% de dicho PUFA al emplear la lipasa de

Mucor javanicus (Lopez et al., 2006).

4.8. Lasenzimas

La relacion de las enzimas con las actividades humanas ha estado ligada durante miles de
afios; la fermentacion del azucar a alcohol se encuentra entre los primeros ejemplos de procesos
biotecnoldgicos en donde intervienen enzimas. Sin embargo, solo recientemente las propiedades
de las enzimas han sido comprendidas debidamente. De hecho, la investigacion enzimatica ha
entrado en una nueva etapa debido al aporte de conocimiento de disciplinas como quimica de

proteinas, biofisica molecular y biologia molecular (Aehle, 2007).

Las enzimas son los catalizadores de los procesos bioldgicos. Como cualquier otro
catalizador, una enzima provoca que una reaccion quimica alcance el equilibrio quimico mas
rapido al disminuir la energia de activacion y no presenta modificacion quimica alguna al final
de la reaccion; no afecta el punto de equilibrio de una reaccion quimica y no puede llevar a cabo

reacciones quimicas energéticamente desfavorables (McMurry et al., 2010).

4.8.1. Nomenclaturay clasificacion de las enzimas

La Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) adopté un
esquema para la clasificacion funcional sistematica y la nomenclatura de las enzimas. Las
enzimas se clasifican y denominan de acuerdo con la naturaleza de las reacciones quimicas que
catalizan. Hay seis clases principales de reacciones enzimaticas (Tabla 3), ademas de subclases y
sub-subclases. Las enzimas se nombran por medio de un cddigo de cuatro nimeros antecedido
por el prefijo E.C. (Comision de Enzimas en inglés): el primer nimero indica a cudl de las 6

clases pertenece la enzima; el segundo namero indica la subclase; el tercer numero las sub-
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subclase y el cuarto numero es el nimero de serie de la enzima en la sub-subclase (Aehle, 2007,
Primo 2007; Voet, 2007).

Tabla 3. Clasificacion de las enzimas de acuerdo al tipo de reaccion que catalizan

Clasificacion Tipo de reaccion catalizada
1. Oxidoreductasas Reacciones de Oxido-reduccion
2. Transferasas Transferencia de grupos funcionales
3. Hidrolasas Reacciones de hidrolisis
4. Liasas Eliminacién de grupos para formar dobles enlaces
5. Isomerasas Isomerizacion
6. Ligasas Formacion de enlaces, acoplado con hidrdlisis de ATP

4.8.2. Estructura de las enzimas

Las enzimas son proteinas, por lo tanto, su estructura se estudia por medio de los métodos
de quimica de proteinas, biologia molecular y biofisica molecular (Aehle, 2007). Las enzimas
estan formadas por cuatro estructuras: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria (Aehle, 2007,
Ballesteros et al., 2013):

Estructura primaria. Estan formadas por L-aminoécidos unidos mediante enlaces peptidicos y
con estructura compleja. Esta estructura depende, en primer lugar, de la secuencia de
aminoacidos que la constituyen y determina la distribucion de los grupos quimicamente activos

en la estructura peptidica formando asi la estructura primaria.

Estructura secundaria. La interaccion de los distintos restos de aminoacidos por puentes de
hidrogeno, entre los grupos funcionales carbonilo y amino o mediante fuerzas dipolares,
proporciona una organizacion local bidimensional que constituye la estructura secundaria,

consistente en la formacion de:
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a) Hélices, estructura o: en cada giro completo suele haber cuatro unidades de

aminoacido.

b) Pliegues de la cadena, estructura f3: en la misma cadena podemos tener los dos tipos

de estructuras en funcion de la cadena de aminoacidos.

Estructura terciaria. Es una estructura tridimensional y se forma a partir de las estructuras

secundarias a y .

Estructura cuaternaria. La interaccion entre dos o méas unidades estructurales polipeptidicas de

estructura terciaria definida da lugar a la estructura cuaternaria.

Las enzimas pueden presentar en su estructura, junto con el grupo proteico, un cofactor,
que es otro compuesto de distinta naturaleza proteica y es clave para la formacion del complejo
enzima-sustrato. El cofactor puede ser un ion metalico o una coenzima (molécula organica). Este
cofactor puede separarse de la proteina, pero se ha observado que una vez separadas las dos

unidades, no muestran actividad enzimatica (Aehle, 2007; VVoet, 2007; Ballesteros et al., 2013).

La compleja estructura de las enzimas es esencial para su accion y sirve para mantener
unos determinados aminodcidos en una orientacion determinada, formando los centros activos.
En estos es donde se va a producir la union con el sustrato mediante fuerzas débiles, en las que
van a participar numerosos grupos vecinos, por lo que es necesario que tengan una orientacion

muy concreta para que la catélisis sea efectiva (Ballesteros et al., 2013).

4.8.3 Las lipasas

Como acaba de mencionarse, el enriquecimiento enzimatico en GLA puede llevarse a

cabo mediante el empleo de lipasas.

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que catalizan la hidrélisis de grasas y aceites. Estos
altimos, estan constituidos principalmente por TAGs, una molécula de glicerol esterificada en

sus 3 grupos hidroxilo con acidos grasos. Esta estructura quimica (Figura 7) hace a los TAGs

24



susceptibles a la actividad catalitica de las lipasas con la subsecuente obtencion de acidos grasos
libres, DAG, MAG Yy glicerol (Diaz y Juarez, 2007).

Las lipasas se encuentran entre las enzimas mas empleadas en biocatalisis. Las ventajas
sobresalientes que ofrecen son la amplia gama de sustratos que pueden procesar, asi como las

condiciones suaves de reaccion en que se emplean (Cabrera et al., 2009)

Estas enzimas contienen una unidad de oligopéptido helicoidal que protege el sitio activo.
Dicha tapa o cubierta, tras la interaccion con una interface hidrofébica, como una gota de aceite,
experimenta una serie de movimientos de tal forma que el sitio activo queda expuesto. Al
fendmeno antes descrito se le denomina activacion interfacial y se lleva a cabo en la interface
lipido-agua del sistema; un fendmeno que se atribuye a las caracteristicas estructurales Gnicas de

esta clase de enzimas (Reetz, 2002).

0 0 0
>—e | >—H1 0 >—=¢1
0 0 Ry —{
HO 1O 0

il (2 8]

] 0
A B C

Figura 7. Estructura quimica de los acilglicéridos. A) monoacilglicérido; B) diacilglicérido y C)
triacilglicérido

Las lipasas se pueden dividir en tres grandes grupos de acuerdo a su capacidad para
hidrolizar acilglicéridos: a) lipasas no especificas; b) lipasas especificas 1,3 y ¢) lipasas
especificas para acidos grasos. Las fuentes de obtencion de lipasas son tejidos vegetales o
animales pero la fuente principal es el cultivo de microorganismos. (Diaz et al., 2007; Kapoor et
al., 2012). Las reacciones quimicas que llevan a cabo las lipasas para la modificacion de grasas y

aceites se muestran en la Figura 8. En la Tabla 4 se muestra la especificidad de algunas enzimas.
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Figura 8. Reacciones quimicas catalizadas por lipasas para la modificacion de grasas y aceites
(Ramirez, 2005)
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Tabla 4. Origen y especificidad de algunas lipasas

Fuente_c}e Nombre de la especie Especificidad
obtencion
Bacilus thermocatenulatus 1,3 Regioespecifica
_ Burkholderia glumae (Pseudomonas glumae) No especifica
Bacteriana ) ) ) )
Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia No especifica
Pseudomonas fluorescensa No especifica
Aspergillus nigera 1,3 Regioespecifica
Candida rugosa (Candida cylindracea) No especifica
Candida antarctica A Trans especifica
) Candida antarctica B 1,3 Regioespecifica
Fungi _ _
Mucor javanicus 1,3 Regioespecifica
Penicillium camembertii 1,3 Regioespecifica
Rhizopus delemar 1,3 Regioespecifica
Rhizopus oryzae 1,3 Regioespecifica
Vegetal Brassica napus (colza) 1,3 Regioespecifica
Canis lupus familiaris (perro) -
Equus caballus (caballo) -
Animal
Lipasa porcina pancreética 1,3 Regioespecifica
Lipasa porcina humana 1,3 Regioespecifica

La capacidad de ciertas lipasas de discriminar o preferir determinados acidos grasos o
grupos acilo de los lipidos, se ha aprovechado para el enriquecimiento de &cidos grasos o sus
respectivos ésteres a partir de fuentes naturales de grasas y aceites a través de procesos selectivos
de hidrdlisis, esterificacion o interesterificacion quimica, como se ilustra en la Figura 9 (Uwe,
2000).
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Figura 9. Enriguecimiento de &cidos grasos Yy sus respectivos ésteres a través de hidrolisis y
esterificacion quimica




5. Metodologia
5.1. Materiales

El aceite utilizado como materia prima para el desarrollo del presente trabajo de
investigacion es el proveniente de Oenothera biennis (EPO). Las enzimas empleadas son: lipasa
de Candida rugosa, para el enriquecimiento del aceite (reacciones de esterificacion); CALB
(lipasa B de Candida antarctica), para la produccién de lipidos estructurados (reacciones de
glicerdlisis). Los alcoholes que se emplean en las diferentes reacciones enzimaticas son etanol,

butanol (BtOH) y glicerol. Todos los solventes empleados son grado cromatogréfico.

5.2. Metodologia experimental
5.2.1. Caracterizacion del aceite de Oenothera biennis

Los &cidos grasos del aceite de Oenothera biennis se obtienen por medio de una
saponificacién, de acuerdo a la metodologia descrita por Kim et al. (2007). Para ello, 150 g de
aceite de Oenothera biennis se afiaden a una solucion de hidréxido de sodio (40 g) en agua
destilada (100 mL) y etanol (99%, 300 mL). La mezcla se calienta a reflujo con agitacién a 500
rpm durante 1 hora. Posteriormente, se afiaden 200 mL de agua a la mezcla, y las sustancias que
no se saponifiquen se extraen con 300 mL de n-hexano y se desechan. La fase acuosa, que
contiene los acidos grasos saponificados, se acidifican afiadiendo una solucién acuosa 6 N de
HCI hasta alcanzar un valor de pH de 1.0. La fase inferior, se separa y desecha por medio de un
embudo de separacion.

5.2.2. Derivatizacion de los &cidos grasos

Una vez obtenidos los acidos grasos libres, se realiza una derivatizacion selectiva de estos
para su andlisis cualitativo y cuantitativo por medio de cromatografia de gases (GC). 200 pL de
la mezcla de &cidos grasos se colocan en un tubo de ensayo, se afiaden 1 mL de solucion NaOH-

metanol (0.2 N) y se calienta a 60°C durante 4 h; transcurrido dicho tiempo, se atempera la
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mezcla de reaccion, se adicionan 2 mL de n-hexano y 200 pL de agua destilada (Miranda et al.,
2013).

5.2.3. Obtencidn del perfil de acidos grasos

La composicién de acidos grasos del aceite de Oenothera biennis se determina por medio
de cromatografia de gases (GC). La metodologia que se estandarizé para desarrollar este analisis
es la siguiente: se inyecta 1 pL de la mezcla de metil ésteres al cromatdgrafo Varian 3800
(Varian Inc., Walnut Creek, CA), que emplea una columna capilar de silica HP-INNOWAX
(Agilent Technologies) de 30 m de longitud, 320 um de diametro interno y 0.25 um de tamafio
de particula. Las temperaturas del inyector y el detector se mantienen a 250°C. El horno opera
con la siguiente rampa de temperatura: 160°C durante 10 min y posteriormente la temperatura se
incrementa a 210°C a razén de 30°C/min. Los diferentes &cidos grasos se identifican por
comparacion con los tiempos de retencion de los estandares (Supelco® 37 Component FAME

Mix). Se emplea hexadecano como estandar interno para realizar el analisis cuantitativo.

5.2.4. Enriquecimiento enzimético en GLA del aceite de Oenothera biennis

Las reacciones enzimaéticas de esterificacion se llevan a cabo en reactores de vidrio de 25
mL. Antes de iniciar las reacciones, se acondiciona el reactor a la temperatura deseada. Las
reacciones quimicas se inician al agregar la enzima (C. rugosa) a la mezcla de reaccion
(EPO:BtOH), que se mantiene en agitacion magnética constante a 400 rpm. La masa total de los
sustratos es de 4 g para todos los ensayos, evaluando los siguientes parametros de reaccion:
relacién molar de los sustratos (EPO:BtOH; 1:4, 1:6, 1:8, 1:10, y 1:12), temperatura (30, 40, 50 y
60°C) y carga de enzima (5, 10, 15 y 20%, con respecto a la mezcla total de sustratos). Se toman
muestras a diferentes tiempos de reaccion para monitorear el incremento en el contenido de

GLA. Las reacciones se realizan y analizan por duplicado.
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5.2.4.1 Identificacidn de las fases formadas

Las muestras tomadas durante las reacciones de esterificacion se disolvieron en
cloroformo (500 uL) y se separaron por medio de cromatografia en capa fina (TLC), empleando
como fase movil éter de petroleo:dietil éter:acido acético (100:20:1, v/v/iv) y placas de silicagel
60 F254 (Merck®). Las placas se revelaron bajo luz UV a 254 nm.

Una vez separadas e identificadas las fases éster y &cido graso (rica en GLA), se procede
a retirarlas de la placa cromatografica de forma manual y se disolvuen en una solucion
cloroformo:metanol (2:1 v/v); en el caso de la fase &cido graso se derivatiza como se describe en
la seccion 5.2.2. El andlisis cuantitativo procederd como se describe en la seccién 5.2.3.

5.2.5. Separacion fisica del aceite enriquecido

A medida que las reacciones de esterificacion ocurren, en la mezcla de reaccion se tienen
dos fases: los acidos grasos que han sido esterificados y una fase rica en GLA. Por ello, es
necesario recuperar esta fase rica en GLA ya que a partir de dicha fase se obtendra el GLA

necesario para poder sintetizar los TAG estructurados.

Con ese proposito, se evaluaran dos tipos de cromatografia para recuperar la fase rica en

GLA: cromatografia en columna y TLC.

5.2.6. Preparacion enzimatica del triacilglicérido estructurado

El GLA recuperado anteriormente es el sustrato en las reacciones enzimaticas de
glicerolisis, para preparar el TAG estructurado. 4 g de mezcla de los sustratos (GLA:glicerol) se
ponen en contacto con la enzima CALB en reactores de 25 mL, en agitacion magnética constante
a 400 rpm. La masa total de los sustratos es de 4 g para todos los ensayos, evaluando los
siguientes parametros de reaccion: relacion molar de los sustratos (1, 2, 3 y 4 GLA/glicerol),
temperatura (30, 40, 50 y 60°C) y carga de la enzima CALB (5, 10, 15 y 20%, con respecto a la
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mezcla total de sustratos). Se toman muestras a diferentes tiempos de reaccion para monitorear la

produccidn de acilglicéridos. Las reacciones se realizaran y analizaran por duplicado.

5.2.6.1 Analisis del perfil de glicéridos

El perfil de glicéridos se determina por medio de cromatografia de gases (Miranda et al.,
2013). Las muestras colectadas durante la reaccion se someten a una derivatizacion selectiva: a
200 pL de la mezcla de reaccion se adicionan 0.5 mL de una solucion 0.5 M de metoxido de
sodio en metanol. Después de 5 min de reaccion, se agregan 0.2 mL de agua desionizada y 2 mL
de hexano. Se recuperan los metil ésteres presentes en la fase organica y se agrega sulfato de
sodio. Se inyecta 1 puL de la mezcla de metil ésteres al cromatdgrafo Varian 3800 (Varian Inc.,
Walnut Creek, CA), que emplea una columna capilar de silica HP-INNOWAX (Agilent
Technologies) de 30 m de longitud, 320 um de diametro interno y 0.25 pum de espesor. Las
temperaturas del inyector y el detector se mantienen a 250°C y 300°C, respectivamente. El horno
opera con la siguiente rampa de temperatura: 50°C durante 2 min y posteriormente la
temperatura se incrementa a 220°C a razén de 30°C/min, manteniéndose asi por 25 min;
finalmente, la temperatura se eleva hasta los 255°C durante 7 min. Los diferentes acidos grasos
se identifican por comparacion con los tiempos de retencién de los estandares (Supelco® 37
Component FAME Mix).
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6. Discusién de Resultados

Una vez estandarizadas las metodologias descritas en la seccion anterior, se procedié a obtener
TAG estructurados ricos en GLA. Dicha obtencion se llevd a cabo en las etapas que a

continuacion se discuten.

6.1. Enriquecimiento enzimatico en GLA

Para poder preparar TAG estructurados ricos en GLA es necesario contar con una fuente
que nos provea de dicho acido graso. En este trabajo de tesis se empleo el aceite de la especie
Oenothera biennis (evening primrose oil, EPO) que contiene 8.8% p/p de GLA. La mezcla total
de los acidos grasos libres presentes en dicho aceite se obtuvo via saponificacion y se muestra en
la Tabla 5 (columna EPO). Este aceite, denominado EPO en la Tabla 5, fue sometido a
reacciones de esterificacion directa con BtOH catalizadas por C. rugosa (en forma libre). Las
condiciones de operacion que se evaluaron a lo largo de dichas reacciones son: relacion molar de

sustratos, temperatura y carga de enzima.

Tabla 5. Composicién en acidos grasos (% p/p) del aceite de partida (EPO) y de los
concentrados enriquecidos

Acido graso EPO Concentrado 1 Concentrado 2
16:0 6.24 3.66 -
18:0 1.91 2.52 -
18:1 (n-9) 6.06 - -
18:1 (n-7) 0.63 - -
18:2 (n-6) 76.3 23.79 10
GLA 8.87 70 90

Concentrado 1: es el producto obtenido bajo las siguientes condiciones: relacién molar de sustratos (EPO:butanol), 30°C, 10% peso de carga
enzimatica (con respecto a la mezcla total de sustratos), 400 rpm y 24 h de reaccion

Concentrado 2: es el producto obtenido bajo las siguientes condiciones: relacion molar de sustratos (EPO:butanol), 30°C, 10% peso de carga
enzimatica (con respecto a la mezcla total de sustratos), 400 rpm, 5% peso de tamiz molecular (con respecto a la mezcla total de sustratos)
adicionado a las 9 h de reaccion y 12 h de reaccion total.
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6.1.1. Efecto de la relacién molar de sustratos

A medida que la concentracion de alcohol aumentaba en el medio de reaccion se
favorecio la esterificacion de los &cidos grasos presentes. El efecto de la adicion de BtOH se
evaluo en las siguientes relaciones molares: 1:4, 1.6, 1:8, 1:10, y 1:12 (EPO:BtOH).

Cuando la concentracion de butanol se incrementa en el medio de reaccion se puede
disolver e integrar de mejor manera el aceite de partida con la enzima, mejorandose de esta
manera la interaccién de los sustratos con los sitios activos de la enzima. Sin embargo, esta
creciente concentracion de alcohol en el medio tiene también un efecto negativo sobre la

eficiencia catalitica de la enzima (reduccidn de la actividad enzimatica).

Tal y como puede apreciarse en la Figura 10, a medida que el BtOH incrementa su
concentracion en el medio de reaccion se enriquece en GLA el aceite de partida. Sin embargo,
este incremento se observo hasta una relacion molar 1:10, ya que al evaluar una relacion 1:12 se
alcanzd una menor concentracion de GLA. Este comportamiento se explica como un
desplazamiento de las moléculas de agua que se encuentran en el sitio activo de la enzima
causando una disminucién en su eficiencia catalitica. Las altas concentraciones de alcohol
ejercen un efecto inhibitorio sobre la enzima haciendo que la reaccion proceda mas lenta y no se
alcancen mayores concentraciones de GLA. La consecuencia directa de esta inhibicion es que la
enzima requiere de un mayor tiempo de reaccién para alcanzar concentraciones mas elevadas de
GLA (ver Figura 10).

Este comportamiento ha sido previamente documentado y se ha mencionado que el tipo
de alcohol empleado es determinante en las conversiones y rendimientos que pueden alcanzarse

durante una reaccién de esterificacion (Zaidi et al., 1995; Shimada et al., 1998).

Como resultado de estudiar esta variable se logré incrementar el contenido de GLA de

8.87 2 62.6% Yy la relacion molar 1:10 se selecciond para evaluar el efecto de la temperatura.
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Figura 10. Efecto de la relacion molar de sustratos (EPO-FA:BtOH) en el contenido de GLA a
40°C, 400 rpm y 10% (p/p) de enzima

6.1.2. Efecto de la temperatura

Dado que el catalizador que estamos empleando en las reacciones de esterificacion es
enzimatico, evaluar la temperatura es de suma importancia por el efecto que puede tener a nivel
de estructura y funcionalidad. Las temperaturas empleadas son: 30, 40, 50 y 60°C (ver Figura
11).

Al explorar diferentes temperaturas, encontramos que durante las primeras 12 h de
reaccion el contenido de GLA era, practicamente similar a 20, 30 y 50°C, mientras que a 40°C
era mayor. Para el mismo periodo de tiempo, los menores contenidos se obtuvieron a 10 y 60°C.
Sin embargo, el mayor contenido de GLA (66.6%) se alcanz6 a 30°C después de 24 h de

reaccion.

A 60°C se acelera la velocidad de la reaccion de esterificacion, debido a que se
disminuye la viscosidad de la mezcla de reaccion; esto favorece la interaccién de la enzima con

los sustratos y de esta manera la reaccion tiene lugar de manera mas eficiente (incrementa el
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contenido de GLA). Por otra parte, éste incremento de temperatura también provoca la

desnaturalizacion prematura de las enzimas, con lo que se puede explicar el menor contenido en

GLA en los ésteres butilicos.
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Figura 11. Efecto de la temperatura en el contenido de GLA con una relacion molar 1:10 (EPO-

FA:BtOH), 400 rpm y 10% (p/p) de enzima

Se debe tener en cuenta que esta serie de experimentos se llevaron a cabo con una

relacion molar de sustratos EPO-FA:BtOH 1:10. Como se menciond en la seccién anterior, esta

relacién permitié una mejor disolucion de los acidos grasos de partida y, si bien, una mayor

temperatura promoveria un mayor numero de colisiones moleculares entre la enzima y los

sustratos, las temperaturas moderadas (20 y 30 °C) también lo logran.

Otros trabajos en la literatura se han observado excelentes rendimientos en reacciones de

esterificacion a temperaturas mayores. Rahmatullah et al. (1994) reportan altos rendimientos con

temperaturas de 50°C, pero en presencia de hexano como solvente. Otros trabajos emplean

sistemas a bajas temperaturas como winterizacion (Yokochi et al., 1990; Lopez-Martinez et al.,
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2004), cristalizacion (Ju and Chen, 2002; Syed Ubaid et al., 2009) y fraccionamiento con urea
(Cohen et al., 1993; Canas y Yurawecs, 1999).

El mejor valor de temperatura encontrado para la reaccion de esterificacion catalizada por
C. rugosa es conveniente desde un punto de vista practico y técnico ya que para una produccion
piloto o industrial los requerimientos energéticos no serian tan elevados, asi mismo, la
degradacion térmica de la enzima no seria tan severa en comparacion con valores méas bajos o
altos de temperatura evitando asi su desnaturalizacion. Por otro lado, nuestro sistema es libre de
solventes que es una gran ventaja para sistemas de reaccion aplicados al &rea de alimentos y
también llevar a cabo la reaccion de esterificacion a 30°C evita la oxidacion de los acidos grasos

presentes en el aceite de partida.

Como resultado de estudiar esta variable se logré incrementar el contenido de GLA de
62.6 a 66.6% para una relacion molar 1:10 y 30°C. Bajo estas condiciones se procedié a evaluar

el efecto de la carga de enzima.

6.1.3. Efecto de la carga de enzima

Para llevar a cabo una reaccion en presencia de un catalizador debe garantizarse que la
concentracion del mismo sea la suficiente para que se encuentre disponible y se puedan alcanzar
los rendimientos, conversiones y/o productividades deseados. Para un catalizador enzimatico este
parametro es de vital importancia dado el costo de las enzimas. Bajo ese contexto la cantidad de
enzima se evalu6 en las siguientes concentraciones: 5, 10, 15 y 20% (con respecto a la mezcla

total de sustratos).

Tal y como se muestra en la Figura 12, el mayor contenido en GLA se obtuvo con 10%
de enzima, que habia sido la concentracion utilizada al explorar los efectos de la relacion molar
de sustratos y la temperatura. A fin de precisar mas, se estudiaron reacciones de esterificacion
con dos nuevas cargas de enzima (7.5 y 12.5% p/p, datos no mostrados en la Figura 12), que
rindieron contenidos menores de GLA que con la carga de 10%. Con el estudio de esta variable
se logro enriquecer el aceite de partida (EPO) hasta un 70% en GLA después de 24 h de reaccion

(Figura 12). Este enriquecimiento se muestra en la Tabla 5 como Concentrado 1.
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Figura 12. Efecto de la carga de enzima (% p/p con respecto a la mezcla de sustratos) en el
contenido de GLA con una relacion molar 1:10 (EPO-FA:BtOH), 400 rpm y 30°C

La velocidad de reaccion de esterificacion es proporcional a la cantidad de enzima
afiadida a la mezcla de reaccion; igualmente, la cantidad de catalizador es proporcional a la
velocidad de reaccion de hidrdlisis (la reaccién inversa a la esterificacion), tal como se observa
en la Figura 12. Con esto, podemos notar que la enzima no discrimina entre la reaccion de

esterificacion y su reaccion inversa, lo que afecta la cantidad de GLA en la fase no esterificada.

Ademaés, una mayor cantidad de catalizador (15 y 20% p/p) implica una mayor resistencia
a la transferencia de masa de los sustratos hacia el sitio activo de la enzima, a pesar de que los

experimentos se llevaron a cabo con un exceso de butanol en el medio de reaccion.

Esta carga de enzima es una concentracion igualmente practica puesto que el costo de las
enzimas es elevado y pensar en una aplicacion a nivel piloto o industrial incrementaria los costos
de produccion de este triglicérido estructurado. Una alternativa a este aspecto es llevar a cabo la
inmovilizacion de la enzima lo cual no solo optimizaria la cantidad de enzima a emplear si no

que también haria posible llevar a cabo ciclos de reutilizacion.
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Es de suma importancia destacar la especificidad de la enzima empleada (C. rugosa). Los
acidos oleico (18:1n-9) y linoleico (18:2n-6) fueron los primeros en ser esterificados, seguidos de
palmitico (16:0) y estearico (18:0). Por la baja preferencia de la enzima por GLA, y efecto de las
variables de reaccion que se exploraron, este acido fue enriquecido satisfactoriamente en la

fraccion sin esterificar como se muestra en la Tabla 5 (columna Concentrado 1).

AUn cuando se logré enriquecer significativamente en GLA el aceite de partida (EPO), en
todas las cinéticas de reaccion obtenidas al explorar el efecto de las diferentes variables de
reaccion, se observé siempre un perfil de disminucion en el contenido de GLA tras haber
alcanzado el contenido méximo. La reaccion inversa a la esterificacion es la hidrolisis, por lo que
el equilibrio del sistema indica que a medida que procede la reaccion hay mas agua en el medio
que puede afectar la actividad enzimatica. Este incremento en el contenido de agua afecta a la
interfase lipido-agua del complejo lipasa-éster, lo que resulta en reorganizaciones estructurales

en la region del sitio activo de la enzima, alterando su actividad catalitica.

Por lo anterior, se buscd optimizar esta primera etapa con la adicion de tamiz molecular
como una estrategia para controlar el contenido de agua presente en el medio de reaccion a

medida que ocurren las esterificaciones enzimaticas.

6.1.4. Efecto de la cargay tiempo de adicion de tamiz molecular

La presencia de agua es un factor crucial para mantener una éptima conformacion
estructural de las enzimas. Las lipasas, en particular, requieren de cierta cantidad de agua para
mantener su estructura tridimensional y su actividad catalitica (Rosu et al., 1998; Xu, 2005).
Ademas, la presencia de agua es un elemento importante en el equilibrio quimico de la reaccién

de esterificacion.

Dado que la reaccion inversa a la esterificacion es la hidrolisis, al aumentar la cantidad de
agua en el medio de reaccidon tanto la velocidad de reacciéon como el rendimiento se ven
disminuidos. Para paliar este fenémeno, se estudié el efecto de la adicion de tamiz molecular

sobre estas reacciones de esterificacion.
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La Figura 13 muestra el efecto del tiempo de adicion del tamiz molecular en las

reacciones de esterificacion. Los tiempos de adicion estudiados son 3, 9, 12 y 15 horas,

empleando 10% en peso de tamiz molecular (con respecto a la mezcla total de sustratos); bajo las

mejores condiciones de reaccion encontradas anteriormente: 30°C, 400 rpm y 10% en peso de

carga de enzima de C. rugosa (con respecto a la mezcla total de sustratos). La reaccion de

esterificacion que se llevd a cabo con esas condiciones es la que se indica como control en la

Figura 13.
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Figura 13. Efecto del tiempo de adicion del tamiz molecular sobre el enriquecimiento en GLA
de la fase acido graso. Las condiciones de reaccion son: 30°C, 400 rpm y 10% peso de carga
enzimatica (con respecto a la mezcla total de sustratos). La cantidad de tamiz molecular afiadido
en todas las reacciones fue de 10% peso (con respecto a la mezcla total de sustratos).

Como se puede observar en la Figura 13, durante las primeras 10 horas de reaccion, la

esterificacion era la reaccion controlante; para tiempos de reaccion mayores, la produccion de

agua y el efecto de la adicion de tamiz molecular se hicieron evidentes. Cuando se afiadio el

tamiz molecular a las 3 horas de reaccion, la concentracion de GLA obtenida es de 67% después
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de 12.5 horas de reaccion. Al afadirlo a las 9 horas, se alcanzé un méximo en el contenido de
GLA de 72%, tras 12.5 horas de reaccion. Finalmente, al afiadirlo a las 12 y 15 horas de
reaccion, el GLA enriquecido en dichas reacciones es de 70 y 66%, respectivamente, tras 24
horas de reaccion.

Como puede notarse, el tiempo de adicion de tamiz molecular no permite un mayor
enriquecimiento en GLA ya que los contenidos alcanzados son muy cercanos entre si. Sin
embargo, si se logré un efecto positivo con la adicion de tamiz y es la reduccion del tiempo de
reaccion requerido para enriquecer en GLA el aceite de partida. Sin adicionar tamiz (control,
Figura 13) se necesitaban 24 h de reaccion para alcanzar un contenido de GLA de 70% mientras
que adicionando tamiz (10%) a las 9 horas de reaccion dicho maximo se produjo a las 12.5 h de

reaccion.

De lo anterior se puede destacar que al remover parte del agua que se esta produciendo a
medida que tiene lugar la reaccion de esterificacion, se aumenta la velocidad de reaccion; es
decir, las moléculas de agua producen la inhibicion de los sitios activos de la enzima y, a la vez,

favorecerian la reaccién de hidrolisis.

Desde el punto de vista de operacion, reducir el tiempo de reaccion a la mitad impactaria
significativamente en costos de produccion, requerimientos energéticos, se reduce la exposicion
de la enzima a las condiciones del medio haciendo mas factible su reutilizacién y se

incrementaria la obtencién de triglicéridos estructurados ricos en GLA.

Aunque se redujo el tiempo de reaccion necesario para el enriquecimiento en GLA al
adicionar tamiz molecular, se decidid evaluar a continuacion si la concentracion del mismo
tendria algun efecto sobre el contenido de GLA en el medio de reaccién. Como se muestra en la
Figura 14, al afadir 2.5 y 5% de tamiz molecular se aumento la cantidad de GLA en el
concentrado: 80 y 90%, respectivamente. Sin embargo, al agregar 15% de tamiz molecular, la

cantidad de GLA se vio reducida.
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Figura 14. Efecto de la cantidad afiadida de tamiz molecular sobre el enriquecimiento en GLA
de la fase acido graso. Las condiciones de reaccién son: 30°C, 400 rpm y 10% peso de carga
enzimatica (con respecto a la mezcla total de sustratos). El tiempo al cual se afiadi6 el tamiz

molecular en todas las reacciones fue a las 9 horas

Tal y como se muestra en la Figura 14 la concentracion de tamiz molecular afectd
también el enriquecimiento en GLA. Es importante remarcar aqui que ain cuando el propésito es
elevar el contenido de GLA no por ello habria de sacrificarse la eficiencia catalitica de C.
rugosa. Todas las enzimas sin excepcidn requieren de una cantidad minima de agua para llevar a
cabo su funcion catalitica, sin embargo, un exceso de agua provoca cambios conformacionales

que disminuyen su capacidad de transformar el sustrato de interes en el producto deseado.

Cabe destacar que la cantidad de tamiz molecular no guarda una evidente relacion con la
cantidad de GLA en la fase acido graso. Sin embargo, podemos apreciar que al agregar mayores
cantidades de tamiz molecular (10 y 15%), se reduce la cantidad de GLA. Esto lo podemos
atribuir a dos factores: por una parte, al aumentar la cantidad de tamiz molecular se aumenta la
resistencia a la transferencia de masa, disminuyendo asi la interaccion entre los sustratos y la
enzima; por otra parte, al haber mayor cantidad de tamiz molecular, se disminuye la cantidad de

moléculas de agua que, como ya se ha mencionado con antelacion, requiere la enzima para su
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optimo funcionamiento. Luego entonces, podemos hablar de un efecto combinado que provoca la
disminucion de la cantidad de GLA al aumentar la cantidad de tamiz molecular en la mezcla de
la reaccion: la resistencia a la transferencia de masa y la disminucién de moléculas de agua

disponibles.

La adicion de tamiz molecular a diferentes tiempos y concentraciones claramente sugiere
que la cantidad de agua se debe controlar a fin de que en la reaccion de esterificacion el
equilibrio quimico se desplace hacia la formacion de los butil esteres correspondientes y en
consecuencia se enriquezca el contenido de GLA; sin embargo, el agua no debe removerse en su

totalidad, ya que las enzimas la requieren para mantener su actividad catalitica.

Con el estudio de las variables anteriores y habiendo incrementado el contenido de GLA
de 8.87 a 90% (columna Concentrado 2 en la Tabla 5), se procedié a la separacién fisica de las

fases de reaccion: fase éster y fase acido graso.

6.2.  Separacion de las fases de reaccion

Se dice que una etapa de separacion es adecuada cuando permite la creacion de dos o0 mas
zonas de coexistencia que puedan diferir en temperatura, presion, composicion y/o estado de
fase. Cada una de las especies moleculares presente en la mezcla a separar reacciona de manera

Unica a las diferentes condiciones del medio que las contiene.

Para la segunda parte de este trabajo de tesis se hizo necesaria una etapa de separacién
puesto que con la evaluacion de los diferentes parametros de reaccién durante las esterificacion
se crearon dos zonas que difieren en composicién: se tiene una zona que contiene butil esteres y

otra zona que es rica en el acido graso de interés, GLA.

Debido a las ventajas que poseen las técnicas cromatograficas y a la naturaleza quimica
de las zonas que se quieren separar, para esta etapa se llevaron acabo cromatografias en columna
y placa fina. Primeramente se procedié a separar las fases de reaccion por medio de una
cromatografia en columna. Sin embargo, la separacién mediante esta técnica no resultd

satisfactoria y el consumo de disolventes organicos para su ensayo era excesivo.
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Por lo anterior, se utilizd en segunda instancia la cromatografia en capa fina (TLC),
mostrando ser una técnica sencilla, eficiente y con un consumo minimo de disolventes organicos
(Figura 15).

Figura 15. Cromatografia en capa fina para la separacion de las fases de reaccién. La parte
superior muestra los butil ésteres de &cidos grasos, mientras que las bandas inferiores
corresponden a los acidos grasos libres.

Como se muestra en la Figura 15, se han formado diferentes bandas como consecuencia
del contacto de la fase mévil y la mezcla colocada en la parte inferior de los placas. Las bandas
que se rasparon son las inferiores, ya que corresponden al GLA, y posteriormente se
resuspendieron en cloroformo para poder extraer el GLA. A continuacion el cloroformo se
evapord y el concentrado de GLA se empled para la tercera y Gltima etapa de este trabajo de
tesis: la produccién de TAG estructurados.
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6.3.  Preparacion enzimatica del triacilglicérido estructurado

En la Gltima parte de este trabajo de tesis tuvo lugar la sintesis enzimatica del TAG
estructurado rico en GLA, evaluando los siguientes parametros de reaccion: carga de la enzima
CALB (5, 10, 15 y 20%, con respecto a la mezcla total de sustratos), temperatura de operacion
(30, 40, 50 y 60°C) y la relacién molar de los sustratos (1:1, 2:1, 3:1y 4:1 glicerol:GLA).

6.3.1. Efecto de la carga de enzima: CALB

La primera variable estudiada fue la carga de enzima. La cantidad de enzima presente en
la mezcla de reaccion es importante para llevar a cabo la reaccion de glicer6lisis. Con una
cantidad suficiente de enzima la reaccion procede hacia la formacién de triglicéridos, pero un
exceso de esta trae consigo resistencia a la transferencia de masa y la consecuente reduccion en
el rendimiento. Las cantidades de CALB que se evaluaron son: 5, 10, 15y 20% (% p/p con
respecto a la mezcla total de sustratos) como se muestra en la Figura 16, bajo las siguientes
condiciones de reaccion: 40°C, una relacion molar de los sustratos 1:1 (glicerol:GLA) y 400

rpm.

Contenido de TAG (% Peso)

Tiempo de reaccion (h)

Figura 16. Efecto de la carga de enzima CALB (% p/p con respecto a la mezcla total de
sustratos) con una relacién molar 1:1 (GLA:glicerol), 40 °C y 400 rpm

45



Puede observarse que la cantidad de TAG obtenida incrementa en funcion de la carga de
enzima. Sin embargo, al agregar 20% de carga de enzima, se obtuvo una menor cantidad de TAG
comparado con una adicion de 15%; ello sugiere que parte de la enzima es retenida en las
paredes del reactor, y por lo tanto, menor cantidad de ésta interactia con los sustratos.
Adicionalmente, el empleo de altas cantidades de enzima produce una agitacion inadecuada y
limita la transferencia de masa. Asi mismo, emplear altas concentraciones de enzima implica un

incremento en los costos de produccion por el elevado precio de las enzimas.

El maximo contenido en TAG (13.9%) se logrd con una carga de enzima de 15%; en
consecuencia, se selecciond esta cantidad para evaluar el efecto de la temperatura. Estudios
similares en la literatura han reportado un 15% de carga de enzima como una cantidad suficiente

para la obtencién de diferentes acilglicéridos (Camino-Feltes et al., 2010; Miranda et al., 2013).

Por otro lado, Liu et al. (2015), encontraron que para la produccién de TAG estructurados
con acidos palmitico y DHA, 10% de enzima es la mejor concentracion. De igual manera, estos
autores refieren que la carga de enzima esta delimitada por consideraciones econémicas y de

transferencia de masa en el sistema de reaccion.

6.3.2. Efecto de la temperatura

La segunda variable estudiada es la temperatura. Las grasas y los aceites presentan una
baja miscibilidad con glicerol. A altas temperaturas, la viscosidad se puede ver reducida, y la
solubilidad o la difusion de los sustratos se pueden ver mejoradas, lo que significa mayores
cantidades de TAG obtenidas.

Por ello, la temperatura se incremento en los siguientes niveles: 30, 40, 50 y 60°C (Figura
17). Al incrementar la temperatura, la cantidad de TAG producida también incremento,
alcanzando el maximo de concentracion (43.5%) a 60°C. Luego entonces, 15% de carga de
enzima CALB y 60°C se emplearon para estudiar el efecto de la relacion molar de sustratos en

un sistema libre de solventes.
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1 —>—30°C

Contenido de TAG (% Peso)

Tiempo de reaccion (h)

Figura 17. Efecto de la temperatura. Carga de enzima CALB de 15% (con respecto a la mezcla
total de sustratos) con una relacion molar 1:1 (GLA:glicerol) y 400 rpm

Kahveci et al. (2009) refieren que la conversion y el rendimiento de TAGs obtenidos,
incrementan con la temperatura. Por otro lado, Camino-Feltes et al. (2010) obtuvieron 43% de
diglicéridos a 70°C, empleando 15% de la enzima N435 y una relacion molar de sustratos 1:1
(aceite de pescado:glicerol). Es importante resaltar que en dichos trabajos se utilizaron
disolventes organicos (t-butanol) en el primero y agentes surfactantes (Tween 65) en el segundo,
por lo que sus reacciones se llevaron a cabo en menor tiempo. Por otra parte, Kriiger et al.
(2010), emplearon aceite de oliva, 10% carga de enzima N435 y t-butanol para la obtencion de
MAG y DAG a una temperatura de 70°C. En otro estudio llevado a cabo por Liu et al. (2015),
60°C se selecciond como la mejor temperatura de reaccion. Estos autores sefialan que la
temperatura de reaccion debe seleccionar considerando la termoestabilidad de la enzima porque a

altos valores de temperatura se puede desactivar el biocatalizador en cuestion.

En términos generales, en este estudio se aprecié que la temperatura favorecio
positivamente nuestro sistema de reaccion por lo que se alcanz6 una mayor concentracion de

TAG. Esto es consecuencia de una reduccion en la viscosidad de la mezcla de reaccion derivado
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del aumento de temperatura, dando como resultado una mejor solubilidad o difusién de los
sustratos al ya no ocurrir impedimento estérico entre los sustratos involucrados: GLA y glicerol.
Es relevante destacar que este sistema de reaccion es libre de solvente a diferencia de otros

reportados previamente en la literatura.

6.3.3. Efecto de la relacién molar de sustratos

El Gltimo parametro de reaccion estudiado durante la glicerdlisis es la relacion molar de
sustratos. Debido a la viscosidad e inmiscibilidad de los reactivos, es importante asegurar una
agitacion tal que conduzca hacia la homogenizacion de la mezcla de reaccion. Sin duda, al
incrementar la cantidad de glicerol presente en la reaccion, mayor cantidad de TAG se podra
obtener. Sin embargo, este aumento en glicerol puede provocar resistencia a la transferencia de

masa y reducir la interaccion entre la enzima y los sustratos.

La Figura 18 muestra el efecto de la relacion molar de sustratos. Al aumentar la cantidad
de glicerol presente en la reaccion, se obtuvo mayor cantidad de TAG. No obstante, esto fue
valido Unicamente para las relaciones 1:1, 2:1 y 3:1 glicerol:GLA. Cuando se empled la relacion
4:1, se obtuvo la menor cantidad de TAG durante las primeras 9 h de reaccion; después de este
tiempo, el contenido en TAG fue mayor que al utilizar las relaciones 1:1 y 2:1. Sin embargo, la

relacion 4:1 nunca alcanzd el porcentaje de TAG producido con la relacion 3:1: 61% de TAG.
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Contenido de TAG (% Peso)

Tiempo de reaccion (h)

Figura 18. Efecto de la relacién molar de sustratos GLA:glicerol. Carga de enzima CALB de
15% (con respecto a la mezcla total de sustratos), 60 °C y 400 rpm

Habiendo encontrado las mejores condiciones de reaccion para la obtencién de TAG
estructurados, se procedié a determinar el perfil de los diferentes glicéridos que se producen. En
la Figura 19 se muestra dicho perfil y puede observarse que bajo esas condiciones se favorece la
produccién de TAG, el objetivo de esta tesis. Con respecto a los otros glicéridos, se muestra que
el contenido de DAG alcanza un mé&ximo a las 4 horas de reaccidn, para posterior y
gradualmente disminuir a 15%. Por otra parte, el contenido de MAG incremento

progresivamente a 15%.
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Figura 19. Composicion de acido graso, mono, di y triglicéridos. Relacion molar de sustratos
GLA:glicerol 3:1, carga de enzima CALB de 15% (con respecto a la mezcla total de sustratos),
60 °C y 400 rpm

La curva correspondiente a acido graso describe el comportamiento del GLA libre
presente en el medio de reaccion. La reduccion que puede notarse nos indica que como
consecuencia de la reaccion de glicerdlisis, el GLA se va incorporando en los diferentes
glicéridos que se forman a lo largo del tiempo de reaccion. Cuando se llevo a cabo la
caracterizacion cromatografica de los diferentes glicéridos, se cuantificd que los TAG contienen
49% de GLA.

Es importante mencionar que las condiciones de reaccion afectan el perfil de glicéridos,
la reactividad de los diferentes acidos grasos presentes y la especificidad enzimatica. Cuando se
enriquecio el GLA en la primer parte de esta tesis, la lipasa de Candida rugosa no presentaba
selectividad alguna por el GLA, permitiendo incrementar su concentracion hasta un 90%. En el
caso de la reaccion de glicerolisis, la baja miscibilidad entre el glicerol y el aceite afectd la
interaccion con la enzima, y en consecuencia, la incorporacién del GLA en el glicerol fue baja.
Para los DAG la incorporacion del GLA fue del 17.9% y 4.9% para los MAG. Sin embargo,

estudios posteriores podrian llevarse a cabo para optimizar los diferentes pardmetros de reaccion
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para dirigir las diferentes cinéticas a la obtencion de DAG y MAG estructurados en GLA o

cualquier otro PUFA que puede considerarse como funcional o nutracéutico.

Los efectos benéficos de los acidos grasos -3 y -6 estan extensamente documentados
en la literatura. Sin embargo, la mayoria de esos trabajos estan relacionados con los &cidos
grasos w-3: EPA, acido docosapentaenoico (DPA) y DHA. Garcia et al. (2008) y Kim et al.
(2010), realizaron un estudio de incorporacion de acidos grasos -3 en fosfatidilcolina (PC).
Estos autores destacan que el EPA fue el &cido graso mas reactivo, seguido por el acido DPA y
DHA.

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio, sugieren que al igual que los
diferentes pardmetros de reaccién estudiados, la especificidad de la enzima juega un rol muy
importante. Dado que la enzima de Candida rugosa presenta una menor preferencia hacia el
GLA, pudo llevarse la concentracion de este acido graso durante la primera etapa del estudio;

permitiendo asi, la obtencion de un triglicérido estructurado.

Por otro lado, las diferentes condiciones de reaccion evaluadas afectaron la estabilidad
operacional de la enzima, permitiendo obtener los perfiles de glicéridos mostrados a lo largo de
este trabajo de tesis.
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Conclusiones

En el presente trabajo se llevo a cabo el estudio de diversas variables de reaccion sobre
reacciones enzimaticas. Se logré el enrigquecimiento enzimatico en GLA dado que C.
rugosa exhibe una baja selectividad por dicho &cido graso.

En conjunto con la adicion de tamiz molecular, se llevo a cabo la obtencion de un
concentrado con 90% en GLA. Cabe mencionar que es un aspecto relevante para el
desarrollo de este trabajo el controlar la cantidad de agua presente en el medio de
reaccion.

La separacion fisica de las dos fases se reaccion producidas durante las esterificaciones
fue exitosa y mediante TLC se pudo recuperar la fase rica en GLA.

Al evaluar las diferentes variables en las reacciones de glicerdlisis, el perfil de glicéridos
obtenidos muestra un contenido de 60% en TAG. La caracterizacién cromatografica de
los mismos mostré un contenido de 49% de GLA.

Relevante es destacar que a diferencia de otros trabajos reportados en la literatura, los
sistemas de reaccién aqui desarrollados son libres de solvente. Asi mismo, las
condiciones de reaccién son moderadas demostrando asi el potencial de estos sistemas
para una produccién piloto o industrial de concentrados ricos en PUFA.

Se recomienda realizar estudios mas profundos a fin de cuantificar las variables de
reaccion, a saber: coeficientes de transferencia de masa, velocidades iniciales de reaccion

y el efecto de la temperatura sobre la viscosidad del sistema.
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