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Resumen

En este trabajo se utilizé una lipasa de Candida antarctica para la produccién de mono-, di- y tri-acilgliceroles para la
esterificacidn directa de dcidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-3 al glicerol. Se prepar6 un concentrado de AGPI n-3 (81,5%
w/w) por hidrdlisis quimica del aceite de sardina seguido de un tratamiento con urea. Las reacciones de esterificacion se
realizaron colocando una proporcién de 2.62 mol AGPI n-3/mol glicerol en frascos de vidrio completamente sellados, agitados
continuamente, manteniendo la temperatura constante (55°C). Las muestras se extrajeron a diferentes tiempos y se analizé el
contenido de acilgliceroles por medio de HPLC-ELSD. Se desarroll6 un modelo cinético basado en un mecanismo de ping-
pong multi-sustrato multi-producto para interpretar los datos experimentales. Se estimaron los parametros del modelo mediante
regresion no-lineal sin restricciones en una plataforma MATLAB® (R2014a), con un coeficiente de determinacién (R2 >0.9). El
modelo obtenido puede ayudar al disefio y escalamiento de reactores para reacciones de esterificacién enzimatica.

Palabras clave: mecanismo ping-pong, acilgliceroles, pardmetros cinéticos, esterificaciéon de AGPI, optimizacidn.

Abstract
In this work, a lipase from Candida antarctica was used for the production of mono-, di- and tri- acylglycerols for the direct

esterification of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) to glycerol. A concentrate of PUFA n-3 (81.5% w/w) was prepared by
chemical hydrolysis of sardine oil followed by treatment with urea. Esterification reactions were conducted using a ratio of 2.62
mol n-3 PUFA/mol glycerol in sealed glass jars, continuously agitated at constant temperature (55°C). Samples were taken at
different times and the content of acylglycerols were analyzed by HPLC-ELSD. A kinetic model was developed based on a multi-
substrate multi-product ping-pong mechanism to interpret the experimental data. The parameters of the model were estimated
by nonlinear regression without restrictions on a MATLAB® platform (R2014a), with a coefficient of determination (R2 > 0.9).
The model obtained can aid in the design and scaling of reactors for enzymatic esterification reactions.

Keywords: ping-pong mechanism, acylglycerols, kinetic parameters, PUFA esterification, optimization.

1 Introduccion y col., 2016). La importancia bioldgica de los
AGPI n-3 radica en que forman parte de las

membranas celulares e intervienen en los procesos
de formacién del cerebro y de la retina en los fetos;
ademads en la produccién de eicosanoides, que son
reguladoras de la inflamacién, fiebre, trombosis y
dilataciéon (Makrides y col., 1996; Mathew, 2002).
Ademas, el consumo AGPI n-3 se ha relacionado
con la prevencion de enfermedades coronarias,
neuromusculares, inmunolégicas, alergénicas y cancer

Los 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-3 son
considerados esenciales debido a que las enzimas
presentes del cuerpo humano y de los animales no
pueden introducir dobles ligaduras en las posiciones
anteriores al carbono nueve, contando a partir
del grupo metilo terminal, por tanto unicamente
puede obtenerlos mediante la dieta (Hernandez
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(Harris, 2009; Pifieiro y col., 2013; Castellanos y
Rodriguez, 2015). El estudio de todos los beneficios
de los AGPI n-3 ha motivado la investigacién
que enfocada a la produccién acilgliceroles que
contengan estos acidos grasos para usos farmacéuticos
y nutraceuticos (Young, 2003). Una forma de producir
acilgliceridos que contengan AGPI n-3 es por medio
de la esterificacion de los AGPI a glicerol catalizada
por lipasa (Onofre y col., 2010; Noriega y col., 2013;
Baeza y col., 2014). Las lipasas pueden hidrolizar
lipidos en medio acuoso, ademds pueden catalizar
la unién de un dcido graso a glicerol en un medio
virtualmente anhidro (Valenzuela y col., 2002; Huesca
y col, 2005), por ello, resulta conveniente retirar el
agua presente en la reaccidn para evitar la hidrolisis de
los acilgliceroles estructurados formados. Eliminando
el agua del proceso se evita la reversibilidad de
la reaccidon enzimatica, se disminuyen las variables
presentes en el sistema y el nimero de pardmetros a
determinar del modelo.

Hay varias enzimas como las lipasas, hidrolasas,
transferasas y oxidorreductasas cuyo comportamiento
en la reaccién se ha descrito con el mecanismo
ping pong y estdn atrayendo la atencién para las
aplicaciones industriales (Cornish, 2012). En todo
proceso bioquimico es importante establecer modelos
matematicos que expliquen su comportamiento y
que permitan entender los fenémenos presentes. Esto
constituye una herramienta que facilita el disefio y
escalamiento de los procesos con el fin de mejorar
la productividad y los recursos econdmicos (Bornadel
y col., 2013; Cuevas y col., 2015). Los modelos que
se establezcan deben de ser confiables y tienen que
describir lo mejor posible el fenémeno que se presenta
para generar buenas predicciones (Simonin y Bouté,
2016), sin embargo, los pardmetros de los modelos
bioquimicos tienden a ser excesivos y esto ocasiona
que lleguen a ser menos precisos al momento de su
determinacién. Por ello es conveniente disminuir los
variables que compliquen la descripcién y modelaciéon
del proceso con el fin de aumentar la precision y la
veracidad de los resultados (Al-Haque y col., 2012).

En el presente trabajo se propone un modelo
para la cinética de formacién de mono-, di- y tri-
acilgliceroles, en reactor por lotes, por esterificacion
directa de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-

3 al glicerol catalizada por una lipasa de Candida
antarctica.

2 Fundamento teorico

Se establecié un mecanismo ping-pong multi-sustrato
multi-producto para la reaccién de esterificacion
enzimatica sin disolventes, catalizada por una lipasa,
para la formacién de acilgliceroles estructurados de
acuerdo a las siguientes consideraciones (Fig. 1): (a)
la molécula de glicerol presenta tres grupos alcoholes
donde cada uno puede actuar como un nucledfilo,
conduciendo a la formacién de mono-, di- y tri-
acilgliceroles y agua como subproducto, (b) mediante
mallas moleculares se elimina el agua producida
en la reaccion para evitar que la lipasa hidrolice a
los acilgliceroles y disminuir la reversibilidad de la
reaccion, favoreciendo la generacion de los mono-,
di- y tri-acilgliceroles. Se considera que los efectos
reversibles de la reaccién son insignificantes, (c)
los efectos no enzimdticos de la reaccién no se
consideran en el modelo, debido a que estos son
despreciables con respecto al efecto enzimatico, (d)
se obtuvo un concentrado de AGPI n-3 a partir
del aceite de sardina, este concentrado contiene
principalmente 4cido eicosapentanoico (C20:5) y
acido docosahexaenoico (C22:6), y otros dcidos grasos
en menor cantidad. Para disminuir el nimero de
variables en la reaccion, se considero el aceite tratado
como un sustrato general (AGPI) y a partir de
este se determinaran sus pardmetros cinéticos y, (e)
para determinar la velocidad de reaccién de cada
compuesto se consideré que la concentracién de
enzima es mucho menor que la concentracién de los
sustratos, por lo que la variacién con el tiempo de la
concentracion de los diferentes compuestos en los que
se encuentre la enzima tiende a cero.

La ecuacién de velocidad de reacciéon de los
diferentes compuestos a partir de las consideraciones
mencionadas se obtuvo conforme a la metodologia
empleada por Bornabel y col. (2013). La velocidad de
reaccion de los AGPI n-3 se encuentra representada en
la Ec (1):

(VI‘ CacriCc | V5CacriCmac | V3 CAGPICdAG)
- & £ *
KmG KmmAG KmdAG

Vacpr = n

ey

K Cc K CaaG | CagpiC. CucpIC CacpiC,
Cacpr + mll/zt*}Pl 4 Sm3AGPI + Cagri€c | CagriCuac 4 CacpriCuag
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mG KmmA G KmdA G
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Fig. 1. Esquema del mecanismo para la reaccién de esterificacion enzimatica de AGPI y glicerol para la formacion
de mono- (mAG), di- (dAG) y tri- acilgliceroles (tAG) sin considerar los efectos reversibles causados por el agua.

Tabla 1. Simplificacién de los pardmetros cinéticos de la reaccion de esterificacion enzimdtica basados en el
mecanismo ping-pong multi-sustrato multi-producto.

* * * * * * * * *
Vl VZ V3 KmlAGPl KmZAGPl Km3AGPI KmG KmAG KdAG
kok4CE so1 kok6CE tor kokg CE sor koky koke kokg koky kokg kokg
ko+ky ka+ke ko+kg ki(Kx+ks)  ki(Ka+ke)  ki(Kotkg)  k3(Ko+ka)  k3(Kptke)  k3(Kp+kg)

Tabla 2. Ecuaciones de velocidad simplificadas del modelo cinético para la reaccién entre el AGPI y glicerol para
la formacién de mono-, di- y tri- acilgliceroles.

Variable X Y Z D
L ViCagriCc  V3CacriCmac  V3CacprCiac K, Cc K, Cuac K, Cuac
DeﬁmClon 1 T en = mn 7 CAGPI + mlAGPI + m2ACv*Pl . + m3AI?*PI
m mmAG JAG mAG IAG
" CAGPICG + CAGPICmAG + CacriCinc ‘
KmG KmmAG KmdAG
Variable Ve Vimac Vaac Via Vacrr
. e, X X-Y Y-Z Z —X-Y-Z
Definicién -D D D D D

Las constantes de Michaelis (K};,) en la ecuacion
tienen un asterisco debido a que no se consideran los
efectos reversibles ocasionados por el agua, por lo que
son diferentes a las utilizadas por Cleland (1963). En
la Tabla 1 se muestran los pardmetros a determinar en
el modelo cinético.

En la Tabla 2 se plasman las ecuaciones de
velocidad de reaccién del glicerol, los mono- di-
y tri-acilgliceroles. Los pardmetros cinéticos que se
requieren determinar son las velocidades maximas
de reaccién (V*) y las constantes de Michaelis
aparentes de cada uno de los compuestos (K},). Estos
pardmetros consideran las constantes de velocidad de
las reacciones (k) y los efectos de inhibicion (K) de las
reacciones enzimaéticas.

3 Materiales y métodos

3.1 Reactivos

En la experimentaciéon se utilizé glicerol grado
alimenticio (J. T. Baker); mallas moleculares
(Sigma, 1.6 mm y 4 A de didmetro de poro);
terbutilhidroxiquinona (TBHQ, Quimica Dresen); y
nitrégeno de ultra alta pureza (99.999%). Se utiliz6
la enzima NV-435 de Candida antarctica (Novo
Nordisk Dinamarca) inmovilizada en resina acrilica
macroporosa. Los solventes grado cromatografico
(Fisher, Sigma-Aldrich), fueron sometidos a filtracién
(0.45 um) y desgasificacion antes de ser utilizados.
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3.2 Aislamiento y concentracion de AGPI

Para la obtencién de concentrados de AGPI del aceite
de sardina se utiliz6 el procedimiento descrito por
Gamez Meza y col. (2003). Se pesaron 100 g de aceite
de sardina previamente refinado (Noriega y col., 2009)
y 0.02 g de TBHQ como antioxidante, los cuales
fueron saponificados con 200 mL de KOH 7 M en
etanol al 70%, calentando a reflujo por espacio de
una hora. La fase acuosa fue acidificada a pH 1.0
con HCI para posteriormente extraer los dcidos grasos
libres (AGL) por medio de hexano (200 mL x 2
veces). La materia saponificable se extrajo en agua
destilada (240 mL) y la insaponificable en hexano
(200 mL) la cual fue descartada. En un matraz se
mezclaron los AGL con urea en etanol al 95% (100
mL), y se calentaron hasta que la mezcla se torn6 a
un color claro homogéneo. La mezcla fue transferida
a tubos de centrifuga y enfriada rdpidamente en bafio
de agua con hielo (4°C, 8 h). Los cristales formados
se separaron por centrifugaciéon a 6000xg (15 min,
0°C). El sobrenadante se transfirié a un embudo de
separacion y se acidificé (pH=4) para después extraer
los AGPI n-3 con una mezcla de hexano:agua en
proporcién 1:1 agitando por 30 min. Finalmente, la
fase organica (hexano) se evapord en un rotavapor (40
rpm, 40°C, vacio 25 mmHg).

3.3 Esterificacion enzimdtica

La esterificaciéon enzimdtica se realizé en frascos
de vidrio (10 mL) con tapén de rosca colocados
sobre placas de agitacion (220 rpm), dentro de una
incubadora a 55°C por 12 h de reaccién. Dentro
de cada frasco, se colocaron 1000 mg de los AGL
y glicerol en una relacién 2.62 mol AGPI/ mol
glicerol. Después de agitar la mezcla de reactantes
por 5 min, se adicionaron 50 mg de enzima (5%
p/p) para iniciar la reaccién de esterificacion de los
AGL al glicerol. Para eliminar el agua producida,
se agregaron 20% (p/p de reactantes) de mallas
moleculares después de transcurrir 45 min de reaccién
(Noriega y col., 2013). Para el seguimiento de la
reaccion, se tomaron muestras (10 uL) a diferentes
tiempos de reaccion (t=0, 0.25, 0.5, 0.7, 1.5, 2.75, 4.0,
5.75, 8.75 y 10.8 h). Las corridas experimentales a las
condiciones establecidas anteriormente se efectuaron
por triplicado.

3.4 Andlisis de acilgliceroles

Los acilglicéridos formados fueron extraidos de
las muestras agregando 5 mL de una mezcla de

cloroformo:metanol (2:1). Alicuotas de 1 mL de esta
solucién fueron transferidas a tubos de 13x100 con
tapén de rosca. Los solventes fueron evaporados
utilizando nitrégeno y el material no evaporado fue
resuspendido en 1 mL de hexano:2-propanol (90:10)
para el andlisis por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con un detector de luz laser
(ELSD).

Se utiliz6 una columna Lichrosorb Si60 (Supelco,
Inc; 250 x 4.6 mm, 50 ym de tamafio de particula)
en un equipo de HPLC Varian 9012, con un detector
ELSD 500 (Evaporative Light Scatering Detector;
Alltech). La temperatura de la columna fue mantenida
a 40°C utilizando una chaqueta para columna
(Altech) conectada a un bafio con recirculacién de
agua (Thermomix 1420; B. Braun). El volumen de
inyeccion fue de 10 pL. El sistema de solventes fue
hexano y una mezcla de hexano:2 propanol-acetato
de etilo (80:10:10) con 0.1% de una solucién de
dcido férmico al 10% en 2- propanol. El programa
de solventes para la elucién de la columna fue el
utilizado por Noriega (2013). Para la cuantificacién
de los AGL, mono-, di- y tri- acilglicéroles, se utiliz6
una curva estdndar de cromatografia empleando una
mezcla de estdndares de lipidos (1787 Sigma-Aldrich).
La concentraciéon de glicerol se calculé mediante
un balance de masa en base a la estequiometria
considerando las concentraciones molares (M) de los
mono-, di- y tri-acilgliceroles obtenidas en el andlisis
por HPCL-ELSD mediante la ec. (2).

M¢ = My; — (MpuaG + Mgac + Miac) ()

3.5 Estimacion de los pardmetros cinéticos

Los datos experimentales fueron analizados por medio
del ajuste al modelo ping-pong multi-sustrato multi-
producto (ecuaciones de la Tabla 2) en el programa
de computo MATLAB® (R2014a), para lo cual
se desarrollaron los correspondientes cddigos de
programacion. Los pardmetros del modelo cinéticos
se estimaron mediante un método de regresiéon no-
lineal sin restricciones. Se realizaron iteraciones de
los pardmetros de forma continua hasta que la suma
de los errores cuadrados entre el modelo y los
datos experimentales fuera el minimo. El andlisis
de la regresion a los datos de la reaccién bajo
las condiciones experimentales fue validado por el
coeficiente de determinacién (R cuadrada).
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4 Resultados y discusion

Se efectud la sintesis enzimatica de mono- di- y tri-
acilgliceroles estructurados con AGPI con la lipasa
Candida antarctica (5% p/p). La reacciéon se realizd
entre los AGL y el glicerol (relacién molar 2.62:1)
libre de disolventes con la finalidad de obtener datos
experimentales para ajustar el modelo. Los datos de
la concentracién molar de los productos y reactivos
experimentales obtenidos del andlisis de las muestras
durante el transcurso de la reaccién se muestran en
la Tabla 3. Estos datos fueron utilizados para realizar
el ajuste por medio de los modelos establecidos para
cada uno de los componentes involucrados en la
reaccion. Los valores de los pardmetros calculados
por el programa se presentan en la Tabla 4. Se
puede observar que las velocidades maximas (V*)
de formacién de mAG y dAG del mismo orden
(709.3 y 997.6 mM respectivamente), sin embargo,
las constantes de Michaelis (K},) para la formacion
de mAG son menores, lo que indica que la reacciéon
favorece la generacién de los mAG. La K}, del dAG
es pequeiia, pero la V* para la generacion de tAG es la
menor, lo que limita la rdpida formacién de estos.

El ajuste de los modelos a los datos experimentales
se muestra en la Figura 2, donde se observa
que el primer producto que se generé a las 0.25
h fueron los monoacilgliceroles (mAG), seguidos
de los diacilgliceroles (dAG) y finalmente los
triacilgliceroles (tAG), los cuales aparecen después
de 0.5 h. EI glicerol (G) presente en el reactor se
consume completamente alrededor de las 2.75 h.
Al terminarse el glicerol, la velocidad de reaccidon

del AGL disminuye considerablemente debido a que
se formd la maxima cantidad de mAG posibles y
la reacciéon continué con la generaciéon de dAG y
tAG, tal como lo propone el mecanismo de reaccion.
En los datos experimentales se puede apreciar que
la concentraciéon de mAG a tiempos mayores de
2.75 h presenta cambios relativamente pequefios.
Esto podria haber ocurrido debido a que las mallas
moleculares que se afiadieron para retirar el agua de la
reaccion empezaron a perder eficiencia con el paso del
tiempo. Esto es razonable considerando que conforme
transcurre la reaccion de esterificacion, las mallas
aumentan su humedad. El agua presente en el sistema
provoca que la lipasa hidrolice a los acilgliceroles
generando un efecto de reversibilidad (Valenzuela y
col. 2002). La disminucién en la concentracién de
mAG ocurre a la formacién consecutiva de dAG y
de la misma forma continua la formacién de tAG.
Durante las 10.8 h de experimentacion se alcanzé
una esterificaciéon global del 64%, sin embargo, al
extender el tiempo de reaccién se podria alcanzar
un mayor grado de esterificacion. Los acilgliceroles
estructurados obtenidos en esta investigacion (mAG,
dAG y tAG) contienen concentraciones elevadas
de AGPI-n3, los cuales pueden ser fitiles para
investigar su actividad bioldgica frente a diversas
enfermedades, pudiendo encontrar aplicaciéon en la
industria farmacéutica.

La modelacién del glicerol y los AGPI presentaron
los mejores ajusten con coeficiente de determinacién
de 0.99 y 0.96 respectivamente. Los mAG, dAG
y tAG también presentaron un buen ajuste con un
coeficiente de determinacién de 0.89, 0.94 y 0.95,
respectivamente (Fig. 2).

Tabla 3. Datos experimentales de la concentracién molar y porciento en mol de los productos y reactivos en la
reaccion de esterificacion enzimatica de los AGPI al glicerol durante un periodo de 10.8 h.

Tiempo (h) AGPI(%) AGPIM) G (%) GM) mAG (%) mAG M) dAG (%) dAG M) tAG (%) tAG M)
0 72.37 2.62 27.62 1 0 0 0 0 0 0
0.25 70.75 2.28 24.62  0.796 4.42 0.143 0 0 0.196 0.006
0.5 69.02 2.22 20.91 0.675 8.71 0.281 1.04 0.033 0.3 0.009
0.7 67.76 2.1 18.11 0.562 12.11 0.375 1.48 0.046 0.509 0.015
1.5 63.63 1.74 8.39 0.23 22.99 0.632 4.02 0.11 0.956 0.026
2.75 55.18 1.27 0 0 34.17 0.791 8.74 0.202 1.89 0.043

4 49.02 1.05 0 0 36.27 0.78 11.54 0.248 3.151 0.067
5.75 47 0.98 0 0 34.05 0.712 14.18 0.296 4.756 0.099
8.75 41.99 0.79 0 0 32.25 0.613 15.39 0.292 10.361 0.197
10.8 48.19 0.94 0 0 28.16 0.55 12.36 0.241 11.267 0.22
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Fig. 2. Datos experimentales (simbolos) y perfil de las concentraciones molares de AGPI, mAG, dAG tAG y G

obtenidos con el modelo (lineas solidas).

Tabla 4. Parametros cinéticos determinados para la
reaccion de esterificacion de AGPI al glicerol.

Parametro Valor estimado Unidades

4 709.3 mM h™!
V3 997.6 mM h~!
Vi 58.2 mM h™!
K;:HAGPI 0.01 mM
K oaGer 1.5 mM
m3AGPI 1000 mM
K’ 13.1 mM
K o 179.8 mM
;kn JAG 6.7 mM
Conclusiones

Se establecid6 un modelo cinético basado en el
mecanismo de ping-pong multi-sustrato multi-
producto para la reaccion de esterificacién enzimatica
de glicerol y AGPI para la formacién de acilgliceroles
que es de utilidad para describir el comportamiento de
la reaccién. Con el fin de disminuir las variables del
proceso se elimind el término de generacion de agua
en la reaccién de esterificacion lo cual fue posible
afiadiendo mallas moleculares al frasco de reaccidn.
Con las consideraciones establecidas se desarroll6
un modelo que contiene un total de 9 pardmetros
que fueron determinados en este trabajo mediante
un ajuste de los datos experimentales a los modelos

propuestos para cada componente de la reaccién. En
general se obtuvo una buena regresién a los datos
experimentales por el modelo (R*> >0.9). El modelo
obtenido puede ayudar a predecir la concentracién
de los productos de interés (mAG, dAG y tAG)
a diferentes tiempos experimentales en reacciones
de esterificacion enzimatica de glicerol y AGPIL.
Ademads puede ser una buena base para el disefio y
escalamiento de reactores para este tipo de reacciones.

Nomenclatura

E enzima libre

EAGPI complejo enzimdtico enzima-dcido graso
poliinsaturado

E’ complejo enzimatico acil-enzima

EmAG complejo  enzimdtico  enzima-mono-
acilglicerol

EJAG complejo enzimdtico enzima-diacilglicerol

EtAG complejo enzimatico enzima-triacilglicerol

k constante de velocidad, M~! h~!

K constante de Inhibicion, M

Kn 0K, constante de Michaelis, M

M molaridad, M

v velocidad de reaccién, M h~!

VoV* velocidad maxima, M h™!

Subindices

AGPI dcidos grasos poliinsaturados

G glicerol

mAG monoacilglicerol
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dAG diacilglicerol
tAG triacilglicerol
1,2,3, etc  consecutivos de la reaccion
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