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Los solventes de eutéctico profundo o DES (del inglés “Deep Eutectic Solvents™), estan
constituidos por la combinacién de solidos inmiscibles que, mezclados en determinada
proporcion (mezcla eutéctica), sufren un cambio de fase solido-liquido comportandose
como un liquido puro a temperatura ambiente. Estos solventes se forman mediante la
asociacion de dos 0 mas componentes cuyas moléculas son capaces de interactuar (ya sea
por fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrogeno o fuerza idnica) para formar una
mezcla con una temperatura de transicion solido-liquido significativamente menor a la de
sus componentes individuales.

Al igual que los liquidos i6nicos, los DES presentan muy baja presion de vapor, alta
estabilidad térmica y no son inflamables, pero a diferencia de los primeros, salvan
holgadamente los requerimientos de la Quimica Verde, por lo que resultan atractivos como
solventes ambientalmente amigables.

En particular, para diversas aplicaciones han ganado gran interés los DES basados en
cloruro de colina (ChCl), sal de amonio cuaternario que combinada en una proporcion

conveniente con diversos compuestos con capacidad de generar enlaces de hidrogeno
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(HBD, del inglés “Hydrogen bond donor”) puede dar lugar a una mezcla eutéctica liquida a
temperatura ambiente.

Entre las diversas aplicaciones que se han encontrado para este tipo de solvente, ha
resultado atractiva su aplicaciéon como medio de reaccion para procesos catalizados por
enzimas. Ademas de sus propiedades diferenciales como solventes, permitiendo en varios
casos solubilizar sustratos y productos complejos de muy diferente naturaleza, se ha
reportado que la capacidad de estas mezclas para formar enlaces de hidrogeno les permite
generar enlaces con las propias enzimas, confiriéndoles una estabilidad conformacional

superior.

Los ésteres alquilicos de azucares y fitoesteroles son dos tipos de lipidos complejos para
cuya sintesis puede resultar conveniente la aplicacion de procesos enzimaticos en medios
DES. Ambos tipos de compuestos resultan atractivos para la industria alimentaria por sus
propiedades bioactivas y su capacidad de modificar convenientemente las propiedades
fisicoquimicas de las fases grasas que los contienen. Sin embargo, su produccion mediante
métodos tradicionales utilizando catalisis alcalina implica varios inconvenientes debido a la
alta temperatura de reaccion requerida, lo que desencadena procesos de degradacién que
generan subproductos toxicos. Por este motivo, su sintesis enzimdatica a temperatura
moderada ha demostrado ser una alternativa atractiva, con la ventaja adicional de la
selectividad propia de estos catalizadores. Sin embargo, la seleccion del medio de reaccion
sigue siendo un problema a resolver, ya que la muy diferente polaridad de los reactivos y
productos involucrados obliga a recurrir a mezclas de solventes que permitan la disolucion
total de los compuestos involucrados, lo que frecuentemente resulta negativo para la

actividad enzimatica.

En este trabajo de tesis se propuso estudiar el desempeno de diferentes lipasas comerciales
en la catélisis de reacciones de esterificacion y transesterificacion en varios DES basados
en ChCl, y en particular su aplicacion a la sintesis de derivados lipidicos, entre ellos los dos
tipos de lipidos complejos de interés tecnologico mencionados: ésteres de esteroles y
ésteres de azlicares.

El plan de trabajo involucro las siguientes etapas: 1.- estudiar la capacidad de varias lipasas

comerciales en la catalisis de las reacciones de interés en solventes orgénicos



convencionales, 2.- evaluar el efecto del medio DES sobre la actividad de las enzimas
seleccionadas, 3.- determinar la capacidad de los componentes HBD de los diferentes DES
para competir con las reacciones de interés y 4.- estudiar la eficiencia de las de sintesis de
diversos compuestos lipidicos mediante la aplicacion de diferentes estrategias.

El trabajo realizado pretende contribuir a entender el comportamiento de estos sistemas
solventes novedosos y la viabilidad de conducir en ellos procesos de sintesis enzimatica de
derivados lipidicos de diferente naturaleza. Asimismo, los resultados sugieren que si bien se
trata de solventes atractivos por su bajo costo, baja toxicidad, biodegradabilidad y
economia, la conveniente aplicacion de los mismos a los procesos de interés estudiados

requiere del diseno de estrategias especificas en cada caso.
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Deep Eutectic Solvents (DES) are composed of a combination of immiscible solids that,
when mixed in a specific proportion (eutectic mixture), undergo a solid-to-liquid phase
transition, behaving as a pure liquid at room temperature. These solvents are formed
through the association of two or more components whose molecules are capable of
interacting (via Van der Waals forces, hydrogen bonds, or ionic forces) to form a mixture
with a significantly lower solid-to-liquid transition temperature than that of the individual

components.

Like ionic liquids, DES exhibit very low vapor pressure, high thermal stability, and are
non-flammable; however, unlike ionic liquids, they easily meet the criteria of Green

Chemistry, making them attractive as environmentally friendly solvents.
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In particular, DES based on choline chloride (ChCl), a quaternary ammonium salt, have
gained significant interest for various applications. When combined in an appropriate ratio
with compounds capable of forming hydrogen bonds (Hydrogen Bond Donors, HBD),

these can form a liquid eutectic mixture at room temperature.

Among the various applications found for these solvents, their use as a reaction medium for
enzyme-catalyzed processes has been particularly attractive. In addition to their differential
properties as solvents, which allow the solubilization of complex substrates and products of
very different natures, it has been reported that the ability of these mixtures to form
hydrogen bonds enables them to interact with the enzymes themselves, conferring them

greater conformational stability.

Alkyl esters of sugars and phytosterols are two types of complex lipids whose synthesis
may benefit from enzyme-catalyzed processes in DES media. Both are of interest to the
food industry due to their bioactive properties and ability to modify the physicochemical
properties of the fat phases they are contained in. However, their production via traditional
methods using alkaline catalysis involves several drawbacks due to the high reaction
temperatures required, which lead to degradation processes generating toxic by-products.
For this reason, enzymatic synthesis at moderate temperatures has proven to be an attractive
alternative, with the additional advantage of the inherent selectivity of these catalysts.
However, selecting the appropriate reaction medium remains a challenge, as the very
different polarities of the reactants and products involved require solvent mixtures that can

completely dissolve the compounds, which often negatively impacts enzyme activity.

This thesis proposes studying the performance of various commercial lipases in catalyzing
esterification reactions in different ChCl-based DES, specifically applying them to the
synthesis of lipid derivatives, including the two types of complex lipids of technological

interest: sterol esters and sugar esters.

The work plan involved the following stages: 1. Study the catalytic capacity of several
commercial lipases in the reactions of interest using conventional organic solvents; 2.
Evaluate the effect of the DES medium on the activity of the selected enzymes; 3.
Determine the ability of the HBD components of the different DES to interfere with the
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reactions of interest; and 4. Study the efficiency of lipid compound synthesis using various

strategies.

The work aims to contribute to understanding the behaviour of these novel solvent systems
and the feasibility of conducting enzymatic synthesis processes of lipid derivatives of
different natures. Moreover, the results suggest that while DES are attractive due to their
low cost, low toxicity, biodegradability, and economic viability, their effective application

in the studied processes requires the design of specific strategies for each case.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Lipasas

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3), capaces de catalizar la hidrolisis de
triacilgliceroles a glicerol y dcidos grasos, son los catalizadores més utilizados en la sintesis
organica en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. Estas enzimas preservan su
actividad fuera de su ambiente natural y por esta propiedad han sido utilizadas para
catalizar reacciones en diversos solventes orgédnicos (Cvjetko Bubalo et al., 2015; Sharma
et al., 2001). Son enzimas regioespecificas y estereoselectivas, que también pueden
catalizar reacciones heterogéneas en la interfaz de sistemas solubles e insolubles en agua,
resistiendo altas temperaturas y sin requerir de cofactores (Bornscheuer, 2002; Pérez et al.,

2017).

Mediante el estudio de la estructura tridimensional de las lipasas con cristalografia de rayos
X se demostrd que las mismas comparten una estructura central nombrada “plegamiento
o/p hidrolasa” que se compone de un nucleo de 8 hojas 3 rodeadas de hélices a, en el que se
ubica el centro activo conocido como “la triada catalitica” formada en general por los
aminoécidos serina-aspartato-histidina, aunque algunas lipasas presentan glutamato en
lugar de aspartato (en la Figura 1.1 se muestra representacion esquematica de esta
estructura). El sitio activo se encuentra cubierto por una estructura hidrofobica de “tapa”
movil que se abre en presencia de una minima concentracion de sustrato. Este movimiento
provoca lo que se conoce como la activacion interfacial de las lipasas (Bornscheuer, 2002;
Kapoor & Gupta, 2012). La conformacién del sitio activo varia con la enzima y es

determinante su actividad, regioselectividad y estereoselectividad (Gumel et al., 2011).



Asp

Figura 1.1. Representacion esquemadtica del plegamiento a/f hidrolasa, las hojas [ se muestran con flechas azules (1-8) y
hélices a como cilindros rojos (A-F), la posicion de los aminodcidos de la triada catalitica se indica con circulos
(Bornscheuer, 2002)

La actividad catalitica y estabilidad de las lipasas estan ligadas a su conformacion
tridimensional, y esta se ve afectada por la actividad de agua en el medio. Esto se debe a las
interacciones polares y por enlaces de hidrégeno de las moléculas de agua con la enzima

(Durand et al., 2014).

Las lipasas mas utilizadas en la sintesis de ésteres en medio no acuoso son las provenientes
de microorganismos, entre ellos Candida antarctica, Candida rugosa, Candida
cylindracea, Rhizomucor miehei, Bacillus subtilis, y Bacillus licheniformis (Gumel et al.,

2011).

Se han destacado por su referencia en gran cantidad de publicaciones la lipasa B de
Candida antartica y la de Candida rugosa. La primera se caracteriza por la alta
regioselectividad que presenta en reacciones de transesterificacion y esterificacion de
azlcares y ha mostrado buenos resultados en varios solventes organicos (Griininger et al.,
2019; Poojari & Clarson, 2013). Mientras que la segunda mostr6 altas conversiones con
respecto a las lipasas de Carica papaya, Ricinus communis, Rhizomucor miehei, y la lipasa
B de Candida antdrctica en la sintesis de oleato de fitoesteroles en medio hexano

(Villeneuve et al., 2005).

Las lipasas pueden ser inmovilizadas, esto favorece la estabilidad de las mismas y facilita
su separacion, aunque este mecanismo presenta ventajas con respecto a la enzima libre,

puede ocurrir que disminuya su actividad dado que los sitios activos pueden ser bloqueados



por el propio soporte. Sin embargo, se ha reportado que la actividad de la lipasa B de
Candida antarctica en la sintesis de glucolipidos se incrementd cuando la misma se la
utilizaba inmovilizada (Griininger et al., 2019). Es destacable la estabilidad térmica de esta
lipasa cuando se encuentra inmovilizada sobre una resina acrilica, capaz de permanecer
activa expuesta a temperaturas de hasta 80 °C en solventes como el tolueno durante un mes,
lo que se ha atribuido a las caracteristicas de la resina utilizada como soporte (Poojari &

Clarson, 2013).

1.2 Solventes organicos alternativos para catalisis enzimatica

La utilizaciéon de solventes orgéanicos convencionales se ha extendido a un sinfin de
aplicaciones industriales lo que implica el uso de grandes cantidades de los mismos. Estos
solventes generalmente poseen propiedades tales como alta volatilidad, inflamabilidad y
toxicidad. Asimismo, su reutilizacion suele representar un costo considerable en el proceso
global y, si no se los reutiliza, constituyen un problema medioambiental (Amelio et al.,

2014).

Si bien por estos motivos seria deseable prescindir del uso de solventes organicos
convencionales en la industria, en linea con los principios de la Quimica Verde
(Mohammed et al., 2020), su utilizacion mejora varios aspectos vinculados con la eficiencia
de las reacciones quimicas. Por ejemplo, el uso de solventes en los procesos enzimaticos
siempre resulta conveniente, dado que mejora los procesos de transferencia de calor y
masa, suele reducir los fendémenos de inhibicion producida por sustrato o producto, y

facilita la separacion y purificacion de productos de reaccion (Nian & Li, 2022).

Sin embargo, la aplicacion de catalisis enzimatica a escala industrial implica un gran
desafio dado por la inherente inestabilidad de las enzimas y la desnaturalizacion provocada
por los solventes orgéanicos (Cao et al., 2022a). A su vez, estos solventes pueden penetrar
en el sitio activo de las enzimas, cambiar la estructura secundaria de las mismas y competir

por los sitios activos (Nian & Li, 2022).

Es en este contexto que se han investigado alternativas al uso de solventes organicos, entre
ellas la utilizacion de fluidos supercriticos. Los fluidos supercriticos se mantienen en una
unica fase mientras las condiciones se encuentren por encima de su temperatura y presion

criticas. Particularmente el dioxido de carbono por su temperatura y presion criticas
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moderadas y su no toxicidad se volvid de gran interés para la industria alimentaria (Zhang
et al., 2014). Sin embargo, entre los mayores inconvenientes se encuentra la limitada
solubilidad en este tipo de solventes de gran variedad de compuestos de interés, asi como el
alto costo de inversidon en equipamiento que requiere su manipulacion (C. G. Pereira &

Meireles, 2009).

Otra alternativa a los solventes tradicionales ya ampliamente estudiada la constituyen los
liquidos i6nicos. Estos solventes son sales orgdnicas que se encuentran en estado liquido a
temperaturas menores a 100 °C. Son comunes los liquidos 16nicos formados por un catién
amonio como imidazolio, piridonio o fosfonio y un anién de baja nucleofilia, dependiendo
de la naturaleza de sus componentes se puede disponer de liquidos i6nicos de muy
diferentes propiedades (Garcia-Verdugo et al., 2015). Se los ha considerado ‘“solventes
verdes”, ya que cuentan con propiedades tales como no inflamabilidad, baja volatilidad y
alta reciclabilidad, ademés de su capacidad de solvatar solutos complejos, su estabilidad
térmica y su versatilidad, por lo que se han destacado como medio para reacciones

quimicas (Ghandi, 2014).

Estas propiedades motivaron la realizacion de varias investigaciones en aplicaciones de los
liquidos i6nicos en el campo de la sintesis catalitica, quimica analitica, materiales
poliméricos y nanotecnologia, entre otras. Sin embargo, se ha cuestionado su caracter
“verde” debido a la toxicidad de sus precursores (D. Zhao et al., 2007). Por otro lado, si
bien estos solventes no son volétiles y no contribuyen a la contaminacion del aire, al ser
altamente solubles podrian contaminar ambientes acuaticos (Docherty & Kulpa, 2005).
Ademas del impacto en el medio ambiente, su alto costo y baja disponibilidad constituyen

limitantes para el uso masivo de los mismos (Shamsuri & Abdullah, 2010).

Hace algo mas de dos décadas comenzo6 a crecer el interés en la utilizacion como solventes
de las mezclas eutécticas de muy bajo punto de fusion, conocidas como “solventes de

eutéctico profundo” (o DES, del inglés “Deep Eutectic Solvents™).

Entre las publicaciones mas tempranas focalizadas en este tipo de solventes se encuentra el
reporte de Abbott et al. (2001), enmarcado en la identificacion de nuevos solventes que
cumplan con los principios de la quimica verde y no presenten los inconvenientes de los

liquidos i6nicos tradicionales, entre ellos la baja tolerancia a la humedad y el alto costo
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(Abbott et al., 2001). Los DES pueden ser formados por la combinacion de compuestos
organicos de bajo costo, renovables y biodegradables, capaces de asociarse fuertemente
mediante enlaces de hidrogeno, generando una mezcla (mezcla eutéctica) de punto de
fusion mucho menor al de sus componentes individuales. Estos solventes despertaron gran
interés. Numerosas investigaciones sobre los DES en los tltimos afios han demostrado que
poseen propiedades similares a las de los liquidos i6nicos, tales como baja volatilidad,
estabilidad térmica y alta conductividad, pero a diferencia de €stos, su obtencion es mucho

menos costosa, mas sencilla y limpia (Karimi et al., 2015).

1.3 Solventes de eutéctico profundo (DES)

Los DES se han considerado como una nueva clase de liquidos iénicos, dado que
comparten muchas de sus propiedades, aunque obviamente se diferencian de aquellos por
su composicion. Estan compuestos por al menos dos sélidos con capacidad de interactuar

fuertemente mediante la formacion de enlaces de hidrogeno.

Si se analiza el comportamiento de la mezcla de ambos componentes en un diagrama de
equilibrio de fases (Figura 1.2), las curvas de temperatura de fusion convergen generando
una depresion en la temperatura de fusion, o punto eutéctico, donde la composicion de la

mezcla es unica (Vigier & Jérdme, 2019).
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Figura 1.2. Diagrama general de fases solido-liquido de la mezcla binaria, siendo Tm(4) y Tm(B) las temperaturas de
fusion de los compuestos A y B respectivamente. El punto eutéctico estd representado por la minima temperatura de
fusion de la mezcla (El Achkar et al., 2021)



La formula general de los DES podria ser descripta como Cat"XzY, siendo Cat" un cation
amonio, fosfonio o sulfonio, X una base de Lewis, generalmente un anién haluro, Y un
acido de Lewis o de Bronsted y z el numero de moléculas de Y que interactuan con el
anion. Pueden ser clasificados en cuatro tipos (Smith et al., 2014), los DES tipo I, formados
por una sal cuaternaria y un haluro metalico, los tipo II, compuestos por una sal cuaternaria
y un haluro metélico hidratado, los tipo III, integrados por una sal cuaternaria y un donador
de enlaces de hidrogeno (HBD) y los tipo IV, constituidos por un haluro metalico y un
HBD (Brett, 2018). Ademas algunos autores definen el término “solventes de eutéctico
profundo naturales” (NADES) como los DES formados por metabolitos primarios como

acidos organicos, aminoacidos, azucares, polioles y derivados de la colina (El Achkar et al.,

2021).

Los DES mas estudiados son los del tipo III, los cuales son formados por fuertes
interacciones de enlaces de hidrogeno entre un aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA) y un
HBD (Brett, 2018). En estos tipos de DES usualmente constituidos por una sal de amonio
cuaternaria y un HBD, se establecen enlaces de hidrogeno entre los dos componentes de
manera que la carga del anioén de la sal se deslocaliza, disminuyendo la fuerza del enlace
i6nico entre el catiéon y el anién de la sal y, por tanto, la energia de la red cristalina,
generando una distorsion que conduce a la disminucion del punto de fusion de la mezcla
(Smith et al., 2014). Cuanto mas fuerte es la interaccion entre los componentes, mayor es la
depresion del punto de fusion (Brett, 2018). Uno de los primeros DES de este tipo
estudiado fue el obtenido por la combinacion de cloruro de colina (P.f. 302 °C) y urea (P.f.
133 °C) en una proporcion molar 1:2, cuya interaccion es tan fuerte que el punto de fusion
en el eutéctico es de 12 °C, lo que supone una disminuciéon de 122 °C respecto al ideal

(Abbott et al., 2002).

Los DES del tipo III formados por cloruro de colina ganaron gran interés por su capacidad
de solvatar metales de transicion (Smith et al., 2014), esto sumado a que el cloruro de
colina, conocido también como vitamina B4, es una sal de amonio cuaternaria de bajo costo
y de facil obtencion a partir de biomasa (Brett, 2018; K. Xu et al., 2015) biodegradable y no
toxica (Karimi et al., 2015) y que la combinacion del cloruro de colina y donadores de

enlaces de hidrogeno amigables con el medio ambiente tales como urea, etilenglicol o



glicerol pueden formar facilmente una mezcla eutéctica (llamadas relina, etalina y glicelina,
respectivamente) a temperatura ambiente (Brett, 2018; Durand et al., 2014), motivo el

estudio de los DES formados por cloruro de colina en varias aplicaciones.

Algunas de las aplicaciones de estos DES estudiadas incluyen: desulfurizacion de
combustibles, cromatografia, solubilizacion de drogas de uso farmacéutico y extraccion de
proteinas en sistemas bifdsicos acuosos. Estas investigaciones responden ademas a
inconvenientes de los procesos con solventes convencionales tales como baja solubilidad,
complejidad y altos costos (Cai & Qiu, 2019; Makos$ & Boczkaj, 2019; Soltanmohammadi
et al., 2020; K. Xu et al., 2015).

Los dos métodos mas usados para la obtencion de DES son el de calentamiento con
agitacion y la molienda de los componentes combinados. Existen también en la literatura
otros métodos tales como la liofilizacion de las soluciones acuosas de los componentes y la
disolucion de los componentes en agua con posterior evaporacion a 50°C (EI Achkar et al.,
2021). Ademas han surgido estudios en métodos novedosos de formacion de DES a partir
de la premisa de optimizacion de energia de la quimica verde, tales como preparacion de

DES asistida por microondas y por ultrasonido (Gomez et al., 2018; Santana et al., 2019).
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Figura 1.3. Sintesis de un DES formado por cloruro de colina como HBA y un componente HBD genérico

El método mas comun de sintesis consiste en combinar ambos componentes del DES en la
proporcion correspondiente a la mezcla eutéctica y someterlos a calentamiento y agitacion

(Figura 1.3), usualmente a temperaturas de entre 60°C y 100°C, hasta que se forma una



mezcla homogénea (Rodriguez Rodriguez et al., 2019). Se ha investigado ademas la
posibilidad de formar DES mediante extrusion de doble tornillo con buenos resultados, lo
que facilitaria su disponibilidad para uso a gran escalas (Crawford et al., 2016). Es
destacable que si bien el método de sintesis puede afectar algunas propiedades de los DES,

la composicidn eutéctica no se vera afectada por el mismo (EI Achkar et al., 2021).

1.3.1 Propiedades de los DES

Las propiedades fisicoquimicas de los DES, como densidad, viscosidad, tension superficial,
conductividad, temperatura de fusion, miscibilidad y polaridad, dependen de su
composicion y la relacion molar entre los componentes. Esto hace posible que pueda

obtenerse un gran numero de DES distintos con propiedades a medida (Vigier & Jérome,

2019).

Los DES pueden ser clasificados como hidrofilicos e hidrofobicos, siendo los hidrofilicos
los que han tomado mayor relevancia en las investigaciones sobre DES en los ltimos afios.
Dentro de los DES hidrofilicos se encuentran los DES del tipo III, los DES naturales y los
DES terapéuticos. Estos ultimos se encuentran constituidos por un ingrediente farmacéutico
activo tales como acido acetil salicilico, ibuprofeno, o acido fenilacético y se han estudiado
aplicaciones muy prometedoras de los mismos en el campo farmacéutico (Dwamena,

2019).

El concepto de DES hidrofobico se introdujo en 2015 y derivo de distintas combinaciones
de sales de amonio cuaternarias con acido decanoico. Entre sus aplicaciones se encuentra la
extraccion de componentes orgdnicos insolubles en agua, donde han demostrado una alta

eficiencia (Dwamena, 2019).

El punto de fusion de los DES se encuentra entre los -69 y los 149 °C, pudiendo variar tanto
en funcion de la naturaleza de sus componentes, asi como de la relacion entre ellos. Se ha
mencionado también que método aplicado para su obtencion puede afectar levemente su
punto de fusion (El Achkar et al., 2021; Vigier & Jérome, 2019). Entre los relativamente
pocos DES liquidos a temperatura ambiente, se destacan la combinacion de glicerol o urea

con cloruro de colina, dada su capacidad de formar fuertes enlaces de hidrogeno.



La densidad de los DES también depende de los componentes del mismo, la relacién molar
entre estos y el método de preparacion utilizado. La mayoria de los DES estudiados

presentan densidades de entre 1,0 y 1,3 g/cm’

, aunque los DES hidrofébicos presentan
menores densidades que el agua. Obviamente la densidad de un DES es también funcion de
la temperatura, y decrece en general linealmente con el aumento de la misma (EI Achkar et

al., 2021; Ijardar et al., 2022).

En cuanto a la viscosidad, los DES en general presentan valores relativamente altos,
mayores a 100 cp, aunque se han reportado viscosidades menores para DES hidrofobicos.
Esta propiedad obviamente depende también del tipo de componentes del DES, la relacion
molar entre estos y el método de preparacion utilizado. La alta viscosidad se atribuye a la
fuerte interaccion entre los componentes, lo que limita su movilidad. Como es de esperarse,
la viscosidad decrece con el aumento de la temperatura. Por ejemplo, la viscosidad del DES
ChCl/urea disminuye de 750 a 169 cp cuando la temperatura se incrementa de 25 a 40 °C.
La viscosidad de los DES también se ve afectada en forma significativa por el contenido de
agua de los mismos, lo que es relevante ya que varios tipos de DES son altamente
higroscopicos. Ademas, cabe destacar que es deseable para numerosas aplicaciones que la
viscosidad del solvente sea la menor posible (El Achkar et al., 2021; [jardar et al., 2022;
Vigier & Jérome, 2019).

Debido a que los componentes de algunos de los DES son altamente higroscopicos, la
presencia de agua en los mismos es casi inevitable y, si bien se la puede considerar un
contaminante, en muchos casos resulta conveniente su agregado al medio, ya que puede
provocar cambios en sus propiedades fisicoquimicas que resulten ventajosas para el
proceso de interés. El agua es capaz de formar enlaces de hidrégeno con cada uno de los
componentes del DES, distorsionando el ordenamiento original del solvente “puro”, y se ha
demostrado que en muchos casos esto produce mejoras en el rendimiento de las reacciones
que se desarrollan en el DES. Sin embargo, obviamente existe una cantidad limite de agua
que el DES puede admitir, por encima de la cual se desencadena la disrupcion del solvente

en sus componentes, pasando a formar una solucion acuosa (El Achkar et al., 2019, 2021).



1.4 Los DES como solventes en biocatalisis

Se ha demostrado que los DES pueden disolver una gran cantidad de compuestos utilizados
como sustratos de procesos enzimaticos, tales como aminoacidos, acidos grasos, azucares,
etc. Asimismo, varias enzimas han mostrado un excelente desempeio en medio DES, a
veces superior al mostrado en solventes organicos convencionales. Se ha evaluado el
desempefio de varios tipos de enzimas en estos solventes, tales como lipasas, catalasas,
deshidrogenasas, hidrolasas, oxidasas. Sin embargo, en la mayoria de los casos con foco en

reacciones de descomposicion en lugar de en reacciones de sintesis (Nian & Li, 2022).

El trabajo de Gorke et al. (2008) es uno de los primeros estudios sobre aplicacion de la
catalisis enzimatica en medio DES. En el mismo se compar6 los rendimientos de la
reaccion de transesterificacion de valerato de etilo con 1-butanol en diversos DES y en
tolueno, catalizado por las lipasas de Candida antarctica (CALB), de Candida antarctica
inmovilizada (1ICAL-B), lipasa A de Candida antarctica (CALA) y de Pseudomonas
cepacia (PCL). Dentro de los resultados obtenidos se destaca que todas las lipasas
mostraron actividad en el DES ChCl:glicerol y que sélo con CALA se obtuvo una
conversion menor que con tolueno. Se constatdé ademds la ocurrencia de reacciones
secundarias en las que participaron los propios componentes de los DES. Se demostré que
tanto el etilenglicol como el glicerol competieron en la transesterificacion, verificandose en
el caso de la reaccion en ChCl:etilenglicol catalizada por CALB, la formaciéon de una
cantidad muy similar de los valeratos de etilenglicol y de butilo. Por lo tanto, estas
investigaciones iniciales no s6lo demostraron que las viabilidad de las lipasas como
catalizadores en medio DES, sino que también mostraron resultados inconvenientes como

la existencia de reacciones secundarias (Gorke et al., 2008).

Posteriormente, en el trabajo de Durand et al. (2012), se estudi6 la transesterificacion de
laurato de vinilo con tres alcoholes de distinto largo de cadena (1-butanol, 1-octanol y 1-
octodecanol) catalizada por la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en siete tipos
de DES, formados por colina o etilamonio de colina. Los resultados mostraron
rendimientos similares para la reaccion llevada a cabo en tolueno y en los DES ChCl:urea y

ChCl:glicerol.
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Al igual que en el trabajo Gorke et al. (2008), reportaron la existencia de reacciones
secundarias que involucraron a los HBD. Entre éstos, la urea y el glicerol mostraron ser
poco reactivos, mientras que el etilenglicol fue muy reactivo. Este fendmeno es relevante,
ya que no solo implica la generacion de productos no deseados, sino que a medida que los
HBD reaccionan ocurren cambios en la constitucion del DES y por ende en sus propiedades

(Durand et al., 2012).

Se ha demostrado que en general en medios DES formados por 4acidos o alcoholes, éstos
componentes son capaces de competir en procesos de transesterificacion, si bien la
reactividad de los mismos puede ser en algunos casos reducida dada su incorporacion en la

red de enlaces de hidrogeno que forma al DES (Pétzold et al., 2019).

Obviamente uno de los aspectos de mayor interés radica en el efecto del medio de reaccion
sobre el catalizador enzimatico, lo cual dependerd de varios factores como el tipo de
componentes del DES, la actividad de agua del medio, la temperatura, etc. Dadas las
caracteristicas particulares de estos solventes, es interesante notar que algunos factores que
podrian suponerse negativos para la actividad enzimadtica, a juzgar por su efecto en
solventes convencionales, pueden resultar indiferentes o incluso beneficiosos en este
medio. Por ejemplo, es conocido el efecto desnaturalizante de la urea sobre las enzimas
cuando se las expone ésta en medio acuoso, sin embargo cuando la urea se encuentra
asociada como componente del DES, tal efecto desnaturalizante no se manifiesta (Cao et

al., 2022a).

Se estudié por medio de simulacion de dindmica molecular la interaccion entre la relina
(ChCl/urea) y la lipasa B de Candida antarctica, demostrandose que el mecanismo por el
cual la urea desnaturaliza a esta lipasa no ocurre, debido a que la urea permanece
“atrapada” por su fuerte interaccion con el cloruro de colina, lo que no permite su difusion
hacia la enzima. No s6lo se demostré que el DES no desnaturaliza la enzima, sino que se
verificd ademés que los componentes del DES pueden formar enlaces de hidrogeno con la

lipasa, lo que le conferiria una mayor estabilidad conformacional (Monhemi et al., 2014).

Al igual que en los solventes convencionales, las enzimas necesitan una minima actividad
de agua en el medio de reaccidon para mantener su estabilidad y actividad. Esto se suma al

efecto del agua sobre las propiedades del DES antes mencionado, por lo que en particular
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tanto la disminucion de la viscosidad como la preservacion de la actividad enzimatica

parecen ser los roles determinantes del agua en este medio de reaccion.

Asimismo, el tipo de reaccién a desarrollar debe considerarse a la hora de ajustar el
contenido de agua del DES, ya que en procesos de esterificacion o interesterificacion un
exceso de agua puede promover una reaccion competitiva de hidrélisis que afecte el
rendimiento del proceso de interés. Por lo tanto, la concentracion dptima de agua dependera
tanto del tipo de DES, como de la enzima, y de la naturaleza de la reaccion de interés (Cao

et al., 2022b).

1.5 Sintesis de derivados lipidicos

Por “derivados lipidicos” podria aludirse a un muy extenso numero de compuestos
vinculados estructuralmente con los lipidos, los que a su vez incluyen multiples estructuras
ya que se los suele definir muy genéricamente como aquellas sustancias insolubles en agua,
pero solubles en solventes organicos. Si dentro de esta diversidad nos restringimos a
aquellos derivados de interés tecnologico y, particularmente, a los que encuentran
aplicacién en la industria alimentaria, el espectro se restringe a derivados de los
triglicéridos, acidos grasos y sus ésteres, fosfolipidos y esteroles y algunos otros pocos

grupos.

Si bien varios de ellos se aislan de fuentes naturales, otros como los ésteres de acidos
grasos especificos o los ésteres de fitoesteroles o fitoestanoles o de azucares, suelen ser
sintetizados mediante diferentes tipos de procesos. Muchas veces estos procesos
conducidos mediante catalisis quimica tradicional presentan varios inconvenientes, tales
como la generacion de productos de oxidacion, pardeamiento de productos, deshidratacion
y baja selectividad, lo que conduce a productos de muy baja pureza que deben ser

sometidos a costosos procesos de refinacion.

El creciente interés por procesos mas limpios y sostenibles, enmarcados en los principios de
la quimica verde, ha llevado a la busqueda de métodos alternativos de sintesis que permitan
superar dichas dificultades. En este marco, la catélisis enzimatica se ha sefialado como una
alternativa viable para sustituir la catalisis quimica tradicional, dadas las caracteristicas de

alta especificidad de las enzimas, su eficiente accion a temperaturas moderadas y la
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posibilidad de disefiar procesos capaces de preservar la actividad catalitica, reduciendo el

peso del costo del catalizador en el proceso.

Sin embargo, cuando se trata de la sintesis de cierto tipo de derivados lipidicos complejos,
como los ésteres de acidos grasos con fitoesteroles o azlicares, se presentan dificultades
adicionales, vinculadas fundamentalmente a las diferentes propiedades de sustratos y
productos. La sintesis de este tipo de compuestos involucra a sustratos de muy diferente
polaridad (fitoesteroles y acidos grasos o carbohidratos y acidos grasos, respectivamente).
Por lo que uno de los mayores desafios radica en la seleccion de un medio de reaccion
conveniente, en el cual ambos sustratos sean solubles (al menos parcialmente) y en el que la

actividad de la enzima se mantenga en un nivel satisfactorio.

1.5.1 Esteres de fitoesteroles

El estudio de los esteroles y sus derivados ha sido objeto de interés en las ultimas décadas a
partir del hallazgo de que la incorporacion en la dieta de esteroles, estanoles, y sus
derivados contribuye al descenso del colesterol en sangre. Este efecto se ha relacionado a
mecanismos de inhibicion de la absorcidon de colesterol en el intestino delgado (Miao et al.,
2014). Particularmente, se ha demostrado que la ingesta de fitoesteroles puede reducir el
nivel de colesterol y lipoproteinas de baja densidad en sangre, ambos asociados al riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares. Se ha demostrado que una ingesta diaria de 0,8 g
de fitoesteroles contribuye al mantenimiento de valores normales de colesterol en sangre

(Santanatoglia et al., 2023).

El potencial beneficio para la salud demostrado por el consumo de esteroles y estanoles,
llevé a que los mismos fueran incluidos en alimentos funcionales, por ejemplo las
margarinas enriquecidas con fitoesteroles comercializadas en Europa (Villeneuve et al.,
2005). Si bien los esteroles y estanoles pueden ser agregados en su forma libre en
alimentos, su baja solubilidad y su alto punto de fusidon representan un inconveniente, que

se puede evitar si se los incorpora bajo la forma de ésteres (Villeneuve et al., 2005).

Los esteres de fitoesteroles son cominmente obtenidos por sintesis quimica mediante
esterificacion en medio alcalino. Esta reaccion se realiza a temperaturas mayores a 130 °C

por periodos prolongados, estas condiciones implican un alto consumo de energia y pueden
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generar la oxidacion de los 4acidos grasos insaturados, deshidratacion de los fitoesteroles y

pardeamiento de productos (Feng et al., 2021; Miao et al., 2014).

Alternativamente se puede aplicar catalisis enzimatica, mediante la cual los esteres de
esteroles pueden generarse a partir de la esterificacion de acidos grasos con fitoesteroles o
por medio de la transesterificacion de los fitoesteroles con triglicéridos o con ésteres
metilicos de 4acidos grasos. Esta alternativa permite obtener altos rendimientos y, en
comparacion con la sintesis quimica, implica condiciones de reacciéon moderadas y mas

amigables con el medio ambiente (Feng et al., 2021; Villeneuve et al., 2005).

1.5.2 Esteres de acidos grasos con azucares

Los surfactantes son moléculas anfifilicas capaces de reducir la tension superficial en
medios acuosos, por lo que se los destina a muy diversas aplicaciones tecnoldgicas. La
mayoria de estos compuestos son de origen sintético obtenidos a partir del petrdleo, no
biodegradables y toxicos, lo que los convierte en un problema para el medioambiente ya
que se acumulan en aguas y suelos, ademas de representar un inconveniente para su uso en

el area alimentaria (Griininger et al., 2019).

Los esteres de acidos grasos con azucares, también conocidos como glucolipidos, se
presentan como una alternativa atractiva, ya que ademds de poseer también naturaleza
anfifilica, son inodoros, biodegradables, no téxicos, no irritantes, y se ha demostrado que
poseen actividad antitumoral y antimicrobiana, entre otras. Estas propiedades hacen que los

mismos sean utilizados en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y biomédica.

La sintesis de glucolipidos puede llevarse a cabo por reacciones quimicas o enzimaticas. La
sintesis quimica de los esteres de acidos grasos con azlicares se realiza a altas temperaturas
en medio alcalino. Esta sintesis implica grandes requerimientos energéticos, uso de
solventes organicos convencionales y la generacion de subproductos no deseados. El uso de
altas temperaturas acarrea inconvenientes tales como decoloracion, polimerizacion,
ciclacion y deshidratacion de producto lo que genera bajos rendimientos de reaccion (Pérez
et al., 2017). Ademas, esta sintesis no es regioselectiva debido a la cantidad de grupos
hidroxilos que poseen los carbohidratos y aunque es posible lograr un proceso
regioselectivo, esto implica el uso de técnicas de proteccion lo cual es inviable a grandes

escalas (Kennedy et al., 2006).
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La catalisis enzimdtica de esteres de acidos grasos con azucares puede realizarse mediante
la esterificacion de azuicares con acidos grasos o por medio de transesterificacion de
azucares con esteres vinilicos de acidos grasos (Figura 1.4), con la cual se obtienen mejores
rendimientos. Estos rendimientos son mayores debido a que en la reaccion de

transesterificacion ocurre una tautomerizacion del producto enol (Yang & Huang, 2012).
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Figura 1.4. Sintesis de ésteres de glucosa en medio no acuoso catalizada por lipasas (Yang & Huang, 2012)

La catalisis enzimatica, ademas de presentar ventajas en cuanto a la regioselectividad, se
lleva a cabo en condiciones de reaccion moderadas. Se ha estudiado la sintesis enzimatica
de varios ésteres de acidos grasos con azucares en diversos solventes organicos
convencionales, tales como hexano, acetonitrilo, acetona, 2-Metil-2-butanol, piridina,
DMF, DMSO, aunque so6lo en algunos de estos los aziicares son solubles. El uso de estos
solventes, ademas, ha sido cuestionado por su toxicidad y por la disminucion de la

actividad catalitica mostradas por las enzimas expuestas a ellos (Kennedy et al., 2006).

La baja solubilidad de los azicares en solventes orgéanicos es también una de las causas por
las que se alcanzan bajos rendimientos en la sintesis de ésteres alquilicos por catalisis
enzimatica, lo que ha llevado a la investigacion de estas reacciones en distintos medios
tales como los liquidos i6nicos. Si bien los liquidos i6nicos tienen la capacidad de
solubilizar compuestos de polaridad variable como proteinas y carbohidratos, la actividad

enzimatica se ve muy disminuida en estos solventes (Yang & Huang, 2012).
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Por lo tanto, se ha sefialado que el desafio en este campo es la identificacion de solventes en
los que carbohidratos y los acidos grasos sean solubles y que a su vez no inhiban la

actividad enzimatica y favorezcan la regioselectividad (Yang & Huang, 2012).

En 2015 se estudid la sintesis de hexanoato de glucosilo a partir de hexanoato de vinilo y
glucosa, catalizada por la lipasa iCAL-B en seis tipos de DES (Po6hnlein et al., 2015),
reportandose resultados positivos en los DES ChCl:urea y ChCl:glucosa. En el caso del
medio ChCl:glucosa, no fue necesario el agregado de glucosa adicional a la aportada por el
propio DES, sin embargo a medida que la glucosa se consumio, el cambio en la relacion
molar entre los componentes del DES produjo la solidificacién del mismo (P6hnlein et al.,

2015).

La ventaja que representa utilizar donadores de enlaces de hidrogeno del DES que ademas
funcionen como sustratos de la reaccion para la sintesis de glucolipidos también ha sido
reportada por Siebenhaller et al. (2018) en un ambicioso trabajo aplicaron un hidrolizado de
fibra de celulosa de madera de haya como sustrato y también como componente del medio
DES de reaccion. Los resultados mostraron que fue posible generar mono- y diésteres de

los aztcares mediante catalisis con la lipasa B de Candida antdrctica.

Pese a estos resultados positivos, no se han reportado altas conversiones en las reacciones
de formacion de glucolipidos llevadas a cabo en el medio ChCl:glucosa. Esto puede
explicarse por varios factores, por un lado destacan la alta viscosidad del DES, lo que
enlentece los procesos de transferencia de masa, asi como la baja disponibilidad del
sustrato, dado que la glucosa forma parte de la red de enlaces de hidrogeno que forma al
DES (Hoyos et al., 2021). Sin embargo, también en los trabajos mencionados se evidencia
alguna dificultad para cuantificar mediante un método confiable la cantidad de productos

generados o los porcentajes de conversion de los sustratos.

Hollenbach et al. (2020) reportan resultados cuantitativos obtenidos en la sintesis de
hexanoato de glucosilo en los DES ChCl/urea y ChCl/glucosa, aplicando un método
analitico por HPLC con detector ELSD.
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2.1

CAPITULO?2
OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el desempeio de diferentes lipasas comerciales en la catdlisis de reacciones de

esterificacion y transesterificacion en varios solventes de eutéctico profundo basados en

ChCl, y en particular su aplicacion a la sintesis de derivados lipidicos, entre ellos los dos

tipos de lipidos complejos de interés tecnoldgico mencionados: ésteres de esteroles y

ésteres de azucares.

2.2 Objetivos especificos

a.

Poner a punto de métodos analiticos para la extraccion y analisis de los productos de

interés (derivados lipidicos entre ellos ésteres de esteroles y ésteres de azucares).

Estudiar el desempefio en solventes organicos convencionales de diferentes
catalizadores enzimaticos en reacciones de esterificacion y transesterificacion de

derivados lipidicos que involucren &cidos grasos, fitoesteroles y azicares.

Estudiar el desempefio en diferentes DES basados en cloruro de colina de las lipasas
evaluadas en el punto anterior y verificar la eventual participacion de los componentes

del DES en las reacciones de interés.

En funcion de los resultados obtenidos en el punto anterior, seleccionar un DES
conveniente para estudiar los parametros determinantes sobre la eficiencia de la

sintesis enzimatica de ésteres alquilicos en dicho medio.
Seleccionar un DES conveniente para sintetizar ésteres alquilicos de monosacaridos

mediante catalisis enzimdtica en dicho solvente y estudiar los pardmetros

determinantes en su eficiencia.
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CAPITULO 3

DESEMPENO DE LIPASAS EN LAS REACCIONES DE
INTERES EN SOLVENTES ORGANICOS

3.1 Introduccion

Aunque es conocido que la actividad catalitica de las lipasas varia con el medio de reaccion
(Y. Liu et al., 2009), resulto de interés verificar el desempefio de las mismas en la catalisis
de las reacciones de interés en solventes orgédnicos “convencionales”, comunmente
utilizados como medio de reaccion para procesos de esterificacion y transesterificacion
catalizados por estas enzimas (Kennedy et al., 2006). Estos ensayos se tomaron como punto
de partida para los posteriores ensayos en medio DES, ya que es de esperar que aquellas
enzimas que presenten baja actividad frente a determinados sustratos en solventes
relativamente “amigables”, encuentran mayor dificultad para actuar en medios de reaccion

mas complejos como los DES.

Para esto se identificaron varias lipasas comerciales, tres inmovilizadas producidas por la
empresa Novozymes (la lipasa de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL-IM), la lipasa
B de Candida antarctica (Novozym® 435: iCAL-B) y la de Rhizomucor miehei
(Lipozyme® RM-IM)) y la lipasa soluble de Candida rugosa. Estas enzimas se hayan
dentro de las mas utilizadas en trabajos cientificos, estando disponibles a nivel comercial

desde hace varios afios (Bornscheuer, 2014).

La utilizaciéon de enzimas inmovilizadas siempre resulta ventajosa dado que facilita su
recuperacion del medio de reaccion para volver a usarlas, ademds de que mejora su
estabilidad y también su actividad catalitica (Sharma et al., 2001). Comunmente se utilizan
varias técnicas de inmovilizacion entre las que se encuentran la adsorcion en soportes
solidos, union covalente y el atrapamiento en matrices inorgdnicas (Poojari & Clarson,

2013).

La lipasa de Thermomyces lanuginosus es inmovilizada mediante adsorcion idnica sobre un

soporte de silica hidrofilica granulada (Fernandez-Lafuente, 2010). Si bien esta lipasa es
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relativamente estable en su forma libre, la inmovilizacion logra otorgarle aiin mas
estabilidad. Se han estudiado varias aplicaciones de esta enzima tales como esterificacion
de 4cidos grasos con diferente tipo de alcoholes asi como procesos de transesterificacion,

por ejemplo para la produccion de biodiesel (Fernandez-Lafuente, 2010; Peng et al., 2002).

En el caso de la Lipozyme® RM-IM (de Rhizomucor miehei) es inmovilizada sobre Duolite
ES 562, una resina de intercambio idnico macroporosa formada a base de un copolimero de

fenol-formaldehido (Jenab et al., 2014).

Mientras que la mayoria de las lipasas son estables a temperaturas de entre 30 y 40°C estas
dos ultimas son altamente activas y estables aun a temperaturas entre 60 y 80 °C (Kourist et

al., 2010).

El catalizador Novozym® 435 esta compuesto por la lipasa B de Candida antarctica
inmovilizada (iICAL-B) en la resina macroporosa Lewatit ® VP OC 1600, un copolimero
de poli(metacrilato de metilo-co-divinilbenceno) que tiene valores medios de tamafio de
particula, 4area superficial y didmetro de poro de 315-1000 p, 130 m?g yl150 A,
respectivamente (Tambe et al., 2015). Por su alta actividad en reacciones de esterificacion
ha sido aplicada en la catélisis de procesos muy diversos, incluso en reacciones de
esterificacion y transesterificacion que involucran azicares, donde demostré muy alta
regioselectividad (Poojari & Clarson, 2013). Se ha reportado que su estabilidad térmica en
solventes organicos es muy superior cuando estd inmovilizada que cuando se la utiliza
libre. Sin embargo, en algunos casos su actividad en algunos solventes organicos puede
verse afectada por el hinchamiento de la resina acrilica macroporosa. A su vez, otro
inconveniente es la posibilidad de desorcion de la enzima de este soporte, lo que puede

dificultar su reutilizacion (Poojari & Clarson, 2013)

Ademas de estas tres lipasas inmovilizadas resultd interesante evaluar el desempefio de una
lipasa “libre”, sin inmovilizar, para lo cual se seleccion6 una lipasa comercial de Candida
rugosa. En general los preparados comerciales de esta lipasa no son homogéneos,
conteniendo una mezcla de isoenzimas, una cantidad variable de proteinas, y algun pequefio
porcentaje de lactosa. Aunque esta variabilidad en las proporciones de isoenzimas y las
diferentes propiedades biocataliticas de las mismas han sido sefialadas como causantes de

irreproducibilidad en estudios en medios organicos de poca hidratacion, se la ha utilizado
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para diversas aplicaciones en el campo de la biocatalisis (Dominguez De Maria et al.,

2006).

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad
enzimdtica de las diferentes lipasas comerciales descriptas en reacciones modelo y en la
sintesis de los diferentes compuestos de interés (ésteres de esteroles y ésteres de azucares)

en distintos solventes organicos convencionales.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales

Todos los solventes, reactivos, estandares analiticos y las enzimas comerciales fueron
adquiridas a la firma Sigma—Aldrich. Se utilizaron las enzimas lipasa de Candida rugosa,
lipasa inmovilizada de T. lanuginosus (Lipozyme® TL-IM), lipasa B de Candida antarctica

inmovilizada (iCAL-B) y la lipasa inmovilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme® RM-

M).

Para la sintesis de ésteres de fitoesteroles se utilizd una mezcla comercial conteniendo

brassicasterol, campesterol y B-sitosterol suministrada por la empresa COGNIS Gmbh.

3.2.2 Determinacion de la actividad de las diferentes enzimas en hexano

Para la evaluacion de la actividad de las diferentes lipasas en hexano se disefid6 un método
basado en la transesterificacion de laurato de vinilo con metanol como reaccion modelo.
Para ello se prepar6 una soluciéon madre en hexano conteniendo ambos reactivos: laurato de
vinilo (43 mM) y metanol en exceso (157 mM), més un estdndar interno no reactivo
(hexadecano, 44 mM).

Los ensayos de actividad se realizaron colocando 20 mg de enzima en un vial de 15 mL al
que se transfiri6 5 mL de la solucion madre de reactivos. Inmediatamente el vial fue
colocado en un agitador orbital Lab Companion SI-600 termostatizado a 45 °C, dandose
inicio al periodo de incubacidon ajustando la velocidad de agitacion a 150 rpm.
Transcurridos diferentes periodos de incubacién se retird el vial del agitador orbital, se lo
dejo en reposo durante 15 seg a los efectos de decantar la enzima y se realizé una toma de 1

uL de la mezcla de reaccion, la que fue analizada por cromatografia de gases.
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Los analisis se realizaron en un equipo Shimadzu GC-14B, equipado con detector FID y

columna capilar Supelco SP 2330 (25 m x 0.5 mm x 0.25 um). La temperatura del horno se

program6 desde 160 hasta 230 °C a una velocidad de calentamiento de 4 °C/min.

A partir de la relacion entre las areas de los picos correspondientes al laurato de metilo

(LM) y al hexadecano (IS) obtenidas en el andlisis de las muestras recogidas a diferentes

periodos de incubacion y de la misma relacion cuando la reaccion se completo (ver ejemplo

en Figura 3.1) se determino el porcentaje de conversion del laurato de vinilo (LV).

CrLv,

(ALm/Ais)t

(ALm/Ass)t

(ALM / Als)t
(ALM /AIS)

f

Cry.=100. [Ec. 3.1]

: Porcentaje de conversion del laurato de vinilo a tiempo “t”

: Cociente entre las dareas de los picos de laurato de metilo (LM) y
hexadecano (IS) obtenidas en el analisis por GC de la muestra recogida al

tiempo “t” de reaccion.

: Cociente entre las areas de los mismos picos pero obtenidas en el analisis
de la muestra final “f”, correspondiente a la conversion completa del laurato

de vinilo.

Asimismo, a partir de la conversion determinada a los 10 min de reaccion, se estimo la

actividad especifica inicial de la lipasa, como se indica a continuacion.

AE,

[LV]o

Crvo

10000 . [LV]o.V.(CLy,,)
mp, t

AE, = [Ec. 3.2]

: Actividad especifica inicial de la lipasa (umol.mg™!.min™).

: Concentracion inicial de laurato de vinilo (mM).

: Volumen de solucion (L).

: Conversion del laurato de vinilo a los 10 min de reaccion (%).
: Masa de lipasa (mg)

: Periodo de reaccion (10 min)
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3.2.3 Sintesis de laurato de colesterilo en hexano

Se estudid la eficiencia de la transesterificacion de colesterol con laurato de vinilo. Para
ello se agregaron 50 mg de laurato de vinilo (74 mM, exceso), 10 mg de colesterol (9 mM),
3 mL de hexano y 10 mg de lipasa en un vial de 15 mL. El vial se incubd a 45 °C con
agitacion orbital a 200 rpm y por un periodo total de 72 h. Periddicamente se tomaron
muestras de 200 pL las que se diluyeron en 2 mL de hexano previo a su analisis por GC.

1 uL de la muestra preparada como se describié anteriormente se analizd en un equipo
Shimadzu GC-2010, equipado con inyector on-column PTV, detector de ionizacion de
llama (FID), columna capilar Supelco MET-biodiesel (14 m % 0.53 mm x 0.16 um, con una
precolumna integrada de 2 m x 0.53 mm [.D.). Las temperaturas del inyector y el horno
siguieron el mismo programa, que se inicidé en 80 °C seguido de un calentamiento a 10

°C/min hasta 350 °C. Se utilizdé N> como gas portador a 70 kPa.

La conversion de colesterol fue determinada a partir de las areas de los picos del laurato de

colesterilo y del colesterol residual, tal como se muestra a continuacion.

(AL

Conversiong, =100 . Aot Ao [Ec. 3.3]
Conversion co : Porcentaje de conversion de colesterol a tiempo “t”
(ALc): : Area de pico de laurato de colesterilo (LC) obtenida en el analisis por GC

de la muestra recogida al tiempo de reaccion “t”.

(ALc + Ac); : Suma de las areas de picos de laurato de colesterilo y colesterol obtenidas

a tiempo “t”.

3.2.4 Sintesis de alquilatos de colesterilo de diferente largo de cadena en hexano

Se evaluo la eficiencia de la reaccion de esterificacion de colesterol con acidos grasos y el
efecto del largo de cadena de éstos sobre el rendimiento de la misma. Para ello se incub6
una mezcla equimolar los acidos grasos saturados de largo de cadena C6, C8, C10, C12,
C14, C16, y C18, cada uno a una concentracion 18 mM, colesterol (26 mM) y un estandar

interno no reactivo (tricosano 12 mM).
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A los efectos de evitar interferencia en el analisis de los productos por GC, las incubaciones
se realizaron en dos viales independientes. En un vial de 15 mL se coloco 0,090 milimoles
de cada uno de los siguientes acidos: caproico (C6:0), caprico (C8:0), miristico (C14:0) y
estearico (C18:0). En otro vial idéntico se colocd la misma cantidad de cada uno de los
siguientes acidos: caprilico (C10:0), [aurico (C12:0) y palmitico (C16:0). A ambos viales se
agregaron 20 mg de tricosano (como estandar interno), 30 mg de la lipasa iCAL-B y 5 mL

de hexano y fueron incubados a 45 °C y 200 rpm en agitador orbital.

Periddicamente se tomaron muestras de 200 pL. de cada vial, las que se transfirieron a un
vial con 2 mL de hexano, de donde se extrajo 1 uL para su andlisis por GC como se

describe en 3.2.3

La identificacion de los picos se realizd mediante el andlisis de estandares analiticos
comerciales y considerando el orden de elucion de los picos, correspondiendo mayor

tiempo de retencion cuanto mas largo el 4cido graso esterificado al colesterol.

_ Agi
C;=100. At A) [Ec. 3.4]
Gi : Porcentaje de conversion del acido graso 1.
AFi :Area del pico del cromatograma correspondiente al éster de colesterilo del
acido graso 1.
Aj : Area del pico del cromatograma correspondiente al acido graso i libre.

3.2.5 Sintesis de ésteres de fitoesteroles en hexano

Para la sintesis de ésteres de fitoesteroles se realizo la transesterificacion de laurato de
vinilo con la mezcla de fitoesteroles comercial mencionada en el punto 3.2.1.

Para ello se prepard una solucion madre en hexano conteniendo los reactivos: 5,00 mg/mL
(aproximadamente 12 mM) de la mezcla de fitoesteroles y laurato de vinilo en exceso (53
mM) mas tricosano (6 mM) utilizado como estandar interno. Se colocd 30 mg de lipasa a
un vial de 15 mL en el que se agregé6 5 mL de la solucion anterior procediéndose a su
incubacion en las mismas condiciones mencionadas en el punto anterior. Se tomaron
muestras de 200 uL a diferentes periodos de incubacion, las que se diluyeron mediante el
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agregado de 2 mL de hexano. 1 pL de esta solucion fue analizada por GC como se
describio en 3.2.3.

El porcentaje de conversion de los esteroles fue calculado a partir de la relacion de la suma
de las areas de los picos correspondientes a los esteres de los fitoesteroles y el estandar
interno al periodo de incubacion en que se tom6 la muestra con la misma relaciéon cuando

se alcanzo la conversion completa, como se muestra a continuacion.

(Z AgE/ )
CEF, (%) = 100 . ~e—n18t [Ec. 3.5]
t 0 . (Z AEE/ ) . N
Ars f
CEF; : Porcentaje de conversion de los fitoesteroles a tiempo “t”

(O_Arr/Ais):  :Cociente entre la suma de las areas de los picos de esteres de fitoesteroles
(EE) y el pico del tricosano (IS) obtenidas en el andlisis por GC de la

muestra recogida al tiempo de reaccion “t”.

(O Aer/As)r  :Misma relacion obtenidas del el analisis de la muestra final “f”,

correspondiente a la conversion completa.

Asimismo, se determino la composicion de la mezcla comercial de fitoesteroles mediante el
analisis por GC de una solucion en hexano (0,72 mg/ml) de dicha mezcla mediante el

método ya descripto.

3.2.6 Sintesis de laurato de glucosilo en solventes organicos convencionales

Se evaluo6 el desempeitio de la lipasa iCAL-B en la reaccion de transesterifiacion de laurato
de vinilo con glucosa en tres solventes organicos diferentes: acetonitrilo, acetona o 2-metil-
2-butanol; dado que la diferente solubilidad de sustratos y productos le confiere mayor
complejidad a esta reaccion. Para ello se prepararon tres viales de 15 mL conteniendo 200
mg de laurato de vinilo (0,88 milimoles), 150 mg de glucosa (0,83 milimoles), 20 mg de
lipasa iCAL-B y 10 mL de solvente. Los viales se incubaron a 50 °C y 250 rpm en agitador
orbital. Transcurridas 24 h de la reaccion se detuvo la agitacion y se tomaron muestras de
cada solucion para su analisis por cromatografia en capa fina (TLC). Se utilizé una placa de

silica gel G, la que se desarrolld con la mezcla de solventes cloroformo/metanol/acido
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acético/agua (70:20:8:2 vol), seguin método descripto por Degn et al. (1999). Como
referencia se sembro una solucion conteniendo la mezcla de glucosa, laurato de vinilo y
acido laurico. Luego de desarrollada, la placa se asperjo6 con la mezcla metanol/ac.
sulfurico/anisaldehido (50:50:0.5 vol) y se coloc6 en estufa a 140 °C para su revelado.
Alternativamente se repitio la incubacién en 2-metil-2-butanol al que previamente se lo
deseco mediante el agregado de tamices moleculares y 24 h de almacenamiento en esas
condiciones.

En este caso se tomaron muestras de 200 pL a diferentes periodos, las que se transfirieron a
un vial de 15 mL y este se llevo a sequedad bajo una corriente de N> para posteriormente
proceder a la silanizacion de los productos y su analisis por GC. Para ello, al vial seco se
agreg6 100 uL de piridina, 100 pL de reactivo silanizante (N,O-bistrimetilsilil acetamida
(BSA)) y trimetilclorosilano (TMCS) y fue llevado a 70 °C durante 30 min. Posteriormente
se agregd 7 mL de hexano y se tomo 1 pL para su andlisis por GC.

El andlisis se realizd en un equipo Shimadzu GC-2010, con inyector oncolumn PTV,
detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco METbiodiesel (15 m % 0.32
mm x 0.1 um). La temperatura inicial del programa fue de 160 °C seguida de un aumento

de la temperatura hasta 230 °C a 4 °C/min. Se utilizd6 N2 como gas portador a 70 kPa.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Actividad de las diferentes enzimas en hexano

En primer lugar, se procedié a determinar la actividad de las diferentes lipasas comerciales
disponibles utilizando una reaccion “modelo” (transesterificacion de laurato de vinilo y
metanol) en un medio organico relativamente “amigable” como el hexano. Se eligié laurato
de vinilo como sustrato ya que esto permite generar alcohol vinilico como producto de la
transesterificacion, el que se tautomeriza a acetaldehido, cuya temperatura de ebullicion es
inferior a la de la incubacion, lo que permite su evaporacion confiriéndole un caracter
irreversible a la reaccion (Figura 3.1).

La Figura 3.2 muestra, a modo de ejemplo, los cromatogramas correspondientes a las
muestras recogidas a los 40 y 300 min de incubacion en el caso de la catalisis con la lipasa
Lipozyme RM-IM. La desaparicion del pico correspondiente al laurato de vinilo a los 300

min de incubacién demuestra que la conversion de este a laurato de metilo se completo.
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CH3(CH2)10COOCH=CH2 + MeOH — CH3(CH2)10COOME + HOCH=CH2

Laurato de Vinilo Metanol Laurato de metilo Alcohol vinilico
Acetaldehido j\
(PE=21"°C) HsC H

Figura 3.1. Transesterificacion de laurato de vinilo con metanol

Dado que todas las incubaciones se realizaron a partir de una misma soluciéon madre de
sustratos y estandar interno, la relacion de areas entre el laurato de metilo y el estdndar
interno correspondientes a la reaccion completa (Arm/Ars)r es la misma para cualquier
incubacion. Esto resultdé muy conveniente dado que fue suficiente que la incubaciéon con
cualquiera de las lipasas estudiadas alcance el 100 % de conversion para determinar dicho
cociente y poder aplicar la Ec. 3.1 para cualquier otro caso, incluida la incubacion

catalizada por alguna otra lipasa en la que no se alcance la conversion completa.

A) (B)

1S LM ’ 1S J LM

4| ‘ e O |\ "N

Figura 3.2. Cromatogramas correspondientes al andlisis de dos muestras recogidas a diferentes periodos durante la
transesterificacion de laurato de vinilo con metanol catalizada por la lipasa comercial Lipozyme RM-IM: (4) 40 min de
incubacion, (B) 300 min de incubacion (reaccion completa)

La Figura 3.3 muestra el progreso de la conversion del laurato de vinilo al éster metilico

([Ec. 3.1]) durante su transesterificacion con metanol en medio hexano, catalizada por las

lipasas comerciales de Candida rugosa, Lipozyme TL-IM, iCAL-B y Lipozyme RM-IM.
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Figura 3.3. Evolucion de la conversion de laurato de vinilo a laurato de metilo durante su incubacion con metanol en
medio hexano, catalizada por las lipasas comerciales de Candida rugosa, Lipozyme TL-IM, iCAL-B y Lipozyme RM-IM

Se observa que las tres ultimas fueron las que mostraron mayor actividad catalitica,
permitiendo alcanzar conversiones a laurato de metilo de 53,8, 69,1 y 72,4 % a los 60 min
de reaccion, respectivamente, y superando en los tres casos el 90 % de conversion luego de
4 h de reaccion. En cambio, la lipasa de Candida rugosa evidencio una actividad muy
inferior.

La Tabla 3.1 muestra los valores de actividad especifica inicial (en umol de laurato de
vinilo esterificado por mg de lipasa por minuto) para cada una de las enzimas, determinada

a partir de la conversion alcanzada a los 10 min de incubacion.

Tabla 3.1: Actividad especifica inicial (AEo) determinada para las diferentes lipasas

en la catalisis de la transesterificacion de laurato de vinilo con metanol

. AE,
Lipasa i
(umol.mg'.min")
Lipozyme RM-IM 0.24
iCAL-B 0.20
Lipozyme TL-IM 0.13
Candida rugosa 43x107
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Estos resultados muestran que las tres lipasas inmovilizadas fueron las que permitieron
alcanzar la conversion completa o casi completa del laurato de vinilo, mostrando
actividades especificas del mismo orden frente a esta reaccion. En cambio, la lipasa no
inmovilizada resulté mucho menos activa, si bien mantuvo una actividad constante durante
todo el periodo de incubacion (Figura 3.3). Esto resulta coherente con el mejor desempeiio
que suelen presentar las enzimas inmovilizadas en solventes organicos frente al que
presentan las enzimas en su estado libre, dado que es conocido que la inmovilizacién
aumenta su estabilidad y en general potencia su actividad permitiendo una mayor
accesibilidad al sitio activo de la proteina (Rodrigues et al., 2013).

3.3.2 Sintesis de laurato de colesterilo en hexano

Si bien es del mayor interés la sintesis de ésteres de la mezcla comercial de fitoesteroles, se
optd por realizar los primeros ensayos utilizando un estdndar de colesterol como sustrato,
dada su similitud estructural con aquellos (Figura 3.4) y a los efectos de evitar la diversidad
de productos y sustratos y simplificar la identificacion de los mismos al momento del

analisis.

(¢) chole- (f) sito- (g) stigma- (h) campe- (1) brassica-

Figura 3.4. Estructura de quimica del colesterol y fitoesteroles

Se evaluo la eficiencia de la sintesis de laurato de colesterilo mediante la transesterificacion
de laurato de vinilo y colesterol en medio hexano, utilizando como catalizador la lipasa
iCAL-B, dado que fue una de las que mostr6 alta actividad catalitica en los ensayos

anteriores.
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Los resultados obtenidos mostraron una velocidad de conversion del colesterol muy lenta.
Mientras que en la transesterificacion con metanol catalizada por la lipasa iCAL-B el
laurato de vinilo alcanz6 una conversion de casi 80 % a las 2 h de reaccion (ver 3.3.1) en
este caso y en condiciones similares el colesterol alcanz6 una conversion de tan solo 0,9 %
luego del mismo periodo de incubacion. Prolongada la incubaciéon por un periodo de 72 h,
la conversion del colesterol alcanzada fue de tan solo el 14 %. Esta baja velocidad de
reaccion puede explicase por la mayor complejidad de la molécula que contiene la funcion
hidroxilo que participa del proceso (Figura 3.4) y un elevado impedimento estérico para

acceder al sitio activo de la enzima.

La Figura 3.5 muestra el cromatograma correspondiente al andlisis por GC de la muestra
obtenida a las 72 h de incubacion, donde se verifica la presencia de ambos reactivos atn sin
reaccionar y del laurato de colesterilo generado, pero también un pico adyacente al del
laurato de vinilo, el cual se verificd que correspondia al acido laurico. Este ultimo
obviamente s6lo puede ser resultado de la hidrélisis de laurato de vinilo catalizada por la
enzima, lo cual, si bien en principio podria sorprender ya que se trata de un medio anhidro,
puede explicarse por la actividad de agua propia del solvente que no fue deshidratado, asi

como las trazas de agua aportadas por el catalizador enzimatico.

Intensity

Laurgfo de vinilo
400000 fj Colesterol
300000+
200000+
A cido laurico
100000 Laurato dg colesterilo
[ L R
I T T T T T
0 10 20

min

Figura 3.5. Cromatograma obtenido en el andalisis por GC de la muestra recogida luego de 72 h de la mezcla de reaccion
en la transesterificacion de laurato de vinilo con colesterol llevada a cabo en hexano, catalizada por la lipasa iCAL-B
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Pese a su eventual baja concentracion, el agua es un nucleéfilo potente, lo cual sumado a la
eventual facilidad de acceso del laurato de vinilo al sitio activo del catalizador explica el
15,4 % de hidrdlisis alcanzado, practicamente el mismo valor que el porcentaje de

conversion del colesterol.

3.3.3 Sintesis de alquilatos de colesterilo de diferente largo de cadena en hexano

Dada la baja velocidad de formacion de laurato de colesterilo verificada en la incubacion de
colesterol con laurato de vinilo, debida posiblemente a la dificultad del colesterol para
acoplarse y alcanzar el centro activo del catalizador enzimatico, se decidid explorar el
efecto sobre la velocidad de reaccion del largo de cadena del otro sustrato, el grupo alquilo
participante del proceso. Dado que no se dispuso de una serie de alquilatos de vinilo, se
optd por comparar la eficiencia de la reaccion de esterificacion del colesterol con acidos
grasos saturados de diferente largo de cadena par (de C6:0 a CI18:0), en idénticas

condiciones que en el caso anterior (solvente, catalizador, temperatura, etc).

Si bien la naturaleza de la reaccion cambia con respecto al caso anterior, en que se estudid
la transesterificacion con un alquilato de vinilo, la esterificacion con acidos grasos libres
presenta la ventaja de que la ocurrencia en forma simultanea de la hidrdlisis del sustrato no
tiene lugar, proceso que compite con el proceso de interés y modifica las condiciones de

reaccion a lo largo del periodo de incubacion.

La Figura 3.6 muestra la evolucién de la conversion de cada uno de los &cidos grasos
durante 312 h de incubacion. Puede observarse que todas las conversiones aumentaron
conforme transcurri6 el tiempo de incubacion, lo que demuestra que la lipasa se mantuvo
activa durante todo el periodo de incubacion. Se observan ademas claras diferencias entre
las velocidades de conversion de los diferentes 4cidos grasos, mientras que al final del
periodo de incubacidon las mayores conversiones fueron las alcanzada por los acidos
caproico (C6:0) y caprico (C8:0), con valores de 36,3 y 32,3 %, respectivamente, el acido

estearico (C18:0) se convirti6 en s6lo 10,4 % en el mismo lapso.

Si bien esto podria sugerir que los acidos grasos mas cortos reaccionan mas eficientemente
que los mas largos, esto no se cumple en todo el rango de largos de cadena, por lo que en
principio no se puede afirmar que exista una relacion directa clara entre el nivel de

conversion alcanzado y el largo de cadena del 4cido graso. Sin embargo, si se considera por
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separado cada uno de los viales de incubacion, uno conteniendo los 4cidos C6:0, C10:0,
C14:0 y C18:0 y el otro los acidos C8:0, C12:0 y C16:0, en cada serie si se verifica que los
acidos grasos mas cortos reaccionaron mas eficientemente. Esto sugiere que efectivamente
tal tendencia existe y que podria ser resultado del mas eficiente acceso de los acidos grasos
mas cortos al sitio activo de la lipasa. Tal efecto competitivo se manifiesta en cada una de
las mezclas incubadas por separado, por lo que los resultados de una y otra no serian

comparables dado que son el resultado de dos incubaciones independientes.

40

C6:0
L €8:0

C12:0
C16:0

C10:0

% conversion

C14:0

C18:0

0 50 100 150 200 250 300 350

Periodo de incubacion (h)

Figura 3.6. Evolucion de la conversion de los diferentes dcidos grasos en la esterificacion con colesterol catalizada por
la lipasa i-CALB en medio hexano

Finalmente, resulta llamativo la baja velocidad del aumento de las conversiones en todos
los casos, lo que puede explicarse porque la esterificacion con acidos grasos libres, a
diferencia de la transesterificacion con alquilatos de vinilo, no cuenta con el efecto

potenciador de la eliminacion del alcohol vinilico generado, como se explicé anteriormente

(Figura 3.1).

3.3.4 Sintesis de ésteres de fitoesteroles en hexano
Una vez verificada la actividad de las diferentes lipasas en hexano en la transesterificacion
de laurato de vinilo con metanol y estudiada la sintesis de ésteres de colesterol catalizada

por la lipasa iCAL-B como reacciones modelo, se procedi6 a estudiar la actividad de las
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cuatro lipasas utilizadas en el mismo medio, pero frente a una reaccion destinada a la
obtencion de los ésteres de esteroles de interés. Se opto por la tansesterificacion con laurato
de vinilo dada la ventaja ya mencionada para este proceso frente a la esterificacion con el
acido graso libre.

En la Figura 3.7 se muestra la evolucion de la conversion total de los fitoesteroles contra el
periodo de incubacidn en la reaccion de transesterificacion de la mezcla de los mismos con
laurato de vinilo en exceso en medio hexano, catalizada por las enzimas comerciales

mencionadas anteriormente.

60

CE (%)

40

~O=iCAL-B
20 =O=Lipozyme TL-IM

—=O—Lipozyme RM-IM

—O=Candida rugosa

0 20 40 60 80 100
Tiempo de incubacién (h)

Figura 3.7. Evolucion de la conversion de una mezcla de fitoesteroles a sus respectivos lauratos durante su incubacion
con laurato de vinilo catalizada por las lipasas iCAL-B, Lipozyme TL-IM, Lipozyme RM-IM y Candida rugosa

Se observa que la lipasa que resulto mdas activa fue la Lipozyme TL-IM, que permitid
alcanzar préacticamente la conversion completa de los fitoesteroles luego de unas 20 h de
reaccion. Este resultado es coherente con su desempefio en la transesterificacion de laurato
de vinilo con metanol, ya que esta lipasa fue también una de las mas activas en la catélisis
de dicho proceso.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en la reaccién con metanol, la lipasa de Candida

rugosa fue la segunda en actividad catalitica, permitiendo superar el 90 % de conversion de
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los fitoesteroles luego de 45 h de reaccion. Este resultado fue muy llamativo dado que por
ser una lipasa no inmovilizada se esperaba un desempefio menos eficiente. Sin embargo,
también debe tenerse en cuenta que la lipasa de Candida rugosa no esta inmovilizada, por
lo que al carecer de soporte que “aporta peso” al catalizador, una muy elevada proporcion
de la masa de catalizador corresponde a la masa de enzima propiamente dicha (proteina),
por lo que la masa “real” de catalizador utilizada en las incubaciones con esta lipasa es
superior a la utilizada en las incubaciones donde se usaron las enzimas inmovilizadas.

Por el contrario, la lipasa iCAL-B, que habia mostrado una muy alta actividad catalitica en
la reaccion de transesterificacion de laurato de vinilo con metanol, permitiendo alcanzar
practicamente la conversion completa a laurato de metilo en 3 h de reaccion (Figura 3.3),
mostré una minima actividad en este caso, no alcanzandose el 1 % de conversion luego de
30 h de reaccion.

En el caso de la catalisis con Lipozyme RM-IM la conversion aumentd mas lentamente que
en los casos de las lipasas Lipozyme TL-IM y Candida rugosa, pero mostré6 un aumento
practicamente lineal en todo el periodo de incubacion, lo que sugiere que, si bien su
actividad catalitica fue relativamente moderada, esta se mantuvo constante.

Obviamente no es de esperarse que en la transesterificacion frente a sustratos como los
fitoesteroles las lipasas manifiesten una actividad similar a la determinada en
transesterificacion con metanol, pero las grandes diferencias en cuanto a la eficiencia
relativa entre las cuatro enzimas estudiadas resultaron llamativas.

Dada la caracteristica de especificidad de los catalizadores enzimaticos, un aspecto
adicional que resulta interesante verificar se relaciona con la existencia de algin grado de
preferencia de las diferentes lipasas estudiadas por alguno de los fitoesteroles de la mezcla,
considerando que las diferencias estructurales (Figura 3.8) podrian tener algin impacto

sobre este parametro.

CH3

CHs3

Brassicasterol [B-sitosterol Campesterol

Figura 3.8. Estructuras del brassicasterol, [-sitosterol y campesterol

33



La Figura 3.9 muestra la composicion porcentual de la fraccion de ésteres de fitoesteroles
durante el periodo de la reaccion catalizada por cada una de las lipasas. Los resultados
muestran que el porcentaje de cada uno de los ésteres se mantiene practicamente constante
durante todas las incubaciones y en valores similares a los porcentajes de los
correspondientes fitoesteroles en la mezcla de partida: 50,5 % P-sitosterol, 39,4 %
Campesterol y 10,1 % brassicasterol. Esto demuestra que ninguna de las enzimas presento
preferencia por alguno de los sustratos. Lo anterior puede relacionarse con las diferencias
estructurales que presentan los sustratos, que involucran el extremo de la molécula
diametralmente opuesto al hidroxilo, que es esterificado en la reaccion, por lo que la
interaccion de cualquiera de ellos con el centro activo de la lipasa tendra una probabilidad

proporcional a su concentracion en el medio de reaccion.
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Figura 3.9. Composicion de la fraccion de ésteres de fitoesteroles durante la reaccion de esterificacion de la mezcla de
fitoesteroles con laurato de vinilo catalizada por las cuatro lipasas estudiadas: laurato de [-sitosterilo (o), laurato de
campesterilo (A), laurato de brassicasterilo (0)
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Si bien estos ensayos permitieron verificar el nivel de actividad de las diferentes enzimas
comerciales disponibles, también dejo en evidencia que la actividad relativa de las mismas
puede modificarse drasticamente segun el tipo de reaccion y la naturaleza de los sustratos,
como era de esperar. Asimismo, el cambio de medio de reaccion seguramente jugara un rol
determinante sobre la actividad enzimadtica, por lo que resulta imprescindible evaluar

también el nivel de actividad en los diferentes DES de interés.

3.3.5 Sintesis de laurato de glucosilo en solventes organicos convencionales

Asi como se verifico que las lipasas fueron activas en reacciones que tienen como producto
¢ésteres de esteroles y ésteres de 4acidos grasos en solventes convencionales, resulto
interesante verificar su desempeflo en la sintesis de ésteres de azucares. En este caso se opto
por sustituir el hexano por solventes donde los azucares presenten una mayor solubilidad,
como acetonitrilo, acetona y 2-metil-2-butanol, los que ya fueron reportados por Arcens et

al. (2020) como posibles medios para reacciones que involucran a carbohidratos.

Se procedio6 entonces a verificar la posibilidad de sintetizar laurato de glucosilo en cada uno
de los solventes mencionados, mediante la transesterificacion de laurato de vinilo con
glucosa. Como catalizador se optd por la lipasa iCAL-B, dado que varias referencias la
describen como activa en la catalisis de la sintesis de diferentes ésteres de azucares, tanto
en solventes orgéanicos (Griininger et al., 2019) como en DES (Pohnlein et al., 2015;

Siebenhaller, Hajek et al., 2017; Siebenhaller et al., 2017) .

Luego de 24 h de reaccion el andlisis de los productos por TLC mostrd una incipiente
generacion de productos correspondientes a los lauratos de glucosilo de interés, siendo
relativamente mas intensa la mancha correspondiente a dichos productos en el sembrado de

la muestra incubada en 2M-2BuOH

Habiéndose verificado que la lipasa iCAL-B fue activa en la sintesis de lauratos de
glucosilo y su relativo mejor desempeio en 2M-2BuOH, se procedid a ensayar diferentes
métodos analiticos que permitieran cuantificar el grado de avance de la reaccion: HPLC,
TLC-escaner y GC). Entre ellos se opt6 por la cromatografia gaseosa, previa derivatizacion

de los productos de reaccion mediante silanizacion, como se describi6 en el punto “3.2.6”.

Asimismo, dado que por su polaridad el solvente elegido es capaz de contener agua en

cantidad importante que puede interferir en la reaccion de interés, se procedio a repetir la
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incubacion, pero con el solvente previamente deshidratado mediante su almacenamiento

con tamices moleculares.

La Figura 3.10 muestra el analisis por GC de los productos obtenidos en la incubacion de
glucosa y laurato de vinilo catalizada por iCAL-B en 2M-2BuOH deshidratado a las 72 h

de reaccion.
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Figura 3.10. Cromatograma obtenido en el andlisis por cromatografia gaseosa de los productos obtenidos luego de 72 h
de incubacion de laurato de vinilo con glucosa en 2-metil-2-butanol (deshidratado) catalizada por la lipasa iCAL-B

Los resultados indicaron que la glucosa fue esterificada totalmente y que se produjeron
mono-, di- y trilauratos de glucosilo, de mayor a menor proporcion en este orden.

Esto permiti6 verificar que la enzima fue activa en la sintesis de interés y ademas, disefiar
una herramienta analitica que permitird medir el grado de conversion en los ensayos de

interés en medio DES.

3.4 Conclusiones
Los resultados obtenidos en este capitulo permitieron determinar y comparar la actividad de
diferentes lipasas comerciales en hexano en reacciones modelo y en varias de las reacciones

de interés a estudiar en esta tesis.
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En la transesterificacion de laurato de vinilo con metanol, como era de esperarse, las tres
lipasas inmovilizadas (Lipozyme RM-IM, iCAL-B y Lipozyme TL-IM) mostraron una
mayor actividad catalitica que la lipasa soluble de Candida rugosa. Sin embargo, esta
ultima mostré una muy alta actividad catalitica en la transesterificacion de laurato de vinilo
con una mezcla de fitoesteroles, comparable a la desarrollada por la inmovilizada

Lipozyme TL-IM.

Una de las enzimas que aparece como la mas atractiva es la iCAL-B, ya que mostré un muy
buen desempefio en la mayoria de las reacciones estudiadas. Particularmente, en el caso de
la esterificacion de acidos grasos libres con colesterol catalizada por esta enzima se verificd

una mayor eficiencia en la esterificacion con los dcidos de menor largo de cadena.

Si bien debe esperarse un comportamiento diferente de estas lipasas cuando en lugar de
utilizarlas en solventes orgénicos se las exponga a un medio DES, los resultados obtenidos
constituyen un punto de partida fundamental para conocer el desempefio de las mismas

frente a las diferentes reacciones de interés.
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CAPITULO 4
DESEMPENO DE LAS LIPASAS
DE INTERES EN MEDIO DES

4.1 Introduccion
Se ha demostrado la viabilidad del uso de solventes tipo DES como medio de reaccion en
catalisis enzimdtica y que en algunos casos incluso potencian la actividad, estabilidad,

enantioselectividad y regioestabilidad de ciertas enzimas (Cao et al., 2022a).

Existen variables que deben ser tenidas en cuenta a la hora de utilizar DES como solventes
en este tipo de reacciones. Entre ellas la naturaleza de los donadores de enlaces de
hidrogeno (HBD) que componen al DES, ya que esto es determinante sobre las propiedades
fisicas de los mismos, entre ellas la viscosidad, la cual afecta los fendémenos de
transferencia de masa de reactivos y productos y por ende la eficiencia de las reacciones (P.

Xu et al., 2017).

Por estos motivos es esperable que existan combinaciones sustrato/lipasa/DES capaces de
ofrecer un sistema conveniente para maximizar el rendimiento de un proceso de interés,

mientras que existirdn otras combinaciones menos eficientes.

Por lo tanto, asi como se estudiaron reacciones “modelo” en un solvente orgéanico
convencional, resulta imprescindible estudiar el efecto de reemplazar este solvente por los

DES de interés de este trabajo.

Uno de los parametros relevantes sobre el desempefio de catalizadores enziméaticos en
medio DES lo constituye la actividad de agua. Es conocido que el contenido de agua en el

DES es determinante sobre la actividad y estabilidad de proteinas.

Naturalmente el agua puede actuar como donador y aceptor de enlaces de hidrégeno debido
a su alta polaridad y es por este motivo que es capaz de interaccionar con los distintos
componentes higroscopicos de los DES (El Achkar et al., 2019). La red de enlaces de
hidrégeno que compone a los DES hace que estos sean altamente higroscopicos y miscibles
en agua, por lo que es inevitable su presencia en estos (Hammond et al., 2017). El agua en

DES rompe los enlaces de hidrogeno que lo constituyen lo que provoca mayor movilidad
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ionica de sus componentes. Este fendmeno condice a un descenso del punto de fusion, la
densidad y la viscosidad del DES. Por lo tanto, el estudio del comportamiento de los DES
en presencia de agua es relevante ya que ademas esta influye en la reproducibilidad de los

resultados (Hammond et al., 2017).

Es de esperarse que exista un rango de hidratacion de DES en el cual este pase de ser una
mezcla eutéctica a una solucion acuosa. En la investigacion llevada a cabo por Hammond et
al. (2017) se estudiaron distintas proporciones de agua en el DES ChCl:urea mediante
dispersion total de neutrones y potencial empirico de refinamiento estructural.. El trabajo
demostré que relaciones molares de agua/ChCl menores o iguales a 1 fortalecian los
enlaces entre el ChCl y la urea, valores entre 2 y 10 los debilitaban sin causar la disrupcion
del DES, mientras que una relacion superior a 15 las interacciones entre los componentes

del DES se anulaban y el sistema se convertia en una solucion acuosa.

En el mismo sentido, Durand et al. (2014) demostraron que ese mismo DES puede integrar
a su red de enlaces de hidrogeno una cantidad de agua correspondiente a la relacion molar
agua/ChCl de 1,75, la cual no estaria totalmente disponible para actuar en la necesaria

hidratacion de la enzima.

En este capitulo se estudié el desempefio en diferentes solventes DES tipo III basados en
cloruro de colina de las lipasas comerciales mencionadas en el capitulo anterior. Por lo
mencionado anteriormente, se estudié también el efecto de la concentracion de agua en el

medio de reaccion.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Materiales

Todos los solventes, reactivos, estandares analiticos y las enzimas comerciales fueron
adquiridas a la firma Sigma—Aldrich (Burlington, MA, Estados Unidos). Se utilizaron las
lipasas de Candida rugosa, de T. lanuginosus inmovilizada (Lipozyme® TL-IM,

inmovilizada), y la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (iCAL-B).
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4.2.2 Sintesis de los DES

El cloruro de colina (ChCl) y los diferentes HBD (1,4-butanodiol, glicerol, isosorbida y
urea) fueron secados en desecador a vacio con silica gel durante 48 h previo a su uso. Los
componentes de los distintos DES se combinaron en un matraz hermético segun la relacion
molar mostrada en Tabla 4.1. La mezcla se mantuvo en un agitador orbital a 60 °C y 250
rpm hasta que se verifico la integracion de ambos componentes, evidenciada por la

formacion de una fase liquida limpida.

Tabla 4.1: Componentes HBD de los DES formados derivados del ChCl, y relacion molar HBD/ChCI

Solvente HBD (HBD/ChCl)moar

1,4-Butanodiol
DES 1 3

HO\/\/\OH

Glicerol

DES 2 oH 2

HO.__J_oH

Isosorbida
DES 3 &g 2
\ o

DES 4 o 2

4.2.3 Transesterificacion de laurato de vinilo con metanol en DES 2

Se agregd 50 mg (0,2 mmol) de laurato de vinilo, metanol en exceso 250 pL (6,2 mmol), 5
g de DES 2 y 20 mg de enzima a un vial de 15 mL, el cual se incubd durante 5 h en un
agitador orbital a 200 rpm y 45 °C. Se tomaron muestras de 400 pL a diferentes periodos de
incubacion, las que se transfirieron a un vial conteniendo 2 mL de agua, el que se agito en
vortex, a los efectos de generar la disrupcion del DES. Posteriormente se agreg6 1 mL de

hexano y se repitid la agitacion. Se tomd 1 pL de la fase organica para su analisis por GC.
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Alternativamente se realizaron incubaciones en idénticas condiciones, pero utilizando
agitacion magnética, a los efectos de comparar la eficiencia de ambas modalidades de

agitacion.

Los analisis se realizaron en un equipo Shimadzu GC-14B, equipado con detector FID y
columna capilar SP 2330 (25 m x 0.5 mm x 0.25 um). La temperatura del horno se
program6 desde 160 hasta 230 °C a una velocidad de calentamiento de 4 °C/min.

La conversion de laurato de vinilo fue determinada a partir de las areas de picos de laurato

de metilo y laurato de vinilo tal como se muestra a continuacion.

c _ (Apmt
Conversion LV =100 . Bt ALY, [Ec. 4.1]

Conversion LV: Porcentaje de conversion del laurato de vinilo a tiempo “t”

(ALt . Area de pico de laurato de metilo (LM) obtenida en el analisis por GC de

la muestra recogida al tiempo de reaccion “t”.

(Appm + ArLy)i: Suma de las areas de picos de laurato de metilo y laurato de vinilo

obtenidas a tiempo “t”.

Las incubaciones con cada modalidad de agitacion se realizaron por triplicado y se

informaron los resultados promedio.

4.2.4 Desempefio de la lipasa iCAL-B en la sintesis de ésteres de colesterol en los
diferentes DES

Se agregd laurato de vinilo en exceso 50 mg (0,2mmol), 10 mg (0,03 mmol) de colesterol,

10 mg de tricosano (0,03 mmol, utilizado como estandar interno), 3 g de DES (DES 1, 2, 3

0 4)y 10 mg de lipasa iCAL-B en viales de 15 mL, los cuales se incubaron a 45 °C durante

48 h en agitacion orbital a 200 rpm.

Alternativamente se repitio la incubacion en medio DES 4, en las mismas condiciones pero
con un exceso mayor de laurato de vinilo (100 mg) y con el doble de lipasa, la que se

prolong6 por un periodo de 144 h.
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En todos los casos se tomaron muestras de 200 pL a diferentes periodos de incubacion. Las
mismas se diluyeron en 1 mL de agua, se agito, se agregé 2 mL de hexano y se repitio la

agitacion. Se tomo 1 pL de la fase organica para su analisis por GC.

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu GC-2010, equipado con inyector on-
column PTV, detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco MET-
biodiesel (14 m x 0.53 mm x 0.16 um, con una precolumna integrada de 2 m x 0.53 mm
[.D.). Las temperaturas del inyector y el horno siguieron el mismo programa, que se inicio
en 80 °C seguido de un calentamiento a 10 °C/min hasta 350 °C. Se utilizé N> como gas

portador a 70 kPa.

La conversion de colesterol fue determinada a partir de las areas de picos de laurato de

colesterilo y colesterol tal como se muestra a continuacion.

., . (AL
Conversiong, = 100 . (ALc+AQ): [Ec. 4.2]

Conversionc,: Porcentaje de conversion de colesterol a tiempo “t”

(AL . Area de pico de laurato de colesterilo (LC) obtenida en el analisis por GC

de la muestra recogida al tiempo de reaccion “t”.

(ALc + Ac); : Suma de las areas de picos de laurato de colesterilo y colesterol obtenidas

a tiempo “t”.

4.2.5 Efecto de la concentracion de agua en el DES 4 en el desempefio de la lipasa iCAL-
B en la transesterificacion de laurato de vinilo con colesterol

Se procedid de la misma manera que se describid en el punto anterior en el caso del medio

de reaccion DES 4 (ChCl/urea), pero realizando diferentes agregados de agua,

correspondientes a las relaciones molares agua/ChCl (R) iguales a 1, 1,5 o 2.

El mismo analisis por GC descripto en el punto anterior permitié determinar el porcentaje

de hidrdlisis de laurato de vinilo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% hidrolisis = 100 x —2AL [Ec. 4.3]

Apv+AaL

Aar:  Area del pico del cromatograma correspondientes al acido laurico.
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Arv:  Area de pico del cromatograma correspondientes al laurato de vinilo.

4.2.6 Desempefio de la lipasa iCAL-B en la esterificacion de acido laurico con colesterol
en DES 4

Se agregd acido laurico en exceso 50 mg (0,25 mmol), 10 mg de colesterol (0,03mmol), 10
mg de tricosano (0,03 mmol utilizado como estandar interno), 3 g de DES y 20 mg de
lipasa a 3 viales de 15 mL. A cada uno de los viales se les agreg6 1, 1,5, o 2 moles de agua
por mol de ChCIl. Los viales se incubaron a 45 °C durante 24 h en agitacion orbital a 200
rpm. Se tomaron muestras de 200 pL a diferentes periodos de incubacion. Las mismas se
diluyeron en 1 mL de agua y se agitd con vortex, luego se agregd 2 mL de hexano y se
repitio la agitacion. Se dejo decantar unos segundos hasta separacion de las fases y se tomo

1 uL de la fase orgéanica para su analisis por GC.

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu GC-2010, equipado con inyector on-
column PTV, detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco MET-
biodiesel (14 m % 0.53 mm x 0.16 um, con una precolumna integrada de 2 m x 0.53 mm
[.D.). Las temperaturas del inyector y el horno siguieron el mismo programa, que se inicid
en 80 °C seguido de un calentamiento a 10 °C/min hasta 350 °C. Se utilizé N2 como gas

portador a 70 kPa.

La conversion de colesterol fue determinada a partir de las areas de picos de laurato de

colesterilo y colesterol tal como se muestra a continuacion.

., _ (ALc)
Conversiong, =100 . rotAd [Ec. 4.4]

Conversionc, : Porcentaje de conversion de colesterol a tiempo “t”

(ALc): . Area de pico de laurato de colesterilo (LC) obtenida en el analisis por GC

de la muestra recogida al tiempo de reaccion “t”.

(Arc + Ac); : Suma de las areas de picos de laurato de colesterilo y colesterol obtenidas

a tiempo “t”.
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Transesterificacion de laurato de vinilo con metanol en DES 2

La viscosidad del medio de reaccion puede ser un factor determinante sobre la eficiencia de
una reaccion dado su efecto sobre los fenomenos de transferencia de masa (H. Zhao et al.,
2011a). Esto es especialmente importante en procesos que transcurren en sistemas
heterogéneos, como en el caso de este trabajo en que se ensayaron varios catalizadores

solidos.

Dado que la viscosidad de los DES suele ser muy superior a la de los solventes
convencionales, estos fenomenos deben ser considerados cuando se los pretende estudiar
como medio de reaccion. Asimismo, los valores de viscosidad son muy variables con la
naturaleza del DES. Por ejemplo, la viscosidad del DES 2 (ChCl/glicerol) a 50 °C es algo
inferior a 80 mPa.s, mientras que a la misma temperatura la viscosidad del DES 4

(ChCl:urea) es cercana a 120 mPa.s (H. Zhao et al., 2011b).

Para minimizar la resistencia a la transferencia de masa, debera seleccionarse un sistema de
agitacion adecuado, que permita generar una eficiente turbulencia en el medio de reaccion.
Por este motivo se decidid ensayar dos modalidades de agitacion, la agitacion orbital que se

usé en los ensayos en solventes organicos y agitacion magnética.

Para esto se selecciond el DES 2 ya que presenta una viscosidad moderada en comparacion
con los otros DES estudiados y la enzima comercial Lipozyme TL-IM, la cual mostr6é una
elevada actividad en la reaccion modelo de transesterificacion de laurato de vinilo con
metanol en hexano, (Capitulo 3, seccion 3.3.1), que es la misma reaccién modelo a estudiar

en este caso.

En la Figura 4.1 se muestran los resultados de conversion de laurato de vinilo durante su
transesterificacion con metanol catalizada por Lipozyme TL-IM en medio DES 2, llevada a
cabo con agitacion magnética u orbital. En primer lugar, se observa que,
independientemente de la forma de agitacion utilizada, la enzima fue capaz de expresar su
actividad catalitica en este solvente, de caracteristicas muy diferentes a la de los solventes

organicos convencionales.
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Se observa también que se alcanzaron conversiones cercanas a 70 % en un periodo de 5 h

de reaccion y se verifico que el avance de la reaccion fue similar con los distintos tipos de

agitacion.
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Figura 4.1. Evolucion de la conversion del laurato de vinilo durante su transesterificacion con metanol en medio DES 2,
catalizada por la lipasa lipozyme TL-IM, utilizando dos modalidades de agitacion (magnética y orbital)

Estos resultados demuestran que la agitacion magnética no parece ofrecer una ventaja real
frente a la agitacion orbital. Esto, sumado a que el agitador orbital permite incubar un
mayor numero de viales en forma simultdnea y que, a diferencia de la agitacion magnética,
no provoca ningun efecto erosivo sobre el soporte sélido de la enzima, determin6é que en
adelante las incubaciones en medio DES se continuaran realizando utilizando agitacion

orbital.

Definida la modalidad de agitacion, se evalud la actividad de las lipasas de Candida rugosa
e iCAL-B en el DES 2 frente a la misma reaccidn, ya que ambas lipasas habian mostrado

diferente actividad catalitica en medio hexano frente a esta reaccion (3.3.1).
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En la Figura 4.2 se muestra el progreso de la conversion del laurato de vinilo cuando su
transesterificacion se catalizo por estas dos lipasas, junto con el mostrado en la Figura 4.1
para la Lipozyme TL-IM. Se observa que la lipasa de Candida rugosa fue totalmente
inactiva en las condiciones de reaccion, mientras que la lipasa iCAL-B fue la mas activa,
permitiendo alcanzar una conversion del laurato de vinilo en de 80,4 % a las 6 h de

incubacion.
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Figura 4.2. Evolucion de la conversion del laurato de vinilo durante su transesterificacion con metanol en medio DES 2,
catalizada por las lipasas Lipozyme TL-IM, Candida rugosa e iCAL-B

Esta misma reaccion catalizada por la lipasa de Candida rugosa llevada a cabo en hexano,
alcanz6 una conversion del 21,5 % a las 5,5 h de reaccion, lo que demuestra que la misma
es capaz de catalizar dicha reaccion, sin embargo, la actividad nula mostrada en el DES 2
claramente sugiere que este solvente en las condiciones estudiadas ejerce un drastico efecto

negativo sobre su actividad.
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Para el caso esta reaccion en medio hexano catalizada por la enzima Lipozyme TL-IM la
conversion alcanzada a las 5 h de reaccidon fue cercana a la conversion completa, mientras

que llevada a cabo en el solvente DES 2 alcanzé un valor medio del 69,3 %.

En el caso de la enzima iCAL-B, en medio hexano permitié también alcanzar una
conversion cercana al 100 % luego de 4 h de incubacion, mientras que en el DES 2

conversion alcanzada fue de 80,4 % luego de 6 h de reaccion.

Estos resultados muestran que el desempefio de las tres enzimas en la catdlisis de esta
reaccion fue superior en medio hexano que en el medio DES 2. Asimismo, al igual que en
hexano, se vuelve a verificar un mejor desempefio de las dos lipasas inmovilizadas que el
de la lipasa libre, diferencia ain mas notoria en medio DES 2, ya que esta ultima se

inactivo totalmente.

Si bien estos resultados indican un peor desempefio de las lipasas estudiadas en la reaccion
modelo seleccionada en el medio DES 2 que en hexano, existen reportes que evidencian
que es posible que ocurra el efecto contrario. Por ejemplo, la transesterificacion de valerato
de etilo con 1-butanol catalizada por la lipasa B de Candida antarctica liofilizada fue mas
eficiente cuando se realiz6 en medio DES formado por ChCI y glicerol que cuando se
desarrollo en tolueno (Gorke et al., 2008). Por lo que debe considerarse que el desempefio
de las lipasas en un medio DES depende de la naturaleza del solvente y de las

caracteristicas de los sustratos y el tipo de reaccion.

4.3.2 Desempefio de la lipasa iCAL-B en la sintesis de ésteres de colesterol en los
diferentes DES

Considerando la alta actividad de la lipasa iCAL-B en la catélisis de la transesterificacion

del laurato de vinilo con metanol en el DES 2, se procedi6 a estudiar la transesterificacion

con colesterol en lugar de metanol, de manera de utilizar un sustrato con mayor

complejidad estructural. Asimismo, resultd interesante ensayar también los demas DES

seleccionados (Tabla 4.1), de manera de evaluar el efecto de los diferentes medios de

reaccion sobre la actividad enzimatica.

La Figura 4.3 muestra la conversion de colesterol a laurato de colesterilo durante el

transcurso de la incubacion en los diferentes solventes. Se observa que la mayor conversion
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fue la que result6 de realizar la reaccion en medio DES 4, alcanzando al 9,0 % a las 48 h de
reaccion. Este resultado sugiere que en las condiciones ensayadas el desempefio de la lipasa
iCAL-B en el DES 4 frente a esta reaccion no fue notoriamente diferente al que mostré en
la catalisis de la misma reaccion en medio hexano, donde permitio alcanzar una conversion
del colesterol del 14,0 % a las 72 h de reaccion (Capitulo 3, seccion 3.3.2.). Si bien en ese
caso no se determind la conversion alcanzada a las 48 h de reaccion, si se supone una
evolucion lineal de la conversion, a las 48 h corresponderia una conversion del 9,3 %,

estimacion muy aproximada pero que permite comparar ambas situaciones.

En cambio, cuando la incubacion se realizd en los DES 1, 2, o 3 los valores de conversion
alcanzados a las 48 h de incubacién fueron notoriamente inferiores a los alcanzados en el
DES 4 (0, 1,2 y 3,3 %, respectivamente).

Estos resultados fueron en principio llamativos, en particular la ausencia de actividad
enzimatica en el caso de la incubacidn realizada en el DES 1, el cual ha sido reportado
como un solvente relativamente amigable para procesos que involucran catalizadores
enzimaticos, pero también la baja actividad verificada en los DES 2 y 3.

Sin embargo, el andlisis por GC de los productos de reaccion obtenidos en estos tres
solventes mostro, ademas del pico del producto de interés (laurato de colesterilo), picos
significativos correspondientes a los lauratos de cada uno de los HBD componentes del
DES: mono- y dilaurato de butilo (DES 1), mono-, di- y trilaurato de glicerilo (DES 2) y
mono- y dilaurato de isosorbida (DES 3). Por lo tanto, debe considerarse que los resultados
de la Figura 4.3 no son totalmente representativos de la actividad relativa de la enzima en
cada uno de los solventes estudiados, sino que involucran también la preferencia relativa de
la enzima por los dos sustratos disponibles en el medio; el colesterol y el HBD
correspondiente.

La reactividad del componente HBD ya ha sido mencionada en trabajos previos tal como se
menciona en el Capitulo 1, y obviamente puede condicionar la viabilidad del uso de DES
cuyos componentes potencialmente puedan competir con la reaccion de interés. Si bien es
de esperar que la fuerte interaccion HBD-HBA mantenga capturado al componente HBD y
disminuya su disponibilidad para participar de cualquier reaccién, los resultados
demuestran que dada su elevada concentracion, una pequenia fraccion del mismo liberada al

medio puede representar una concentracion significativa frente a un sustrato relativamente
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diluido, lo que lo puede posicionar como un competidor en el proceso de interés. Este
aspecto, por su trascendencia, requirid de un estudio mas detallado que sera desarrollado en
el capitulo siguiente.

Asimismo, que el DES 4, constituido por urea, un compuesto conocido por su capacidad
para promover la desnaturalizacién de proteinas y en consecuencia inactivar catalizadores
enzimaticos (Durand et al., 2014; Gorke et al., 2008), haya sido el solvente donde la lipasa
1CAL-B result6 mas activa, sugiere que la fuerte interaccion urea-ChCl mantiene a la urea

impedida de actuar sobre la proteina y expresar su efecto desnaturalizante.

10

Conversion ¢, (%)
(%]
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Periodo de incubacién (h)

Figura 4.3. Evolucion de la conversion de colesterol durante su transesterificacion con laurato de vinilo en medio DES 1,
2, 3, v 4, catalizada por la lipasa iCAL-B

El andlisis de los productos mostrd también la presencia de 4cido laurico, lo que demostro
la ocurrencia de hidrdlisis de laurato de vinilo catalizada por la lipasa, lo que pudo ocurrir
debido a la presencia de trazas de agua en el medio de reaccidn, pese a que se trabajo con
los componentes del DES previamente desecados. Por este motivo se repitio la incubacion
en el DES 4 por un periodo de tiempo mas prolongado y con un mayor exceso de laurato de
vinilo (100 mg, 1600 % exceso), de manera de asegurar la existencia de una elevada

concentracion de sustrato durante todo el periodo de reaccion. En este caso, ademas de la
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evolucion de la conversion de colesterol a laurato de colesterilo se determind también el

porcentaje de hidrolisis del LV (Figura 4.4).

Los resultados muestran que ambos valores se incrementaron progresivamente con el
periodo de incubacion. Debe considerarse que el aumento en el porcentaje de hidrolisis del
LV implica la modificacion de las condiciones de reaccion, sustituyendo uno de los
reactivos de la transesterificacion de interés por otro, el acido laurico, que eventualmente
podria contribuir a la generacion del producto de interés, pero en una reaccién de otra

naturaleza, la esterificacion con el colesterol.

Se observa que el mayor valor de porcentaje de conversion de colesterol a laurato de

colesterilo fue del 14,2 %, obtenido luego de 144 h de incubacion.
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Figura 4.4. Evolucion la hidrolisis del laurato de vinilo y de la conversion del colesterol durante la transesterificacion en
medio DES 4 catalizada por la lipasa iCAL-B

4.3.3 Efecto de la concentracion de agua en el DES 4 en el desempefio de la lipasa iCAL-
B en la transesterificacion de laurato de vinilo con colesterol

Conocido el efecto del agua sobre la actividad enzimatica en medio DES resultd necesario

determinar la actividad de la lipasa iCAL-B en la transesterificacion de laurato de vinilo

con colesterol en medio de reaccion DES 4 con diferentes agregados de agua. Para ello se
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repitio el ensayo en las condiciones del punto anterior, pero con diferentes concentraciones
de agua en el medio, correspondientes a las relaciones molares agua/ChCl (R) iguales a 1,

1,502.

Las incubaciones se prolongaron por un periodo de 72 h, transcurrido el cual no se verifico
formacién de laurato colesterilo. Sin embargo, se detect6 la rapida acumulacion de acido
laurico en el medio de reaccion, lo que demostrd que la presencia de agua en el medio de
reaccion desencadeno la rapida hidrélisis del laurato de vinilo catalizada por la lipasa
1CAL-B, alcanzandose practicamente la hidrolisis total hacia el final del periodo de
incubacion. La Figura 4.5 muestra que los porcentajes de hidrolisis crecieron durante el
transcurso del tiempo de incubacion y que a mayor concentracion de agua en el medio de

reaccion mayor fue la velocidad de hidrdlisis.
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Figura 4.5. Evolucion del porcentaje de hidrolisis del laurato de vinilo durante su incubacion con colesterol en medio
DES 4 con agregado de agua a niveles R = 1, 1,5 o 2, en presencia de la lipasa iCAL-B

Estos resultados indican que en el medio DES 4 la presencia de agua potencia la hidrélisis
del laurato de vinilo, verificada anteriormente en este solvente anhidro, pero no permitiendo
en este caso la generacion de laurato de colesterilo. Posiblemente no soélo la actividad de

agua en el medio sino también el mas rapido acceso del laurato de vinilo al centro activo de
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la enzima, de mayor difusividad y menos impedido estéricamente que el colesterol,

determinen que su hidrolisis prevalezca frente a la transesterificacion de este ultimo.

4.3.4 Desempefio de la lipasa iCAL-B en la esterificacion de acido laurico con colesterol
en DES 4

En base a los resultados obtenidos en el punto anterior, se decidio estudiar la viabilidad de
la reaccion partiendo de acido laurico como sustrato, de esta manera se analizaria la
esterificacion del colesterol a laurato de colesterilo. Si bien ya se menciond la ventaja que
representa el LV como sustrato (Figura 3.1), los resultados del punto anterior mostraron la
prevalencia de su hidrdlisis por sobre su transesterificacion con colesterol, por lo que su
ausencia en el medio de reaccidén podria favorecer la esterificacion del colesterol con el

acido laurico.

Para comprobar esto se llevo a cabo la determinacion de la actividad de la lipasa iCAL-B
en la esterificacion de acido laurico con colesterol en medio de reaccion DES 4, con

agregado de agua a niveles correspondiente a R =1, 1,5, 0 2 (moles de agua/ mol de ChCl).

Las incubaciones se prolongaron por 24 h, pero independiente del contenido de agua, se
detectd la formacion de minimas trazas de laurato de colesterilo. Estos resultados
permitieron concluir que la esterificacion con AL no es viable para a generacion de laurato
de colesterilo en este medio de reaccion catalizada por la iCAL-B. En definitiva, estos
resultados son coherentes con los resultados del punto anterior (4.3.3), ya que la rapida
hidrdlisis del LV verificada en esos ensayos implican un medio rico en AL, que tampoco

condujo a la generacion del éster de colesterol.
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4.4 Conclusiones
Como era de esperar los resultados obtenidos en este capitulo y el anterior demostraron que
las lipasas estudiadas desarrollaron diferente actividad catalitica frente a las mismas

reacciones en medio DES y en solventes organicos.

En particular, todas las lipasas estudiadas resultaron mas activas en la catalisis de la
transesterificacion de laurato de vinilo con metanol en medio hexano que en el DES

ChCl/glicerol (DES 2).

En la sintesis de laurato de colesterilo se obtuvieron resultados positivos cuando se la
realizdé mediante transesterificacion de colesterol con laurato de vinilo, no asi cuando se la

realizé mediante esterificacion con acido laurico.

En esta transesterificacion catalizada por la lipasa iCAL-B el mayor porcentaje de
conversion de laurato de vinilo a laurato de colesterilo se presentd en la reaccion llevada a

cabo en el DES 4, seguido por los DES 3,2y 1.

Estos resultados no pueden atribuirse tinicamente a la diferente actividad de esta enzima en
los diferentes solventes, ya que la presencia en los productos de ésteres de los HBD de los

DES 1, 2 y 3 indic6 la ocurrencia de reacciones competitivas con la sintesis de interés.

El agregado de agua al medio de reaccion DES 4 en las proporciones correspondientes a
moles de agua/ mol de ChCl (R) = 1,0, 1,5, 0 2,0 produjo un aumento en el porcentaje de
hidrolisis del laurato de vinilo sin mejorar el rendimiento en laurato de colesterilo obtenido
en medio anhidro. Dado el conocido efecto determinante del agua sobre la eficiencia de las
reacciones enzimaticas en medio DES, este aspecto serd desarrollado con més profundidad

en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 5
REACTIVIDAD DE LOS COMPONENTES DEL DES Y EFECTO
DE LA CONCENTRACION DE AGUA

5.1 Introduccion

Es comtn que el componente HBD del DES posea en su estructura radicales hidroxilo,
capaces de conferirle la habilidad de “donar” uno o mas atomos de hidrogeno capaces de
generar enlaces con el componente HBA dando origen a la interaccion necesaria para que
ocurra la depresion eutéctica en la temperatura de fusion que los caracteriza. Obviamente la
presencia de hidroxilos en la molécula del HBD lo convierte en un potencial sustrato, capaz
de participar en reacciones de esterificaciéon o transesterificacion que se pretendan

desarrollar en el solvente DES.

Si bien en principio la fuerte interaccion entre ambos componentes del DES limita la
disponibilidad de los mismos para participar en las reacciones que se desarrollan en dicho
medio (Durand et al., 2012), varios factores seran determinantes sobre tal posibilidad. En
primer lugar, debe considerarse que, dado que se trata de los componentes del solvente, el
HBD se encuentra siempre en muy alta concentracion, varios 6rdenes superior a la de los
sustratos de interés, lo que favorecera su tendencia a reaccionar. Asimismo, es conocido
que la actividad de agua en el medio debilita el grado de interaccion entre los componentes
del DES, dada su capacidad de generar enlaces de hidrégeno con ambos componentes,
pudiendo desencadenar la “disrupcion” del DES cuando alcanza una concentraciéon muy

elevada (Hammond et al., 2017).

Si bien se han reportado casos en que una fuerte red de enlaces de hidroégeno entre los
componentes del DES es suficiente para evitar la participacion del HBD en la reaccion de
interés, los factores antes mencionados, combinados o no, pueden conducir situaciones muy
diferentes donde incluso a que la concentracion del producto derivado del HBD sea atn

mayor que la del producto de interés (Pdtzold et al., 2019).
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Por ejemplo, se ha reportado que cuando la transesterificacion de valerato de etilo con 1-
butanol catalizada por la lipasa B de Candida antarctica liofilizada se realizd en los dos
DES diferentes formados por el cloruro de etilamonio combinado con etilenglicol o con
glicerol, ambos HBD se comportaron de manera muy diferente. En el caso del etilenglicol
se verifico una competitividad importante, siendo el valerato de etilo convertido en un 31 %
a monovalerato de etilenglicol y en un 23 % a valerato de butilo. Si bien la concentracion
del éster del HBD super6 levemente a la del producto buscado, resulta llamativo que la
diferencia no fuera ain mayor, considerando que el etilenglicol se encontraba en una
concentracion 25 veces superior que la del 1-butanol. En cambio, en la incubacion realizada
en el otro DES la conversion del sustrato a valerato de butilo superd el 90 % mientras que

los ésteres del glicerol no superaron el 0,5 % del producto (Gorke et al., 2008).

La reactividad del HBD se ha identificado como uno de los factores mas importantes a la
hora de considerar la conveniencia de utilizar los DES como medio de reaccion. Esto no
s6lo se debe a que involucra reacciones secundarias que compiten con la reaccion de
interés, sino que ademas la composicion del mismo DES puede modificarse como
consecuencia de las mismas, modificando las propiedades del solvente (Durand et al.,

2012).

Sin embargo, existen ejemplos en los que la reactividad del HBD lejos de ser un problema
ha sido convenientemente aprovechada. Efectivamente, una estrategia interesante que se ha
aplicado con éxito consiste en utilizar un DES tal que su componente HBD sea a su vez uno
de los reactivos de interés del proceso, por lo cual el DES cumple la doble funcion de
solvente y sustrato. Se ha reportado por ejemplo la sintesis enzimdatica de hexanoato de
glucosa mediante la incubacion de hexanoato de vinilo en medio ChCl/glucosa (1:1)
catalizada por la lipasa iCAL-B (Péhnlein et al., 2015). Esta misma lipasa ha sido aplicada
con ¢éxito en la sintesis de diferentes ésteres de varios azucares mediante procesos de
transesterificacion conducidos en solventes generados por la combinacion de cloruro de

colina con el aztcar respectivo (Siebenhaller et al., 2017).
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Es por lo mencionado anteriormente que resultd de interés verificar la potencial reactividad
de los distintos HBD en reacciones de esterificacion, asi como el efecto de distintos niveles

de agua en DES en el rendimiento de una reaccion modelo con preincubacion de lipasas.

En este capitulo, se muestran los resultados obtenidos en incubaciones de acido laurico con
exceso de n-butanol en presencia de la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (iCAL-
B) en los diferentes DES descriptos en el capitulo anterior (Tabla 4.1), basados en cloruro
de colina (ChCl) cuatro HBD diferentes: 1,4-butanodiol, glicerol, isosorbida y urea.
Mediante la determinacion de la presencia en los productos de ésteres de los diferentes
HBD vy sus concentraciones relativas al laurato de butilo generado por la reacciéon modelo
de interés, fue posible estimar la reactividad relativa de los diferentes componentes de los

DES.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Materiales
Todos los solventes, reactivos, estandares analiticos y las enzimas comerciales fueron
adquiridas a la firma Sigma—Aldrich. Se utilizo la lipasa B de Candida antarctica

inmovilizada (iICAL-B, producida por Novozymes, Dinamarca).

5.2.2  Sintesis de DES
Los DES utilizados fueron sintetizados tal como se describe en la seccion materiales y

métodos del Capitulo 4 (4.2.2.)

5.2.3 Sintesis de estandares de los ésteres lauricos de los HBD de interés
En un vial de 15 mL se colocoé 10 mg de cada HBD (1,4-butanodiol, glicerol, isosorbida y
urea) y la cantidad de laurato de vinilo correspondiente a un 100 % de exceso, se agrego se

10 mL de 2-metil-2-butanol (2M-2BuOH) y 10 mg de lipasa iCAL-B.

Los viales fueron incubados a 45 °C y 250 rpm durante 48 h. Durante la incubacién se
tomaron muestras periodicas de 1 pL de cada vial y se analizaron por GC tal como se

describe en la seccion de materiales y métodos del Capitulo 4 (4.2.4.).

La identificacion de los picos y sus respectivos tiempos de retencion se realizd
considerando que las moléculas de mayor peso molecular presentaban mayor tiempo de

retencion.
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5.2.4 Reactividad de los componentes HBD de los diferentes DES

En un vial de 15 mL se colocaron 200 mg de acido laurico, 50 mg de n-butanol, 3 g de DES
(1, 2, 3 0 4), la cantidad de agua destilada correspondiente a una relaciéon R = mol agua /
mol ChCIl = 1 y 30 mg de lipasa iCAL-B. La mezcla se incub6 a 50 °C y 250 rpm durante
24 h. Luego de la incubacion se tomd una muestra de 200 pL de cada vial, la que se
transfirio a otro vial conteniendo 1 mL de agua destilada, el cual se agit6 para generar la
disrupcion del DES. Posteriormente se agregaron 2 mL de hexano en cada vial, los que se
agitaron en vortex durante 15 seg y luego se dejaron en reposo hasta la separacion de fases.
Finalmente, 1 pL de la fase hexano se analizé por GC como se describe a continuacion.

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu GC-2010, equipado con inyector on-
column PTV, detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco MET-
biodiesel (14 m % 0.53 mm x 0.16 um, con una precolumna integrada de 2 m x 0.53 mm
[.D.). Las temperaturas del inyector y el horno siguieron el mismo programa, que se inicid
en 80 °C seguido de un calentamiento a 10 °C/min hasta 350 °C. Se utilizdo N, como gas
portador a 70 kPa. La identificacion de los picos se realizé mediante comparacion con los
resultados obtenidos en el andlisis en idénticas condiciones de estandares analiticos
comerciales y considerando que, tratindose de una columna no polar, a las moléculas de
mayor peso molecular corresponde un mayor tiempo de retencion. El porcentaje total de
ésteres lauricos de cada HBD en el total de ésteres producidos se estim6 en funcion del

porcentaje de area de los mismos en el cromatograma, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

% > area de ésteres lauricos de HBD = 100 x % [Ec. 5.1]

> (AeLuBp)  : Suma de las areas de los picos del cromatograma correspondientes a los
esteres lauricos del HBD.

Arp : Area del pico del cromatograma correspondiente al laurato de butilo.

Los resultados de la Ec 5.1 se consideran estimaciones, ya que dada la muy diferente

naturaleza de los compuestos analizados para una cuantificacion precisa hubiera sido
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necesario determinar factores de respuesta, lo que no fue posible por no disponer de
estandares de cada uno de ellos y porque tampoco se pretendid una cuantificacion exacta
del grado de competencia de los HBD. Las incubaciones se realizaron por duplicado y se

informan los resultados promedio.

5.2.5 Efecto de la exposicion de la lipasa iCAL-B al medio DES 4 sobre su actividad
catalitica

En cuatro viales de 15 mL se coloco 3 g de DES 4, en tres de ellos la cantidad de agua

destilada correspondiente a valores de R (moles de agua/moles ChCl) igual a 1,2 03 y en

todos ellos se agregd 30 mg de lipasa iCAL-B. Posteriormente se agregd 50 mg de 4cido

laurico y 120 uL de n-butanol en cada uno, y la mezcla se incub6 durante 24 h a 50 °C y

agitacion orbital a 200 rpm.

El procedimiento se repitid pre-incubando la enzima en el DES 4 (previo al agregado del

acido laurico y el butanol) durante 24 0 48 h.

Luego de las 24 h de incubacion se realizé la toma de muestra y su analisis de la misma

manera que se describid en el punto 5.1.2, determinandose la concentracion de laurato de

butilo. La conversion del acido laurico a laurato de butilo se calculd de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

.y _ ALB
Conversion (%) = 100 x AaLtALR [Ec 5.2]

Conversion (%): Porcentaje de conversion de acido laurico a laurato de butilo

AaL: Area de pico de acido laurico en el cromatograma obtenido mediante el analisis por

GC

Arg: Area de pico de laurato de butilo en el cromatograma obtenido mediante el analisis

por GC

Todas las incubaciones se realizaron por duplicado y se informan los resultados promedio.
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Reactividad de los componentes HBD de los diferentes DES

Obviamente la naturaleza de los diferentes componentes HBD de los DES utilizados (Tabla
4.1) sugiere la posibilidad de que existan reacciones que los involucran y que estas estén
compitiendo con las reacciones de esterificacion de interés. Esta posibilidad ya ha sido
reportada para varios de estos DES en reacciones de transesterificacion y esterificacion
catalizadas por lipasas (Durand et al.,, 2013). Lo mencionado no solo implicaria la
formacion de productos secundarios, sino que ademds podria cambiar la composicion del
propio DES, proporcionando un medio de reaccion que varia conforme avanza la reaccion,
esto podria complejizar alin mas el sistema de estudio.

Para evaluar este fendémeno se eligid como reaccion modelo la esterificacion de acido
laurico con n-butanol catalizada por la enzima iCAL-B, la cual se realizd en cada uno de
los solventes DES de interés. De acuerdo con ensayos previos realizados en los que se
verifico la importancia de la presencia de agua en el medio de reaccion, en todos los casos
se agrego la cantidad de agua necesaria para alcanzar una relacion molar agua/ChCl igual a
1(R=1).

La Figura 5.1 muestra los cromatogramas obtenidos en el analisis por GC de los diferentes
productos obtenidos luego de las 24 h de incubacion. En todos los cromatogramas se
observan los picos correspondientes al acido laurico sin reaccionar y al laurato de butilo
generado (tr =4,299 y 5,583 min, respectivamente).

Ademas de estos picos, el cromatograma correspondiente al analisis del producto de la
reaccion llevada a cabo en el DES 1 (Figura 5.1a) mostro la presencia de los dos ésteres del
1,4-butanodiol (1-laurato de 4-butanol y 1,4-dilaurato de butilo), ambos en mayor cantidad
que laurato de butilo. Asimismo, el cromatograma correspondiente al andlisis del producto
de la incubacion realizada en DES 2 (Figura 5.1b) mostrd la presencia de los 3 ésteres del
glicerol (mono-, di- y trilaurato de glicerilo), correspondiendo la mayor concentracion de
los tres al diéster, aunque en este caso todos los ésteres del HBD mostraron menor
concentracion que el laurato de butilo. El cromatograma correspondiente a la Figura 5.1c
muestra que también como producto de la reaccion que transcurrié en medio DES 3 se
formaron ésteres del HBD. Se observan dos picos correspondientes a los dos isdémeros del

monolaurato de isosorbida y el pico del dilaurato de isosorbida, ambos en una
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concentracion mucho menor que la del laurato de butilo, como evidencia la relaciéon entre
sus picos.

En cambio, el cromatograma correspondiente al producto de la incubacion realizada en el
DES 4 (Figura 5.1d), unicamente muestra los picos correspondientes al 4cido laurico sin
reaccionar y al laurato de butilo generado en la reaccion, lo que indica que los componentes

del solvente no participaron de la reaccion de esterificacion.
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Figura 5.1. Cromatogramas correspondientes al analisis por GC de los productos obtenidos luego de 24 horas de
incubacion de dcido laurico con n-butanol en presencia de la lipasa iCAL-B en los solventes DES 1 (a), DES 2 (b), DES 3
(c) y DES 4 (d)

Estos resultados coinciden con resultados previos relativos a la generacion de ésteres del
glicerol en reacciones enzimaticas de esterificacion de acidos grasos con diferentes
alcoholes en DES en los que el glicerol es el componente HBD frente a cloruro de
etilamonio o ChCl actuando como HBA (Durand et al., 2012; Gorke et al., 2008).

Aunque se ha estudiado ampliamente el uso del DES 2 como medio de reacciones
enzimaticas de esterificacion y transesterificacion (Durand et al., 2012; Gorke et al., 2008;
Hao et al., 2021; X. Liu et al., 2021; Suo et al., 2022), solo en las publicadas por Gorke et
al. (2008) y Duran et al. (2012) se hace mencion a la posibilidad de que el glicerol compita

con el alcohol sustrato de dichas reacciones.
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Resulta llamativo que en varias publicaciones mas recientes no se menciona la posibilidad
de competencia del glicerol en reacciones de esterificacion o transesterificacion de acidos
grasos con etanol (Hao et al., 2021; Suo et al., 2022) y butanol (X. Liu et al., 2021)
realizadas en medio ChCl/glicerol. Posiblemente esto se deba a que en estos estudios la
determinacion del rendimiento de la reaccion se realizé unicamente mediante el anélisis de
la acidez libre en el medio de reaccion, ya que dicha metodologia obviamente no permite
distinguir si los acidos grasos se consumieron debido a que se esterificaron con el sustrato

alcohdlico de interés o con el glicerol aportado por el DES.

En la Figura 5.2 se muestran los porcentajes de area correspondiente al total de los ésteres
lauricos de los diferentes HBD en el total de los ésteres producidos luego de 24 h de
reaccion, determinados segun la Ec. 5.1. Se observa que el HBD del DES 1 result6 el mas
reactivo, ya que la suma de areas del mono- y diéster laurico del 1,4-butanodiol alcanz6 a
un 86.9 %, seguido por los HBD del DES 2 y DES 3 con porcentajes de area de sus
respectivos ésteres lauricos de 31,1 % (mono-, di- y trilaurato de glicerilo) y 7,2 % (mono-
y dilaurato de isosorbida). Como ya se menciond, no se verificaron productos que pudieran
asociarse a la reaccion de alguno de los componentes del DES 4.

Estos resultados confirman que los componentes HBD de los DES 1 a 3 pueden competir
con el butanol en la reaccion de esterificacion con el acido laurico en las condiciones
ensayadas. Mediante los porcentajes de area representados en la Figura 5.2. es posible
ordenar de menor a mayor el grado de competitividad de los distintos HBD componentes de
los DES en esta reaccion, siendo el DES 4 el de menor reactividad, seguido por el DES 3,
DES 2 y DES 1.

Como ya se menciond, numerosos factores son determinantes sobre la reactividad de los
componentes HBD y su capacidad de competir con el sustrato de interés, por lo que resulta
complejo prever el comportamiento del sistema. Entre estos factores se destacan la
concentracion del HBD en el DES, la fuerza de su interaccion entre éste y el componente
HBA vy, vinculado con esto, la actividad de agua en el medio de reaccion, la preferencia
relativa del catalizador por el HBD o por el sustrato de interés, la accesibilidad al sitio
activo de la lipasa seglin la estructura del sustrato y la viscosidad del medio de reaccion,
entre otras. Claramente, resulta decisivo frente a reacciones de esterificacion o

transesterificacion, la existencia, cantidad y la naturaleza de los grupos hidroxilo en la
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molécula de HBD. Esto resulta evidente analizando estos resultados, donde tnicamente el
HBD que no presenta grupos OH- en su estructura resulté indiferente a la esterificacion,
mientras que los demas reaccionaron. Por otro lado, resulta razonable que el 1,4-butanodiol
hay sido el més reactivo, reaccionando ain mas eficientemente que el n-butanol, ya que
ademas de su similitud estructural con este ultimo, lo que lo haria igualmente accesible al
centro activo de la enzima, dispone de dos centros reactivos capaces de ser esterificados.
Luego, la mayor reactividad mostrada por el glicerol en comparacion con la isosorbida
sugiere que posiblemente la presencia de 3 grupos OH- sumada a una mejor accesibilidad al
centro activo, ya que la primera presenta una molécula de mayor tamafio y quizds mas

impedida, hayan sido los factores diferenciales.

Chcl / glicerol
ChCl / isosorbida

ChCl / urea

0 20 40 60 80 100

% Y area de ésteres lauricos de HBD

Figura 5.2. Suma de los porcentajes de darea de los picos correspondientes a los lauratos de los diferentes HBD en el
andlisis por GC de los productos de reaccion obtenidos luego de 24h de incubacion de dcido laurico con n-butanol en los
diferentes DES en presencia de la lipasa iCAL-B

A partir de estos resultados es obvio que a los efectos de evitar cualquier posibilidad de

competencia de los componentes HBD del DES con los sustratos de interés en este tipo de
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reacciones y los inconvenientes asociados con esto, el DES 4 serd el mas conveniente a

utilizar como medio de reaccion.

5.3.2 Efecto de la exposicion de la lipasa iCAL-B al medio DES4 sobre su la actividad
catalitica

Dado que el DES 4, compuesto por ChCl y urea resulta el mas conveniente para conducir
reacciones de esterificacion, considerando que la urea no compite en el proceso, resultd de
interés verificar si la actividad de la lipasa iCAL-B se ve afectada cuando se la expone a
este medio por un periodo prolongado. Esto es particularmente importante dado que es
conocida la capacidad de la urea de desnaturalizar proteinas y, por lo tanto, afectar
negativamente la actividad de las enzimas (Durand et al., 2014; Gorke et al., 2008).
Asimismo, el poder desnaturalizante de la urea en tanto componente del DES, se ha
asociado a la actividad de agua en el medio de reaccion, dado que el agua debilita la
asociacion ChCl-urea, quedando esta mas “libre” en el medio de reaccion, lo que le

permitiria expresar su efecto desnaturalizante (Durand et al., 2014).

Por lo expuesto anteriormente, resultd del mayor interés verificar el efecto de la exposicion
de la lipasa iCAL-B al DES 4 conteniendo distintos niveles de agua durante diferentes
periodos de tiempo. Para ello se compar6 la conversion alcanzada luego de 24h en la
esterificacion de acido laurico con n-butanol catalizada por la lipasa iCAL-B en idénticas
condiciones y periodo de reaccion, pero luego de exponer la lipasa al DES 4 en
preincubaciones de 24 y 48 h. Luego de dicho periodo de exposicidon de la enzima al DES
se agregaron los sustratos al sistema, se prolong6 la incubacion por 24 h y, finalmente, se
determiné la conversion alcanzada. Esta comparacion se realizé en paralelo con el solvente

anhidro y con diferentes contenidos agua, a los niveles correspondientes a R =1, 2 y 3.

En la Figura 5.3 se muestran las conversiones del 4cido laurico a laurato de butilo
alcanzadas en cada caso. Se observa que las conversiones correspondientes al sistema sin
agua agregada (R=0) fueron minimas o despreciables, independientemente del periodo de
preincubacion de la enzima. Esto estd en concordancia con lo indicado por Durand et al.,
(2014) quienes senalaron que en medio DES 4 se requiere una relacion molar agua/ChCl
minima para la conveniente hidratacion de la enzima y que €sta adquiera una conformacion

activa.

64



En el caso de las incubaciones realizadas con enzima sin preincubar, se observa una
elevada conversion a los tres niveles de agua agregados, alcanzando valores en torno al 80
% y sin que se verifique, dentro del margen de error, una tendencia clara con respecto a la
cantidad de agua en el sistema. Estos resultados confirman el efecto favorable de la
presencia de agua en el medio de reaccion, lo que es coherente con lo reportado para
reacciones de alcoholisis de diferentes acidos fenodlicos catalizados por esta lipasa,
demostrando que la actividad de agua en el medio de reaccién potencia la actividad
enzimdtica y aumenta drasticamente el rendimiento de las reacciones (Durand et al., 2013;
Durand et al., 2014).

Sin embargo, resultaron algo sorprendentes considerando que a niveles de agua tan altos
como el correspondiente a R=3 (igual a 21% en peso) se esperaria una intensa competencia
de la reaccion de hidrélisis, lo que no ocurrid. Esto podria explicarse dado que la actividad
de agua en este medio es muy inferior a la que podria esperarse por su concentracion
debido a la incorporacion de las moléculas de agua dentro de la red de enlaces de hidrogeno
del DES, capaz de reducir su poder nucleofilico y disponibilidad para reaccionar (Durand et
al., 2013).

Es conocido que la presencia de agua en los DES, y en particular en el DES 4, afecta
drésticamente su viscosidad. Esta reportado que el aumento de la concentracion de agua en
dicho DES desde R = 0 hasta 1, 2 o 3 produce una reduccién en la viscosidad desde 119,8
hasta 24,7, 9,9 y 6,0 cP, respectivamente (a 50 °C y 1 bar) (Yadav & Pandey, 2014).
Asimismo, mediante el estudio de las propiedades fisicoquimicas de este DES vy
particularmente la difusién de sus componentes a 30 °C, se verifico que cuando el
contenido de agua en DES supera el 25 % la difusion de los componentes del DES se
incrementa, lo que se refleja en la disminucion de la viscosidad y aumento de la
conductividad del mismo (Shah & Mjalli, 2014).

Este descenso en la viscosidad obviamente repercute en la organizacion de los componentes
del DES y en la polaridad del solvente, afectando en consecuencia la movilidad y capacidad
de difusion de los sustratos y los propios componentes del DES, facilitando su circulacion
hacia la superficie de resina acrilica soporte de la lipasa y al interior de sus poros. Como
consecuencia, la velocidad de acceso a los sitios activos se acelera, favoreciendo la accion

catalitica de la enzima e incrementando la velocidad de la esterificacion.
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También se debe considerar que el soporte utilizado en la formulacion del biocatalizador
que es, muy probablemente, Lewatit VP OC 1600 (copolimero de polimetaacril-
divinilbenceno), es altamente hidrofobico, por lo que también podria limitar la difusion
hacia el interior del material macroporoso (Ortiz et al., 2019).

Cuando la enzima fue expuesta a 24 y 48 h de preincubacion, las maximas conversiones se

presentaron a R=1, alcanzando al 68,9 y 92,4 %, respectivamente.

100
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Figura 5.3. Conversion del acido laurico a laurato de butilo luego de su incubacion durante 24 h con n-butanol,

catalizada por la enzima iCAL-B sometida a diferentes periodos de preincubacion (0, 24 y 48 h) en el DES 4 conteniendo
agua a valoresde R=0, 1, 2,y 3

Los resultados sugieren también que para valores de R = 2 y 3 el incremento en el periodo
de preincubacion afecté negativamente la conversion del acido laurico, la cual se vio
disminuida tanto por efecto del incremento de la concentracion de agua como del aumento
del periodo de preincubacion. Estos resultados demuestran que ambos parametros afectan la
actividad esterificante de la lipasa iCAL-B inmovilizada en la resina acrilica.

Este fendémeno podria asociarse al hecho de que un aumento en el contenido de agua en el

medio de reaccion debilita las interacciones entre los componentes que conforman al DES.
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Esta menor asociacion de la urea con el ChCl, permitiria una mayor disponibilidad de urea
libre en el medio, facilitando su interaccion con la enzima y manifestando su efecto
desnaturalizante sobre la misma (Durand et al., 2014). Por lo tanto, el agua genera efectos
opuestos sobre la actividad catalitica, mientras que posibilita la hidratacion de la enzima
favoreciendo el desarrollo de su actividad catalitica, cuando se supera determinada
concentracion debilita la interaccion entre los componentes del DES, permitiendo a la urea
expresar su efecto desnaturalizante (Durand et al., 2014). Este efecto “desestabilizador” del
agua sobre el DES fue demostrado para el sistema ChCl:glicerol, para el que se determin6
el gradual incremento de la concentracion libre de ambos componentes a medida que se
aumento la concentracion de agua (Nian et al., 2019).

También mediante el uso de simulacion dinamica molecular se ha demostrado que la lipasa
B de Candida antdrctica puede mantener su conformacion activa en el medio DES formado
por ChCl:urea debido a las interacciones de la urea con la colina y los iones cloruro, que no
permitiria la difusion de la urea al nucleo de la lipasa, contrariamente a lo que ocurre en
solucion acuosa, donde la urea desnaturaliza la enzima (Monhemi et al.,, 2014).
Adicionalmente, dicho trabajo demostr6 que la urea, la colina y los iones cloruro pueden
formar puentes de hidrogeno con los residuos en la superficie de la enzima, favoreciendo
ain mas su estabilidad y preservando su forma activa. Utilizando métodos similares,
Shehata et al. (2020) demostraron que la incubacioén de la lipasa en el DES ChCl:urea
levemente hidratado le permite alcanzar el maximo nivel de actividad, debido al incremento
en la movilidad de los residuos involucrados con el dominio del “/id”.

Mediante la sintesis de acetato de butilo catalizada por iCAL-B via la esterificacion de 1-
butanol con anhidrido acético en medio de reaccion DES 4 sin agregado de agua, Bubalo et
al., (2015) reportaron conversiones menores al 5 %. En este estudio se plantea una
explicacion diferente, se indica que en el medio anhidro se da la interaccion del 1-butanol
con la estructura del DES mediante enlaces de hidrégeno, generado un efecto de
“atrapamiento” del sustrato y haciendo que este no esté disponible para reaccionar. Por otro
lado, cuando el nivel de agua en el DES estd por encima de un 6ptimo, las moléculas de
agua que se encuentran cerca del centro activo de la lipasa compiten con el sustrato de
interés dando lugar a reacciones de hidroélisis y esto hace que el rendimiento de la reaccion

sea bajo. Segun este planteo, la cantidad O6ptima de agua seria aquella que permitiera la
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liberacion del sustrato de la red del DES y tal que la misma quede mayormente retenida en
la red de enlaces del DES, minimizando asi su disponibilidad para promover reacciones de
hidrolisis. Sin embargo, sugieren que no debe descartarse la posibilidad de que el efecto de
“atrapamiento” pueda involucrar también al producto, dependiendo de su naturaleza y
capacidad de interactuar con el DES, lo que disminuiria su concentracion en el medio de
reaccion favoreciendo el desplazamiento de la misma hacia los productos (Bubalo et al.,
2015).Por lo tanto, el DES 4 con agregado de agua preservo la actividad enzimatica para
todos los tiempos de preincubacidn, aunque el comportamiento de la enzima varid con los
mismos. Estos resultados demuestran que el agregado de agua tiene un rol favorable y
determinante sobre la actividad y estabilidad de la enzima iCAL-B en este medio y que la
lipasa cambia su comportamiento con la cantidad de agua en este y con el tiempo de
exposicion al mismo.

5.4 Conclusiones

Mediante los ensayos de esterificacion de acido laurico con n-butanol catalizada por la
enzima iCAL-B en los diferentes DES de interés basados en ChCl, se verificé que los
componentes HBD de dichos DES que presentan grupos hidroxilo en su estructura fueron

capaces de competir en diferente grado con el sustrato de la reaccion modelo elegida.

La proporcién de lauratos de los diferentes HBD en los productos permiti6 estimar el grado
de competitividad de los mismos, correspondiendo el mayor al 1,4-butanodiol, seguido por
el glicerol y, en menor grado, por la isosorbida. En cambio, no se detectd ningun producto
de reaccion derivado de la urea, lo que sugirié que el DES ChCl:urea es el solvente més
conveniente para conducir reacciones de esterificacion de acidos grasos catalizadas por la

lipasa iICAL-B.

Se verifico también que el agua juega un rol determinante sobre la actividad enzimatica en
el DES ChCl/Urea, demostrandose que el agregado de un mol de agua por mol de ChCl (R
= 1) permiti6 mantener la lipasa iCAL-B convenientemente hidratada favoreciendo el
desarrollo de su capacidad catalitica sin que tal concentracion de agua fuera suficiente para
promover reacciones de hidrolisis capaces de competir con la reaccion de esterificacion de

interés.
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Asimismo, se constatd que en presencia de agua a una mayor concentracion (R =2 o 3),
también permiti6 a la lipasa 1CAL-B desarrollar un elevado potencial catalitico, sin
embargo, la preincubacion en dichas condiciones demostré6 que su actividad se vio
disminuida tanto por la duracién del periodo de incubacién como por el contenido de agua,
por lo que se concluyd que estas condiciones no resultan adecuadas para reacciones que

deban prolongarse por largos periodos de tiempo.

Ademés de la necesidad de suministrar agua al sistema para mantener la enzima
suficientemente hidratada, el agua es determinante sobre la fuerza de interaccion entre los
propios componentes del DES, la interaccion de reactivos y/o productos en la red del DES
y el consecuente efecto de “atrapamiento” de éstos, la posibilidad de que la hidrdlisis
compita con los procesos de interés, la viscosidad del medio y los procesos de transferencia
de masa, etc. Esto representa un escenario extremadamente complejo dado que la actividad
del agua en el medio DES involucra algunos fendémenos con efecto favorable y otros con
efecto negativo sobre la eficiencia de las reacciones de interés, que combinados pueden

conducir a situaciones dificiles de prever.

Esto sugiere que la determinacion de la concentracion Optima de agua para cada tipo de
proceso a realizarse en medio DES sea uno de los mayores desafios a la hora de planificar
un proceso enzimatico a realizarse en este tipo de solvente y, seguramente, una de las
mayores diferencias con relacion a la modalidad de trabajo con solventes organicos

convencionales.
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CAPITULO 6

EFECTO DEL LARGO DE CADENA DEL ACIDO GRASO EN
LA EFICIENCIA DE LA REACCION DE ESTERIFICACION EN
MEDIO DES 4

6.1 Introduccidon

Tal como se ha indicado a lo largo de los capitulos anteriores, los DES se han sefialado
como candidatos prometedores en el ambito de “solventes innovadores” para su uso en
tecnologias alimentaria y quimica asi como en biotecnologia (Cvjetko Bubalo et al., 2015).
A lo largo de este trabajo de tesis se han mencionado algunas ventajas del uso de
determinados DES como medio de reaccioén en procesos catalizados por lipasas en base a

numerosos estudios realizados en este campo de aplicacion.

Entre estos se destaca el estudio de la transesterificacion de laurato de vinilo con alcoholes
de distinto largo de cadena (1-butanol, 1-octanol y 1-octadecanol) catalizada por la lipasa
1CAL-B en distintos DES formados por ChCl o por cloruro de etilamonio como medios de
reaccion (Durand et al., 2012). La eleccién de la transesterificacion entre el alcohol y
laurato de vinilo resulta ventajosa por tautomerizacion del alcohol vinilico producido a
acetaldehido, lo que le confiere un caracter irreversible a la reaccion, como se menciond en
el Capitulo 3 (Figura 3.1). Los resultados mostraron mayores conversiones en los DES
formados por ChCl. A su vez, cuando las reacciones se realizaron en ChCl:glicerol o
ChCl:urea (identificados en esta tesis como DES 2 y 4, respectivamente), las conversiones
alcanzadas no variaron significativamente con el largo de cadena del alcohol utilizado

como sustrato (Durand et al., 2012).

Si bien en dicho estudio se analiz6 el efecto del largo de cadena del sustrato nucledfilo (el
alcohol), hasta el momento no se han reportado estudios referidos al efecto del largo de

cadena del sustrato electrofilo sobre la eficiencia de la reaccion.
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Se considerd por lo tanto que realizar un estudio de este aspecto resultaba relevante, ya que
es de esperar que el largo de cadena del electrofilo sea determinante sobre su capacidad de
interactuar con el sitio activo de la lipasa, con un efecto determinante sobre el rendimiento

de la reaccion.

Otro factor relevante por considerar en el estudio de las reacciones de interés catalizadas
por lipasas en medio DES, como se demostré y discutidé ampliamente en el capitulo

anterior, es el contenido de agua del medio de reaccion.

En este capitulo se estudio el efecto del largo de cadena de acidos grasos saturados sobre la
eficiencia de su esterificacion con n-butanol. Dado que el HBD del DES 4 fue el tnico que
no verificd competencia en este tipo de proceso, éste fue el solvente seleccionado para estos
ensayos. Asimismo, dado el efecto comprobado del contenido de agua en el medio de
reaccion, se realizaron ensayos en paralelo en idénticas condiciones, pero variando el
contenido de agua del medio. Se utiliz6 como catalizador la lipasa iCAL-B, de demostrada

actividad catalitica en medio DES basados en ChCl.
6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Materiales

Todos los solventes, reactivos, y enzimas comerciales fueron adquiridas a la firma Sigma—
Aldrich. Se utilizé la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (iCAL-B) y los
estandares de los 4cidos caproico (C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0),
miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0).

6.2.2 Reaccion de esterificacion

Se preparé una unica solucion en hexano conteniendo los siete acidos grasos a una
concentracion 0,05 mM de cada uno de ellos y 0,02 mM de tricosano como estandar interno
(IS). Se transfirid 1 mL de esta solucion a un vial de 15 mL y se llevé a sequedad bajo
corriente de nitrogeno, de esta manera todas las incubaciones se realizaron a partir de
idéntica cantidad de cada acido graso y, sobre todo, la misma relacion de cada uno respecto
al IS, lo que resultdé fundamental para el disefio del método de célculo utilizado.
Posteriormente, se agrego al vial 3 g de DES 4, 100 pL de n-butanol y 30 mg de la lipasa

iCAL-B y se inici6 la incubacion a 50 °C y 200 rpm en agitador orbital. Alternativamente el
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procedimiento se repitié agregando al inicio de la incubacion la cantidad de agua necesaria
para alcanzar una relacion molar agua/ChCl (R) igual a 1, 2 o 3.

Paralelamente se realizaron incubaciones en idénticas condiciones, pero utilizando hexano
como medio de reaccion en lugar del DES 4, las cuales se prolongaron hasta la conversion
completa de los acidos grasos de la mezcla.

Mientras que los acidos grasos totalizaron 0,35 mmol en la mezcla de incubacion, los 100
uL de n-butanol equivalen a 1,09 mmol, lo que confirma su adicion en exceso.
Periddicamente se tomaron muestras de 200 pL. de la mezcla de reaccidon, las que se
transfirieron a un vial conteniendo 1 mL de agua destilada el cual se agitd para lograr la
disrupcion del DES. Para la extraccion de los productos se agregoé 2 mL de hexano, el vial
se agito en vortex durante 15 seg y luego se lo dejo reposar hasta separacion de fases. 1 pL
de la fase hexano se destino al analisis por GC.

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu GC-2014, equipado con inyector
split/split less, detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco SP-2330 (30
m % 0,25 mm x 0.20 um). Las temperaturas del inyector y el horno siguieron el mismo
programa, que se inicié en 50 °C seguido de un calentamiento a 8 °C/min hasta 220 °C. Se

utilizd N> como gas portador a 70 kPa.

Dado que no se dispuso de estdndares analiticos de todos los ésteres butilicos, para la
identificacion de los picos se considerd que sus tiempos de retencidon aumentaron
progresivamente con el largo de cadena del 4cido graso esterificado (Figura 6.1).

Por el mismo motivo, para el calculo de la conversion de cada acido graso, se considero el
cociente del area del pico de su éster butilico en el cromatograma obtenido en el analisis de
cada muestra recogida de las incubaciones en el DES respecto al area del pico del IS.
Luego se compard dicho cociente con el mismo cociente obtenido del andlisis del
cromatograma de la muestra incubada en hexano (conversion completa), como se describe

a continuacion:

(Ai/Als)DEs t
C=100x —x———  [Ec. 6.1]
(" AIS)H,f
G : Porcentaje de conversion del acido graso i.
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(Ai/A1s)DESs t

(Ai/Ars)n ¢

: Cociente entre el area del pico del éster butilico del acido graso iy el pico
del IS en el cromatograma correspondiente al analisis de la muestra recogida

de la incubacion en DES 4 al periodo de incubacion “t”.

: Cociente entre el area del pico del éster butilico del acido graso iy el pico
del IS en el cromatograma correspondiente al andlisis de la muestra recogida
a las 48 h de la incubacidon en hexano, correspondiente a la conversion

completa.

Intensity

i Solvente C18:0
25000 C16:0 il

. C14:0
20000 ¥

C12:0

lSOO(F: Ac. laurico C10:0
1 | ce:0 €80

10000 \

i |

5000 | | ‘

Figura 6.1. Cromatograma obtenido en el andlisis de los productos de la incubacion en hexano de dcidos grasos de
distinto largo de cadena con n-butanol, catalizada por la lipasa iCAL-B, luego de 48 h de reaccion

A partir de la conversion determinada en los primeros 60 min de reaccidon, se estimo la

velocidad inicial de reaccion de cada acido, definida como los micromoles de acido graso

esterificados por minuto por gramo de enzima convertido, segun:

Vo,i
(mmol Ai),

1x10* .(mmol Ai), . C g0
Vo i~

’ 60. Menzima

[Ec. 6.2]

: Velocidad inicial de reaccion del 4cido graso i (pmol.min™!. gen, ).

: Milimoles iniciales del acido graso i .
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Ci0 : Conversion del 4cido graso i a los 60 min de incubacion.

Menzima : Masa de enzima en mg.

Las incubaciones se realizaron por triplicado y se informan los resultados promedio.

6.3 Resultados y discusion

La Figuras 6.2 a 6.5 muestran el progreso de la conversion de cada acido graso durante la
incubacion realizada en el DES 4 conteniendo las diferentes concentraciones de agua, desde
R =0 hasta 3, respectivamente.

La Figura 6.2 muestra que en el DES 4 sin agregado de agua, todos los acidos grasos
mostraron conversiones crecientes al aumentar el periodo de reaccion. También se observa
que para un mismo periodo de reaccion las conversiones decrecieron con el aumento del
largo de cadena del 4cido graso. Por lo tanto, la mayor conversion fue la correspondiente al
acido C6:0 a las 48 h de reaccion, alcanzando a un 32,8 %. Para este mismo lapso se
obtuvieron conversiones de los acidos C8:0, C10:0 y C12:0 de 14,9, 8,0 y 5,0 %
respectivamente, mientras que para el resto de los acidos grasos se obtuvieron conversiones

menores al 5 %, también decrecientes con el largo de cadena del acido graso.

Agua/ChCl=0
35
30
T 5 -0—-C6
< -O-C8
S 20 | -0—-C10
v -0—C12
g 15t -o-Cl4
5 —0-C16
(&) 10 | -0-C18
—0
5 %
00
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
Periodo de incubacion (h)

Figura 6.2. Evolucion de la conversion de los diferentes dacidos grasos en la esterificacion con n-butanol catalizada por
la lipasa iCAL-B, en el DES 4 anhidro (R = 0)
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Se observa que la adicion de agua al medio de reaccion en una relacion molar agua/ChCl =
1 (Figura 6.3) produjo un significativo aumento de la velocidad de generacion de alquilatos
de butilo, sobre todo para los de 4cidos grasos de mayor largo de cadena. Particularmente la
conversion del acido graso C6:0 alcanz6 un 31,4 % luego de 4 h de reaccion, levemente
superior que la alcanzada luego de 48 h en el medio anhidro. Contrariamente a lo observado
en el medio de reaccion sin agua, las conversiones del resto de acidos grasos aumentaron
gradualmente durante todo el periodo de incubacion. Las conversiones finales de acidos
grasos de C10:0 a C18:0 fueron todas superiores al 80 %, mientras que el acido graso 8:0

alcanzo una conversion ligeramente inferior del 75 %.

Agua/ChCl=1

100

Conversion (%)

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
Periodo de incubacion (h)

Figura 6.3. Evolucion de la conversion de los diferentes dcidos grasos en la esterificacion con n-butanol catalizada por
la lipasa iCAL-B, en medio DES 4 para R = 1

Los ensayos con valores crecientes de concentracion de agua en el medio de reaccion
(Figuras 6.4 y 6.5) confirman la existencia de un efecto favorable de esta variable sobre la
actividad catalitica de la enzima, asi como una menor eficiencia en la esterificacion de los
dos 4cidos mas cortos (C6:0 y C8:0) en relacion a los demas.

En el medio de reaccién con relacion molar agua/ChCl = 2 (Figura 6.4) se obtuvieron

conversiones aun mayores que las observadas en los casos anteriores, y nuevamente el

75



incremento fue mayor para los acidos grasos de mayor largo de cadena. Efectivamente la
maxima conversion fue del 96,6 % y correspondi6 al acido estearico (C18:0) a las 48 h de
reaccion. Luego de 5 horas de reaccion las conversiones alcanzadas por los acidos C10:0 a
C18:0 excedieron el 80 % mientras que los acidos C6:0 y C8:0 alcanzaron conversiones de
49,0 y 53,0 %, respectivamente. Posteriormente, a las 24 h de reaccidn, estos ultimos
mostraron conversiones del 56,5 y 85,0 %, respectivamente, las que verificaron un
descenso 45,0 y 82,6 %, respectivamente, alcanzadas las 48 h de reaccion. Este fendémeno
podria estar asociado a reacciones de hidrolisis competitivas promovidas por el elevado

contenido de agua en el medio de reaccion.

Agua/ChCl =2
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80
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40

Conversion (%)
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0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
Periodo de incubacion (h)

Figura 6.4. Evolucion de la conversion de los diferentes dacidos grasos en la esterificacion con n-butanol catalizada por
la lipasa iCAL-B, en medio DES 4 para R = 2

En la condicién correspondiente al mayor contenido de agua ensayado (relacion molar
agua/ChCl=3), mostrada en la Figura 6.5, se verificaron las mayores velocidades de
reaccion para todos los acidos grasos. Los acidos grasos palmitico (C16:0) y estearico
(C18:0) alcanzaron su conversiéon maxima tan solo a las 3 h de reaccion, con valores
cercanos al 95 %, los que permanecieron practicamente constantes durante el resto del
periodo de incubacion. Los acidos grasos miristico (C14:0), laurico (C12:0) y céprico

(C10:0) alcanzaron practicamente conversion total a las 24 h de incubacion, aunque a las 48
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h de reaccion las mismas mostraron un leve descenso, lo que podria deberse a la ocurrencia
de reacciones de hidrolisis, como se menciond anteriormente. La conversion del acido
caprilico (C8:0) revelé un comportamiento similar ya que alcanzé una conversion de un
88,7 % a las 24 h de reaccion, la cual que disminuy6 hasta 73,4 % a las 48 h de reaccion.
En cuanto al 4cido caproico (C6:0), este alcanzé un méximo de conversion de 52,1% a las 6
h de reaccion seguida por una disminucion progresiva hasta 41,5 y 26,5 % a las 24 y 48 h

de reaccidn, respectivamente.

Agua/ChCl=3
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Figura 6.5. Evolucion de la conversion de los diferentes dcidos grasos en la esterificacion con n-butanol catalizada por
la lipasa iCAL-B, en medio DES 4 para R = 3

Observando en conjunto la situacién presentada en las Figuras 6.2 a 6.5, se deduce que
mientras que en ausencia de agua en el medio de reaccion la eficiencia de la conversion a
¢ésteres butilicos fue mayor a medida que decrece el largo de cadena del acido graso, esto se
revirtio cuando la reaccion transcurrid en el DES 4 con agregados de agua, efecto que se
acentud desde R=1 a 3.

El efecto del agua en el medio de reaccion podria ser explicado por su posible efecto sobre
el modo de organizacion de las moléculas de acidos grasos, ya que, seria esperable que
dependiendo del contenido de agua del medio, estds moléculas presenten tendencia a
organizarse de diferente manera segiin su largo de cadena y caracter anfifilico, pudiendo

encontrarse bajo dos modalidades: disueltas (o dispersas) o formando agregados
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moleculares. Dichos agregados pueden involucrar varios tipos de organizacién complejos,
como la formacion de micelas, o micelas inversas, alrededor de goticulas de agua y/o de
goticulas del DES y/o agregados microscépicos, dependiendo del numero de carbonos y
capacidad anfifilica de los sustratos.

Es razonable entonces suponer que los acidos grasos, segiin su longitud, son capaces de
formar agregados o de dispersarse en el DES segin la cantidad de agua en el mismo.
Asimismo, podria considerarse que la posible organizacion de los acidos grasos de cadena
larga y media en el solvente enriquecido en agua podria dar lugar también a la
incorporacion del n-butanol en el seno de dichas estructuras, que al migrar a los poros del
soporte de la lipasa iCAL-B inmovilizada transportarian ambos sustratos simultdneamente
al sitio activo de la misma.

Este fenomeno se veria potenciado por el progresivo agregado de agua al DES, que
aumentaria gradualmente la polaridad del medio, favoreciendo la formacion de micelas de
los acidos grasos mas largos. A la vez, es conocido que el aumento de la concentracion de
agua disminuye la viscosidad de este solvente, lo que combinado con el descripto

anteriormente favorecerian la transferencia de sustratos al sitio activo de la enzima.

Por el contrario, los 4cidos grasos y el n-butanol disueltos o dispersos en el DES, que no
formaron parte de las micelas, pueden migran al sitio activo de la lipasa simultaneamente o
no, por lo que la probabilidad de que estos se encuentren al mismo tiempo en el sitio activo

seria menor que cuando lo alcanzan formando un agregado mixto.

Se deberia considerar también la diferente afinidad de cada &cido graso con el interior de
los poros que conforman la resina que soporta al catalizador. Cuando la reaccion transcurre
en el medio DES sin agregado de agua, posiblemente las moléculas mas pequenas difundan
con mas facilidad en el solvente viscoso hacia el interior de los poros de la resina, por lo
que su reaccion se veria favorecida frente a la de moléculas de mayor tamafio. Pese a esto,
los bajos rendimientos observados pueden explicarse por la combinacion de una baja
velocidad de difusion debido a la elevada viscosidad del medio, y por la ausencia de una

cantidad de agua suficiente para que la lipasa alcance su optimo de actividad.

Este planteo coincide con la importancia de los fenomenos de transferencia de masa y la

dependencia de los mismos del tamafo de las goticulas de sustrato en el medio de reaccion
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descriptas en detalle para la sintesis de glicolipidos en el DES ChCl/urea por Hollenbach et
al. (2020). Los autores concluyeron que la accesibilidad de los 4cidos grasos al centro
activo de la lipasa es un factor limitante en el rendimiento de la reaccion y que la
disminucion del tamafio de la goticula de la emulsion formada por los acidos grasos y el
DES, aument6 significativamente la velocidad inicial de reaccion y el rendimiento de la

misma.

En la Figura 6.6 se muestran las velocidades iniciales de reaccion (Vo en umol.min™ . genzima
1) determinadas a partir de los valores iniciales de conversion (Ec. 6.2) para cada nivel de
agua (R) en el DES y largo de cadena del 4cido graso. Los resultados muestran que la
velocidad inicial de reaccion crece con el incremento de la concentracion de agua en el
medio de reaccion, lo que resulta coherente con lo mostrado en las Figuras 6.2 a 6.5. Se
observa ademas que en el DES sin agregado de agua las velocidades iniciales de reaccion
de los 4acidos grasos de cadena corta son las mayores, disminuyendo gradualmente al
aumentar el largo de cadena. El andlisis de las velocidades iniciales permite visualizar
claramente los cambios en la eficiencia con que reacciona cada 4cido graso a los diferentes
niveles de agua en el medio. Puede verificarse que para R=3 la velocidad inicial de
reaccion del 4cido estearico (C18:0) excede a la del acido caproico (C6:0) alcanzando una
relacion de Vo cis:/Vo,ce:0=1,8 lo que es practicamente inverso a lo obtenido en la situacion

con R=0.

Se observa claramente que los agregados de agua a valores de R=1, 2 y 3 produjeron un
aumento significativo de la velocidad inicial con respecto a la obtenida en el DES anhidro.
En el solvente conteniendo agua al nivel R=3 se alcanzaron las mayores velocidades
iniciales para cualquiera de los 4cidos grasos, con los maximos valores en aquellos de

largos de cadena de C10 a C18, sin que se notaran diferencias significativas entre ellos.
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Figura 6.6. Velocidades iniciales correspondientes a la esterificacion catalizada por la lipasa iCAL-B de los acidos
grasos de diferente largo de cadena con n-butanol en medio DES 4 con diferentes contenidos de agua (R)

Como ya se ha mencionado, los resultados obtenidos pueden atribuirse a una combinacion
de multiples factores por tratarse de una reaccidbn enzimatica heterogénea y las

caracteristicas del medio de reaccion, pudiendo plantearse alguna interpretacion adicional.

Por ejemplo, la alta conversion alcanzada por el acido graso de cadena mas corta en el DES
sin agregado de agua, coincide con su mayor velocidad inicial de reaccién en esas
condiciones, lo que sugiere que la actividad de la lipasa fue suficiente para catalizar la

reaccion pero que no todos los 4cidos grasos se encontraban disponibles para reaccionar.

Como se ha mencionado, la red generada por los enlaces de hidrogeno entre los
componentes del DES anhidro es la mas rigida y puede generar enlaces de hidrogeno
también con el n-butanol (Bubalo et al., 2015), asi como con residuos de la superficie de la
lipasa iCAL-B (Monhemi et al., 2014). En estas condiciones se podria plantear también la
hipotesis de que el acido graso de cadena mas corta es el mas habil para interactuar con los
componentes del DES por lo que, si ademas se admite la interaccion DES/butanol y
DES/lipasa, le permitiria acceder mas facilmente al alcohol y al sitio activo de la lipasa,

convirtiéndose en el sustrato preferido en medio anhidro.
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Por el contrario, a medida que crece la concentracion de agua en el medio, la interaccion
agua-DES podria favorecer la disociacion del n-butanol del DES, haciendo que una mayor
proporcion del mismo esté disponible para reaccionar. A su vez en un sistema con alta
concentracion de agua los 4cidos grasos mas largos e hidréfobos tendran la menor afinidad
para interactuar con los componentes hidrofilos del sistema ChCliurea, estando asi
disponibles para ser esterificados y, posiblemente, transportados mediante agregados
lipidicos junto con el n-butanol hacia los poros de la enzima inmovilizada. Como resultado,
los 4cidos grasos mas cortos e hidrofilos podrian estar en desventaja para acceder a la

esterificacion.

Obviamente estos andlisis parten de suposiciones que requeririan de un estudio mas

profundo, el cual escapa al alcance de este trabajo.

6.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el agregado de agua al medio DES formado por
ChCl y urea a una relacion molar agua/ChCl (R) igual a 1 es esencial para asegurar la
adecuada hidratacion de la lipasa iCAL-B y para permitir el desarrollo de su capacidad

catalitica, sin favorecer la hidrélisis por sobre la reaccion de esterificacion.

Aunque se constatd que niveles mayores de agua en el medio provocaron el aumento de la
velocidad inicial de esterificacién, repercutieron negativamente en las conversiones
alcanzadas en incubaciones prolongadas por mas de 24 h, lo que podria vincularse al
debilitamiento de los enlaces entre los componentes del DES causado por el exceso de agua
en el medio, permitiendo a la urea expresar su efecto desnaturalizante sobre el catalizador.
Asimismo, elevadas concentraciones de agua en el medio podrian contribuir a la ocurrencia

de la reaccion inversa, potenciando la hidrolisis de los ésteres.

Los resultados obtenidos confirmaron también que el efecto de la concentracion de agua en
este DES afecta de diferente manera la esterificacion de 4cidos grasos de distinto largo de
cadena. Mientras que los acidos grasos de cadena mas corta caproico y caprilico (C6 y C8,
respectivamente) se esterificaron mas eficientemente en el medio de reaccion anhidro, esta

tendencia se invirti6 a medida que la concentracion de agua se incremento.

Las caracteristicas del sistema estudiado permiten aventurar diferentes hipotesis que
involucran una compleja combinacion de varios fendmenos que conducen a los resultados
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obtenidos. Estos incluyen el efecto del agua sobre la interaccion entre los componentes del
DES y de éstos con los propios sustratos, su efecto sobre la posibilidad de que los sustratos
formen agregados o agregados mixtos determinantes sobre el acceso de los mismos al sitio
activo de la lipasa y el efecto sobre la viscosidad del medio de reaccion y los fenomenos de

transferencia de masa asociados.
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CAPITULO 7
SINTESIS DE ESTERES DE FITOESTEROLES

7.1  Introduccion

Como se mencion6 en la Introduccion (Capitulo 1), estd demostrado que la incorporacion
en la dieta de alimentos con esteroles, estanoles y sus derivados puede tener efectos
beneficiosos para la salud humana. Particularmente los fitoesteroles se clasifican dentro de
los triterpenos y poseen una estructura semejante a la del colesterol, que es el esterol mas
abundante en las c€lulas animales. Dentro de estos compuestos los mas reconocidos por ser
bioactivos en humanos se encuentran el Estigmasterol, al B-sitosterol y al Campesterol (A.

da S. Pereira et al., 2022).

Debido a la estructura de los fitoesteroles que contiene un nucleo esteroide policiclico y una
cadena lateral en posicion C-17 los mismos son poco solubles en agua, ademds estos
poseen un grupo hidroxilo en la posicion C-3 que limita su solubilidad en aceite (Figura
3.4). Las propiedades mencionadas sumadas al alto punto de fusién de los fitoesteroles
hacen que su incorporacion en alimentos sea compleja. Es por esto que se han disefiado
estrategias para que los fitoesteroles puedan ser incluidos mas facilmente en matrices

alimentarias, entre ellas la sintesis de ésteres de fitoesteroles (Feng et al., 2021).

Aunque los esteres de fitoesteroles pueden ser obtenidos por sintesis quimica, este método
de obtencidn acarrea inconvenientes tales como consumo de energia en exceso, formacion
de productos secundarios, pardeamiento de productos y baja selectividad, entre otros. En
este contexto se reconoce la catalisis enzimatica como una alternativa a la sintesis quimica
que no implica los inconvenientes mencionados anteriormente. Es por esto que se han
realizado diversos estudios en la catdlisis enzimdtica de esteres de fitoesteroles por

esterificacion directa con las lipasas iCAL-B y de Candida rugosa (He et al., 2017).

Una vez verificado que el DES 4 (ChCl/urea) resultd ser un medio de reaccion conveniente

ya que, a diferencia de los otros DES, sus componentes no participan en las reacciones de
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interés (Capitulo 5), en este capitulo se procedié a estudiar la eficiencia de la sintesis de
¢ésteres de fitoesteroles en este solvente mediante dos modalidades, la esterificacion y la
transesterificacion con acido laurico o laurato de vinilo, respectivamente.

Asimismo, habiéndose demostrado el rol fundamental de la concentracion de agua en el
medio de reaccion, se considerd el estudio de esta variable sobre el rendimiento del
proceso.

Como catalizador se utiliz6 la lipasa de Candida rugosa, dado que si bien los resultados del
capitulo anterior demostraron que la lipasa iCAL-B es muy activa en reacciones de
esterificacion de acidos grasos en el DES 4, la misma mostré minima actividad catalitica
frente a la sintesis de ésteres de esteroles en hexano, lo que sugiere cierto grado de rechazo
por estos sustratos. En cambio, la lipasa de Candida rugosa fue de las que mostré6 mayor
actividad frente a esa misma reaccion (Capitulo 3).

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Materiales
Todos los solventes, reactivos, estandares analiticos y la lipasa de Candida rugosa fueron

adquiridos a la firma Sigma—Aldrich. La mezcla de fitoesteroles fue suministrada por la

empresa COGNIS Gmbh.

7.2.2 Esterificacion de fitoesteroles con 4cido laurico.

En un vial de 15 mL se colocaron 25 mg de la mezcla de fitoesteroles, 50 mg de acido
ldurico (300 % exceso), 30 mg de lipasa de Candida rugosa y 4 g del DES 4, el cual se
incubd durante 24 h a 45 °C en un agitador orbital a 200 rpm. Finalizado el periodo de
incubacion se agregaron 5 mL de agua destilada y se agitd en vortex para generar la
disrupcion del DES. Finalmente se realizaron dos extracciones sucesivas con 5 mL de
hexano y los extractos se combinaron y se analizaron por GC.

El mismo procedimiento se repitid agregando al vial la cantidad de agua destilada
correspondiente a R = 1, 2 0 3. Las incubaciones se realizaron por triplicado y se informan
los resultados promedio.

Las muestras se analizaron por GC en un equipo Shimadzu GC-2010, con inyector on-
column PTV, detector de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco MET-

biodiesel (15 m x 0.32 mm x 0.1 um). La temperatura inicial del programa fue de 160 °C
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seguida de un aumento de la temperatura hasta 230 °C a 4 °C/min. Se utilizé N2> como gas
portador a 70 kPa.
El porcentaje de conversion total de la mezcla de fitoesteroles se calculd de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

% conversion = 100 x % [Ec. 7.1]
ELF F

> (AELF) : Suma de las areas de los picos del cromatograma correspondientes a los
ésteres lauricos de los fitoesteroles.

> (Ar) : Suma de las areas de los picos del cromatograma correspondientes a los
fitoesteroles sin esterificar.

7.2.3 Transesterificacion de fitoesteroles con laurato de vinilo

Se repiti6 el procedimiento descripto en el punto anterior (7.2.2) en idénticas condiciones,
pero sustituyendo los 50 mg de acido laurico por 65 pL de laurato de vinilo (LV: 300 %
exceso). Las incubaciones se prolongaron por 24 y 72 h. Realizdndose en paralelo dos
blancos para el nivel de agua correspondiente a R = 3, ambos sin contener fitoesteroles y
s6lo uno de ellos con agregado de enzima.

La conversion de los fitoesteroles a lauratos de fitoesterilo se realizo segtin la Ec. 7.1.

El mismo analisis por GC permiti6 detectar la ocurrencia de hidrdlisis del laurato de vinilo,
manifestada por la aparicion de acido laurico en las muestras. En estos casos fue posible
determinar también el porcentaje de hidrolisis del LV, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

% hidrolisis de LV = 100 x —2t— [Ec. 7.2]

LvtAaL

Aar:  Area del pico del cromatograma correspondientes al acido laurico.

Arv:  Area de pico del cromatograma correspondientes al laurato de vinilo.
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Figura 7.1. Cromatograma obtenido por cromatografia gaseosa luego de 24 h de reaccion de sintesis de esteres de
esteroles en medio DES 4 catalizada por la lipasa de Candida rugosa

7.2.4 Transesterificacion de la mezcla de fitoesteroles con laurato de vinilo agregado en
adiciones sucesivas

Se repitid el mismo procedimiento descripto en “7.2.3”, pero realizando dos agregados

extra de 65 pL o 22 pL. de LV, uno a las 24 y otro a las 48 h. En este caso Unicamente se

trabajo con una concentracion de agua en el medio correspondiente a R = 3 y las

incubaciones se prolongaron por 72 h. Se realizaron tomas de muestra a las 24, 48 y 72 h de

incubacion.

Alternativamente, se hicieron incubaciones con adiciones sucesivas de LV, también de 65 o

22 uL, realizadas a periodos mas cortos: 2, 4 y 6 h, las que se prolongaron por 24 h.

En todos los casos las conversiones y porcentajes de hidrolisis se calcularon mediante las

ecuaciones 7.1 y 7.2, respectivamente.

Las incubaciones se realizaron por triplicado y se informan los resultados promedio y las

desviaciones estandar.
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7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Esterificacion de fitoesteroles con acido laurico

En primer lugar, se intentd realizar la sintesis de ésteres de la mezcla de fitoesteroles
mencionada en 7.2.1. mediante la esterificacion con acido laurico, en medio DES 4 y
niveles de agua correspondientes a R = 0, 1, 2 y 3, catalizada por la lipasa de Candida
rugosa. Sin embargo, al cabo de 48 h de incubacidon no se detectd la formacion de ésteres
de ninguno de los fitoesteroles de la mezcla, en ninguna de las condiciones ensayadas.

Si bien estos resultados se encontraron en principio algo llamativos, dado que esta lipasa
mostrd alta actividad catalitica en la sintesis de ésteres de fitoesteroles (Capitulo 3), dicho
comportamiento fue verificado en la transesterificacion con LV y en medio hexano, lo que
indica que el cambio de sustrato y solvente afectd drasticamente su desempefio como
catalizador.

Tal como se ha mencionado en los capitulos anteriores, el rendimiento de las reacciones de
catalisis enzimatica en medios de reaccion DES depende de multiples factores que pueden
jugar a favor o en contra de los procesos de interés. Asimismo, ya se ha hecho referencia a
las ventajas que representa el LV como sustrato en reacciones de sintesis de ésteres, por lo

cual se procedio a la sustitucion del acido laurico por este sustrato.

7.3.2 Transesterificacion de fitoesteroles con laurato de vinilo

Como se demostrd en los del Capitulo 3 la lipasa de Candida rugosa fue muy activa en la
catalisis de la transesterificacion de esta mezcla de fitoesteroles con el LV en medio
hexano, alcanzando practicamente la conversiéon completa luego de 40 h de incubacion.

La Figura 7.2. muestra los resultados obtenidos cuando la incubacion se realizé en el medio
ChCl/urea, como se describe en 7.2.3. Se observa que se verifico la generacion de ésteres
de los tres fitoesteroles de la mezcla, obteniéndose luego de 24 h de incubacion los
porcentajes de conversion totales de 0, 3,4, 7,9 y 12,8 % en los casos en que el DES 4 se
utiliz6 con niveles de agua correspondientes a R = 0, 1, 2 y 3, respectivamente. Los
resultados confirman, también en este caso, el efecto determinante de la actividad de agua
en el medio de reaccion sobre la actividad enzimatica, manifestado por el aumento de la
eficiencia de la reaccion a medida que se aumentd el contenido de agua del medio. El

mismo efecto fue descripto en los capitulos 5 y 6 para reacciones de esterificacion
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catalizadas por la lipasa iCAL-B en este mismo DES, por lo que este resultado no resulta
llamativo, sobre todo tratandose de un sustrato mas complejo como los fitoesteroles y de
una lipasa no inmovilizada, lo que suele conferirle mayor vulnerabilidad a un catalizador
enzimdtico frente a un medio no convencional de alta higroscopicidad.

Si bien, como ya se menciond la utilizacion de LV como sustrato resulta ventajosa, y asi lo
demuestran los resultados obtenidos, en el capitulo precedente se mencion6 también los
inconvenientes de su utilizacion en medios con elevada concentracion de agua, ya que
paralelamente al proceso de interés es factible que la lipasa catalice también su hidrolisis a
acido laurico.

Efectivamente, el analisis de los resultados mostro la presencia de diferentes niveles de
acido laurico en los productos, lo que permitié determinar el porcentaje de hidrolisis del LV
en dichas muestras (Ec. 7.2). La Figura 7.2 muestra que el grado de hidrélisis fue mayor
conforme se increment6 la concentracion de agua en el sistema, siendo despreciable para
los niveles de agua correspondientes a R= 0 y 1, pero alcanzando 3,9 y 11,8 % para los

correspondientes a R =2 y 3, respectivamente.
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B Conversion

10 [ @ nidrélisisde LV
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Figura 7.2. Porcentaje de conversion de la mezcla de fitoesteroles e hidrolisis del LV luego de 24 h de transesterificacion
catalizada por la lipasa de Candida rugosa en medio de reaccion DES 4, conteniendo agua a los niveles R=0, 1, 2, y 3
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La Figura 7.3 muestra ademds que la proporcion entre los ésteres de fitooesteroles
generados practicamente coincidiod en todos los casos con la de los respectivos fitoesteroles
en la mezcla utilizada como sustrato, lo que indicé que la enzima no mostr6 preferencia por
ninguno de los tres esteroles. Este comportamiento coincide con el mostrado por esta

misma enzima en la catélisis de esta reaccion en medio hexano (Capitulo 3).
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Figura 7.3. Composicion de la mezcla de fitoesteroles utilizada como sustrato y de la fraccion de esteres de fitoesteroles
obtenida luego de 24 h de transesterificacion de dicha mezcla con LV, catalizada por la lipasa de Candida rugosa en
medio de reaccion DES 4 conteniendo agua a los niveles R=0, 1, 2, y 3

Si bien las conversiones alcanzadas no fueron muy elevadas, los resultados demostraron
nuevamente que el LV es mejor sustrato que el 4acido laurico y también que la
concentracion de agua en el DES 4 es determinante sobre la actividad de la enzima.

A los efectos de evaluar si el aumento del periodo de incubacidon permitiria alcanzar
conversiones mas elevadas, se repitido la incubacion en idénticas condiciones, pero
prolongando la misma por 72 h. Si bien en este caso tampoco se observo la generacion de

ésteres en el sistema anhidro (R=0), resulté llamativo que las conversiones alcanzadas a los
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niveles de agua correspondientes a R= 1, 2 y 3 fueron muy similares, o incluso levemente
inferiores, a las obtenidas luego de s6lo 24 h de reaccion: 1,9, 5,5 y 14,8 %,
respectivamente.

El nivel de hidrolisis se increment6 con el aumento de la concentracion de agua en el medio
de reaccidn, alcanzando un 24,1 % para la incubacion realizada a R = 3. Asimismo, el
porcentaje de hidrolisis de una incubacidn testigo realizada en idénticas condiciones con
agua en el medio al nivel R=3 pero sin la adicién de fitoesteroles, arrojo un porcentaje de
hidrolisis del LV a acido laurico del 86,4 % luego de 72 h de incubacion.

Por otra parte, en un segundo blanco realizado en las mismas condiciones, pero sin la
presencia de la enzima, no se detectd la generacion de acido laurico luego de las 72 h de
incubacion, lo que demuestra que la hidrolisis del LV se debid exclusivamente a la accion
de la lipasa, descartando cualquier posibilidad de hidrélisis espontanea debida al exceso de
agua en el medio.

Estos resultados demostraron que la ventaja del uso de LV como sustrato se perdio
gradualmente al aumentar el periodo de incubacion, a medida que éste fue convertido

progresivamente en acido laurico.

7.3.3 Transesterificacion de fitoesteroles con laurato de vinilo suministrado en adiciones
sucesivas

Si bien los resultados anteriores demostraron que en el medio DES 4 la concentracion de
agua correspondiente a R=3 fue la mas favorable para la sintesis de los ésteres de interés,
esta alta concentracion de agua en el medio de reaccion promovié la hidrolisis del LV a
acido laurico, con la consecuente pérdida del sustrato necesario para la reaccion. Por este
motivo, se decidid estudiar el efecto de realizar adiciones sucesivas del sustrato durante la
incubacién. Para ello se procedid de dos maneras, adicionando a las 0, 24 y 48 h de
incubacion una cantidad de LV igual a la adicionada a la mezcla de partida (65 pL), o
iniciando la incubacién con un tercio de dicha cantidad de LV (65/3 = 21,7 uLL ~ 22 pL por
fines practicos), cantidad que representa un exceso estequiométrico del 100 %, y
adicionando a las 24 y 48 h de incubacion ese mismo volumen, totalizando 65 pL de LV al
final de la incubacion. De esta de manera se buscd “reponer” la pérdida de LV por
hidrolisis y evaluar la conversion alcanzada al mantener una alta concentracion del mismo a

lo largo de todo el periodo de incubacion.

90



La Figura 7.4 muestra que en el caso de la incubacion realizada hasta alcanzar un total de
65 uL de LV (3x 65/3 pL), a las 24 horas de reaccion la conversion obtenida fue del 18,4 %
pero, pese a las adiciones sucesivas de sustrato, a las 48 y 72 h de reaccion la conversion
descendio6 a 15,3 y 11,6 %, respectivamente.

La Figura 7.4 muestra también que cuando la incubacion se inici6 con 65 uL de LV y se
realizaron adiciones sucesivas de esa misma cantidad de LV a 24 y 48 h de reaccion, las
conversiones alcanzadas superaron a las obtenidas adicionando un tercio de este volumen.
Luego de adicionado el LV y prolongada la incubacién por 48 h, se observa que la
conversion alcanz6 al 32,5 %, lo que sugiere que la estrategia seguida a los efectos de
mantener elevada la concentracion del sustrato tuvo un efecto favorable sobre la
conversion, pero para que ello sea efectivo se requiere que las adiciones de LV sean
elevadas, alcanzando un total de 3 veces la cantidad utilizada en el ensayo descripto en el

punto 7.2.2.
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Figura 7.4. Porcentaje de conversion de la mezcla de fitoesteroles luego de 24, 48 y 72 h de reaccion con adiciones
sucesivas de 65 uL o (65/3) uL de LV, catalizada por la lipasa de Candida rugosa en medio de reaccion DES 4 con un
nivel de agua de R=3
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Debe notarse también que en el caso de la incubacion iniciada con 65 pL de LV en la
mezcla de reaccion, luego de 24 h se alcanzo6 una conversion del 22,3 % (Figura 7.4), valor
superior al 12.8 % que muestra la Figura 7.2 en las mismas condiciones y periodo de
incubacion. Esta aparente discrepancia, sumado a los valores de desviacion estandar
relativamente altos encontrados, indica una pobre reproducibilidad del método que no
puede dejar de reconocerse.

Pese al efecto favorable de la segunda adicion de LV que produjera un incremento
importante de la conversion hacia las 48 h de incubacion, se observa que, a las 72 h de
incubacion, luego de que el sistema reaccionara por otras 24 h con una concentracion aun
mayor de LV, la conversion descendio a 20,1 %, lo cual result6 inesperado. Sin embargo,
este fenomeno podria estar asociado a la posibilidad de la ocurrencia de reacciones de
hidrolisis de los propios ésteres de fitoesteroles, catalizada por la misma lipasa, ya que
siendo activa en la esterificacion debe poder actuar también en la catalisis del proceso
inverso.

Considerando esta posibilidad, la concentracion de ésteres de fitoesteroles en el medio de
reaccion, asi como los porcentajes de conversion informados, serian el resultado de dos
fenémenos contrapuestos ocurriendo en forma simultdnea, la generacion de los mismos
mediante la esterificacion y su desaparicion por hidrélisis. El efecto de ambos fenomenos
sobre la concentracion de los ésteres dependera de la velocidad relativa de los mismos,
mientras que una alta velocidad de transesterificacion producird un aumento en los valores
de conversion, si la velocidad de esta reaccion decae, es posible que la hidrélisis prevalezca
y se manifieste produciendo un descenso en la conversion.

La aparicion de ésteres en el medio de reaccion demuestra inequivocamente que la
velocidad de la transesterificacion debid superar a la de la hidrdlisis al menos hasta los
periodos de incubacion mds breves. Sin embargo, los resultados de la Figura 7.4 indican
que el porcentaje de conversion de los fitoesteroles disminuye a tiempos prolongados de
incubacion. Esto podria deberse a que la generacion de ésteres de fitoesteroles se enlentece
al aumentar el porcentaje de hidrolisis del LV con el periodo de incubacion, mientras que la
hidrdlisis de los ésteres continia ocurriendo sin que su velocidad se vea afectada en forma
significativa, resultando en un descenso neto de la concentracion de los ésteres en el medio

de reaccion.
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Si esto fuera asi, periodos prolongados de incubacion repercutirian negativamente en la
concentracion de ésteres, por lo que resultd interesante ensayar la misma estrategia de
agregados sucesivos de LV a intervalos mas breves. Para ello se llevo a cabo la
transesterificacion de la mezcla de fitoesteroles con adiciones sucesivas LV (de 65 0 22 pL)
en las mismas condiciones que los ensayos anteriores, pero realizando las 3 adiciones de
LV alas 0, 3 y 6 h de incubacion, tomandose muestras de la mezcla de reaccion luego de 2,
4, 6 y 24 h de incubacion.

En la Figura 7.5 se muestran los porcentajes de conversion obtenidos en ambas
incubaciones. Para el caso de la reaccion en la que se realizaron adiciones de 65 pL. de LV
se observa que las conversiones crecieron conforme transcurrid la reaccion, alcanzando un
maximo de conversion de 53,2 % a las 6 h de reaccion, periodo en que el sistema recibio
dos agregados de LV (a tiempo O y 3 h). Posteriormente a las 24 h de reaccion la
conversion a ésteres disminuy6d a 27,6 %, repitiendo el comportamiento del sistema

observado en el caso anterior.

En el caso de la reaccion realizada con agregados de 22 pL, se observd un comportamiento
similar, con incrementos de la conversion hasta las 6 h de incubacidn, en que alcanz6 un

maximo de 27,2 % y disminucion posterior al cabo de las 24 h de incubacion.
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Figura 7.5. Porcentaje de conversion de la mezcla de fitoesteroles luego de 2, 4, 6 y 24 h de reaccion con adiciones
sucesivas de 65 uL o (65/3) uL de LV, catalizada por la lipasa de Candida rugosa en medio de reaccion DES 4 con R=3
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En la Figura 7.6 se muestran los porcentajes de hidrolisis del LV determinados a los
mismos tiempos de incubacidén que las muestras de la Figura 7.5. Para ambos valores de
agregado de LV la hidrélisis fue maxima a las 2 h de incubacion, alcanzando al 81,9 y 41,5
% para los casos en que se parti6é de 22 o 65 puL de LV, respectivamente. Practicamente el
porcentaje de hidrolisis a las 2 h de incubacion en el caso que se partio de 22 uL de LV

duplica al obtenido cuando se partio de 65 pL.

Conforme transcurrid la reaccion el porcentaje de hidrolisis decrecid levemente cuando se
realizaron agregados de 65 pL hasta alcanzar un valor de 13,9 % a las 24 h de incubacion,
mientas que cuando se realizaron agregados de 22 pL el porcentaje de hidrdlisis decrecid

inicialmente, pero mostré un leve incremento a las 24 h de reaccion.

Debe tenerse en cuenta que la verificacion de un porcentaje de hidrolisis constante o
incluso descendente no implica que la hidrdlisis no progrese, dado que luego cada adicién
de LV provoca que el porcentaje de hidrolisis disminuya debido a que se diluye el acido

laurico libre respecto al total (acido l4urico libre + LV).
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Figura 7.6. Porcentaje de hidrolisis del LV luego de 2, 4, 6 y 24 h de reaccion con adiciones sucesivas de 65 yuL de LV,

catalizada por la lipasa de Candida rugosa en medio de reaccion DES 4 con R=3

Los resultados obtenidos demostraron que la estrategia de realizar adiciones sucesivas de

LV permitié mantener una elevada concentracion de este sustrato, disminuyendo el impacto
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de su hidrdlisis en el rendimiento de la reaccion de interés, lo que permitié superar los

porcentajes de conversion de los fitoesteroles a sus ésteres lauricos.

7.4 Conclusiones
Los resultados obtenidos demostraron que la esterificacion de dacido laurico con
fitoesteroles y la lipasa de Candida rugosa en el medio DES 4 con diferentes niveles de

agua no es un método efectivo para sintetizar ésteres de fitoesteroles.

En cambio, mediante la transesterificacion de laurato de vinilo con la mezcla de
fitoesteroles llevada a cabo en medio DES 4 con niveles de agua correspondientes a R = 0,
1, 2 y 3 se verifico la generacion de los productos de interés. Asimismo, la cantidad de
esteres de fitoesteroles obtenida en la reaccion aumentd conforme se incremento la
concentracion de agua en DES, alcanzando su méximo para el nivel de agua
correspondiente a R = 3. Estos resultados volvieron a evidenciar que el efecto del agua es
crucial sobre la actividad enzimatica para ciertos sistemas DES/sustrato/lipasa,
corroborando asi lo descripto en los capitulos 5 y 6 para reacciones de esterificacion

catalizadas por la lipasa iCAL-B en este mismo DES.

Cuando la incubacion se realizd por 72 h las cantidades de esteres de fitoesteroles obtenidas
no variaron significativamente respecto a las obtenidas durante la incubacién de 24 h para
todos los niveles de agua. Esto podria deberse a la ocurrencia de los fenomenos de
hidrolisis, tanto del laurato de vinilo como de los ésteres de fitoesteroles, ocurriendo

simultaneamente a la sintesis de los mismos.

La verificacion de la ocurrencia de hidrélisis de laurato de vinilo a acido laurico en grados
significativos cuando se realizd la incubacion a elevadas concentraciones de agua se
identificé como un inconveniente a resolver, dado que como se menciond anteriormente, el

acido laurico no es capaz de ser esterificado y generar los ésteres de interés.

Realizar adiciones sucesivas de laurato de vinilo durante el periodo de incubacién (a las 24
y 48 h) demostro ser un método eficiente para mitigar parcialmente el efecto de su
hidrdlisis sobre el rendimiento de la transesterificacion, permitiendo alcanzar conversiones

a laurato de colesterilo de hasta 32,5 % en 72 h de reaccion.
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Finalmente, se logré6 maximizar el rendimiento mediante incubaciones mas breves, de 24 h,
realizando adiciones sucesivas de agua a los tiempos de incubacion 0, 3 y 6 h, lo que

permiti6 alcanzar una conversion del 53,2 %.

En sintesis, los resultados evidenciaron que el DES 4 en presencia de agua resulté un medio
conveniente para la expresion de la actividad catalitica de la lipasa de Candida rugosa
frente a la reaccion de interés, y que la pérdida de uno de los sustratos por hidrélisis puede
ser compensada parcialmente mediante el adecuado disefio de métodos de adiciones

sucesivas del mismo.
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CAPITULO 8
SINTESIS DE GLUCOLIPIDOS

8.1 Introduccion

Como ya se menciond el uso de DES como medio para reacciones enzimaticas dirigidas a
la obtencion de glucolipidos puede presentar ciertas ventajas adicionales a las ya
mencionadas para este tipo de solvente. En particular algunos DES, a diferencia de la
mayoria de los solventes organicos convencionales, tienen la capacidad de solubilizar tanto

azucares hidrofilicos como acidos grasos hidrofébicos.

Asimismo, se ha reportado la sintesis enzimatica de glucolipidos en el DES formado por
ChCl y glucosa, lo que resulta muy conveniente ya que el propio HBD cumple la doble

funcion de formar parte del solvente y actuar como sustrato del proceso de interés.

En este sentido se han estudiado varias combinaciones de relaciones molares de
componentes de DES formados por cloruro de colina y glucosa. En el estudio llevado a
cabo por Hayyan et al. (2013) se estudiaron las propiedades de las mezclas de ambos
componentes las relaciones molares ChCl:glucosa iguales a 1:1, 1.5:1, 2:1, 2.5:1, 1:1.5, 1:2,
y 1:2,5, verificdndose que solo las tres primeras formaron un liquido incoloro a temperatura
ambiente. Asimismo, estudiaron la viscosidad y la densidad de las cuatro primeras mezclas,
encontrando que todas ellas presentaron valores superiores de ambas propiedades al

correspondiente a la mezcla eutéctica en un rango de temperaturas de entre 300 y 360 K.

En la Figura 8.1 se presenta el diagrama de fases de mezclas de cloruro de colina con
distintos polioles publicado por Harris (2008). En el mismo se verifica que el punto
eutéctico para la mezcla ChCl:glucosa se produce en relacion molar 2:1 mencionada
anteriormente. Sin embargo existen trabajos publicados en los que se describe la
transesterificacion de acidos grasos con azlcares en los que el medio de reaccion utilizado

fue la mezcla ChCl:glucosa en relacion molar 1:1 (Pohnlein et al., 2015).
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Figura 8.1. Diagrama de fases de mezclas de ChCl:polioles (Harris, 2008)

En este capitulo se estudi6 la sintesis de glucolipidos mediante la transesterificacién de
laurato de vinilo con glucosa catalizada por la lipasa iCAL-B. Como medio de reaccion se
utiliz6 el DES 4 utilizado en los capitulos precedentes y el DES formado por ChCl y
glucosa combinados en dos diferentes proporciones, la relacion 2:1 eutéctica y la relacion
1:1. Asimismo se estudio el efecto de la concentracion de agua en el medio de reaccion

sobre la eficiencia del proceso.

8.2 Materiales y métodos
8.2.1 Materiales
Todos los solventes, reactivos, estandares analiticos y las enzimas comerciales fueron

adquiridas a la firma Sigma—Aldrich. Se utiliz6 la lipasa B de Candida antarctica

inmovilizada (ICAL-B).

8.2.2 Sintesis de DES
La sintesis de los DES se realizé tal como se describe en el punto 4.2.2 con las relaciones

molares mostradas en la Tabla 8.1.
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Tabla 8.1: DES formados por ChCl, los HBD que los componen y relaciéon molar HBD/ChCl

Solvente HBD (ChCl:Glucosa)molar

Glucosa

CH,OH
DES 5 ol 1:1
OH

OH OH
OH

Glucosa

CHZOH
DES 5* o 2:1

8.2.3 Sintesis de laurato de glucosilo en DES 4

Se agregaron 600 mg (2,65 mmol) de laurato de vinilo, 150 mg (0,83 mmol) de glucosa, 15
mg de hexadecano, 50 mg de lipasa y 5 g de DES 4 a un vial de 15 mL. El vial fue agitado
en vortex durante 10 seg y posteriormente se incubo a 70 °C en bloque calefactor con
agitacion orbital a 1000 rpm. Las incubaciones se prolongaron por diferentes periodos,
durante los cuales se tomaron muestras de 200 uL, las que se transfirieron a un vial de 4
mL conteniendo 1 mL de agua destilada. Luego de agitar el vial en vortex se agregod al
mismo 1 mL de acetato de etilo y se agitd en vortex nuevamente. La fase organica fue

transferida a un vial de 15 mL y esta se secd bajo una corriente de No.

Previo al andlisis las muestras fueron derivatizadas mediante silanizacion, para ello, sobre
el extracto seco se agregaron 100 pL de piridina y 100 pL de reactivo silanizante
compuesto por BSA y TMCS (#15256 Supelco: bis-trimetilsililacetamida 93.0 - 97.0 % +
trimetilclorosilano 3.0 - 5.0 %) y fue colocado en un bloque termostatizado a 70 °C durante

30 min. Finalmente se agregaron 7 mL de hexano y se tom6 1 pL para el analisis por GC.

El analisis se realizé en equipo Shimadzu GC-2010, con inyector on-column PTV, detector

de ionizacion de llama (FID), columna capilar Supelco MET-biodiesel (15 m % 0.32 mm x
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0.1 um). La temperatura inicial del programa fue de 160 °C seguida de un calentamiento

hasta 230 °C a 4 °C/min. Se utilizé N2 como gas portador a 70 kPa.
Las incubaciones se realizaron por duplicado.

8.2.4 Sintesis de laurato de glucosilo en DES formado por ChCl:glucosa

Se repiti6 el procedimiento del punto anterior (8.2.3) en el medio DES 5 y DES 5*
constituidos por ChCl y glucosa en las proporciones indicadas en la Tabla 8.1, por lo que
no se agregd glucosa extra al sistema. A su vez, en el caso de las incubaciones realizadas en
DES 5, el procedimiento se repitié nuevamente adicionando a la mezcla de incubacion la
cantidad de agua necesaria para alcanzar relaciones molares agua/ChCl (R) iguales a 1 y 2.

Todas las incubaciones se realizaron por triplicado.

La cantidad de micromoles de laurato de glucosilo fue calculada tal como se describe en el
Anexo II a partir de las areas de picos de laurato de glucosilo y estdndar interno obtenidos
en el analisis por GC de los productos de reaccion. Dado que no se dispuso de estdndares de
los diferentes ésteres generados, para el célculo se consider6 las éareas de picos
correspondientes a cada producto obtenidas en el andlisis del producto de reaccion

completa, obtenido cuando la reaccion se realizé en 2M-2BuOH (3.3.5).

8.3 Resultados y discusion

8.3.1 Sintesis de laurato de glucosilo en DES 4

En base a los ensayos previos que demostraron el desarrollo de una actividad catalitica
importante de la lipasa iCAL-B en medio DES 4, se intent6 la sintesis de laurato de
glucosilo en este medio y utilizando dicha lipasa, mediante la transesterificacion de laurato
de vinilo y glucosa. Sin embargo, luego de 72 h de incubacion no se verifico la presencia de
ésteres de glucosa en los productos. Este resultado contrasté con lo informado por P6hnlein
et al. (2015) donde se obtuvo hexanoato de glucosilo a partir de la transesterificacion de
hexanoato de vinilo y glucosa, catalizada por la lipasa iCAL-B en este mismo medio de

reaccion.

Sin embargo, el resultado negativo obtenido coincide con lo reportado recientemente por

Semproli et al. (2023), en donde tampoco se obtuvieron ésteres de glucosa incubando
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laurato de vinilo con glucosa en medio de reaccion DES 4 con contenido de agua del 5 %

en el medio de reaccion

8.3.2 Sintesis de laurato de glucosilo en DES 5

Considerando el resultado negativo en la transesterificacion en DES 4, resultd interesante
ensayar la alternativa ya mencionada de ensayar el proceso en el DES formado por ChCl y
glucosa en relacion 1:1 (DES 5), confiriéndole a la glucosa la doble funcion de solvente y

sustrato.

Se realiz6 la incubacion de laurato de vinilo en medio DES 5 en presencia de la lipasa
1CAL-B, en medio anhidro (R=0) y con agregado de agua a los niveles correspondientes a
R igual a 1 y 2. Esto dado que en resultados mostrados en varios capitulos previos
demostraron que el contenido de agua en el DES es un factor determinante sobre la

actividad enzimatica y la eficiencia de las reacciones en este tipo de solvente.

El andlisis de las muestras recogidas a diferentes periodos de incubaciéon mostrod en este
caso la generacion de ésteres de glucosa, aunque a una muy baja velocidad. La Figura 8.2
muestra la evolucion de la cantidad de ésteres de glucosa generados durante el periodo de
incubacion para las diferentes concentraciones de agua en el medio de reaccion.
Obviamente los resultados no se expresan en porcentaje de conversion de glucosa, dado que

por su alta concentracion en el medio se obtendrian valores insignificantes.

En los tres casos los productos principales correspondieron a monoésteres de glucosa,
observandose minima presencia de diésteres y ausencia de triésteres. Se puede ver ademas
que si bien en los tres casos la cantidad de ésteres generados se increment6 con el periodo
de incubacién, el aumento fue mas notorio y dréstico para la incubacion realizada en el
solvente anhidro (R = 0). Asimismo, la cantidad de producto generado fue la mas baja en el

caso de la incubacion realizada con el DES con la mayor concentracion de agua.
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Figura 8.2. Micromoles totales de lauratos de glucosilo generados durante la incubacion de laurato de vinilo en medio
DES 5 conteniendo agua en relaciones R = 0, 1y 2, en presencia de la lipasa iCAL-B

El efecto negativo de la concentracion de agua sobre la eficiencia de la reaccion resultd
llamativo, ya que como se ha mencionado en los capitulos anteriores se habia verificado
que el agregado de agua al medio de reaccion DES afectaba favorablemente la actividad
enzimatica. Obviamente se trata de procesos diferentes a los descriptos previamente, tanto
por la naturaleza de la reaccion como por las caracteristicas del solvente, por lo que es
posible que, si bien la presencia de agua mejorase la actividad enzimatica, también
favorezca la hidrolisis de los ésteres en lugar de su formacion, reaccion también catalizada

por la misma lipasa.

Dada la mayor eficiencia mostrada por la reaccion realizada en el DES 5 anhidro, se
decidio repetir el proceso en este medio por un periodo prolongado, de manera de verificar
qué grado de avance se podia alcanzar y si un aumento de la concentracion de monolaurato

de glucosilo en el medio de reaccion favorecia la aparicion de di- y triésteres de glucosa.
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La Figura 8.3 muestra la evolucién en la cantidad de los productos con el periodo de
incubacion. En la misma se verifica que la cantidad total de ésteres de glucosa crece
conforme transcurre la reaccion alcanzando un maximo de 149 umol al cabo de 336 h de
incubacion. Como era de esperarse, la mayor proporcion de producto correspondid a los
monolauratos de glucosilo. A diferencia de los casos anteriores se verifico una incipiente
generacion de dilauratos, mientras que tampoco en este caso se detectd la formacion de

trilauratos.
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Figura 8.3. Micromoles totales de ésteres de glucosa y micromoles de mono-, di- y trilaurato de glucosilo (MLG, DLG y
TLG, respectivamente) generados durante la incubacion de laurato de vinilo y glucosa en medio DES 5 catalizada por la
lipasa iCAL-B

Podria considerarse que en estos casos en que el DES utilizado como medio de reaccion es
a la vez sustrato, a medida la reaccion avanza puedan ocurrir modificaciones en la
estructura del mismo debido al consumo de uno de sus componentes HBD. Sin embargo,
los resultados obtenidos muestran que la cantidad de producto generado en este caso es tal
que el posible efecto sobre la concentracion de glucosa del medio es totalmente

despreciable.

Uno de los factores que puede afectar negativamente la velocidad de reaccion en este tipo
de DES es la elevada viscosidad que presentan las mezclas ChCl/glucosa. Por este motivo,

en base a informacion relativa a las propiedades fisicoquimica de mezclas ChCl/glucosa en
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diferentes proporciones, se decidio ensayar la misma reaccion de transesterificacion en este
sistema, pero en relacion 2:1 (identificada como DES 5*). Se ha reportado para esta nueva
proporcion una menor viscosidad que la correspondiente a la mezcla 1:1 y también una
menor temperatura de fusion (15 contra 31 °C; (Hayyan et al., 2013)), lo que es coherente
con que dicha proporcion corresponda a la mezcla eutéctica. Independientemente de esto,
ambas mezclas aportan un medio fluido capaz de actuar como solvente y, el hecho de que
la mezcla 1:1 no coincida con el punto eutéctico no representa un inconveniente, ya que la
eventual existencia de glucosa “no asociada” al ChCl implicaria una mayor disponibilidad

de la misma para actuar como sustrato.

La Figura 8.4 muestra la cantidad de monolauratos de glucosilo producidos durante la
incubacién del laurato de vinilo en medio DES 5 comparada con la producida en medio

DES 5%*, en ambos casos en presencia de la lipasa iCAL-B.
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Figura 8.4. Micromoles de monolaurato de glucosilo generados durante la incubacion de laurato de vinilo en los medios
DES 5 y DES 5* en presencia de la lipasa iCAL-B

Los resultados indican que, dentro del elevado margen de error del método, no se puede
afirmar que haya una diferencia real en el rendimiento de la reaccion en uno y otro
solvente, si bien se podia sugerir una leve diferencia a favor de la conversion en el DES 5%,
Es claro que si bien la viscosidad del DES 5* es menor a la del DES 5, no es el unico

parametro que afecta la eficiencia de este tipo de reacciones. Un estudio mas detallado debe
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incluir otros factores como la polaridad, la tension superficial y la actividad de agua, como

ya se ha mencionado (K. H. Zhao et al., 2016).

8.4 Conclusiones

Aunque el DES 4 mostr6 ser un medio de reaccion adecuado para reacciones de
transesterificacion enzimatica catalizadas por la lipasa iCAL-B, en dicho medio y en
condiciones similares no se verific la formacion de ésteres lauricos de glucosa. En cambio,
si fue posible obtener ésteres de glucosa en el DES formado por ChCl/glucosa con
diferentes proporciones entre ambos (1:1 y la eutéctica 2:1), actuando la glucosa como

componente del solvente y sustrato a la vez.

La cantidad de laurato de glucosilo obtenida en el DES formado por ChCl/glucosa con
relacion molar 1:1 fue maxima en el medio anhidro y disminuy6 a medida que aumento la
concentracion de agua en el medio de reaccion (R =1y 2), a diferencia de lo observado en
las reacciones estudiadas en los capitulos precedentes en otros solventes DES. Estos
resultados confirman que la concentracion de agua necesaria para optimizar la eficiencia de
una reaccion en un medio DES depende de cada sistema y de la naturaleza del proceso en

cuestion.

No se evidenci6 ninguna diferencia significativa en el rendimiento de la reaccion al utilizar
como solvente el medio ChCl/glucosa a las relaciones molares 1:1 o 2:1 entre ambos
componentes, si bien dada la menor viscosidad de la mezcla 2:1 sugeria que utilizar dicha

relacion podria favorecer la reaccion al mejorar los fendmenos de transferencia de masa.
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CAPITULO 9
CONCLUSIONES GENERALES

El trabajo realizado permitié evaluar el desempefio de diferentes lipasas comerciales de
interés tecnoldgico (Lipozyme TL-IM, Lipozyme RM-IM, iCAL-B y Candida rugosa) en
la catdlisis de diferentes reacciones de esterificacion y transesterificacion en solventes

organicos convencionales y en varios DES tipo III basados en cloruro de colina.

Como era de esperarse el desempeiio de las lipasas en medio DES fue muy diferente al
verificado en solventes organicos convencionales. Quedd demostrado que los DES
constituyen un medio de reaccion complejo donde el desempeiio de los catalizadores
enzimaticos depende de la naturaleza de la reaccion y el tipo de sustrato seleccionado, con
un efecto determinante del contenido de agua del medio y de las caracteristicas

estructurales de los componentes del solvente.

En particular, se demostrdé que solventes basados en cloruro de colina combinado con un
HBD que presente grupos hidroxilo en su estructura son capaces de competir en reacciones
de esterificacion o transesterificacion, lo que constituye una limitante importante para su
utilizacion como medio de reaccién. Dicha capacidad dependera del tipo de HBD, del
catalizador a utilizar y de la reaccion a desarrollar. Los resultados obtenidos identificaron al
1,4-butanodiol como el mas reactivo, seguido por el glicerol y, en menor grado, por la
1sosorbida, mientras que no se detectd ningin producto de reaccion derivado de la urea.
Estos resultados resultaron particularmente relevantes dado que suele sostenerse que la
fuerte interaccion HBA-HBD inhibe a los componentes del DES a reaccionar. Asimismo,
varias publicaciones vinculadas al desarrollo de reacciones similares a las estudiadas en

esta tesis y en los mismos DES no reportan este fenomeno.

Estos resultados permitieron identificar al DES formado por ChCl y urea en relacion 1:2
como el mas conveniente para conducir reacciones de esterificacion de acidos grasos

catalizadas por la lipasa iCAL-B.

En dicho medio de reaccion, la presencia de agua a una relacion molar agua/ChCl igual a 1

resultd esencial para asegurar la adecuada hidratacion de la lipasa iCAL-B y permitirle
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desarrollar su capacidad catalitica, sin favorecer la hidrolisis por sobre la reaccion de

esterificacion.

Se confirmo también que la concentracion de agua en dicho DES es determinante sobre
eficiencia de la esterificacion de acidos grasos con n-butanol y sobre la velocidad de
esterificacion de acidos grasos saturados segun su largo de cadena. Mientras que los acidos
grasos de cadena mas corta se esterificaron mas eficientemente en el medio de reaccion
anhidro, esta tendencia se invirtio a medida que la concentracion de agua se incremento.
Los resultados sugirieron la posibilidad de que la concentracioén de agua, ademas de afectar
directamente la actividad enzimatica, puede jugar un rol determinante sobre la posible
organizacion de las moléculas de sustrato en el medio de reaccion en funcion de su largo de
cadena y caracter anfifilico, lo que evidentemente debe vincularse al rendimiento del

Proceso.

En cuanto a la sintesis de esteres de fitoesteroles se determind que medio ChCl:urea (1:2) la
sintesis de lauratos de fitoesterilos puede ser catalizada eficientemente por la lipasa de
Candida rugosa sin inmovilizar mediante la transesterificacion de los fitoesteroles con

laurato de vinilo.

Se verifico que la cantidad de esteres de fitoesteroles obtenida en la reaccion aument6 con
el nivel de agua en DES, alcanzando su méaximo par una relacion molar agua/ChCl igual a
3. Estos resultados volvieron a evidenciar que el efecto del agua es crucial sobre la

actividad enzimatica para ciertos sistemas DES/sustrato/lipasa.

Dada la necesidad de la presencia de agua en el DES y la capacidad de la enzima de
catalizar la hidrolisis del laurato de vinilo sustrato, se logré6 maximizar la generacion de
¢ésteres de fitoesteroles reponiendo el laurato de vinilo en el sistema mediante sus adiciones
sucesivas. Esto permiti6 alcanzar una conversion del 53,2 % de una mezcla compuesta por
brassicasterol, campesterol y B-sitosterol, sin que se evidenciara preferencia por la

esterificacion de ninguno de ellos.

En relacion a la sintesis de ésteres de glucosa la transesterificacion de este sustrato con
laurato de vinilo también fue el proceso que mostr6 resultados mas positivos. Para ello fue

necesario realizar la incubacion en el DES formado por ChCl y glucosa (1:1 o 1:2),
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actuando ésta en el doble rol de sustrato y componente del sistema solvente. En estos DES
la lipasa iCAL-B mostr6 una actividad catalitica algo reducida, pero que permitid obtener
los productos de interés luego de periodos prolongados de incubacion. A diferencia del
resto de las reacciones estudiadas, en este caso los rendimientos fueron mayores en el

solvente anhidro que en el solvente hidratado.

En sintesis, este trabajo de tesis aporta resultados novedosos sobre la aplicacion de los DES
como medio de reaccidon para procesos de modificacion de lipidos y sintesis de derivados
lipidicos de interés tecnologico mediante catdlisis enzimatica, como una alternativa mas
limpia y “verde” que los procesos tradicionales de catalisis quimica o el uso de solventes
organicos convencionales.

En este marco, el trabajo realizado permitié también identificar varios desafios, dado que se
verifico que el uso de los DES para este tipo de proceso, ademas de las ventajas conocidas,
incorpora varios fendmenos que complejizan el sistema de reaccion. Entre ellos, la
posibilidad de que los componentes del solvente mismo compitan con el proceso de interés
y el efecto determinante del contenido de agua del medio sobre su viscosidad, la actividad
enzimatica y la posibilidad de modificar el modo de organizacion de las moléculas de los
sustratos. Estos fenomenos determinan que las condiciones Optimas para conducir un
proceso en medio DES dependerdn de un conjunto de variables adicionales a los
parametros clédsicos, como la temperatura, presion, tiempo y velocidad de agitacion, por lo

que para su correcto disefio se requiere de un estudio especifico de cada caso particular.
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ANEXO I. DIFUSION DE RESULTADOS DE LA
TESIS

Publicaciéon arbitrada

Effect of the water content and the lengthening of fatty acids chain on the iCALB-
catalyzed esterification in deep eutectic solvents. Maurente, L., Callejas, N.,
Volonterio, E., Baréa, B., Barouh, N., Bourlieu-Lacanal, C., Durand, E., Villencuve,
P., Figueroa-Espinoza, M.C., Jachmanian, 1. Journal of the American Oil Chemists'

Society 101:407-417, 2024.

Presentaciones en Congresos
Sintesis enzimatica de ésteres alquilicos en solventes de eutéctico profundo.
Maurente L, Callejas N, Jachmanian I. ENAQUI 7, Montevideo, Uruguay
(11/2021).

Effect of fatty acid chain length on the efficiency of the lipase-catalyzed synthesis
of alkyl esters in deep eutectic solvents. Maurente L, Callejas N, Jachmanian I.

2023 AOCS Annual Meeting and Expo., Denver, Colorado (05/2023).
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ANEXO II. CALCULO PARA
DETERMINACION DE LA CUANTIFICACION
DE LOS ESTERES DE GLUCOSA

Intensity
1000000+
?50000—_ ‘
SODODO—_
250000—_ ‘ ﬂ"
1 |"||' I||
0__,L. ,4_;.1' |||l L — —
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mi : masa de P;en la mezcla de reaccion

mis : masa de IS en la mezcla de reaccion

Fi : factor de respuesta del detector frente a i relativo al IS

Ai : area del pico correspondiente al producto P;

Ars : area del pico correspondiente al IS

= mp, = F. Tus A
moles P; = mP; = F;. As | PM [Ec 8.1]
PM; : peso molecular del producto P;
mys Fi .Ai
moles totales de producto = mtp =—=.) — [Ec 8.2]
Ars PM;

Si el detector tiene la misma sensibilidad frente a cada producto (F;iguales):

— 5 Mus y_A
mtp = F'Azs .ZPMi [Ec 8.3]
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Ai

% molar; = 100. mf; = 100. PM/Z 4 [Ec 8.4]
P

A
M;

% molar; : porcentaje molar del producto i en el total de productos
Si se logra realizar un ensayo “x” para el que se pueda asegurar que la conversion de la

glucosa es del 100 %, se cumplira que los moles totales de producto seran iguales a los
moles de glucosa inicial:

m
mtp =" py [Ec 8.5]
9,0 _ o Misx v Aix
Ipm, =F 2 T [Ec 8.6]

Por lo tanto el factor F se pude determinar como:

Mg,0,x
[mISx lx] [EC 87]

Alsx

Determinado el valor de F mediante la [Ec 8.7], se puede determinar los moles de cada
éster generado mediante la [Ec 8.1] y los moles totales de producto generados mediante la
[Ec 8.3].
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