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1 Resumen

En este proyecto se propone la sintesis de ésteres de xilitol y acido oléico
mediante reacciones de hidrolisis inversa catalizada por una lipasa {(Novozym
435%) en medio de reaccion no convencionales. Estas moléculas debido a su
caracter anififilico, son utilizadas como agentes emulsifcantes en la industria
alimentaria y farmacéutica principalmente. Mediante estrategias de
ingenieria de solventes se logré la manipulacion del perfil de productos de las
moléculas sintetizadas, de tal froma que la utilizacion de disolventes polares
como 2ZM2P/DMSO 80:20 (v/v) como medio de reaccién se obtuvo la sintesis
dirigida de monoésteres con un 73% de selectividad. La utilizacién de
disolventes hidrofébicos como hexano permite realizar la sintesis altamente
selectiva {94%) de diésteres y triésteres de xilitol y acido oléico.

Finaimente mediante el modelo tedrico UNIFAC se realizaron los cdlculos de
actividades termodindmicas a fin de explicar el comportamiento
termodinamico del sisterna de reaccion. De esta forma se demostrd que las
actividades termodinamicas controlan el equilibrio de la reaccién de acuerdo

a las interacciones sustrato-disolvente-producto.



2 Introduccién

En 1a actualidad las enzimas, definidas como catalizadores bioldqgicos,
juegan un papel importante en diversos procesos a nivel industrial. Gracias a
su alta especificidad y {a posibilidad de llevar a cabo reacciones a bajas
temperaturas, algunos procesos que utilizan catalizadores quimicos pueden
ser medificados para llevar a cabo reacciones catalizadas por enzimas. Dado
que los procesos enzimaticos, a diferencia de los procesos quimicos, no
requieren de condiciones de reaccion tan drasticas, |a catalisis enzimatica
presenta como principal atractivo la posibilidad de una disminucién sustancial
en los costos de produccién. Tradicionalmente, la gran mayoria de los
procesos enzimaticos se llevan a cabo en medios acuosos, limitando el uso
de las enzimas generalmente soloc a procesos hidroliticos. Sin embargo, a
partir de los afios setenta se demostré que las enzimas funcionan como
catalizadores en medios no acuosos. Uno de los procesos que mas impacte
han tenido en la catalisis enzimatica en este tipo de medios de reaccion
hidrofdbicos son las reacciones de hidrolisis inversa. E| principio general de
este tipo de procesos consiste en enfrentar enzimas hidroliticas tales como
las lipasas y las proteasas a medios de reaccién practicamente anhidros.
Estas condiciones permiten a las enzimas favorecer la reaccion de sintesis de
ésteres 0 amidas sobre las reacciones de higdrdlisis correspondientes.

La sintesis enzimatica en medio no-acuosos, se ha enfocado en general a la
sintesis de nuevos productos dificimente sintetizados en medios acuosos.
Tal es el casc de los ésteres de polioles, 10s cuales tradicionalmente se
producen mediante catdlisis quimica, presentando como principales
inconvenientes los bajos rendimientos, la baja selectividad, las altas
temperaturas de reaccion y 1a obtencion de mezclas de productos dificilmente
separables.

Los ésteres de polioles son utilizados principalmente en la industria
alimentaria como agentes emulsificantes, como aditivos o en la formulacién
de productos alimenticios. Sin embargo, a pesar de su gran potencial de

aplicacion como emulsificantes no iénicos, en las industrias alimentaria,
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farmacéutica y cosmetoldgica, pocos procesos de sintesis industrial han sido
reportados. Esto ha provocado la poca variedad de productos comerciales,
fimitandgse en su mayoria a ésteres de glicerol y sorbitol.

En la actualidad el interés por el desarrollo de procesos enzimiticos para la
sintesis de nuevos productos emuisificantes reside por un lado, en la
necesidad de encontrar nuevas tecnologias consideradas limpias vy
ecolégicamente mas amigables. Por otro lado, existe un interés creciente en
el desarroffo de tecnologias que permitan el aprovechamiento razonable de
recursos renovables. Finalmente, pero no menos importante, la bisqueda de
alternativas que permitan el desarrollo de procesos industriales mas
econdmicos sigue siendo un parametro determinante en el desarrolio de
nueves procesos.

Dentro del grupo de Ingenieria Enzimatica del Instituto de Biotecnologia,
donde se desarrollé este proyecto, se han propuesto reacciones enzimaticas
de hidrdlsis inversa catalizadas por lipasas para diferentes sustratos. Esto ha
formulado un creciente interés por la produccion de moléculas con estas
caracteristicas a partir de diversas materias primas.

Dentro de este contexto, este proyecto se enfocd al estudio de la
esterificacion de «xilitol con acido oléico. El usc del xilitol resultaria
interesante dado su gran potencial biotecnolégico y su creciente
disponibilidad comercial. Por otra parte, el acido oléico es un &cido graso
natural encontrade en la gran mayoria de los aceites vegetales como el de
oliva, macadamia, almendra, girasol y colza. Ambos sustratos considerados
como recursos naturales renovables.

Nuestros esfuerzos estuvieron orientados primordialmente al estudio de la
factibilidad de llevar a cabo una reaccion de sintesis enzimatica en medios no
acuosos involucrando a la vez sustratos hidrofilicos (xilitol) e hidrofébicos
{Acido oléico).

En efecto, es interesante constatar que a pesar de los grandes avances que
el conocimiente de la enzimologia en disclventes no convencionales ha

experimentado en la titima década, la puesta en operacion de sistemas de
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reaccién implicando sustratos polares en medios de reaccidn hidrofébicos
continda siendo muy limitado.

Este proyecto también se enfocd en el estudio de las variables del proceso
que nos permitan establecer el control adecuado de la reaccion. Esto tuvo
como principal objetivo, el control del tipo de productos sintetizados en
términos del nimero de grupos esterificados (grado de esterificacién). En
resumen, este control se orientd al cumplimiento del objetivo global que fue
la sintesis enzimatica dirigida de agentes emulsificantes con un grado de

esterificacién especifico.
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3 Antecedentes

3.1 Generalidades sobre los Sistemas de Emulsion

Las emulsiones pueden ser consideradas como una dispersidn coloidal,
formada por un liguido disperso en una fase liquida continua de diferente
composicion. Desde un punto de vista fisicoquimico, estas dispersiones se
consideran como un sisterna termodinamicamente inestable, formado por dos
fases liqguidas muy poco miscibles o inmiscibles. De manera general se
considera que el estade de equilibrio termodinamico mas estable sera la
separacion de fases por una interfase plana y que un sistema constituido por
dos fases inmiscibles tenderd espontaneamente a este equilibrio desfavorable
a la interaccion de las dos fases en cuestién.

En un sistema de dos fases liquido-liquido, es frecuente observar que las
interacciones que existen en la interfase pueden ser suficientes para crear un
desequilibrio en el sistema. Esta modificacion del equilibrio trae como
consecuencia un reacomodo de las moléculas que actlan sobre la interfase.
La forma en que se reacomodan estara en funcidén de las moléculas que
constituyen la interfase asi como de sus propiedades estructurales.

Un agente emulsificante o tensoactivo presenta como caracteristica principal
el poder adsorberse a bajas concentraciones en la interfase o superficie de un
sistema constituido por dos fases inmiscibles dando como resultado !a
disminucion de la tension superficial (Ducret et al 1996). Dependiendo del
reacomodo espacial que tomen las moléculas de los agentes tensoactivos en
la interfase, se formaran diferentes tipos de emulsiones caracterizadas por
las diferentes formas geométricas adoptadas. En la figura 2.1 se muestran

algunos tipos generales de emulsiones formados.
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Cadena Hdrocacbonada | s Raasaas: J

Nedards de agemia
lensoactvo L =]

Micala nverida Tpo mombrana

Figura 2.1 Tipos de emulsiones y forma en gque se establece las
separaciones de fases.
En la practica comin se pueden distinguir dos tipos basicos de emulsiones y
estas son principalmente determinadas o definidas por la distribucidn de las

fases en el sistema.
. . * . T - -
a) Emulsiones agua en aceite; formadas por una fase hidrofilica discontinua
contenida en una fase hidrofébica continua y

b) Emulsiones aceite en agua; formadas por una fase hidrofébica discontinua

contenida en una fase hidrofilica continua.

*
El término aceite es utilizado para generalizar la insolubilidad en agua.
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3.1.1 Estructura de Tensoactivos
La estructura quimica de los tensoactivos esta constituida basicamente por
dos grupos: una cabeza polar o hidrofilica y un extremo hidrofébico, tal coma

se presenta en la figura 2.2.

Cadena
Hidrocarbonada

Cabeza Polar

Figura 2.2 Representacidon esquematica de la estructura de un
tensoactivo.

La presencia de estos grupos en una sola molécula les confiere la
caracteristica p]*incipal de ser anfifilicos y poder interactuar tanto con fases
hidrofdbicas como con fases hidrofilicas. El caracter de tensoactivos que
poseen los agentes emulsificantes esta determinado por la naturaleza
quimica de los dos grupos presentes en la molécula, caracteristica que les
permite medificar la tension superficial de las fases con las cuales
interactuan.  Existen una gran variedad de grupos guimicos que son
utilizados para la produccion de agentes tensoactives, esto les permite una
gran versatilidad y adaptabiidad a un gran nimerc de aplicaciones
especificas. En la tabla 2.1 se presentan algunos ejemplos de la variedad de
grupos que son utilizados para la sintesis de agentes tensoactivos.
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Tabla 2.1 Grupos polares e hidrofdbicos mas comunes utilizados para

la produccién de tensoactivos.

Grupos Hidrofébicos

Grupos Hidrofilicos

Cadenas Alifaticas CoHzne1— —COO'K* Sales de ac.
Carboxilico
Cadenas Alifaticas CaHzn-1— —S0yNa* Sales de ac.
Insaturadas Sulfénico
Alquilfenoles CoHane1—CeHa— —PO3;7 2Na* Sales de ac.
Fosfénico
Dirnetil TH; —OH,C H,OH Carbohidratos
polidioxisilano H‘C‘P iﬂ% HO H
(silicon)
CH3 HO OH HO CH
CH,OH Polioles
o]
—0 OH
HO OH
—CON[{OCH,CH;0),0H]1; Amida
polietoxilada

Los surfactantes que actuan preferencialmente en fases acuosas son
generalmente clasificados en funcion de su contenido en grupos hidrofilicos
{Ullmanns 1995). Los grupos hidrofilicos pueden ser idnicos o no idnicos vy
sus estructuras quimicas pueden ser muy variadas.
criterio pueden ser clasificados como aniénicos, no idnicos, catidnicos y

anfoteros. En 13 tabla 2.2 se muestra la dasificacion de los surfactantes en

funcion de la carga que poseen.
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Tabta 2.2 Clasificacion de tensoactivos de acverdo a la naturaleza de
los grupos polares presentes en la melécula.

Clasificacion Ejemplos Estructura
Anidnicos Estearatoc de sodic CH3(CH3),sCO0'Na*
Dodecil sulfato de sodio CH;3(CH;),,504 Na*
Dodecil bencensulfonato de sodic  CH3(CHz)13CeHaS03 Na”®
Catidnicos Cloruro de laurilamonio CH3(CHz) g NH5CI"
Cetiltrimetilbromuro de amonio CH3(CH3)ysN* (CHa)3Br
No-iénicos Alcohol polietoxilado CaHzna 1 {OCHLCH ) mOH
Alquilfenc! polietoxilado CgHjg =CeHa-{OCHCH;),0H
Esteres de glicerol CH,;0H-CHOH-CH,-0-CO-(CH),CH3
Amfdteros Lauramidopropil betaina C11H23CONH{CH;)3N " {CH;)2CH,CO0"
Cocoamido-2-hidroxipropil CrHz0. :CONH{CH; 3N ™ (CH31):CH,CH{OH)CH, S0y

Sulfobetaina

Cabe mencionar que los surfactantes no-idnicos presentan un gran interés
desde un punto de vista de su aplicacién en productos destinados al consume
humano. Esto se debe principalmente a su estructura guimica, a su baja
reactividad, y a su alta compatibilidad con ciertos grupos radicales. Ademas
en general son menos téxicos, pues no presentan cargas iénicas, evitando
riesgos de irritabilidad en productos farmacéuticos y cosmetolbgicos
{Cserhdti & Forgdcs 1997).

3.1.2 Balance Hidrofilico-Lipofilico {BHL)

La forma mas recurrida para caracterizar a los agentes tensoactivos es
mediante el balance hidrofilico lipofilico (BHL), introducido por Griffin en
1949. Esta caracterizacién se fundamenta en el estudio cuantitativo de la
solubilidad de agentes tensocactivos en agua y en la asociacién de estos
valores a una escala arbitraria que sugiere la aplicacién que se les puede dar.
De manera general, el BHL de un agente emulsificante determina el tipo de
emulisién que puede formarse, funcicnando sclamente como un indicador del
comportamiento fisico del sistema y no como una medida del pseudo-

equilibrio generado. Los valores de BHL oscilan entre 1 y 20, siendo gue un
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agente emulsificante con valores de BHL entre 3 y 6 promoverd o permitira
preferencialmente ta formacién de emulsiones agua en aceite y valores entre
8 y 13 emulsiones aceite en agua. Los valores extremos e intermedios
estaran asociados a aplicaciones especificas o a sistemas intermedios. En la
tabla 2.3 se muestran algunas aplicaciones de tensoactivos de acuerdo al

tipo de emulsion que forman y al BHL que les corresponde.

Tabla 2.3 Aplicaciones de agentes tensoactivos de acuerdo a su valor

de BHL.

BHL Comportamiento en agua Principales Aplicaciones

0-3 Insolubles Antiespumantes y coemulsificantes.

3-6 " Insolubles y dispersos Emulsiones agua en aceite y
coemulsificantes.

6-8 Dispersos dando una solucidn lechosa Espumantes y emulsiones agua en
aceite.

8-10 Solubles dando soluciones turbias a translicidas Espumantes.

10-13 Solubles dando soluciones transiticidas a claras  Emulsiones aceite en agua,
detergentes y agentes limpiadores.

13-15 Solubles dande soluciones claras Emulsiones aceite en agua,
detergentes y agentes limpiadores.

> 15 Solubles dando soluciones transparentes Solubilizantes y agentes

limpiadores

Es importante mencionar que los emulsificantes disponibles a nivel comercial
rara vez son compuestos puros, por lo general son mezclas de tensoactivos
con diferentes grados de esterificacion (grado de esterificacién se refiere al
numero de enlaces éster en la molécula, de tal forma que un monoéster tiene
un grado de esterificacion igual a 1, un diester un grado de esterificacién
igual a 2 y asi sucesivamente). Esto es debido a que el proceso de sintesis
de los emulsificantes generalmente estda asociado a la formaciéon de
subproductos siendo estos muy dificiles de separar. En la tabla 2.4 y 2.5 se
presentan algunocs valores de BHL de tensoactivos puros y sus equivalentes

comerciales.
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Tabla 2.4 Emulsificantes comerciales, su composicién y valor de BHL.

Nombre Comercial Componente Principal BHL
Atmos 150 Mano- y diglicéridos 3.2
Tween 20 Polioxietilen monolaurato de sorbitan (Polisorbato 20) 16.7
Tween 60 Polioxietilen monoestearato de sorbitan (Polisorbato 60) 14,9
Tandem 8 Mono- y diglicéridos y Polisorbato 60 8.1

Tandem 552 Maono- y dighcéridos, Polisorbato 60 y Agua 8.1
MYR]) 52 Polioxilestearato 16.9

Tabla 2.5 Vaiores de BHL para algunos emulsificantes puros.

Emulsificante BHL

Tricleato de Glicerol 0.8
Dioleato de Glicerol 1.5
Monooleato de Glicerol 2.7
Monoestearato de Glicerol 3.8
Poliésteres de Sacarosa 3.5
Monooleato de Sorbitdn (span 80) 4.3
Monoestearato de Sorbitan (span 60) 4.7
Monopalmitato de Sorbitan 6.7
Monolaurato de Sorbitan 8.6

Como ya se ha mencionado, los valores de BHL son funcién del tipe de
estructura de los agentes tensoactivos, es decir, dependiendo de la
hidrofilicidad del grupo polar y de la hidrofobicidad de la cadena
hidrocarbonada un valor de BHL es asignado. En el caso de los
emulsificantes no-idénicos, la estructura del grupo polar al estar constituido
generalmente por uno o varies grupos hidroxilo confiere a la molécula una
mayor versatilidad en términos de los valores de BHL que les pueden ser
asignados. Por otro lado, la longitud y el nimero de las cadenas
hidrocarbonadas dentro de la misma molécula participan directamente en
estos valores de BHL. En la tabla 2.6 se muestra la diferencia que existe en

los valores de BHL para los diferentes ésteres de sorbitan, cuya parte polar
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estd constituida por cuatro grupos hidroxilo pero la cadena hidrocarbonada

varia en numeros de carbono.

Tabla 2.6 Valores de BHL de ésteres de sorbitan.

Agente Tensoactivo Nombre BHL
Span 20 Monolaurato de Sorbitan (Cy3) 8.6
Span 40 Monopalmitato de Sorbitdan (Cie} 6.7
Span 60 Monostearato de Sorbitdn (Cyg) 4.7
Span 80 Monooleato de Sorbitan (Cye1) 4.3

3.2 Propiedades y Aplicaciénes de Esteres de Polioles

Como se ha mencionado en parrafos anteriores los ésteres de polioles,
utilizados como agentes emulsificantes, presentan un gran potencial para
aplicaciones en diversos sectores productivos de la industria alimentaria y
farmacéutica gracias a sus muy particulares propiedades estructurales. Estas
moléculas tienen la caracteristica particular de presentar una baja toxicidad,
de ser biodegradables y de obtenerse a partir de recursos renovables. El
cardcter anfifilico de los agentes emulsificantes propone estructuras diversas
para su aplicacidon como tensoactivos no-idnicos. La aplicacion de estos
productos serd determinada por la naturaleza de los sustratos, bdsicamente
del poliol y del acido graso que se utilice. En otras palabras, pese a que
existe una gran variedad de polioles que pueden ser utilizados para la
formacion de moléculas anfifilicas, no todos representan una alternativa
comercial viable para la produccién de emulsificantes. Por ejemplo, los de
mayor interés para la industria alimentaria son aquellos que de clerta forma
ya son utilizados en nuestro organismo, o que pueden ser metabolizados.
Dentro de este grupo de mayor interés podriamos citar a los carbohidratos,
el glicerol, y otros compuestos cuyas caracteristicas fisicas y quimicas son
muy parecidas a las de los carbohidratos, tales como el xilitol y el sorbitol.
Todas estas moléculas presentan ademas la ventaja de ser productos

renovables.,
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Dentro de las aplicaciones, otras que solo agentes emulsificantes, se sabe
ademas que los ésteres de xilitol son utilizados como acarreadores de
oxigeno en el torrente sanguineo (Zarif et al 1990) y como medicamentos
para el tratamiento del céncer y pacientes relacionados con
hemaglobinopatias (Pouillart et al 1998). Los ésteres de sacarosa son
utilizados para la inhibicién dei crecimiento de bacterias (Hathcox & Beuchat
1996, Monk et al 1996). Los ésteres de disacdridos han mostrado
aplicaciones como antitumorigenos (Woudenberg-van Qosterom et al 1996).

En general, los ésteres de polioles han encontrado también una gran
aplicacién en la industria alimentaria. Esto, por un lado se debe a sus
buenas propiedades como emulsificantes y a que ademas han sido aceptados
para su uso en alimentos. En los Ultimos afios, estos productos han sido
ampliamente utilizados como sustitutos de grasas en productos a base de
lipidos (Maag 1984, Akoh & Nwosu 1992} ademas como emulsificantes en la
preparacién de productos alimenticios (Maag 1984, Ward et al 1997}. Los
ésteres de glicerol son utilizados también como agentes texturizantes
{Castillo et at 1997) y como complementos alimenticios en infantes (Schmid
et al 1998). En la industria cosmetoldgica son utilizados como emulsificantes
para ta preparacién de productos dermocosmetolégicos (Bousguet et al 1999,
Thevenin et al 1996). En la industria agricola los ésteres de sacarosa son
utilizados para prevenir la infeccion de plantas de tabaco por afidos o pulgas
(Xia et al 1997b, Xia & Johnson 1997a), para la germinacién de semilias y
como fertilizantes para el cultivo de varias plantas (Peterson et al 1997). En
conclusién, los ésteres de polioles o carbohidratos constituyen un grupoe muy
importante de tensoactivos no-idnicos con aplicaciones potencialmente
importantes en muchas industrias (Lortie 1997). Es a raiz de este gran
potencial de aplicacién que el interés por el desarrollo de procesos eficientes

de sintesis de éstas moléculas se ha incrementado tanto en la ultima decada.
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3.3 Sintesis Quimica de Esteres de Polioles

Los métodos mas utilizados para la sintesis de ésteres de polioles a escala
industrial son por lo general métodos quimicos. Dentro de estos métodos,
uno de los parametros que determinan la eleccién del proceso es la
naturaleza de los sustratos. Un procedimiento comin en muchos métodos es
la esterificacién directa de los polioles con los acidos grasos (Akoh 1995,
Mattson & Volpenhein 1962). Por lo general las reacciones esterificacion
directa se llevan a cabo a altas temperaturas (200-250 °C) y altas presiones
{5-10 atm) y son efectuadas en disolventes organices polares como
dimetilformamida (DMF) y dimetilsulféxido (DMSQO) debido a la baja
solubilidad que presentan los polioles en otro tipo de disolventes (Arcos et al
1998a). Los principales inconvenientes que presentan estos procedimientos
son la formacién de subproductos de oxidacion, el bajo rendimiento (35-
50%) y un alto grado de isemerizacion en la mezcla de reaccién. Como
consecuencia a las condiciones de reaccion tan drasticas y a la presencia de
coentaminantes, la sintesis de ésteres de polioles mediante esterificacion
directa ha recibido poca aceptacién en la industria alimentaria y
cosmetoldgica (Cao et al 1999).

Otro procedimiento comun para la sintesis de ésteres de polioles es mediante
reacciones de hidrélisis parcial de triglicéridos para la formacion de moléculas
estructuralmente mas sencillas. Este procedimiento es muy poco utilizado
debido a la obtenciéon de una gran cantidad de subproductos, al bajo
rendimiento hacia los productos de interés y la poca variedad de sustratos
disponibles (triglicéridos). Por lo general las reacciones de hidrélisis se llevan
a cabo en medios acuosos medante catalisis acida a temperaturas de 200 a
250 °C y presiones de 10 atm lo cual provoca la descomposicion de algunos
subproductos y la coloracién no deseada de la mezcla de reaccién. Las
reacciones de hidrélisis parcal de triglicéridos son preferentemente utilizadas
para la produccién de acidos grasos libres (Gandhi 1997).

El proceso industrial mas utilizado para la produccién de ésteres de polioles
es la reaccion de alcohdlisis, en la cual se hacen reaccionar mono-alcoholes o

polialcoholes con diferentes triglicéridos o acil-ésteres de acidos grasos (p.e.
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metil-oleato). Los acil-ésteres resultan ser buenos grupos reactivos ya que
en general los grupos metil-, etil-, etc. tienen Ia caracteristica de ser buenos
grupos salientes favoreciendo la formacidn det radical del dcido graso libre el
cual reacciona en una segunda etapa con el alcohal para la formacién de los
diferentes monoésteres y diésteres (Osipow et al 1956, Osipow et al 1966).
En los procesos de alcohdlisis se utilizan catalizadores inorganicos vy
ternperaturas superiores a los 150 °C para llevar a cabo las reacciones y
debido a las condiciones de reaccion es dificil controlar el grado de
esterificacion de la mezcla final. La alcohdlisis fué reportada como uno de los
primeros intentos para la formacion de ésteres de polioles (Osipow et al
1956). Bajo estas condiciones de reaccién el uso de los productes finales
estaba limitado solo a ciertas aplicaciones debido a la gran cantidad de
subproductos, en algunos casos téxicos. Ademas, por supuesto, del uso de
disolventes no apropiados para la produccidn de aditivos alimenticios como
DMSO y DMF.

En resumen, las principales ventajas y desventajas de los principales

métodos de sintesis quimica se presentan en la tabla 2.7.

Tabla 2.7 Ventajas y desventajas de la sintesis quimica de ésteres de
polioles.

Ventajas Desventajas

» Altos volumenes de produccion « Baja selectividad
« Tiempos cortos de reaccién « Diferentes grados de esterificacion en la mezcia final de
productos {Bell et al 1995)
* Altas temperaturas
+ Caramelizacidén y/o deshidratacién de productos a altas
temperaturas {Arcos et al 1998a)
« Dificil separacién de sustrato y subproductos en {a mezcla
final mediante destilacidn
« Alto consumeo energético
+ FEluso de catalizadores inorgdnicos o metdlicos que reguiere
de procesos adicionales para |a inactivacién o en el mejor de
los casos su separacién para poder ser reutilizados.
» Procesos posteriores de punficacidn para ta obtencion de
producto puro (destilacién molecular)
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La baja selectividad de la sintesis quimica de ésteres de polioles requiere de
etapas de recuperacion posteriores para la obtencion del producto deseado
en altas concentraciones. Para esto se llevan a cabo procesos de purificacion
altamente costosos y con altos consumos energeéticos. El proceso mas
utilizado para su purificacién es mediante destilacién moelecular (Akch 1995,
Gandhi 1997, Ulimanns 1995, Gunstone 1998},

3.4 Biosurfactantes

En l2 actualidad existe un gran interés por productos “ambientalmente
amigables”, es decir, productos que no dafien al medio ambiente. Esto ha
generado un creciente interés en el estudio y la investigacion para la
obtencién de surfactantes no toxicos, biodegradables y de bajo impacto para
el medio ambiente. Los agentes emulsificantes de mayor interés en la
actualidad son los llamados biosurfactantes debido a que son hechos a base
de materia prima renovable, de bajo costo y de facil obtencién (Ducret et al
1996). Tradicicnalmente se consideraba como biosurfactantes solo a
aquellos producidas por células vivas, por {o general, microorganismos
(Fiechter 1992). Sin embargo en la actualidad se conoce con este término a
todas aquellas moléculas que pueden ser degradadas por organismos vivos.
En esta categoria de agentes tensoactivos se incluyen entonces moléculas
secretadas por células o sintetizadas a través de bioprocesos. A diferencia
de los surfactantes convencionales, los biosurfactantes estdn hechos a base
de materias primas renovables tales como los carbohidratos o polioles y
acidos grasos. Es necesario aclarar que no todas estas moléculas deben ser
consideradas como biosurfactantes pues se sabe gque algunos ésteres de
carbohidratos pueden llegar a tener estructuras muy complejas que no
necesariamente son facilmente biodegradables (Akoh 1995). Un ejemplo
muy ilustrativo seria el producto comercial conocido como Olestra, un
sustituto de grasas producido por Procter & Gamble cuyo componente
principal es un poliester de sacarosa con 6-8 grupos acilo por unidad de

sacarosa (Gunstone 1998). El Olestra al no ser metaboelizado en el tracto
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digestivo por los complejos enzimaticos, es directamente excretado por el
organismo. Esta caracteristica le confiere la propiedad de tener un valor
calérico muy cercano a cero.

El interés por moléculas menos complejas, de carbohidratos u otros polioles,
que tengan gran versatilidad como agentes tensoactivos ha ido en aumento
en los Gltimos afios. Tal es el caso de los ésteres de policles como el xilito!
cuya estructura es muy parecida a la de los ésteres de glicerol o sorbitol,
productos comercialmente disponibles. Estas moléculas debido al contenido
de varios grupos hidroxilo pueden tener diferentes valores asignados de BHL
mediante la manipulaciéon del numero de radicales hidroxilo libres y del
nimero de cadenas hidrofébicas que tengan unidas. En la figura 2.3 se
muestran algunos polioles que son utilizades actualmente para la produccion
de emulsificantes como es el caso del glicerol, la sacarosa y el sorbitol y
policles como el xilitol y el eritritol con perspectivas interesantes en su

aplicacién como tensoactivos.
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Figura 2.3 Representacién esquematica de las diferentes estructuras
de algunos polioles.
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3.5 Reacciones de Sintesis Enzimdtica en Medios No-Convencionales

La mayoria de los procesos catalizados por enzimas son realizados en
medios acuosos debido a que las enzimas provienen de organismos cuyo
ambiente vital es el agua. A partir de los afios setenta se reportan los
primeros intentos por demostrar que las enzimas de ciertos organismos
pueden funcionar como catalizadores en medios no acuesos. Desde entonces
se han intensificado las labores de investigacién para la aplicacion de
procesos enzimaticos en medios no acuosos o hidrofébicos. Uno de los
primeros grupos en estudiar el comportamiento de las enzimas en medios no
acuosos fue el equipo de Klibanov y colaboradores (Klibanov 1986), quienes
mostraron la factibilidad y las ventajas que tiene el trabajar reacciones
enzimaticas en medios no acuosos. Entre ellas destacan la facilidad de
recuperacién de la enzima debido a su insolubilizacion en medios no acuosos,
la posibilidad de aumentar la estabilidad operacional, sobre todoe la
posibilidad de catalizar nuevas reacciones de sintesis y el aumento en |a
eficiencia de conversién de sustratos hidrofébicos debido a la alta solubilidad
que presentan los sustratos comparado con medios de reaccién acuosos
(Adlercreutz 1994).

3.5.1 Reacciones de Hidrélisis Inversa

Entre |a gran variedad de enzimas disponibles en la naturaleza, algunas
enzimas como la esterasas, las proteasas y las lipasas cuando son
confrontadas a ciertas condiciones de reaccién son capaces de llevar a cabo
reacciones de hidrdlisis inversa en disolventes orgénicos (Dordick 1989,
Jaeger & Riva 1998, Riva & Secundo 1990, Vuifson 1993). Dicho en otras
palabras, en medios de reaccidn con bajo contenido de agua se observa que
estas hidrolasas muestran una marcada preferencia por las reacciones de
sintesis sobre la reaccidon “natural” de hidrélisis. Mediante 1a hidrdlisis
enzimatica inversa una gran variedad de reacciones de sintesis se pueden
Hlevar a cabo por la simple modificacion de las condiciones de equilibrio de la
reaccion. De acuerdo con la literatura, el grupo de enzimas con mayor

capacidad para llevar a cabo reacciones de esterificaciéon en medios no-
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convencionales son las lipasas (E.C. 3.1.1.3) (Chand et al 1997, Klibanov et

al 1977, Beil et al 1995, Vija et al 1997, Yahya et al 1998).

existen otras enzimas capaces de efectuar este tipo de reacciones,

No obstante

En la

tabla 2.8 se presentan algunos trabajos que se han efectuado en este

sentido.

Tabla 2.8 Ejemplos de reacciones de esterificacién en medios no-
convencionales.

Sustrato Sustrato Producto Medic Enzima Ref
Reaccitn
Isoamil Acetato de Amonio | Isoamil acetato Hexano Lipozyme Vija
alcohol {1998)
Ibuprofenc Decanol, Decanoato, s/disolvente Novozym 435 Pepin
Dodecanol dodecanoato (1999)
de Ibuprofeno
Colesterol Acetato de Vinilo Acetato de Hexano Candida rugosa Sarkari
Colesterol tipo VIL {1999)
Eritritol Acido Laurico Laurato de Acetonitrilo Novozym 435 Adachi
Eritrito! {1999)
Metanol Acido Lipoico Lipoato de Hexano Candida rugosa | Fadnavis
Etanol Metanol, (1997)
n-Propanol Etanol, n-
n-Butanol Propanol, n-
butanol
Glucosa Acido Laurico 6-0- Piridina Porcine Pancreatic | Therised
Acido Caprico laurilglucosa Lipase (1986)
6-0-
caprilglucosa
Glucosa Cz-Caq 6-0-acil-p- 2M2B Novozym 435 Degn
glucosa Lipozyme {1959)
n-Butanol Acido Oléico Esteres- Hexano Chirazyme 1-5 Warwel
Acido Eliddico butilicos Candida antarctica} {1999)
Acido Linoléico Candida
Acido Linolénico cilindracea
Mucor Miehei
S-Hidroxil | Trifluoroetilbutirato Butiril- Piridina Subtilisin Singh
Ribonucleoti ribonuclecsidos (1994)
dos
N-Ac-L-Ser- 1-Propangci N-Ac-L-Ser-OPr Benceno Subtilisin Westcott
OEt (Ser) (Ser) 2M28 Carlsberg (1993)
N-Ac-L-Phe- N-Ac-L-Phe- Diclerometano
OEt (Phe) OPr (Phe)
Disacaridos | Tricloroetilbutirato Butirit- DMSO Subtilisin Riva
disacaridos (1988)

El principio general por el cual las reacciones enzimaticas de hidrélisis inversa

pueden llevarse a cabo en medios no acuosos es que gracias al bajo

contenido de agua en el sistema, existe Ja posibilidad de desplazar el

27




equilibrio termodinamico de una reaccién de hidrolisis en el sentido
preferencial de la sintesis (Dordick 1989, Lortie 1997, Mensah et al 1998,
Sarkari et al 1999). Asi, en el caso de una esterasa o una lipasa, el esguema
de reaccion para las reacciones de hidrélisis inversa puede ser representado

porla ec. 1:

R-OH + HOOC-{CH;),-CH;$—> R-0-CO-(CH;),-CH; + H,0 ecl
Alcohol Acido Graso Ester Agua

y representando la ecuacién de equilibrio para la reaccion de sintesis:

_ [Ester]*[ Agua]
¢ [Alcohol}*| Ac.Graso]

ec. 2

Si consideramos condiciones iniciales de reaccidn en las cuales se tiene el
alcoho! y el acido grasc y baja concentracion de agua, entonces el equilibrio
termodinamico favorece la formacién del éster y el agua correspondientes
hasta alcanzar la posicién del equilibrio determinado por ta termodindmica
del sistema.

Una de las razones por las que se suponia que las enzimas solo presentaban
una actividad de hidréiisis es porque se considera que su medio natural de
reaccion es el agua. Sin embargo, se ha demostrado ampliamente que al
utilizar disolventes organicos comg medio de reaccion, la concentracion de
agua puede ser suficientemente baja para permitir que ia reaccién enzimatica
de hidrolisis se invierta hacia la formacion del éster (Klibanov et al 1977).

Las ecuaciones de equilibiro de los sistemas de reaccién son mejor
representadas en funcién de las actividades termodinamicas{Adlercreutz
1994, Halling 1994), sin embargo son normalmente expresados en funcién
de la concentracion debido a que es una propiedad facilmente medible. La

actividad termodinamica al relacionarse con la concentracion a traves del

coeficiente de actividad (Y;) en mezclas soluto-disclvente (ec. 3) representa
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una forma mas real de expresar la reactividad de las moléculas de sustratos
y productos

— *
- a.=y;*x; ec. 3

a, = actividad termodinamica
v = coeficiente de actividad

%, = fraccion mal

lo cual permite representar la ecuacién de equilibrio para las reacciones de

sintesis en funcién de las actividades termodinamicas de la siguiente

manera:
*
K _ (aester aagua)
g a *a
poliol ac.graso
ec. 4
K = constante de equilibrio
- Asi entonces, al hablar de actividad termodinamica, en términos de

disponibilidad, mientras mas activos, mas disponibles estan los sustratos
para llevar a cabo la reaccidn.

En la produccién de ésteres de polioles mediante esterificacién directa con
acidos grasos, la cantidad de agua representa un factor determinante en el
equilibrio de la reaccion ya que ésta es producida durante la reaccién, tal
como se muestra en la ec. 1. Existen varias razones por las que la cantidad
de agua en una reaccion enzimatica debe de ser controlada. La primera y
mas evidente es que el agua juega un papel importante en el equilibrio
termodindmico de la reacciéon. La acumulacién de agua en el medio de
reaccion dificulta 1a formacién de mas producto, en este caso el éster. Si se
procura tener ia actividad de agua por debajo de la condicién de equilibrio, la
reaccion de sintesis se ve favorecida y el equilibrio de la reaccién serd

entonces desplazado hacia la formacion de ésteres. La condicién optima

seria tener un sistema de reaccion con una actividad de agua igual a cero.

Sin embargo, esta condicién puede conllevar problemas de otra indole. El

29



ejemplo mas claro seria la inactivacidn de la enzima por la pérdida del agua
esencial que le permite conservar su configuracion cataliticamente activa
(Dordick 1989, Wehtje & Adlercreutz 1957).
En una gran variedad de publicaciones se reporta y aprovecha el control de
agua en el medio de reaccién para el control de la reversibilidad de la
reaccién. Cabe mencionar que una baja concentracién o actividad de agua
en el sistema conlleva a un aumento en la formacion de productos de sintesis
{Adachi et al 1999, Leitgeb & Knez 1990) pero en un caso extremo también
llevaria a una inactivacién de la enzima.
El control de agua en el medio de reaccidon es uno de los factores mas
importantes que afectan las reacciones enzimaticas de sintesis de ésteres por
hidrélisis inversa (Bellot et al 1998, Pepin & Lortie 1999). Existen varios
métodos para prevenir o controlar el aumento de la actividad de agua
presente en el medio y todos estan destinados a mantener la actividad de
agua por debajo de las condiciones de equilibrio. Entre los mas utilizados
estan:

1. El uso de tamiz molecular, con capacidad de adsorber el agua presente en
e} sistema. Se sabe que este tipo de soportes logran adsorber alrededor
de 20 % w/w de agua (Ducret et al 1995, Arcos et al 1998d).

2. Los sistemas de reaccién a presiones reducidas, los cuales logran
evaporar de forma continua el agua producida durante la reaccidn a
temperaturas inferiores a su punto de ebullicién (Ergan et al 1990, Coulon
et al 1999, Ducret et al 1996).

3. Ef control de actividad de agua mediante la seleccion de un par de sales
que permita fijar este valor a un nivel especifico, propiedad que es
funcién directa de sus estados de hidratacién. Esta actividad se
mantendra constante hasta que la sal se sature con agua y modifique su

estado de hidratacion a un nivel superior {Han et a! 1998, Halling 1992).
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3.5.2 Lipasas

Las lipasas (triaciiglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3)) son enzimas que
catalizan la hidrélisis de acilglicéridos. Sin embargo algunos compuestos
como ésteres y amidas también son aceptados como sustrato por este grupo
de enzimas (Reyes et al 2000). Estas enzimas pueden ser obtenidas de
tejido animal o de varios microorganismos {Gandhi 1997). Una de las
propiedades mas atractivas de las lipasas es la alta especificidad que
presentan. De acuerdo a la especificidad las lipasas pueden ser clasificadas

de ta siguiente manera (Wong 1995):

1. Especificidad por Sustrato: Aquellas que presenta especificidad por los
triglicéridos o los ésteres de acidos grasos y alcoholes.

2. Especificidad por la Posicién: Algunas lipasas presentan una selectividad
por la hidrdlisis o sintesis preferencialmente en las posiciones 1,3 del
glicerol o de los acliglicéridos.

3 . Esterecespecificidad: Las lipasas son capaces de identificar la
configuracién de los ésteres llevando a cabo reacciones de hidrélisis o
sintesis para la resolucion de mezclas racémicas.

Las propiedades de las lipasas pueden ser modificadas en funcién de la

naturaleza del medio de reaccién debido a que la composicién de la mezcla

de reaccién en el equilibric termodindmico es funcion del medio de reaccion

(Wescott & Klibanov 1994).

La aplicacién de estas enzimas aumenta con la capacidad de catalizar

reacciones de hidrdlisis inversa bajo ciertas condiciones de reaccién (Gandhi

1997, Schmid et al 1999). En la actualidad la aplicacion principal de estas

enzimas es la modificacién de aceites y grasas (Godfrey & West 1996,

Gunstone 1999).
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3.5.3 Reacciones Catalizadas por Lipasas
Las lipasas son capaces de catalizar principalmente dos tipos de
reacciones: l|as de hidrdlisis y las de sintesis, en las cuales se incorporan o
desincorporan acidos grasos a alcoholes o polioles como glicerol o
carbohidratos. Estos dos tipos de reacciones se pueden subdividir en

diversas variantes ejemplificadas en la figura 2.4

A ¥ D: Hidrdlisis
B y C: Esterificacién
A + B: Alcohdlisis
A + C: Acidblisis
A + B + C + D: Transesterificacién

Figura 2.4 Representacidn esquemnatica de las reacciones catalizadas

por tas lipasas. Ri: grupo acilo (i=1,2,3,4).
Las lipasas presentan una actividad hidrolitica en medios acuosos, mientras
que en medios orgdnicos (con un bajo contenido de agua) presentan
actividad de sintesis. La actividad catalitica de las lipasas depende de la
cantidad de agua en la superficie de la enzima, y por lo tanto de la actividad
minima de agua en el sistema de reaccidn.
Como se presentd en la tabla 2.7 las lipasas son capaces de catalizar
reacciones de esterificacién de una gran variedad de sustratos. El medio de
reaccién serd determinante para la reversibilidad de la reaccion, por eso
varias reacciones son efectuadas en disolventes como hexano debido al bajo

contenido de agua que este disolvente puede tener.
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Las lipasas han probado ser catalizadores efectivos para la produccién de
ésteres de acidos grasos mediante reacciones de hidrdlisis inversa. Esto
requiere del empleo de disolventes orgdnicos como medio de reaccién, cuyas
propiedades estan fuertemente relacionadas con la especificidad de las
lipasas (Wescott & Klibanov 1994},

3.6 Sintesis Enzimdtica de Esteres de Polioles

Los principales ésteres de polioles utilizados como emulsificantes no
iGnicos son los ésteres de glicerol, moléculas que ocupan aproximadamente
un 70% del mercado de los emulsificantes (Arcos et al 1998b). Debido a que
los tensoactivos comerciales son generalmente mezclas de emulsificantes
existe un interés particular por la sintesis selectiva de productos de interés.
Se han propuesto diversos mecanismos para lievar a cabo reacciones de
sintesis enzimatica de ésteres de glicerol: transesterificacion, glicerolisis vy

esterificacién directa (Villeneuve et al 1998).

3.6.1 Reacciones de Transesterificacion:

Debido a la hidrofobicidad de los triglicéridos y a su baja solubilidad en
medios acuosos o disolventes polares, la transesterificacion de triglicéridos
ha side propuesta tanto en medios bifasicos como en disolventes orgénicos
no polares. Tweddell et. al. (1998) reportaron la transesterificacion de
tripalmitina y trioleina en medios de reaccién bifdsicos para la obtencién de
triglicéridos estructurados, mientras que Chandler et. al. {1998) utilizan
diferentes disolventes orgdnicos para su obtencidn a partir de reacciones de
transesterificacion. Schmid et. ai. {1998 y 1999) utilizan disolventes muy
hidrofdbicos para lograr una mayor especificidad en la formacidon de
triglicéridos estructurados mediante transesterificacién en las posiciones 1,3
de los triglicéridos. Tweddell (1998} utiliza un par de sales para el control de
la actividad de agua, mientras que Chandler (1998) y Schmid (1998 y 1999}
controlan la actividad de agua mediante la adicion de tamiz molecular al

medio de reaccion. En ambos reportes se obtienen mejores conversiones
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(60 y 65 % resp.) en disolventes altamente hidrofdbicos como hexano y
manteniendo una actividad baja de agua (0.2 y 0.11 respectivamente) se

obtiene una mayor especificidad por las posiciones 1,3 del glicerol.

3.6.2 Reacciones de Esterificacion Directa

La formacion de triglicéridos mediante reacciones de esterificacidén directa
del glicerc! con el acido grasc ha sido tratado por Janssen et. al. para la
produccién selectiva de mono-, di-, y tridecanoilglicerol catalizado por ta
lipasa Chromobacterium viscosum (Janssen et al 1993). Mediante la correcta
seleccion del medio de reaccidon los autores fueron capaces de cambiar las
proporciones de mono-, di-, y triésteres en el producto final, de manera que
la utilizacién de disolventes mas hidrofobicos favorecié la formacién de
tridecanoilglicerel y disolventes mas polares la formacion de
monodecanoilglicerol. Selmi et. al. (1998) vy Vilieneuve et. al. (1998)
realizaron la esterificacién directa de glicerol con acidos grasos de diferente
longitud de cadena (C;-Cz) en un medio de reaccién sin disolvente para
observar el efecto producido por la hidrofobicidad del dcido graso. Conforme
aumenta la longitud de la cadena, la hidrofobicidad aumenta y debido a la
falta de disolvente como medio de reaccién la hidrofobicidad del sistema
dependid de los componentes. Con el aumento en la longitud de cadena se
observa un aumento en la conversién del triglicérido.
Debido a la baja solubilidad que tiene el glicerol en disolventes no polares la
utilizaciéon de disolventes altamente hidrofébicos en este tipo de medios de
reaccion se convierte en un gran preblema. Para resolverlo se han propuesto
en la literatura diferentes alternativas. Una de ellas es la inmovilizacion del
glicerol en gel de silica lo que permite lograr mejores conversiones en la
sintesis enzimatica de ésteres de glicerol y acido oléico (Castillo et at 1994,
Castillo et al 1998, Villeneuve et al 1998, Selmi et al 1998). Con este
método se logra también una mayor selectividad de la reaccidn hacia la
produccion de 1,3-diacilglicerol o 1-monoacilglicerol. Mediante la adicién de
un co-solvente polar (2-metif-2-butanol) a la reaccidon se logré la producciéon

selectiva de monoésteres con una alta selectividad argumentando que esto
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es debido principaimente a la disminucién en actividad termodinamica de los

monoésteres en medios de reaccidén mas polares.

La sintesis enzimatica de ésteres de carbohidratos fue reportada por primera

vez por Seino et al. {1984) utilizando diferentes lipasas microbianas en un

medio de reaccién acuoso. Seino et al. proponen la esterificacion de

sacarosa, fructosa, glucosa y sorbitol con acido oléico para su aplicacién en la

industria farmacéutica, alimentaria y cosmetoldgica. Sin embargo este

método presentd las siguientes complicaciones:

1. la conversion fué muy baja.

2.la obtencién de una mezcla de productos finales que dificultd la
purificacién de los productos de mayor interés.

3. la utilizacion de medios acuosos hace que los procesos de purificacidén

sean mas laboriosos.

A partir de las investigaciones realizadas por este autor, una gran variedad

de proyectos se han enfocado en la esterificacién de ésteres de carbohidratos

mediante métodos mas productives. Sin embargo, la produccion de ésteres

de carbohidratos mediante sintesis enzimatica en medios organicos no ha

sido del toda exitosa debido principalmente a tres causas:

« la baja solubilidad que presentan los carbohidratos en estos medios de
reaccion

» baja especificidad en la produccién de los productos de mayor interés
comercial

+ bajos rendimientos de produccidn.

Teniendo en cuenta esta problematica se han propuesto varias alternativas
para la produccién de ésteres de carbohidratos. Con el propdsito de
aumentar la solubilidad de sustratos polares en medios de reaccién
hidrofébicos se han realizado reacciones de complejacion de la molécula del
carbohidrato con acido fenilborénico {PBAC por su siglas en inglés). El PBAC
reacciona generalmente con los grupos hidroxilo presentes en carbonos

vecinos formando un complejo tal como se muestra en la figura 2.5.
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Figura 2.5 Reaccion de formacion del complejo de PBAC (dcido
fenilbordnico) con glucosa.

re

Ademas, de la posibilidad de aumentar fa solubilidad de la molécuila de poliol
en medios hidrofébicos por la presencia del grupo fenilo, gracias a la
proteccién de los grupos OH por complejacidn, existe la posibilidad de
obtener una mayor probabilidad de hacer reaccionar los radicales no
protegidos. Esta técnica ha sido utilizada para la proteccién de grupos
hidroxilo en !a esterificacion de glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa en 2-
metil 2-butanol con la enzima Pseudomonas sp. repertandose conversiones
de 80%, 63%, 10% y 31% respectivamente (Ikeda & Klibanov 1993). En
reacciones sin la formacién del complejo no se observa la produccién de
ésteres. Castillo et. al. (1994) realizaron la sintesis de ésteres de glicerol-
PBAC vy fructosa-PBAC utilizando como medio de reaccidn fluidos supercriticas
y la enzima Lipozyme® logrando conversiones mayores a 70% y 30%
respectivamente.

Otro método reportado para mejorar la solubllidad de carbohidratos en
disolventes organicos es mediante la adicién de un cosolvente polar al medio
de reaccién. El cosolvente es afiadide al medio de reaccion para lograr una
mayor solubilidad de tos carbohidratos. Un cosolvente frecuentemente
empleado en la mayoria de los trabajos reportados es dimetilsuifoxido
(DMSO). Ferrer et al. (1999) y Villeneuve et al. (1998) utilizan un 20% de
DMSO en el medio de reacciéon para aumentar la selectividad en la formacion
de monolaurato de sacarosa. La adicién de un cosolvente polar al medio de
reaccion también ha sido tratado por Mohapatra et al. (1999), quienes
reportaron que mediante la adicién de un 10% de 2-metil 2-butanol en el

medio de reaccidn se obtiene una mayor produccién de ésteres.
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Un problema comun en la sintesis de ésteres de carbohidratos es la baja
selectividad por los productos de mayor interés. Se sabe actualmente en el
area de biocatélisis que el medio puede modificar el equilibrio termodinamico
de la reaccién, y como consecuencia las proporciones relativas de ios
productos finales e intermediarios. Therisod y Klibanov (1986) fueron
algunos de los primeros en reportar la utilizacién de disclventes organicos
para la produccidon de ésteres de sacarosa. Utilizaron disoclventes como
piridina, cloruro de metilo y tetrahidrofuranc. El grupc de Akoh propone la
utilizacién de medios de reaccion como cloroformo, isooctano o benceno
{Akoh 1994) y medios bifdsicos (benceno/piridina) para la produccion
selectiva de diversos ésteres de glucosa y glucdsidos (Akeh & Mutua 1994},
Fregapane et al. {1994) en cambio proponen un medio de reaccién sin
disolvente, obteniendo muy buenas conversiones para los ésteres de
galactosa y xilosa (>80%).

Ducret et. al {1995 y 1996) proponen la utilizacidn de alcoholes terciarios
como medio de reaccidn para lograr un aumento en la conversion de glucosa,
fructosa, sorbitol y xilitol. Las razones principales para el uso de este tipo de
alcoholes son su bhaja reactividad y su contribucién a la solubilidad de los
sustratos polares sin disminuir la del dcido graso (Bousquet et al 1999). A
diferencia de lo propuesto por este grupo, Tsitsimpikou et al. (1997)
proponen la sintesis de esteres de glucosa, manosa y fructosa pero en un
medio mucho mas hidrofébico, hexano, obteniendo una mayor conversion del
sustrato, pero una menor selectividad de la reaccion hacia la produccién de
monoésteres., Esto autores argumentan que la hidrofobicidad de! medio de
reaccion mantiene alta la actividad de productos no tan hidrofébicos como los
rmonoesteres haciendolos muy susceptibles a reaccionar.

Diferentes grupos proponen la utilizacion de acetona como medio de
reaccion, debido a que su hidrofobicidad permite mantener baja la actividad
de los productos de reaccién y a que su uso es aceptado en la preparacion de
alimentos o aditivos para alimentos (Arcos et &l 1998a,b,¢,d, Torres et al
1999a,b, Torres et al 2000). En estos trabajos se proponen la produccién de

ésteres de glucosa, aldosas (galactosa, manosa, sorbitol y fructosa)
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utilizando tamiz molecular para mantener concentraciones bajas de agua en
el sisterma.

Cao et al. (1999) proponen la formacion de ésteres de diversos carbohidratos
(glucosa, manosa, galactosa, fructosa, sacarosa y sorbitol) en medios de
reaccién sin disolvente, con la adicién de cantidades minimas de tert-butanol
en el medic de reaccidon para mantener una fase liquida alrededor de la
enzima y no disminuir sus propiedades cataliticas. Debido a la ausencia de
disolvente, la hidrofobicidad del medio es determinada por los compenentes
de 1a reaccién, cbteniendo conversiones superiores al 60%. Plou et. al.
(1999) proponen la utilizacién de DMSO para la produccidén selectiva de
monolaurato de sacarosa.

En conclusién, los ésteres de polioles pueden ser producidos mediante
sintesis enzimatica en disolventes organicos, representando una nueva gama
de productos con potencial de aplicacién como emulsificantes en la industria
alimentaria y farmacéutica. Estos productos pueden ser obtenidos a partir de
recursos renovables, son biodegradables y no toxicos. Estas perspectivas
han generado un interés por la sintesis de nuevos emulsificantes tratando de
mejorar sus propiedades como tensoactivos, asi como los procesos para su
sintesis. Mediante el conocimiento de las propiedades del medio de reaccién
(estructurales, termodinamicas, etc.) seria posible entonces obtener

selectivamente productos con aplicaciones especificas.

3,7 Propiedades Termodindmicas del Medio de Reaccién

Como se menciond anteriormente, la solubilidad de los sustratos es
funcién de la afinidad por el medio de reaccién en el que se encuentran. Esta
afinidad es por lo general analizada en funcidn del log P del disolvente,
definido como e! coeficiente de particién de un compuesto en un sistema
bifdsico octanol-agua. En la tabla 2.9 se muestran algunos valores para
diferentes disolventes organicos empleados comunmente para reacciones de

hidrélisis inversa.
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Tabla 2.9 Coeficientes de particién octanol/agua (log P) de algunos
disolventes organicos.

Disolvente Log P
Dimetilsulféxido "1.35
N,N-Dimetifformamida -1.00
Acetonitrilo -0.33
Acetona -0.23
2-Metil-2-Propanol 0.79
2-Metil-2-Butanol 1.30
Cloroformo 2.00
Hexano 3.50

La interaccién y afinidad de los sustratos por el solvente puede relacionarse
con el log P y con las caracteristicas estructurales del medio de reaccién.
Valores elevados de log P corresponden a disolventes hidrofébicos y valores
inferiores a disolventes polares. La sintesis enzimdtica es preferencialmente
reportada en medios de reaccién cuyo log P es alto, proporcionando asi una
mejor solubilidad de los compuestos mas hidrofdbicos. Para la obtencion de
productos aitamente hidrofébicos como los triglicéridos se ha propuesto la
utilizacién de hexano como medio de reaccién para obtener una alta
productividad (Schmid et al 1998).

La temperatura es otro parametro que juega un papel importante dentro de
la sintesis enzimatica. De manera general, se sabe que al aumentar la
temperatura se logra una mayor solubilizacidn de los componentes en el
medioc de reaccion, lo que provoca un cambio en las concentraciones en
solucion vy en consecuencia en las actividades termodinamicas. Un camblo en
la temperatura puede ser determinante para la modificacién de las
condiciones finales de reaccién. Logico seria pensar que a mayores
temperaturas se obtendrian mejores conversiones, pero esto no siempre
ocurre debido principalmente a dos causas. La primera dependerd del tipo

de enzima gue se utilice, algunas enzimas son lo suficientemente
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termoestables como para catalizar reacciones a temperaturas sumamente
elevadas mientras que otras pueden no serlo {(Arroyo et al 1999). La
segunda dependera de los diferentes compuestos presentes en el medio de
reaccion. La solubilidad es funcidn de |la temperatura, pero existen variables
que determinan mejor el comportamiento en solucién como lo es la actividad.
La relacién que puede existir entre la actividad y la temperatura dependera
principalmente de los componentes en solucién y no siempre un aumento en
la actividad de ciertos componentes refleja un aumento en la conversién de

la reaccion (Castillo et al. 1998).

3.7.1 Uso de la Ingenieria de Solventes

La actividad de sustratos y productos en un medio de reaccién puede ser
modificada por las interacciones con los demas componentes que se
encuentran en el sistema. La manipulacién del medic de reaccidn, que es el
mayor componente en el sistema, nos permite modificar las actividades de
productos y reactivos provocando que sean mas o menos disponibles para
reaccionar. Esta manipulacién es conocida comunmente como ingenieria de
solventes.
A manera de ejemplo en la figura 2.6 se representa el esquema general de la

esterificacion de xilitol con acidos grasos.

40



OH OH K H OR
1
+ HOOC—R1 —~———» + Mo

OH OH OH OH OH 0—|-|—R1
[o]
Xilitol Acldo Graso Monoeéster

H H OH H

K,
+ HOOC—R1 —=—— + Ho

OH OH O-T—R RI——0  OH O~y~R1 ?
o 0 o

Monoaster Acido Graso Diester

H OH y OH Jj—|=«1
3
+ HOOC—Rt =e———3

R1~"-ﬂ-'-0 OH O—H—FI‘I R1TO OH 0"’”—91
Q o o o]

+ HO

Didster Acido Graso Triéster

R1 = (CH,},;,—CH,

Figura 2.6 Esquema general de las reacciones de esterificacion del
xilitol y acido graso

La estructura del xilitol estd compuesta por cinco grupos hidroxilo lo cual
permite diferentes posiciones y diferentes grados de esterificacion dando
fugar a mono-, di-, tri-, tetra- e inclusive pentaésteres. La selectividad para
ciertas posiciones depende de la reactividad de cada uno de los grupos
reactivos. El xilitol tiene dos grupos hidroxilo primarios y tres grupos
hidroxilo secundarios, lo cual hace que los primeros sean mas reactivos y por
ende una mayor probabilidad de realizar reacciones en estos sitios. Cada
uno de estos productos tendra una hidrofobicidad caracteristica dependiendo
de 1a posicién de esterificacion y del grado de esterificacion. Mientras mayor
sea el grado de esterificaciéon, mayor serd la hidrofobicidad y mayor su
capacidad para interactuar con disolventes hidrofébicos. Esta mayor
interaccién con el medio provocara una disminucién en su disponibilidad y
por lo tanto una menor actividad termodinamica. La consecuencia directa de

este comportamiento seria la acumulacidon del producto en el medio de
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reaccién hasta un nivel que permita aicanzar el equilibrio termodindmico de
la reaccién. Manipulando e! medio de reaccion seria entonces posible
modificar la reactividad de algunos grupos haciendclos mas o menos
dipenibles segun se requiera.

En recientes investigaciones se ha probado que el perfil de productos puede
ser manipulado mediante la utilizacion de mezclas de disolventes polares o
hidrofébicos como medio de reaccién (Castillo et al 1998, Plou et al 1959).

La ingenieria de salventes es una rama de la catalisis enzimatica gue se ha
enfocado en la manipulacién del medio de reaccién de tal forma que se
favorezca la selectividad de las reacciones hacia ciertos productos, dando una
menor formacién de subproductos y por ende menos procesos de purificacion
{Bellot et al 1998, Janssen et al 1993, Singh et al 1994).

En el caso de la esterificacion del xilitol, el principal producte de interés son
moléculas con baje grado de esterificacién ya que son los que podrian tener
mayores aplicaciones en la industria alimentaria. Coma ha sido reportado la
produccion de monoésteres se ve favorecida en alcoholes terciarios los cuales
permiten la solubilizacidn total de los acidos grasos y una polaridad suficiente
para hacer a los polioles lo suficientemente reactivos (Degn et al 1999,
Ducret et al 1996, Ducret et al 1995, Mohapatra & Hsu 1999).

3.7.2 UNIFAC

Como se menciond con anterioridad la actividad termodinamica refleja
mejor el comportamiento en solucién que la concentracién. La actividad
termodinamica se relaciona a la concentracién mediante el coeficiente de
actividad, un parametro termodinamico, de manera directamente
proporcional. Existen diferentes técnicas para el cdlculo tedrico del
coeficiente de actividad, aungque en realidad todo se basa en modelos
tegricos de termodinamica molecular. UNIFAC (por sus siglas en inglés,
UNIversal Function Activity Coefficient) es uno de los principales modelos
tedricos que existen para la estimacién de estos parametros. El método
UNIFAC para evaluar los coeficientes de actividad se basa en el concepto de

que una mezcla debe considerarse como una solucién de unidades
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estructurales a partir de las cuales se han formado las moléculas, mas que
una solucion de las moléculas. Estas unidades estructurales o subgrupos
tienen dos propledades que afectan el comportamiento en solucion: el
voltmen relativo y el area superficial relativa. De los diferentes modelos
tedricos que existen para el cdlculo de propiedades termodindmicas UNIFAC
es de los mas sencillos y confiables y ha sido utilizado para este tipo de
reacciones en diferentes investigaciones (Bellot et al 1998, Flores et al 1999,
Wehtje & Adlercreutz 1997).

Con el empleo del modelo tedrico UNIFAC es posible calcular los coeficientes
de actividad para las especies involucradas en las reacciones de sintesis
enzimatica en disolventes organicos. Esto permite conocer de manera rapida
y confiable el valor correspodiente a las actividades termodinamicas en
solucién, en especial el coeficiente de actividad del agua, que como se
menciond anteriormente es determinante en la selectividad, conversion y
reversibilidad de las reacciones de sintesis enzimatica. De ahi la importancia
de modelos termodinamicos teéricos como UNIFAC para el estudio de las
reacciones de sintesis enzimdtica en medios no-convencionales. En el
anexo A se detallan las ecuaciones necesarias para el cdlculo de coeficientes
de actividad mediante el modelo UNIFAC, o para mayor coveniencia, el
pragrama UNIFAC Calculator puede ser obtenido de la pagina web

www.chem.eng.usyd.edu.au/pgrad/bruce/unifacal/unifacal htm,

3.8 Xilitol

Debido al papel importante que juega el xilitol como sustrato de las
reacciones aqui estudiadas, consideramos importante hacer una
recapitulacion bibliografica que nos permite destacar su potencial de
aplicacion industrial.

El xilitoi (CH;0H-CHOH-CHOH-CHOH-CH,0H), un azucar natural, es un poliol
normalmente encontrado en frutas y vegetales aunque también es producido
por el hombre como parte de su metabolismo (5-15 g xilitol/dia) (Parajo et al

1997). Desde un punto de vista tecnoldgico tiene el mismo poder edulcorante
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que la sacarosa y puede ser empleado como sustituto en una gran variedad

de productos alimenticios. Entre sus principales propiedades en la industria

alimentaria se encuentran jas siguientes:

« Tiene un sabor agradable y no deja resabio.

« Debido a su calor de disolucidén positivo, deja un sentimiento de frescura
después de ser ingerido.

» Al no ser faciimente degradado por la flora bucal reduce la caries dental y
la formacién de placa mediante la inhibicién de la principal bacteria
causante de la caries, S. mutans (www.caloriecontrol.org/xylitol.html).

« Contiene upa tercera parte de las calorias que aporta l2 sacarosa.

« Utilizado como sustituto de azucares en personas diabéticas debido a que

el metabolsimo del xilitol no va asociado a la insulina (Siiva et al 1996).

El xilitol tiene muchas ventajas al ser utilizado como ingrediente alimenticio.
Limita la tendencia en la obesidad debido a que tiene un valor calérico menor
al de la sacarosa, lo cual lo hace muy apropiado para productos dietéticos.
Tiene propiedades anticariogénicas lo cual hace que sea utilizado en pastas
dentrificas y enjuages bucales. Deja un sabor de frescura en la boca por lo
que es utilizado en gomas de mascar y pastillas.

La incorporacidn de xilitol en formulaciones alimenticias mejora el color y el
sabor sin cambiar |las propiedades de las preparaciones y algunos estudios
han demostrado que el uso de xilitol, solo o combinado con otros
carbohidratos, mejora la textura, color y estabilidad de almacenamiento de
algunos productos come yoghurts, jaleas, mermeiadas y productos
congelados (Parajo et al 1997).

Actualmente el xilitol es utilizado en diversos productos comerciales, como
sacarificante en pastas dentrificas, enjuages bucales y en pastillas.

Existen varios métodos para la produccion de xilitol, aunque no todos son
empleados actualmente debido a su alto costo (Parajo et al 1998).
Actualmente existen tres métodos para ta produccion de xilitol. E! primero
mediante extraccion sdlido-liquido de algunos vegetales (fresas, lechuga,

zarzamora, platano, uvas) asi como en levaduras, algas de mar y hongos
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(Parajé et al 1997). El segundo método consiste en la sintesis guimica a
partir de xilan, un polisacirido perteneciente a la biomasa vegetal, mediante
un intermediario, |Ia xilosa. Este método se lleva a cabo mediante reacciones
de hidrélisis acida e hidrogenacién. Debido a los diversos procesos que
involucra y a conversiones bajas (50-60%) este metodo resulta ser
sumamente costoso (Parajo et al 1998). El dltimo método es mediante
procesos biotecnologicos en los que se emplea microorganismos y/o enzimas
para la produccién de xilitol. Existen diversos microorganismos capaces de
producir xilitol como son ias bacterias, los hongos y las levaduras. En todos
estos métodos se utiliza la capacidad enzimatica de los microorganismos para
la conversion de xilosa a xilitol, pero también existen métodos en los cuales
solamente se hace uso de las enzimas prescindiendo de los microorganismos.

Aungue los procesos biotecnolégicos para la produccidn de xilitol no han sido
implementados industrialmente, se espera que en un futuro sean una
alternativa a la sintesis quimica (Silva et al 1996, Preziosi-Belloy et al 2000).

El rapido crecimiento del mercado y el gran valor agregado del xilitol lo hacen
un sustrato o materia prima ideal para la formacién de nuevos productos
como lo son los ésteres de xilitol. Estos emulsificantes pueden y son
utilizados en diversas areas de la industria farmacéutica y alimentaria,

ademas de que contienen importantes propiedades nutricionales.
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3.9 Conclusiones Generales del Estudio Bibliografico

En términos generales, el estudio bibliografico lleva la conclusién de ciertos
puntos interesantes. En primer lugar, que los emulsificantes, formados
basicamente por una cabeza polar y una cadena hidrocarbonada, tienen la
propiedad de adherirse a la interfase de una solucién de dos liquidos parcial o
totalmente inmiscibles. Esta propiedad esta determinada por la naturaleza
quimica de los dos grupos presentes en la molécula. Entre los productos mas
interesantes desde un punto de vista de la biisqueda de un proceso industrial
tenemos a los emulsificantes no-ionicos. Estos, en efecto, componen un
porcentaje elevado de los emulsificantes utilizades en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmetoldgica. Un segundo punto interesante a
subrayar, es el hecho de que estas moléculas podrian utilizar recursos
renovables en su proceso de sintesis. Por otro lado, se observé de manera
general que casi la totalidad de los procesos tradicionales para la produccion
de estos emulsificantes requieren de condiciones drdsticas para la realizaciéon
de las reacciones. Estas condiciones implican aitas temperaturas de reaccién
(200-250 °C) y altas presiones {5-10 atm) ademds del usc de catalizadores
inorganicos sumamente costosos y dificiles de recuperar. Tomando en
consideracion estas limitantes, surge la necesidad de implementar nuevos
métodos de produccién de emulsificantes no-idnicos mediante el desarroilo
de procesos que no requieran condiciones tan drasticas. A partir del
desarrolio biotecnoldgico en el drea de biocatélisis se ha demostrado gue las
reacciones de sintesis enzimatica en medios no convencionales representan
una alternativa para !a produccion de emulsificantes y agentes tensoactivos.

En este contexto, es posible concluir que las lipasas son capaces de realizar
reacciones de hidrolisis inversa al ser confrontados a condiciones de reaccion
apropiadas para este fin, por lo cual son ampliamente recomendadas para la
sintesis enzimatica de ésteres de polioles. Cabe sefalar que se ha reportado
que la utilizacién de disclventes organicos como medio de reaccidon debido al
bajo contenido de agua que pueden tener es el medio de reaccién mas

adecuado para este tipo de procesos.
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Un dato adicional seria que se ha encontrado que la especificidad y los
rendimientos de las reaccidnes estudiadas en este tipo de medios dependen
fuertemente de dos variables: la actividad de agua en el sistema y la
naturaleza del medio de reaccién. La actividad de agua en los sistemas de
reaccidon de sintesis enzimatica representa una variable critica que conlleva a
establecer la posicién de! equilibrio termodinamico de la reaccién. Por otro
lado, se ha reportado ampliamente que la naturaleza del medio de reaccién
determina en gran manera la actividad y selectividad de tas enzimas
hidroliticas, en nuestro caso particutar, las lipasas.

Varios son los métodos de sintesis enzimatica que han sido reportados y el
interés por estos procesos va en aumento. Mediante estas reacciones se ha
propuesto {a sintesis de diversos emulsificantes a base de recursos naturales
renavables tales como el glicerol, la sacarosa o el sorbitol. Como se ha
venido discutiendo en este capitulo, estos sustratos, debido a su estructura
quimica, representan un gran potencial en la sintesis de emulsificantes. En
términos de sus aplicaciones especificas, el alto contenido de grupos hidroxilo
en la molécula del xilitol incrementa de sobremanera su gran potencial de
aplicaciéon ya que pueden ser esterificados por una gran variedad de acidos

grasos disponibles.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Este proyecto se enfoca hacia la sintesis enzimatica dirigida de ésteres de

xilitol y acido oléico utilizando estrategias de ingenieria de solventes y al

estudio de las condiciones que permiten un control sobre 1as proporciones

relativas de productos en el equilibrio. Con este objetive se han formulado

los siguientes objetivos particulares.

4.2 Objetivos Particulares

Establecer las condiciones de sintesis enzimatica dirigida de ésteres de
xilito! mediante el uso de lipasa en medios de reacciéon no convencicnales.
Estudiar las variables que determinan la especificidad de la reaccidn,
evaluando el efecto del solvente sobre el grado de esterificacién de las
moléculas sintetizadas, asi como las condiciones que permitan controlar la
composicidn de la mezcla en el equilibrio termodindmico de las reacciones
estudiadas.

Comparar los resultados obtenidos experimentalmente con los datos
obtenidos a través de la utilizacidon del modelo tedrico UNIFAC. Asi
mismo, realizar los calculos correspondientes de coeficientes de actividad
termodinamica de sustratos y productos en diferentes sistemas de
reaccidn.

Estudiar el comportamiento cinético de las reacciones de sintesis
enzimatica de ésteres de xilitol y acido oléico.

Observar el efecto producido sobre la composicién de la mezcla en el
equilibrio por la modificacién de las relacidnes estequiométricas iniciales
entre xilitol y acido oléico.

Finalmente, extender las aplicaciones de la sintesis enzimatica de ésteres
de xilito! y acido oléico en medios de reaccién no convencionales a otros

policles como la sacarosa.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Materiales

Los reactivos utilizados a lo largo de este proyecto fueron adquiridos de
proveedores comerciales en su mas alto grado de pureza. El 2-metil 2-
butanal (2M2B), 2-metil 2-propanol (2M2P), dimetilsulféxide (DMSO},
cloroformo, hexano, eter etilico, acido acético fueron adquiridos de
1.T. Baker. Metanol, acetona y acetonitrilo fueron adquiridos de Burdick &
Jackson. El xilitol, acido oléico, tamiz molecular {5A, 8-12 beads) y el acido
trifivoracético fueron adquiridos de Sigma. La silica gel 60 se adquirid de la
empresa Merck.

La enzima inmovilizada Novozym 435%® fué obsequiada por Novo Nordisk A/S
(Espafia). La enzima Novozym 435% es una triaciiglicerol hidrolasa (E.C. no.
3.1.1.3). Esta enzima es producida por la compafiia Novo Nordisk A/S y es
obtenida mediante tecnologias de DNA recombinante a partir de Candida
antarctica. Se comercializa de forma inmovilizada en una resina acrilica

macroporosa (Lewatit E) lo que permite aumentar su estabilidad.

5.2 Métodos

5.2.1 Sintesis Enzimatica de Esteres de Policles

Las reacciones de sintesis enzimatica fueron efectuadas de manera genera!
en frascos viales de 15 ml con 10 mi de volumen de reaccion. Se adicionan
76 mg (50 mM) de xilitol al medio de reaccion y se mantiene en agitacién
constante hasta observar una completa disolucion. Posteriormente se
adicionan 141 mg (50 mM) de acido oléico, 100 mg de enzima Novozym
435% y 250 mg de tamiz molecular. El medio de reaccidn se mantuvo en un
bafio de agua a 45°C con agitacién constante y se extrajeron muestras de
500 p! para su andlisis por TLC v HPLC. A menos que se especifique, se

considera este procedimiento como el procedimiento estandar de reaccion.
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5.2.2 Analisis Cualitativo del Medio de Reaccion

El analisis cualitativo del medio de reaccién se llevé a cabo mediante la
técnica de Cromatografia en Capa Fina (TLC). Se utilizaron placas de gel de
silica Alugram™ Sil G/UV,s4 de Macherey-Nagel y un sistema de elucidn de
tres fases. Este método se basa en la separacién de productos en funcion de
su hidrofobicidad-polaridad. El sistema de fases de etucion presentado en |a
tabla 4.1. permite la elucion selectiva de los componentes en funcion de su
afinidad por la fase mévil. De esta forma la fase mdvil menos hidrofébica
como la de cloroformo/metanol/agua eluye todos los componentes
exceptuando al xilitol. La fase compuesta por cloroformo/metanol/acido
acético permite la elucian selectiva de los diésteres, el acido oléico y los
triésteres y finalmente la fase hexano/eter/acido acético eluird solamente los
componentes mas hidrofébicos como los triésteres y el acido oléico.
Posterior a la elucién se introducen las placas en un horno a 250°C durante 5
min para evaporar la fase movil. El revelado se efectué rociando una
solucidn al 5% de acido sulifirico en metanol y mediante calentamiento a
100-1500C durante cinco minutos. Este tratamiento induce la oxidacién de
dcidos grasos y sus derivados, en este caso, los ésteres de xilitol. Los Rf's
obtenidos para los diferentes estandares fueron: xilitol 0.0, monoéster de
xilitol 0,17-0.3, diéster de xilito} 0.36-0.58, triéster de xilitol 0.62-0.71, acido
oléico 0.75-0.89.

Tahla 4.1 Sistema de fases de elucién para el andlisis de las reacciones

de sintesis enzimdtica de ésteres de xilitol y acido oléico por
cromatografia en capa fina (TLC).

Porcentaje de

Fase Elucién *
Cloroformo/Metanol/Hzo 85:13.5:1.5 0.22
Cloroformo/Metanol/Ac. Acético 98.5:1.5:1 0.44
Hexano/Eter EtilicofAc Acético 70:30:1 0.94

* El porcentaje de elucién es referente a la longitud libre de elucidn sobre la placa
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5.2.3 Analisis Cuantitativo del Medio de Reaccién

El andlisis cuantitativo de los principales productos de reaccion se realizé
mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Se
tomaron muestras de 500 pl del medio de reaccién, se centrifugaron para
eliminar la enzima y el tamiz molecular y se evaporé el medio de reaccién en
un evaporador centrifugo al vacio a temperatura de 55 °C y 0.20 bar de
presion de vacio. Posteriormente se resuspendieron las muestras en la fase
movil correspondiente. Se desarrollaron dos técnicas para el andlisis de los
diferentes productos de reaccién dependiendo de su sojubilidad en
disolventes polares e hidrofébicos.

(a)Para el analisis de los dos sustratos (xilitol y acido oléico)} y de los
monoésteres se utilizé como fase movil Metanol/Agua/Acido
Trifluoracético 95:5:0.1 (v/v) a un flujo de 1 mi/min. Se utilizé un
controlador Waters 600E con control de temperatura ajustado a 45 °C;
un detector de Indice de Refraccién (IR} Waters 410; Se utilizd una
columna Supelcosil LC-18 5 um (25 * 4.6 mm).

(b) Para el anélisis de los demds productos de reaccién se utilizo un fase
mévil compuesta por Acetona/Acetonitrilo 50:50 (v/v) con un gradiente
de flujo como se muestra en la tabla 4.2, Se utilizd un controlador
Waters 600E con control de temperatura ajustado a 45 °C un detector
de ultravioleta (UV} Waters 486 y un detector de ultravioleta con
arreglo de diodos Waters 996. Se utilizé una columna Supelcosil LC-18
5 um (25 mm x 4.6 mm).

Tabla 5.2 Gradiente de flujo para el analisis de diésteres y triésteres
de xilito! y por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Tiempo (min) Flujo {ml/min) % Acetona % Acetonitrilo
1 50 50
12 1 50 S0
14 3 50 50
18 3 50 50
22 1 SO 50
24 1 50 50
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5.2.4 Purificacion de los Productos de Reaccién

La purificacion de los diferentes productos de reaccidn se efectué para
reacciones de 200 ml como volumen de reaccidn a las mismas condiciones
mencionadas anteriormente: 1.520 g de xilitol (50 mM), 2.820 g de acido
oleico (50mM), 2 g de enzima Novozym 4359y 5 g de tamiz molecular.
Para la purificacion de los diferentes productos de reaccidn los siguientes
equipos y materiales fueron utilizados: Rotavapor, cartuchos de separacion
Sep-Pak Plus C-18° marca Waters y placas de ge! de silica Alugram® Sil
G/UV3:ss de Macherey-Nagel preparativas. Al ser ésta una metodologia

original de purificacian, los detalles se presentan en la seccion de resultados.
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6 Resultados y Discusiones

6.1 Sintesis Enzimdtica de Esteres de Xilito! y Acido Oléico

6.1.1 Reacciones de Esterificacion de Xititol con Acido Oléico
La primera etapa de este proyecto fué establecer la factibilidad de la
reaccién de esterificacién de xilitol con acido oléico mediante reacciones

catalizadas por enzimas de acuerdo al sistema de reaccidn representado en

la figura 5.1.
Ho : 0 LIV g no
HO= A
Ho + S wot M + Hy
OH OH
X Ao Claico Monpester
U W
o Bdadaging K O T T A
EOH +opom Cac . WO A + Ho
HO- o Ho.
Mongester Digster
R W e ) . x O T
Ho N N NN N T A ORI em o Eo + Ho
HO o H O e
Diaster Trester

Figura 5.1 Representacidon esquemdtica de las reacciones de
esterificacion del xilitol y acido oléico

Se realizaron las reacciones de sintesis enzimatica en frascos viales de 15 ml
utilizando 10 ml como volumen de reaccién. Las condiciones de reaccion
empleadas en este proyecto fueron seleccionadas tomando en consideracion
por un lado la solubilidad méxima que presenta el xilitol en estos medios de
reaccién. El xilitol es un sustrato muy polar y es altamente scluble en agua
(64.29/100g soln.), sin embarge presenta poca solubllidad en disolventes
organicos. Se ha reportado (Bousquet et al 1999) que sustratos polares,
tales como los polioles, presentan una buena solubilidad en alcoholes

terciarios. Tomando esto en consideracién, se propuso efectuar las
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reacciones de sintesis enzimdatica de los ésteres de xilitol en 2-metil-2-
butanol (2M2B) y 2-metil-2-propanol {2M2P). Una segunda ventaja que
ofrece el trabajar con alcohcles terciarios es que no reaccionan con las
lipasas dado que estas enzimas presentan especificidad exclusivamente para
alcoholes primarios y secundarios. Se seleccion6 un concentracién inicial de
50 mM para el xilitol, concentracién en la cual este sustrato se encuentra
completamente soluble en los alcoholes propuestos como medio de reaccién,
Por su parte, el acido oléico no presenta problemas de solubilidad en este
tipo de medios ya que a temperaturas superiores a tos 13.40C es liquido y
miscible en una amplia gama de disolventes. El acido oléico se utilizé de
igual forma en concentraciones iniciales de 50 mM, concentraciéon que
corresponderia a priori a una relacién estequiométrica para la formacion de
monoésteres de xilitol. £l procedimiento general de las reacciones, consistié
en primer lugar en adicionar el poliol {xilitol) al medio de reaccion agitando
hasta su disclucidén total. Posteriormente, se agregd el acido oléico y se
registraron los blancos de la reaccion. Posteriormente se agregd el tamiz
molecular, el cual permite adsorber el agua formada a lo largo de la reaccion
y mantener la concentracién de agua al nivel mas bajo posible en el sistema
de reaccion. Finalmente se adicioné la enzima. La tabla 5.1 muestra la
composicién en masa de cada uno de los componentes del medic de

reaccion.

Tabla 5.1 Composicion del medio de reaccién de la sintesis enzimatica
de ésteres de xilitol.

Componente Cantidad
Xilitol 76 mg {50 mM)
Acido Oléico 141 mg (50 mM)
Disolvente (2M2B, 2M2P) 10 mi
Enzima Novozym 4359 100 mg
Tamiz Molecular 250 mg

Para la realizacién de las reacciones de sintesis se utilizé la enzima Novozym

435® de Novo Nordisk, una lipasa inmovilizada en una resina acrilica
Y

54



reportada corno eficiente en reacciones de sintesis enzimatica en medios
organicos (Arroyo et al 1999). Se prefirio la utilizacion de enzimas
inmovilizadas como catalizadores en la reaccién ya que esto permite una facil
recuperaciéon de la enzima y una mayor estabilidad en disolventes organicos.
Se utilizaron 10 mg/ml (1% w/v) de enzima Novozym 435% en el sistema de
reaccion, concentracion que desde un punto de vista economico se considera
adecuada para un eventual escalamiento del proceso. Estas condiciones de
reaccién fueron empleada en el resto del proyecto, salvo que alguna
modificacién sea especificada.

Los resultados de las primeras reacciones efectuadas se analizaron por
cromatogafia en capa fina (TLC). Mediante esta técnica fué posible la
deteccién de diversos productos de reaccién asi como la disminucion en la
concentracion de los sustratos después de 48 h. En la figura 5.2 se muestra

el analisis por TLC realizado para la esterificacion de xilitol con acido oléico.

Acido Oléico
Triéster

Digsteres

Monoésteres

Xilite!

2M2B 2M2P

Figura 5.2 Andlisis de TLC de la sintesis enzimdtica de ésteres de
xilitol (50 mM) y acido oléico (50 mM) en diferentes medios de
reaccién: A y B: 2-metil-2-Butanol (2M2B). B y C: 2-metil-2-propanol
{2M2P}. Los andlisis corresponden a tiempos iniciales de reaccidon (A'Y
C) y muestras analizadas después de 48 hrs. (By D).

55



En esta figura podemos observar que a las 48 hrs aparecen diferentes
productos que podriamos agrupar en funcién de su hidrofobicidad. De
acuerdo a la distribucién de las fases mdviles en el sistema de elucion, los
componentes de la muestra tendrdn un valor de Rf mayor en la medida que
su hidrofobicidad aumente. De esta forma se pueden identificar productos
con hidrofobicidades mayores correspondiendo a productos con diferentes
grados de esterificacion. En la placa observamos que los diferentes grupos
de productos carresponden a diferentes grados de esterificacién del xilitol de
acuerdo a sus valores de Rf {monoéster de xilitol 0.17-0.3, diéster de xilitol
0.36-0.58, triéster de xilito! 0.62-0.71). Ademas se observd que para cada
disolvente utilizado existe un perfil particular de productos. Se observan por
eiemplo al menos 3 diferentes diésteres cuando se tiene 2M2B como
disolvente de reaccién y solo 2 en 2M2P. Estos productos presentaron
diferencias en las hidrofobicidades dentro de cada grupo (grado de
esterificacién) al que pertenecen. Asi, dentro del grupo de los monoésteres
de xilitol los isomeros posicionales corresponderian a (1(5)-monooleilxilitol,
2(4)-monooleilxilitol y 3-monaooeleilxilitel) los cuales suponemos presentan
diferentes hidrofobicidades y se sintetizan de manera diferente en funcion de!
disolvente de la reaccién,

Estos resultados nos permitieron establecer de manera preliminar la
factibitidad de llevar a cabo la reaccion entre el xilitol y el acido oléico
catalizada por la lipasa Novozym®, ademas de establecer el efecto de la
naturaleza del disolvente sobre el grade de esterificacion y el tipo de
productos de sintesis.

Un segundo andlisis de los productos se realizé utilizando la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Esta técnica nos permitid
observar y cuantificar la desaparicion de los sustratos xilitol y acido oléico asi
como la formacion de los diferentes productos de sintesis, La cuantificacién
de los sustratos se hizo analizando muestras estandar de ambes sustratos.
Con las técnicas empleadas conforme mayor es la hidrofobicidad del
compuesto mayor serd su tiempo de retencion en la columna.

Los andlisis realizados por HPLC se presentan en fa figura 5.3.
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En esta figura se observa un perfil de desaparicién de acido oléico diferente
al perfil de desaparicion del xilitol, dado que el consumo de acido oléico no

estd asociado directamente al consumo de xilitol. Este comportamiento se
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explica por el hecho de la existencia de productos con diferentes grados de
esterificacion. Es decir, por cada molécula de xilitol libre que se esterifica,
una o mas moléculas de acido oléico se consumen para la formacién de
mono-, di-, y triésteres, comeo consecuencia de esto conforme aumenta el
grado de esterificacion de los productos de sintesis, la relacién molar entre el
acido oléico consumido y el xilitol aumenta. Por otro lado, en los
cromatogramas presentados, de manera similar a los analisis por TLC, se
observa la aparicion de diferentes productos de sintesis correspondiendo a
diferentes grados de esterificacion de la molécula de xilitol. Sin embargo, las
concentraciones encontradas para los diésteres y triésteres no corresponden
a lo observado en ios andlisis por TLC. Aparentemente el método de analisis
no resultd ser adecuado para la cuantificacidn de estos polioles de xilitol. Por
esta razén, se decidid desarraliar un métedo adecuado de cuantificaciéon por
HPLC de los productos obtenidos.

6.1.2 Desarrollo de los Métodos Analiticos

Esta etapa del trabajo de investigacion consistidé en el desarrollo de
métodos analiticos que nos permitieran diferenciar los productos de reaccién
en funcién de su grado de esterificacion.
El analisis cuantitativo del medio de reaccién se reallzd mediante la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). De manera simiar a la
técnica de TLC este método se desarralldé en funcidn de las diferencias de
polaridades de los productos obtenidos en las reacciones de sintesis de
ésteres. Se eligieron dos técnicas para el andlisis de los diferentes productos
de reaccion dependiendo de su solubilidad en disolventes polares e
hidrofébicos. Para el analisis de los dos sustratos (xilitol y acido oléico) y de
los productos menos hidrofébicos se utilizd un fase mévil compuesta por
Metanol/Agua/Acido Trifluoracético. Esta fase permite separar los
componentes de una muestra en funcion de su hidrofobicidad, o la afinidad
que tengan por la fase estacionaria C,s. Se selecciond la composicién
Metanol/Agua/Acido Trifluoracético 95:5:0.1 (v/v) a un flujo de 1 ml/min

pues esto nos permitié una mejor separacion y cuantificacion de xilitol,
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monoésteres y acido oléico.

Para el andlisis de los productos de reaccion mas hidrofébicos se utilizé una
fase movil de Acetona/Acetonitrilo 50:50 (v/v) eluido isocraticamente con un
gradiente de flujo como se muestra en ia tabla 5.2.. Las condiciones
reportadas fueron aquellas que nos permitieron la mejor separacion de los
diésteres y triésteres.

Tabla 5.2 Gradiente de flujo para el analisis de diésteres y triésteres
de xilitol mediante HPLC

Tiempo (min) Flujo {m!/min)
1

12
14
18
22
24

[ N PR % B

6.2 Caracterizacién de los Principales Productos de Reaccion

Una vez demostrada la factibilidad de la sintesis enzimatica de ésteres de
xilitol y que se desarrollaron los métodos de analisis de los productos de la
reaccion se procedid a su recuperacion y purificacion.

Para la recuperacién de los diferentes productes de reaccidn se aplicaron
diferentes técnicas de purificacién de acuerdo a las caracteristicas de los
productos, tales como solubilidad en disolventes hidrofdbicos y afinidad por

diferentes fases estacionarias tales como silica y silica C-18.

6.2.1 Desarrollo de las Metodologias de Purificacién y Recuperacion
de Productos
Para la purificacion de los productos obtenidos de las reacciones
estudiadas, se realizaron reacciones en 200 m! de medio de reaccién,
manejando concentracianes similares a las antes mencionadas (50 mM xilitol,

50 mM acido oléico, 10 mg de enzima /m! de medio de reaccidn, 25 mg de
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tamiz motecular/ml de medio de reaccién) a 45 ©C con agitacion continua. Se
toman muestras para la cuantificacién de xilitel y dacido oléico para
comprobar que la reaccién llegé al equilibrio. Una vez alcanzado el equilibrio
de la reaccién, se filtra el medio de reaccién para eliminar la enzima vy el
tamiz molecular, y se evapora el medio de reaccion en un rotavapor a 70 °C,
120 rpm y 0.8 bar de presion de vacio durante dos horas.

Al residuo se agregan 50 mi de hexano para inducir la precipitacion del xilitol,
y mediante decantacién se elimina el xilitol precipitado pues es insoluble en
disolventes altamente hidrofobicos como el hexano. Una vez eliminado el
xilito! residual se procedi6 a separar los productos de la reaccién del acido
oléico residual. En primer lugar, los monoeésteres son purificados mediante
cristalizacidon en la solucién de hexano a -20 °C y posteriormente mediante
filtraclén en frio (4°C) se recuperan y se lavan los cristales. Para la
eliminacién de posibles contaminantes residuales, los cristales de
monoésteres se resuspendieron en un volumen minimo de hexano
induciendo asi una precipitacion a temperatura ambiente. Los cristales puros
de monoésteres obtenidas son recuperados mediante filtracidn y analizados
por TLC y HPLC para cuantificar su grado de pureza.

Para la purificacién de los ésteres con mayor grado de esterificacion se utilizé
un método diferente que consistié en la adsorcién-elucion selectiva en
cartuchos de separacion Sep-Pak Plus C-18% marca Waters los cuales
presentan una gran afinidad por moléculas hidrofobicas. Las soluciones de
hexano recuperadas después de la purificacién de los monoésteres y
recuperacion del xilitol son sometidas a evaporacidon en un rotavapor a 45 °C,
100 rpm y 0.8 bar de presién de vacio hasta la obtencién de un residuo
aceitosc. Paralelamente, los cartuchos de separacion son activados mediante
la elucién de 5 a 10 volumenes de metanol y aqua, y posteriormente
equilibrados con la fase movil MetanolfAgua 90:10 (v/v). Una vez
equilibrados los cartuchos, se introduce la muestra aceitosa previamente
solubilizada en hexano (50 pl de muestra por 200 pl de hexano), y se eluyen
5 volumenes de fase mévil Metanol/Aqua 90:10 {v/v). Debido a que la fase

estacionaria interactda con las moléculas hidrofébicas, en esta etapa se
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eluyen las moléculas menos hidrofébicas como son los monoésteres y el
acido oléico residual. Posteriormente se eluyen de 10 a 15 volumenes de
fase mévil hexano para eluir los componentes mas hidrofébicos o con mayor
grado de esterificacion. La utilizacién de estos volumenes de fase mévil
fueron necesarios ya que la interaccion de los productos hidrofébices con la
fase estacionaria es muy fuerte. Las fracciones recolectadas de las eluciones
con hexano son recuperadas y analizadas por TLC para comprobar su pureza.
Para obtener una mayor pureza de los productos, las fracciones son eluidas
varias veces por los cartuchos hasta la completa eliminacion de monoésteres
y acido oléico residuales.

Los diferentes productos obtenidos después de la eliminacién de los
monoésteres y e! acido oléico residual fueron exhaustivamente purificados
mediante TLC preparativa. Para esto, se utilizaron placas preparativas de gel
de silica Alugram® Sit G/UV;s4 de Macherey-Nagel utilizando las mismas fases
moviles que se utilizan para el metodo analitico. El principio de esta técnica
es similar a la técnica analitica, sin embargo, dado que se manejan
cantidades de productos mayores, la separacién no es tan eficiente. Para la
deteccién de los diferentes productos se utilizé una lampara de iuz UV
evitando asi su descomposicién por el proceso de revelado. Para el caso de
los diésteres el residuo de silica obtenido de las placas preparativas se
solubilizé en una solucién de Cloroformo/Metanol/Ac.Acético 98.5:1.5:1 (v/v)
y para los triésteres se solubilizé en una solucién de Hexano/Eter Etilico/Ac
Acético 70:30:1 {v/v). Posteriormente se centrifugaron las muestras para
eliminar los residuos de gel de silica.

En la figura 5.4 se muestra un diagrama de flujo con los pasos principales del

proceso de purificacidén desarrollado.
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Figura 5.4 Metodologia de purificacién de los diferentes productos de
ta sintesis enzimatica de ésteres de xilitol y acido oléico.

Las fracciones purificadas se analizaron mediante TLC y HPLC para
comprobar su pureza. La figura 5.5 nos muestra el andlisis efectuado por
HPLC en las condiciones presentadas anteriormente. Como se muestra en ta
figura 5.5 la fraccidn purificada de manoésteres fue en la que se lagrd una
mavyor pureza logrando identificar solamente monoésteres tanto en ia técnica
de HPLC como en la de TLC {no mostrada). Para las fracciones purificadas de
diésteres y triésteres de acuerdo al analisis desarrotlado no se alcanzd una
tota! separacién como se puede observar en la figura 5.5. Esto se puede

deber a la poca resolucion que tiene la separacion mediante TLC preparativa.
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Sin embargo aun en este nivel de purificacion es posible observar las
diferencias en hidrofobicidades en funcién del grado de esterificacién de los
productos obtenidos.

La fraccidn purificada de monoésteres fue analizada en funcién de su valor de
Rf (0.22) y su tiempo de retencion (5.0 min) para TLC y HPLC
respectivamente. En términos de su hidrofobicidad y su valor de Rf en el
andlisis efectuado por TLC, la hidrofobicidad de la muestra purificada de
monoéster corresponde a un valor intermedio al de ambos sustratos, ademas
de presentar una hidrofobicidad menor & la muestra purificada de diésteres y
triésteres lo que sugiere que el producto formado es un monoéster. Lo
mismo sugiere el andlisis efectuado mediante HPLC, en el cual el tiempo de
retencién para la muestra purificada de monoésteres tiene un valor
intermedio al del xilitol y el dcido oléico para las dos técnicas de HPLC
utilizadas.

6.2.2 Propiedades Fisicas de los Monoésteres

Una vez que se obtuvieron fracciones purificadas de monoésteres se
analizaron algunas propiedades fisicas importantes para los tensoactives. La
primera fué su punto de fusidn. Se utilizé un Fisher Johns para determinar el
punto de fusion que fué de 43-44 °C. Ei analisis fue Wevado a cabo por
duplicado para validar los resultados. Esto nos indica que la fraccion de
monoésteres contiene pocas impurezas debido a que el rango de cambio de
fase es pequefio (1°C). Este punto de fusion bajo, aunado a su facil
solubilizacion en agua provoca gque al estar en contacto con la boca pase
rapidamente a su estado liguido. Esta propiedad se presenta atractiva para
aplicaciones particulares en la industria alimentaria y cosmetoldgica.
La segunda propiedad que se estudié en ta fraccién purificada de
monoésteres fué mediante una analisis sensorial det producto. Al entrar en
contacto el producto con la punta de la lengua se percibe una sensacion de
frescura similar a la producida por el xilitol. Esto se supone es debido al
calor de disolucién positivo que posee la motécula de xilitol y que conservan

los productos sintetizados. Ademnds el monoéster de xilitol presentd una
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textura agradable al gusto y al tacto, caracteristica principat de los

emulsificantes con aplicaciones en la industria alimentaria vy cosmetoldgica.

6.3 Influencia del Medio de Reaccién en la Sintesis Enzimatica

6.3.1 Sintesis Enzimatica de Esteres de Xilitol y Acide Oléico en
Diferentes Medios de Reaccion

Con el propésito de estudiar en detalle el efecto de la naturaleza del medio
de reaccién en el equilibrio de la reaccién y en consecuencia sobre la
selectividad de los productos obtenidos, se realizaron varias reacclones
modificando la composicién del medio de reaccidn. Se utilizaron diferentes
disolventes de acuerdo a su log P para obtener medios de reaccién con
polaridades diferentes. Inicialmente se seleccioné la polaridad del medio en
funcién del log P como parametro de seleccién del disolvente pues se trata de
una propiedad fisica ampliamente utilizada en reacciones de sintesis
enzimética (Dordick 1989, Garcia-Alles & Gotor 1998, Lortie 1997, Wescott &
Klibanov 1954).

Tabla 5.3 Mezclas de disolventes utilizados para ta sintesis enzimatica
de ésteres de xilitol.

Medio de Reaccion leg P
2M2P/DMSO 80:20 (v/v) 0.36
2M28/DMSO 80:20 (v/v) 0.77
2M2p 0.79
2M2B 1.3
2M2B/Hexano 50:50 (v/v) 2.15
Hexano 35

En la tabla 5.3 se muestran los diferentes disolventes empleados en este
estudio asi como su log P. Ltos valores correspondientes a las mezclas de
disolventes fueron calculados mediante un promedic ponderado en funcién

del volumen de cada uno en la mezcla de acuerdo a la ecuacién 5.

log Py, 5= [logR, '(VA.’VA_B]A]-f[]OgPB*(VA.’I/A.E)Bl ec. 5
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En esta etapa se modificaron las condiciones de reaccién normalmente
empleadas, para esto, se utilizaron los disolventes y las mezclas de
disolventes reportados en la tabla 5.3. Ef objetivo de estas modificaciones
fué estudiar el efecto producido por el cambio en la polaridad del medio de
reaccion sobre el grado de esterificacién del xilitol. Las demas condiciones de
reaccion fueron similares a las empleadas anteriormente {50 mM xilitol, 50
mM &cido oldico, 10 mg de enzima/mi de medio de reaccién, 25 mg de tamiz
molecular/m! de medio de reaccién). Es importante mencionar que debido al
cambio en la polaridad del medio de reaccion la sclubilidad del xilitol se ve
afectada de tal forma que en medios de reaccién polares como el
2M2P/DMSO es muy soluble, y en medios de reaccién muy hidrofébicos como
el hexano, el xilitol es practicamente insoluble,

Las reacciones tlevadas a cabo en los diferentes medios de reaccion
propuestos fueron analizadas por TLC y HPLC para observar el efecto
producido por el cambio de polaridad del medio de reaccion sobre el perfil de
productos sintetizados.

En la figura 5.6 se muestran los resuitados obtenidos del analisis por TLC
para las reacciones efectuadas en los diferentes sistemas de disolventes
evaluados. En esta figura podemos observar los diferentes perfiles de
sintesis de ésteres de xilitol en funcién del disolvente. Es claro que en la
medida que se aumenta la hidrofobicidad del medio existe una marcada
preferencia por la sintesis de los productos mas hidrofébicos como los
diésteres y los triésteres. Se observa una conversidon casi total del acido
oléico en disolventes como el 2M2B/hexano y hexano lo que se explica por
una sintesis dirigida hacia diésteres y triésteres. Por el contrario, en la
medida en que el disolvente es mas polar (2M2B, 2M2P, 2M2B/DMSO,
2M2P/DMS0) ta selectividad de la sintesis de productos mas polares como los
monoésteres aumenta considerablemente, aunade a una disminucion en el

consumo de acido oléico,
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Figura 5.6 Cromatograma de TLC en el que se muestra la influencia
del medio de reaccidn sobre la sintesis enzimatica de ésteres de xilitol y
acido oléico. A: 2M2P/DMSO (80:20 (v/v)) log P=0.36; B: 2M2B/DMSO
{80:20 (v/v)) log P=0.77; C: 2M2P log P=0.79; D: 2M2B log P=1.3;
E: 2M2B/Hexanc {50:50 {v/v}) log =2.15; F: Hexano log P=3.5.

Paralelamente las muestras fueron analizadas por HPLC. En la figura 5.7 se
muestran los resuitados obtenidos del analisis por HPLC de las diferentes
reacciones al equilibrio efectuadas en las mezclas de disolventes descritas en
la tabla 5.3. Los resultados del HPLC fueron cuantificados comparando las
areas de los productos con curvas estandar analizadas anteriormente, las

cuales fueron preparadas con los productos de las reacciones purificadas

como se describid en la metodologia.
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Figura 5.7 Influencia del medic de reaccién sobre las conversiones al
equilibrio de la sintesis enzimética de ésteres de xilitol y acido oléico.

Como podemos observar en la figura 5.7 las concentraciones de dcido ol¢ico
en el equilibrio no son las iguales para los diferentes disoiventes empleados.
La conversion de acido oléico aumenta conforme aumenta la hidrofobicidad
del medio de reaccién, mientras que la conversién de xilitol no presenta
grandes cambios. Este comportamiento se debe a que, como se menciond
antericrmente, en medios de reaccion hidrofdbicos la sintesis de productos
con alto grado de esterficacion conlleva un consumo de acido oléico superior.
En la figura 5.8 se presentan los calculos correspondientes a la conversidn de
monoésteres, diésteres y triésteres para las reacciones efectuadas en los
medios de reaccion descritos en la tabla 5.3. Estos caiculos corresponden a
ja conversion en moles de los diferentes productos en base a las moles de
acido oléico consumidas.
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Figura 5.8 Influencia del medio de reaccidn sobre el porcentaje de

moles producidas de monoésteres, diésteres y triésteres de xilitol y

acido oléico.
Como podemos observar en la figura 5.8, en los medios de reaccion polares
al haber una produccidn mayoritaria de monoésteres el acido oléico
consumido corresponde en su mayoria a la formacién de monoésteres. Esto
es, el 73% del acido oléico consumido fué para la formacién de moncésteres
y el 27% del acido oléico consumido restante para la formacién de diésteres
y triésteres. Al contrario de lo sucedido con los monoesteres, los diésteres y
los triésteres son producidos mayoritariamente en disolventes hidrofobicos
como el hexano, lo que trae como consecuencia un mayor consumo de oléico
debido a que la relacién xilitol-oléico no se mantiene equimolar, sino con una
proporcién 1:2 para el caso de los diésteres y 1:3 para los triésteres. Debido
a que el acido oléico participa en todas las reacciones de esterificaciéon, su

conversion sera mayor a medida que e! disoivente permita sintetizar ésteres
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con un grado de esterificacién mayor al de los monoésteres. Cabe resaltar
que la produccién de monoésteres es rmayoritaria cuando se utiliza como
medio de reaccién 2M2P/DMSO, 2M2P o 2M2B, ya gque la produccién de los
demas ésteres alcanza un valor maximo de 63% para estos medios de
reaccién en el cual habria que contabilizar entre los diésteres y triésteres
producidos. Cabe mencionar que la sintesis de monoésteres en medios de
reaccidn polares como 2M2P/DMSO es preferencial (73% de los productos
totales) ain cuando la conversidn de xilitol y acido oléico no es elevada {25%
y 55% respectivamente). Dicho de otra manera, considerando que de 50
mM de oléico y 50 mM de xilitol la productividad maxima de monoésteres
deberia ser de 50 mM, en el mejor de los casos solo se obtuvo 16.5 mM
correspondiente al 25% de rendimiente. Sin embargo, de este porcentaje el
73% corresponde a los monoésteres.

Como ya se menciond, la tendencia general en la produccién de ésteres de
xilitol es que en medios de reaccién polares se obtiene una mayor produccion
de monoésteres y en medios de reaccion hidrofébicos se obtiene una mayor
produccién de diésteres y triésteres. Este comportamiento podria ser
explicado en funcion de las interacciones sustrato-productos-disclvente. Asi,
por ejemplo, en medios de reaccion polares las interacciones entre molécuias
afines es mayor, esto permite que las moléculas polares tengan una actividad
o disponibilidad baja aln a altas concentraciones. Este fenémeno permite la
acumulacién de estas moléculas (monoésteres) en el medio de reaccidn en el
cual su actividad es menor (disolventes polares) y asi una mayor conversion
haclia estos productos es favorecida. Para los diésteres y triésteres ocurre lo
contrario, la afinidad es baja en medios de reaccidn polares, favoreciendose
una alta actividad aun a concentraciones bajas por lo que de esta manera no
se acumulan en el medio.

Estos resultados pueden ser explicados en funcién de un desplazamiento
termodinamico de las reacciones. La baja actividad termodindmica a altas
concentraciones de monoésteres en disolventes polares permite un
desplazamiento del sistema de reaccién preferencialmente hacia la

produccion del monoéster hasta el punto en el que la alta concentracién de
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este producto compensa de manera proporcional su baja actividad
alcanzando el equilibrio termedinamico. En medios de reaccién hidrofébicos
la actividad de monoésteres sera elevada a muy bajas concentraciones, lo
que provocara gque aun a bajas concentraciones la actividad sea lo
suficientemente alta como para alcanzar rdpidamente el equilibrio

(reaccion A).

K
A: xilitol + Acido Oléico  4———  Monoéster + Agua
Ks
B: Monoéster + Acido Olgéico 4——  Diéster + Agua
Kc

C: Diéster + Acido Oléico #4——  Triéster + Agua
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Figura 5.9 Constantes de equilibrio de Ja sintesis enzimatica de ésteres

de xilitol y acido oléico
Por otro lado, en estos sistemas hidrofobicos, se observa un desplazamiento
favorable hacia la produccidon de diésteres (reaccidon B) y triésteres
(reaccién C). En resumen y de acuerdo a la figura 5.9, se observa que el
factor determinante en el control de los equilibrios termodinamicos de las
reacciones estudiadas es l!a variacion del coeficiente de actividad y
determinada por la interaccién de los preductos con el medio de reaccion,
Asi entonces, la fraccién mol de cada producto compensara el cambio de ¥,
(positivo o negativo) de manera que se pueda alcanzar en cada caso el valor
de la constante de equilibrio de la reaccidén implicada. Para fines practicos,

esta dependencia deberd permitirnos dirigir un proceso de sintesis especifica
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de ésteres de polioles hacia un producto en particular a través de la
modificacién especifica del medio de reaccién.

Una observacidn interesante que se deriva de los analisis por HPLC y TLC fué
que con el cambio en la polaridad también se modificd la selectividad hacia
ciertos isémeros. Por ejemplo, en los analisis de TLC podemos observar que
para algunas condiciones los valores de Rf se modifica, dando como resultado
un perfil particular definide en funcién de la composicién del medio de
reaccion (ver figura 5.6), Este comportamiento se puede explicar por un
cambio en la disponibilidad de los radicales OH del xilitol provocado por el
medio de reaccidn empleado. Dicho de otra manera, si suponemos gue en
en un medio hidrofébico el xilitol tendria pocas interacciones con el
disolvente de la reaccién, entonces se modificaria la accesibilidad a algunas
de las posiciones reactivas, mientras que otras quedarian desfavorecidas. En
disolventes menos hidrofébicos el comportamiento seria inverso, es decir las
posiciones accesibles en disolventes hidrofébicos se verian menos
favorecidas. Estas observaciones nos hacen suponer que la selectividad de la
reaccién puede ser favorecida no solamente en términos del grado de
esterificacion sino tambien en términos de las posiciones de esterificacion.
En conclusién, mediante el estudio del efecto del medio de reaccién sobre el
tipo de productos obtenidos de la esterificacién enzimatica del xilitol con e
acido oléico se pudieron establecer las condiciones apropiadas para la sintesis

dirigida de monoésteres o bien de ésteres con mayor grado de esterificacion.

6.4 Modelamiento Tedrico del Sistema de Reaccion

Una vez demostrada la factibilidad de la reaccién y el cambic en
selectividad de acuerdo al medio de reaccidn utilizado se propuso modelar el
camportamiento de la sintesis enzimatica en medios no-convencionales. Este
modelamiento consiste en la utilizacién de actividades termodindmicas para
el calculo de las constantes de equilibrio correspondientes. Como ya se

demostrd en las secciones anteriores, el equilibrio de la reaccion depende de

72



las actividades termodinamicas de los componentes de la reaccion siendo
estos pardmetros funcién directa de la naturaleza del medio de reaccion.

Como tambien se discutié en la seccién de antecedentes el modelo tedrico
UNIFAC (UNIversal Function Activity Coefficient) calcula las actividades
termodinamicas de los componentes de una solucién basandose en las
fracciones mol y en las interacciones ocasionadas por los diferentes grupos
funcicnales de cada uno de los componentes en la solucién, incluyendo el
disolvente.

Para este efecto, se realizaron diferentes calculos que nos permitieron
confirmar si el modelo tedrico representa correctamente el comportamiento
observado experimentalmente. Se realizaron los calculos tedricos de
actividades termodindmicas de monoésteres, diésteres y triésteres de xilitol
para los diferentes medios de reaccion evaluados experimentalmente. En [a
tabla 5.4 y 5.5 se muestran los valores calculados para los coeficientes y las
actividades termodinamicas para los diferentes productos en los medios de
reaccion empleados en la seccién anterior. E! cdlcule de actividades se
realizé considerando diferentes concentraciones 5, 10 y 50 mM para cada

uno de los productos, calcutando la media y la desviacién estandar,

Tabla 5.4 Coeficientes de actividad termodinamica de monoéster,
diéster y triéster de xilitol y acido oléico para concentraciones 5, 10 y
100 mM en diferentes medios de reaccién.

Coeficientes de Coeficientes de Coeficientes de
Actividad Monoésteres Actividad Diésteres Actividad Triésteres

Medio de log P Media Desviaciébn Media Desviacién Media Desviacidon

Reacién Estandar Estandar Estandar
2P/DMSO 80:20  0.36 0.0738 0.0024 0.1265 0.0021 0.5745 0.0100
2B/DMSO 80:20 0.77 0.0825 0.0027 0.1080 0.0027 0.4395 0.0030

2M2P 0.79 0.1602 0.0032 0.1201 0.0024 0.2010 0.0007
2M28 13 0.2475 0.0039 0.1327 0.0031 0.1778 0.0024
2B/Hex 50:50 24 0.5458 0.0010 0.0410 0.0024 0.0133 0.0013
hexano 35 5959.4667 2813.2837 19.7957 6.8786 0.4045 0.0707
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Tabla 5.5 Actividades termodindamicas de monoéster, diéster y triéster
de xilitol y acido oléico para concentraciones 5, 10 y 100 mM en
diferentes medios de reaccion.

Actividad Actividad Actividad
Monoésteres Diésteres Triésteres

Mediode log P Media Desviacion Media Desviacibn Media Desviacién

Reacitn Estandar Estandar Estandar
2PDMSO 80:20 036 0.000146 0.000139 0.000247 0.000232 0.001086 0.000993
2B/DMSO 80:20 0.77 0.000182 0.000174 0.000237 0.000224 0.00093%> 0.000863

2M2pP 079 0.000335 0.000316 0.000251 0.000236 0.000413 0.000385
2M2B 1.3 0.000597 0.000561 0.000322 0©.000305 0.000428 0.000401
2B/MHex 50:50 2.4 0.001409 0.001305 0.000112 0.000109 0.000038 0.060037
hexano 35 1.0 0.0 0.038108 0.021016 0.000962 0.000741

En la tabla 5.5 se muestran los valores correspondientes a las actividades
termodindmicas. Podemos observar el efecto producido en cuanto a
actividades termodinamicas a diferentes concentraciénes y la tendencia en
las actividades termodindmicas en diferentes medios de reaccién. Asi, las
actividades para los monoésteres aumenta conforme aumenta la
hidrofobicidad del medio y lo contrario para los triésteres y los diésteres cuya
actividad disminuye conforme aumenta la hidrofobicidad del medio. Sin
embargo, el aumento de actividad es critico para los productos mas polares
como los monoésteres en donde alcanzan valores de actividades mayores
comparados con los valores obtenidos para los diésteres y triésteres a
concentraciones equivalentes. Lo interesante de estos resultado es la
tendencia que se observa en cuanto 2 aumento en actividades dependiendo
de Ia naturaleza de la molécula y las consecuencias que pudiese traer en
reacciones al equilibrio. Debido a gue los monoésteres mantienen un
coeficiente de actividad menor en medios polares que en hidrofébicos nos
permite alcanzar la actividad al equilibric a una alta concentracion, mientras
que en medios de reaccién hidrofdbicoes alcanzan la actividad al equilibrio con
concentraciones relativamente bajas ya que alcanza su valor maximo de 1 a
una concentraciéon de 5 mM. Esto nos indica que su sintesis se verd

favorecida en medios de reaccion polares donde el medio les permite tener
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una baja actividad a concentraciones altas. En camino, para los triesteres,
se observa el efecto inverso, coeficientes de actividad bajyos en medios
hidrofébicos. Esto perrmite que se alcance una alta concentracidn para la
actividad al equiltbrio y por ende su sintesis se vera favorecida en este Lipo
de medios.
En la figura 5.10 se presenta la tendencia de los coeficientes de actividad y
- actividades termodinamicas de monoésteres, diésteres y triésteres en funcion
del log P de los disolventes estudiados en esta seccidn para concentraclones

5, 10 y 50 mM de cada componente.
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Figura 5.10 Influencia de la hidrofobicidad del medio de reaccién sobre
las actividades termodinamicas de monoéster (A), diéster (B) vy
triéster {C) de xilitol y dcido oléico a concentraciones 5, 10 y 50 mM.
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En esta figura se puede observar que el cambio en actividades aun utilizando
una escala logaritmica es muy drastico para los diferentes valores de log P
utilizados. Como ya se menciond anteriormente, la polaridad del medio no
es el unico factor que modifica las actividades, también se debe tomar en
cuenta la estructura del disolvente utilizado. Como se puede observar en |3
figura 5.10, los coeficientes de actividades de monoésteres, diésteres vy
triésteres varian para valores iguales de log P. Esto nos hace suponer que
para log P iguales y estructuras diferentes el coeficiente de actividad se vera
modificada en funcién de la afinidad estructural y de las posibles
interacciones sustrato-producto-disolvente que se puedan realizar. Otra
observacién que se deriva de la figura 5.10 es que los coeficientes de
actividad, para diferentes concentraciones practicamente no varia, sin
embargo las actividades termodindmicas para diferentes concentraciones
varia considerablemente. Esto demuestra que los coeficientes de actividad
son funcién principalmente de las interacciones estructurales, mientras que
las actividades termaodinamicas dependen de las concentraciones en solucién.

Mediante el modelo tedrico UNIFAC se pueden predecir los cambios en
actividad de cada uno de los componentes de la reaccién al cambiar el medio
de reaccidon y asi conocer cuales serian los productos mayoritarios. Si se
conocen las variables termodindmicas que caracterizan a la reaccion
(constantes de equilibrio) se puede desarrollar un algoritmo de solucién que
calcule las concentraciones al equilibrio basandose en calculos de actividades
termodinamicas. Una vez llevado a cabo el modelamiento, condiciones como
la hidrofobicidad o la naturaleza estructural del medio pueden ser
modificadas de tal forma que se favorezca la sintesis de cierto producto en

particular.

6.5 Estudio de la Cinética de Reaccién en 2-Metil-2-Butanol (2M2B)

Con el propésito de estudiar en detalle el perfil cinético de ias reacciones
de sintesis enzimatica de ésteres de xilitol y dcido oléico se analizaron

muestras de reaccién efectuadas en un medio de 2-metil-2-butanol {2M2B).
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Se eligié este disolvente coma medio de reaccion por presentar buenos
rendimientos de reaccion en términos de monoésteres ¥y por ser un
disolvente compatible con aplicaciones farmacéuticas y abmentarias
{Bousguet 1999),

Se tomaron muestras con diferentes avances de reaccion para poder
observar el comportamiento de la reaccién a través del tiempo. Las
muestras fueron analizadas mediante las técnicas de TLC ¥y HPLC descritas
anteriormente.

Las cineticas de reaccidn fueron cuantificadas en su totalidad en términos del
consumo de xilitol y acido oléico y de la formacién de monoésteres. Los
diésteres y triésteres se cuantificaron en conjunto por diferencia en el
balance de reaccién solo para las posiciones al equilibrno. Se cuantificd el
xilitol, el acido oléico y los monoésteres con muestras estandares comerciales
y productos de purificacion.

Los resultados de ia cinética estudiada se presenta en la figura 5.11.
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Figura 5.11 Cinética de reaccion para la sintesis enzimatica de ésteres
de xilitol y acido oléico.
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Como se puede observar, fa concentracion de sustratos disminuye de manera
unimolecularmente conforme avanza la reaccion. El equilibrio para la
primera reaccién, la produccidén de monoéster, es alcanzado en 240 min,
mientras que el equilibrio para la desaparicion de los sustratos se alcanza 11
horas después. Esto indica que la vetocidad de formacién de los
monoésteres es superior que para los demas productos de reaccién
{diésteres y triésteres). En la misma figura observamos que {a pendiente
correspondiente a la formacidn de monoésteres desples de transcurridas 4
hrs. de reaccién es practicamente cero, mostrando que la formacion de estos
productos alcanzé el equilibrio. En cambio, tas pendientes de xilitol y écido
oléico después de transcurridas las primeras 4 hrs. son diferentes a cero,
mostrando una disminucién importante en su concentracidn.  Esta
disminucion en la concentracidén de los sustratos se debe principalmente a la
produccién de diésteres y triésteres. Dicho de otra manera, a pesar de que
se alcanzé rapidamente el equilibrio para la sintesis de monoésteres, estos
continllan produciendose, sin embargo rdpidamente reaccionan para la
formacién de diésteres y triésteres sin gue se perciba un cambio en la
concentracion de monoésteres., De esta forma podemos suponer que el
medio de reaccién determina la concentracion maxima de productes como los
monoésteres, los cuales una vez alcanzado el equilibrio (actividad ai
equilibrio) su concentracién no se ve modificada a través del tiempo.

En términos de conversiones, se observa para las condiciones de reaccion
estudiadas una conversion final para xilitol cercana al 50% y para acido
oléico superior al 70%. En la tabla 5.6 se presentan los valores
correspondientes a las concentraciones al equilibrio de los sutratos vy 1os

productos de reaccién, asi como su correspondiente conversion.
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Tabla 5.6 Cuantificacion al equilibrio para sustratos y productos de la
sintesis enzimatica de ésteres de xilitol y acido oléico.

Concentracién {mM) Conversion (%)
Xilitol 20.74 51.60
Acido Oléico 12.22 74.13
Monoésteres de Xilitol 12.80 29.86
Diésteres de Xilitol 5.71 26.66
Triésteres de Xilitol 3.60 25.20

En esta tabla se puede observar gue el producto mayoritario para la reaccign
estudiada son los monoésteres de xilitol, los cuales alcanzan una conversién
de formacién de! 30%, los demas productos fueron cuantificados mediante
diferencia en el batance general para las posiciones del equilibrio obteniendo
una conversion para la formacion de diésteres de un 26% aproximadamente
y una conversién de formacién para los triésteres del 25%
aproximadamente. Las concentraciones al equilibrio para los diésteres y
triésteres fueron calculadas tomando en cuenta las moles utitizadas de xilitol
y acide oléico para la formacién de monoésteres, las demas moles
convertidas corresponden a la formacion de diésteres y triésteres.

De esta forma, las concentraciones maximas posibles para cada grado de
esterificacién son 50 mM, 25 mM y 17 mM respectivamente. Como se
menciond anteriormente el 2M2B permite una produccién mayoritaria de
monoésteres debido a que su polaridad permite que los monoésteres se
acumuten en et medio de reaccién y a que tengan una baja actividad a
concentraciones altas.

La cinética de reaccién mostrada en esta seccion nos permite observar la
aplicacion que podria tener este sistema de reaccién a niveles de produccién
industriales. Los principales productos de interés de la reaccién de sintesis
de ésteres de xilitol siendo los monoésteres debido al interés particular por
este tipo de productos en la industria farmacéutica y alimentaria. Asi, se
considera que mediante este sistema de reaccion es posible obtener como
producto mayoritario de reaccion a los manoésteres. El objetivo inmediato

seria un aumento en los rendimietos particulares en monoésteres. Para
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llevar a cabo esta mejora en el rendimiento, una primera posibilidad
consistiria en la utilizacidon de medios mds polares al 2M2B que nos
permitieran una sintesis elevada de monoésteres. En la seccion anterior se
utitizaron mezclas de disolventes compuestas por alcoholes terciarios y
DMSO, un disolvente muy polar, para aumentar el rendimiento de los
monoésteres, sin embargo los resultados no fueron los esperados. Existen
otro tipo de disolventes mas polares que el 2M2B cormo las glimas, la piridina
y la dimetilformamida (DMF), los cudles podrian permitir una mayor
produccién de monoésteres en el medio de reaccién.

El sequndo método, y probablemente el mas viable tecnicamente consistiria
en la recuperacién del producto de interés, en este caso los monoésteres,
mediante adsorcién a un soporte sélido externo al medio de reaccion. Este
método fué propuesto para la recuperacién de monoésteres de glicerol
{monooleina) y consiste en fluir el medio de reaccion a través de una
columna empacada con silica gel adsorbiendo selectivamente los
monoésteres (Castillo et al 1998). Esta alternativa de recuperacidn
permitiria al mismo tiempo una disminucién en la concentracién al equilibrio
de monoésteres de xilitol en el medio de reaccién y en consecuencia un
desplazamiento favorable del equilibrio de formacion de monoésteres.

Un tercer método consistiria en el empleo de mayores concentraciones de
alguno de los sustratos para crear un medio de reaccién en el cudl ia
produccion de monoésteres se vea favorecida mediante desplazamientos del
equilibrio hacia fa formacién del monoéster. Debido a que el xilitol solo
participa en la reaccion de formacién de monoésteres, si la concentracion
inicial de xilitol en el medio de reaccion es mayor, al igual que en el método
anterior, habrd un desplazamiento del equilibric de la reaccién hacia la
formacién del monoéster. Esta hipotesis fué estudiada en la siguiente

seccién modificando las relaciones estequiométricas xititol-acido oléico

6.6 Estudio de Ias Relaciones Estequiométricas Xilitol-Acido Oléico

En ta parte inicial del proyecto se mantuvo la relacién xilitol-oléico

equimolar ya que estas condiciones permiten estudiar el consumo de
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sustratos y la formacién de productos desde un punto de vista cinético y de
equilibrio termodinamico. En esta parte del proyecto se analizd el efecto
producido por una relacién no-equimolar de los sustratos implicados en las
reacciones sobre la selectividad de las reacciones estudiadas. En este
contexto se decidid evaluar que efecto predomina en la selectividad de la
reaccién en términos del grado de esterificacion de los productos
sintetizados. Es decir, por un lado en funcién de la naturaleza del medio de
reaccién y por otro lado en funcién del efecto de la relacion estequiométrica
entre las especies involucradas. Mediante la utilizacion de diferentes
relaciones estequiomeétricas entre los sustratos se supone observar el posible
cambio en el equilibrio de la reaccién hacia una mayor formacidn de algin
producto en particular debido a los desplazamientos del equilibrio. Como se
menciond en la seccidon anterior, una concentracién inicial de xilitol mayor a
la de &cido oléico podria desplazar el equilibric de la reaccién hacia la
formacion del monoéster, debido a que es la unica reaccion en la que
participa el xilitol.

Con este proposito se realizaron reacciones con diferentes relaciones molares
xilitol/acido oléico (1/1, 1/5, 5/1). Las reacciones fueron efectuadas en las
condiciones descritas para el estudio cinético, con la diferencia que ia
cantidad de sustrato varia segun la relacién xilitol/dcido oléico que se haya
empleado. En la tabla 5.7 se muestran las concentraciones y las cantidades
de sustratos empleadas para las diferentes reacciones efectuadas en este

estudio.

Tabla 5.7 Relaciones estequiométricas empleadas en la sintesis de
ésteres de xilitol y dcido oléico.

Xilitol Acido Oléico
Relacién Cantidad Concentraciéon Cantidad Concentracion
Molar {mg) (mM) {(mg) (mM)
1/1 76 50 141 50
1/5 76 50 705 250
5/1 380 250 141 50
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Posteriormente, las reacciones fueron analizadas cualitativamente después
de 48 hrs de reaccion mediante la técnica de TLC. En la figura 5.12 se ilustra

el andlisis realizado por esta técnica.

Acido Qléico

Diésteres

Monoésteres

Xilitol

Figura 5.12 Influencia de la relacién xilitol/4cida oléico sobre la
sintesis enzimatica de ésteres de xilitol y acido oléico en 2M2B. A: 1/1;
B: 5/1; C: 1/5.

Como podemos observar en la figura 5.12 las conversiones finales para
sustratos y productos (proporciones) en el equilibrio no variaron para las
diferentes relaciones de sustratos empleadas. Cabe mencionar que las
concentraciones iniciales para cada reaccién son diferentes, lo que significa
que observar mayor cantidad de producto no significa una mayor conversion,
ya que ésta es funcién de las concentraciones iniciales de los sustratos.

Estos resultados nos hacen pensar que el equilibrio de la reaccién no es
determinado por las variables cinéticas, sino por las variables
termodinamicas. Es decir, 1as concentraciones iniciales de los sustratos no
determinan las condiciones del equilibrio, sino las actividades
termodinamicas, las cuales presentan en general pequeiias variaciones al

modificarse las concentraciones iniciales.
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tUna vez estudiado el efecto sobre la selectividad de la reaccion debido a
diferentes relaciones estequiomeétricas de los sustratos se puede concluir que
este método no permitiria la obtencién selectiva de una mayer conversién de
monoésteres como se planted en la seccidn anterior, Habria que analizar la
productividad de las diferentes relaciones estequiométricas utilizadas para
observar si la produccién de monoésteres se puede llevar a cabo de manera
mas eficiente, acortando el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de
reaccién, aun cuando su rendimiento con respecto a las demas relaciones

molares no sea mejorado.

6.7 Reacciones con Sacarosa

Finalmente, con el propdsito de ampliar las aplicaciones de las reacciones
de sintesis enzimatica a la sintesis de ésteres de otros policles en medios
organicos se realizaron reacciones de esterificaciéon entre la sacarosa y el
acido oléico. La sacarosa tiene tres radicales hidroxilos primarios, uno mas
que el xilitol, lo que aumenta las posibles posiciones de esterificacién. En
total la sacrosa cuenta con ocho radicales OH en su molécula, pero no todes
son igual de susceptibles a reaccionar debido a que cuenta con tres radicales
OH primarios y el resto son secundarios, por lo que serdn mas susceptibles
{os primarios para la formacion de enfaces éster. Ei problema que presenta
este sustrato es su polaridad lo cual provoca una fuerte disminucién en la
sclubilidad en disolvente-s organicos. Para resolver los problemas de
insolubilidad se propuso inmovilizar la sacarosa en silica gel de acuerdo al
método reportado por Castillo et. al. (Castillo et al 1994) para la
inmovilizacién de glicerol en reacciones de esterificacion con acido oléico. La
técnica consistié en la adicién de 1 g. de silica gel a una solucién saturada de
sacarosa en metanoci. La solucién se mantuvo en agitacidén constante a 50°C
hasta observar una mezcla homogénea. El disolvente se extrajo mediante
evaporacién en un rotavapor hasta obtener un polvo homogéneo. La
concentracién de sacarosa se calculé considerando gue un gramo de la

mezcla sacarosa-silica gel estd compuesto en un 50 % w/w por sacarosa.
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Se realizaron reacciones a concentraciones equimolares de ambos sustratos y
las condiciones de concentracion empleadas en los estudios con xilitol. Estas
reacciones fueron analizadas cualitativamente mediante la técnica de
cromatografia en placa fina (TLC) descrita anteriormente. Debido a la falta
de estandares de productos y de técnicas cromatograficas desarrolladas para
el analisis de los ésteres de sacarosa no se realizé el analisis cuantitativo.
Los resultados mostrados en la figura 5.13 confirman la formacion de ésteres

de sacarosa con la deteccién de productos con la técnica de TLC.

Acido Cléico

Monoéster de Sacarosa

Sacarosa

Figura 5.13 Andlisis de TLC de la sintesis enzimdtica de ésteres de
sacarosa {50mM) y acido oléico (50mM). A: Tiempeo Inicial
B: Tiempo Final

Como se puede observar en la figura en estas reacciones se obtuvo una baja
conversion de sacarosa y acido oléico pero se logrd detectar la formacion
exclusiva de monoésteres. Los bajos rendimientos alcanzados en estas
reacciones se debe a la poca disponibilidad (solubilidad) que tiene la sacarosa

en medios organicos.
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También se realizaron reacciones de esterficacion pero sin fa inmovilizacién
de la sacarosa en silica gel para observar la posibilidad de reaccién estando
la sacarosa insoluble en el medio de reaccidn. En estos experimentos no se
logrd detectar la formacién de ningan producto debido a que la solubilidad de
la sacarosa es practicamente cero para el medio de reaccidn empleado.
Como se menciond en la seccidon de antecedentes una alternativa propuesta
por Arcos et. al. (Ferrer et al 1999) para la sintesis de ésteres de sacarosa
consiste en la adicién de un co-solvente polar al medio de reaccion de tal
forma que la disponibilidad de la sacarosa aumente en el medio de reaccion.
Sin embargo, los resultados reportados por este grupo de investigacion son
similares a los obtenidos mediante la inmovilizacién de la sacarosa, [o cual
demuestra la eficacia del método de pseudosolubilizacion empieado
(adsorcién en gel de silica)

De acuerdo a los resultados presentados, la sintesis enzimatica de ésteres de
xilitol puede ser llevada a cabo con otros policles, en este caso la sacarosa.
Los rendimientos alcanzados para la sintesis de ésteres de sacarosa no son
iguales a los obtenidos para los ésteres de xilito! debido principalmente a la
diferencias estructurales en ambos polioles. En efecto, estas diferencias
estructurales modifican {a polaridad de los policles de tal forma que
modifican su solubilidad en disolventes orgdnicos. Sin embargo existen
técnicas como la inmovilizacion en silica gel o el uso de cosolventes polares
en el medio de reaccidn las cuales nos permitirian superar los problemas de

insolubilidad de los polioles.
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7 Conclusiones

1. Se estabtecieron las condiciones de reaccién para la obtencion de ésteres
de xilitol y acido oléico mediante reacciones de hidrélisis inversa en
medios de reaccion no convencionales.

2. Se estudiaron las variables que modifican la selectividad de la reaccioén,
principalmente la hidrofobicidad del medio de reaccién a fin de dirigir la
sintesis selectiva de los productos en base al grado de esterificacién. De
esta forma se obtuve 1a formacion selectiva de monocésteres de xilitol en
73% de las moles totales de productos formados al utilizar 2M2P/DMSO
80:20 (v/v) como medio de reaccién y la sintesis mayoritaria de diésteres
y triésteres (94%) en medios de reaccién hidrofébicos como hexano.

3. Se compararon los resultados experimentales con el modelo tedrico
UNIFAC y se explicd el comportamiento de las actividades termodinamicas
de los componentes de la reaccién al modificarse la hidrofobicidad del
medio de reaccién. Estos datos tedricos, comparados con los
experimantales explican la sintesis mayoriataria en medios de reaccion
polares y de diésteres y triésteres en medios de reaccién hidrofdbicos.

4. Dentro de este proyecto tambien se estudid el perfil cinético de las
reacciones de sintesis de ésteres de xilitot y acido oléico en 2M2B. Se
observé que la formacion de monoésteres alcanza el equilibrio en 4 hrs.
El equilibric para las demds reacciones de sintesis es alcanzado 11 hrs
después. En términos de conversion se obtuvieron los siguientes
resultados: xilitol (50%), acido oléico (75%), monoésteres de xilitol
{39%), diésteres (36%]) y triésteres (25%).

5. Se establecid la sintesis enzimatica en medios no convencionales con la
utilizacién de otro poliol (sacarosa) mediante la inmovilizacion en gel de
silica.

6. El cambio de las relaciones molares iniciales de sustratos no modificoé de
manera selectiva el perfil de productos y se determindé que este depende
de las actividades termodinamicas y no de las concentraciénes.

7. Este trabajo propone la sintesis de agentes emulsificantes mediante

procesos enzimaticos en disolventes organicos, Este proceso ofrece como
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ventajas técnicas condiciones de reaccién a bajas temperaturas y presidn
atmosférica lo cual involucra una reducciéon en gastos energéticos,
menores procesos de purificacion debido al aumento en selectividad de
acuerdo al medio de reaccién, tiempos cortos de reaccion (15 hrs),
reduccién de gastos en materia prima con la utilizacién de sustratos

renovables y abundantes.
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8 Perspectivas

Mediante las técnicas presentadas en este trabajo es posible la obtencion de

ésteres de xilitol-acido oléico y sacarosa-acido oléico mediante sintesis

enzimatica en medios no-convencionales. Sin embargo las tareas de

investigacion deben seguir para determinar otros parametros que afecten la

sintesis enzimatica, ademas de |la optimizacidn de las condicicnes de reaccién

a fin de obtener una mayor selectividad en la reaccion. A continuacion se

enumeran algunos aspectos del proyecto que seria interesante investigar a

fondo:

1. Purificacién total de los productos con mayer grado de esterificacion

(diésteres y triésteres) para su cuantificacion. Esto nos permitiria conocer
la concentracion de todos los componentes de la reaccion. Una vez que se
cuenta con las concentraciones de cada especie se podrian calcular las
variables cinéticas (velocidad de reaccion y constante de equilibrio) de las
diferentes reacciones implicadas para un mejor conocimiento del
comportamiento de las reacciones en el transcurso del tiempo y en

condiciones de equilibrio.

. El uso de disolventes atin mas polares que los utilizados en este trabajo

podrian ser empleados para una mayor selectividad hacia la formacion de
monoésteres. Se debe tener cuidado con la eleccion del disolvente a
utilizar como medio de reaccion debido a que no solo la polaridad del
medio de reaccion influencia la selectividad sino también la estructura del
disolvente a través de la capacidad de interactuar con los componentes de

la reaccion.

. Fl uso de herramientas como el calculo de actividades termodinamicas

ofrece una alternativa en el estudio de reacciones enzimaticas en medios
no-convencionales mediante la estimacidén de los coeficientes de actividad
para las especies involucradas en el medio de reaccion. Esto permite una
mejor seleccion de las condiciones de reaccién a fin de optimizar la
selectividad y la conversidén de las reacciones de sintesis enzimatica.

Mediante esta herramienta y el conocimiento de las variables cinéticas de
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cada reaccion se puede realizar un algoritmo de solucién que evalue las
condiciones que afectan las variables termodinamicas del proceso a fin de
conocer a priori valores aproximados en las condiciones finales de
reaccion (conversién y selectividad de la reaccion).

. Generalizar este sistema de reaccién a una amplia gama de polioles,

desde dioles hasta carbohidratos complejos.

89



9 Anexo A Método UNIFAC

El método UNIFAC para evaluar los coeficientes de actividad se basa en el
concepto de que una mezcla liquida debe considerarse como una solucién de
unidades estructurales a partir de las cuales se han formado las moléculas,
mas que una sclucién de las propias moléculas. Esas unidades estructurales
reciben el nombre de subgrupos. La gran ventaja de UNIFAC es que un
nimero de subgrupos relativamente pequefic se combina para formar un
numero muy ande de moléculas.
El método UNIFAC se basa en la ecuacidon UNIQUAQ, cuyos coeficientes de
actividad se obtienen de la siguiente ecuacién:

Iny,=tny S +hyf

nyf = l—.],+ln.7,—50{l—%+ln%}

£

nyf=g, |—|nL,)-}:[ kﬁ—Ghlnfr*—’]
* N U

donde

iy

J.: i

£,==
CXax,
J

= zkvk(’)Rk
q,= ;Vkmok
G=v"Q,
6, = gGA— /
S‘h=§;G’,m1r,,,‘r

M= LS,
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Los subinidices i, v identifica los compuestos y j es un indice de unidon que
opera sobre todos los componente. El subindice k identifica los subgrupos vy
m es un indice de unién que opera sobre todos los subgrupos. La cantidad
v.(’ es el nimero de subgrupos del tipo k en una molécula del componente /.
Los valores de los parametros de subgrupos Rey Q¥ de tos parametros de

interacciéon de grupos amw se encuentran tabulados en la literatura.
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