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RESUMEN

Los 4cidos hidroxicindmicos (AHC) y sus ésteres derivados son compuestos ubicuos en
la naturaleza. En los ultimos afios ha habido una gran cantidad de reportes de las
propiedades de estos ésteres: entre otras se han asociado a actividades antioxidante,
antialergénica, quelante, absorcion de rayos UV, anticoagulante, colesterolémica, anti-
cancerigena, anti-inflamatoria, antimicrobiana. Dos de estos compuestos, el acido cafeoil-

¢-malico y el acido cafeoil tartarico, han sido aislados de distintas plantas y se ha

encontrado que presentan algunas de estas caracteristicas.

En este trabajo se intentdé profundizar en la investigacién de la esterificacion
enzimatica de AHC, continuando con el estudio del aporte de las caracteristicas
estructurales de los AHC que ocasionan bajos rendimientos de reaccion, asi como
proponer una via distinta para sintetizar compuestos naturales como una alternativa para
poder obtener las sustancias funcionales derivadas de los acidos hidroxicindmicos. Para
tal proposito se utilizaron dos de estos AHC: 4cido cindmico (CA) y acido feralico (FA),
asi como los derivados hidrogenados de estos (dCA y dFA, respectivamente). Cémo
nucledfilos se emplearon alcoholes alifaticos primarios y secundarios (metanol, butanol e
iso-propanol), asi como un a-hidroxiacido (4cido lactico). Los alcoholes presentan varios
resultados en este tipo de sintesis, pero a la fecha no se tienen reportes de la utilizacion de
a-hidroxiacidos como nucleofilos en la sintesis de derivados de AHC (los a-
hidroxidcidos han sido utilizados en reacciones de esterificaciéon con acidos grasos
saturados e insaturados, principalmente).

En cuanto a los biocatalizadores, se trabajé con lipasas (Novozyme 435,
Lipozyme y Chirazyme), ya que estd ampliamente documentado su participacion en este
tipo de reacciones. También se emplearon dos feruloilesterasas (Depol 670 y Depol 740).
Inicialmente se hicieron pruebas de reconocimiento de sustrato mediante la hidrolisis de
los ésteres metilicos de CA, dCA, FA y dFA. Los catalizadores que realizaron esto fueron
Novozyme 435, Lipozyme, Depols 670 y 740. Se descart6 la Chirazyme debido a que no
tuvo actividad sobre estos ésteres. Las enzimas seleccionadas se emplearon en los
ensayos de condensacion y solo las lipasas presentaron actividad. En aquellos casos en

los que se utilizaron alcoholes, CA, dCA y dFA fueron esterificados en distintas



proporciones, siendo el dCA el mejor sustrato. El FA no reacciono. La reaccidon con acido
lactico fue detectada con CA, dCA y dFA. Se cuantifico el porcentaje de conversion en la
reaccion del CA empleando una mezcla de distintas proporciones de hexano y #-butanol.
En la mezcla Hexano:#-butanol (7:3) la conversion alcanzé el 19 %.

Los resultados obtenidos siguen la tendencia de lo que se ha observado en
distintos trabajos relacionados a este: la presencia de un sustituyente electrodonador (OH)
en el anillo aromatico, asi como el doble enlace de la cadena menguan el rendimiento de
la esterificacion, aunque en el caso de las reacciones con acido lactico otros factores
asociados a las caracteristicas quimicas de este nucle6filo pueden estar influyendo en los
rendimientos.

De tal forma que el reto que se debe enfrentar si se desea continuar con el estudio
de este tipo de reacciones es lograr el reconocimiento del (los) sustrato(s) por parte de la
enzima, asi como analizar las rutas metabodlicas con las que son producidos estos

compuestos in-vivo para mejorar los rendimientos con los que son producidos.

" O
RI X HOPN RI X
OH OH QJ OH
R2 Enzima R2 o
R3 R3

R1= R2= R3= H; acido cinamico
R1= OMe, R2= OH, R3= H; acido trans-ferulico




INTRODUCCION

La utilizaciéon de procesos mediados por enzimas tiene sus origenes hace miles de afos
(preparacion de pan y cerveza, por ejemplo). Para el inicio del siglo XXI mas de 200
enzimas tienen una aplicacion comercial y una cantidad bastante mayor es empleada a
nivel preparativo. El uso industrial de estos biocatalizadores se explica por las
caracteristicas propias de estos: en algunos casos son baratas (en comparaciéon con los
catalizadores quimicos convencionales), suelen ser faciles de operar y son amigables con
el ambiente (condiciones suaves de pH y temperatura), participan en una gran cantidad de
transformaciones y, principalmente, por su regio-, quimio- y estereoselectividad.

Del creciente nimero de esta clase de catalizadores se destacan las hidrolasas ya que este
grupo de enzimas participa en reacciones en las que se obtienen eficientemente
intermediarios y productos enantioméricamente puros, lo que confiere una gran
importancia econdmica en la industria (principalmente la farmacéutica). Dentro del grupo
de las hidrolasas encontramos a las esterasas y las lipasas, que deben su amplia
utilizacion en gran parte a que se encuentran disponibles comercialmente tanto en su

forma libre como inmovilizadas.

Las lipasas son enzimas que estan presentes en casi todos los organismos, poseen
una considerable importancia fisiolégica y un gran potencial industrial. Ademas de
participar en el proceso de digestion de grasas (catalizando la hidrdlisis de
triacilgliceroles a glicerol y 4&cidos grasos libres), poseen una gran importancia
biotecnoldgica ya que son empleadas en la industria alimenticia y en la preparacion de
compuestos quirales. Este potencial industrial se debe a que las lipasas aceptan una
amplia gama de sustratos (ademas de los ya mencionados acilgliceroles: ésteres alifaticos,
aliciclicos y aromaticos; amidas; alcoholes y diversos acidos carboxilicos; tioésteres y
aminas activadas); son bastante estables en solventes organicos, lo que, dependiendo del
tipo de solvente(s) utilizado(s), puede ser aplicado para reacciones de hidrolisis o sintesis;
presentan una gran regio- y estéreo- selectividad con respecto a mezclas racémicas o

sustratos con varios grupos hidroxilo.



Por otra parte, los &acidos hidroxicinamicos (AHC) y sus ésteres derivados
(hidroxicinamatos) son compuestos que se encuentran ampliamente difundidos en la
naturaleza, principalmente como agentes estructurales y funcionales en la pared celular
de plantas. Recientemente su estudio ha adquirido importancia debido a las propiedades
quimicas y bioldgicas que presentan. En los ultimos 25 afios ha habido un crecimiento
considerable en la investigacion de estos compuestos debido a que son precursores de
sabores y aromas en las industrias de alimentos y fragancias, asi como el ser considerados
componentes bioactivos en la dieta (una gran parte del interés que despierta la
investigacion en cuanto a los potenciales beneficios del consumo de AHC se centra en
intentar demostrar que estos compuestos y sus derivados participan de algunos de los
efectos saludables de las dietas ricas en frutas, vegetales y fibra). De las propiedades
bioquimicas que se les han detectado, la actividad antioxidante se presenta como la mas
destacada, ya que se ha encontrado esta involucrada en la prevencion de distintos males,

tales como el envejecimiento celular, el cancer y la arterosclerosis, entre otros.

Como consecuencia de estos factores y aunado a la tendencia mundial a usar
productos de origen natural, la obtencion de esta clase de compuestos resulta interesante.
Es por dicha razones que en diversos grupos de investigacion se ha intentado la
biosintesis de los ésteres derivados de los AHC, empleando principalmente lipasas. En
casi todos los casos se han encontrado bajos rendimientos, comunmente debido a la
estructura quimica de los reactivos (la pérdida del cardcter nucledfilo del carbonilo por
efecto de la resonancia y mal reconocimiento por cuestiones de impedimentos estéricos) .
El problema a resolver radica en que los derivados hidroxilados del acido cindmico son
pobres sustratos en este tipo de reacciones y la mejora de los rendimientos se presenta
como una alternativa para la obtencion de estos productos. Por lo anteriormente descrito
el presente trabajo pretende profundizar en el estudio de las vias para preparar ésteres
derivados de los AHC con mejores rendimientos, tomado como modelo la esterificacion
de AHC con a-hidroxiacidos. Cabe resaltar que a la fecha no se conocen trabajos que

describan la formacion de tales compuestos por métodos enzimaticos.



ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

1.1 Biocatalisis.

El empleo de enzimas (ya sea por medio de microorganismos, extractos crudos o
aisladas) para el beneficio de la humanidad ha sido importante por siglos, ain sin
saber que existian. La produccioén de pan, queso y bebidas fermentadas son ejemplos
sobresalientes de su utilizacion. Pero no fue sino hasta el siglo pasado cuando el
potencial de los procesos enzimaticos empez6d a ser explotado a nivel industrial,
aunque con algunas reservas: se comenzaron a emplear para la obtencion de algunas
sustancias como fructosa, acido citrico, penicilina y cefalosporinas, asi como en
procesos donde se obtenian mezclas de enantiomeros (resolucion enantiomérica)
(Hauer & Roberts, 2004).

Para el inicio del siglo XXI mas de 200 enzimas tienen una aplicacion comercial
(Sharma et al.; 2001), siendo en la mayoria de los casos procesos que tienen menos de
30 anos de utilizarse. Este incremento casi exponencial en el uso de enzimas se explica
por sus caracteristicas intrinsecas: en algunos casos son baratas (en comparacion con
los catalizadores quimicos convencionales), suelen ser faciles de operar y son
amigables con el ambiente (condiciones suaves de pH y temperatura), participan en
una gran cantidad de transformaciones y, principalmente, por su regio-, quimio- y
estereoselectividad. Sumado a esto se tienen los grandes avances que se han dado en
torno al conocimiento de técnicas moleculares, bioquimicas y biotecnoldgicas, lo que
estd permitiendo la manipulacién y optimizacion de algunas enzimas de una manera
tan rapida “que la informacion se debe actualizar con regularidad” (Robertson & Steer,

2004).

Una idea muy general de los campos de aplicacion de las enzimas se resume en

la tabla 1, tomada de Sharma y cols., 2001.
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Tabla 1. Campos de aplicacion de enzimas (Sharma et al., 2001)

Campo

Aplicacion

Investigacion Cientifica

Reacciones de  hidrélisis, sintesis,
biotransformacion, entre otras.

Industria cosmética

Protectores de piel; limpiadores de
dientes.

Analisis Quimico y Médico

Sangre, anticuerpos, control  del
colesterol.

Tratamientos Terapéuticos

Agentes antitromboticos, antitumorales,
antiinflamatorios; digestivos.

Catalisis Industrial

Sintesis quimica en industria alimentaria,
de papel, farmacéutica, limpieza;
tratamiento de residuos; sintesis de
aminoacidos.
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Debido a la experiencia en el uso de las hidrolasas (del creciente nimero de
enzimas utilizadas, tanto a nivel industrial como en laboratorios de investigacion,
alrededor de un 75% es de tipo hidrolitica), se vislumbra que las otras clases de
enzimas se utilizaran en mayor medida una vez que los parametros econdémicos de su
empleo sean definidos. Por ejemplo, las enzimas que promuevan las reacciones de
oxido-reduccion complementaran otras metodologias menos “verdes” en quimica

preparativa (Faber, 2004).

El alto nimero de hidrolasas empleadas se explica debido a que este grupo de
enzimas cataliza reacciones en las que se obtienen eficientemente intermediarios y
productos enantioméricamente puros, lo que confiere una gran importancia econdmica
en la industria (predominantemente la farmacéutica). A continuacion se ejemplifican
algunas de estas reacciones mediante procesos utilizados comercialmente.

Uno de los principales avances en esta clase de procesos enzimaticos se dio
empleando hidrolasas para resoluciones enantioméricas (reaccion 1). La limitante que
se presenta en este caso es que el rendimiento maximo no puede ser mayor al 50%. De
tal manera, mediante la resolucion dinadmica in-situ (empleando tanto una lipasa como
un catalizador de racemizacidn), el enantiomero que no sirve como sustrato a la lipasa
es racemizado para que si lo sea incrementando gradualmente su concentracion,
aumentando asi el rendimiento.

Algunos otros usos practicos de las hidrolasas incluyen: el empleo de acilasas para
cortar la cadena lateral del antibidtico B-lactamo e introducir una nueva cadena, para la
sintesis de antibidticos de nueva generacion (reaccion 2); la sintesis de taxol mediante
una lipasa (reaccion 3); la sintesis del antiviral Ribavirin empleando una nucleo6sido
fosforilasa (reaccion 4). También se destaca la utilizaciébn de proteasas, ya que
participan en la sintesis de péptidos en procesos termodindmicamente controlados, la
condensacion de un acido con una amina (reaccion 5) o en procesos cinéticamente
controlados, aminolisis de un éster (reaccién 6). A pesar de que las proteasas tienen
como funcion natural el hidrolizar enlaces peptidicos, estas enzimas pueden servir para
catalizar la formacion de enlaces amida y éster bajo ciertas condiciones in-vitro. Estas

6 reacciones se esquematizan en la siguiente pagina.
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ANTECEDENTES

Una vez enumeradas algunas de las ventajas y aplicaciones que representa el

trabajar con enzimas, se muestra un sumario de las investigaciones que se estan

desarrollando en la actualidad en sintesis enzimatica en distintos grupos de

investigacion, propuesto en una revision muy extensa presentado en la revista Nature

(Koeller & Wong, 2001):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

En primer lugar se plantea el disefio de sustratos para con ello desarrollar
nuevas reacciones enzimaticas, principalmente el la bisqueda de compuestos
quirales para la produccioén de nuevos farmacos.

El empleo de solventes orgéanicos y cosolventes, conocido también con el
nombre de Ingenieria de Solventes, se propone como una alternativa para
mejorar la solubilidad tanto de sustratos (mejora la disponibilidad para la
enzima) como productos, asi como en aquellas reacciones donde sea posible la
reversion del equilibrio termodindmico.

La inmovilizacion de enzimas para mejorar la estabilidad de las enzimas (en
reacciones a altas temperaturas, por ejemplo).

El avance en el conocimiento de la expresion de proteinas esta haciendo
posible la produccion de enzimas a gran escala.

Dentro del desarrollo de las tecnologias involucradas en la expresion genética,
la mutagénesis o evolucion dirigida, permite el cambio de cierta propiedades
enzimaticas (modificacion de estereoespecificidad, por ejemplo).

Muchas de las investigaciones realizadas en el campo de la biocatélisis son
realizadas en condiciones de laboratorio y al intentar ser escaladas a nivel
industrial no dan los mismos resultados. Para la obtencion de medicinas y
compuestos de quimica fina diversos adelantos se estan dando en su obtencion
a gran escala.

Gracias a que muchas de las técnicas de evaluacion de actividad enzimatica
comienzan a ser mas faciles de aplicar, la busqueda de nuevas enzimas es el
ultimo campo que se menciona en dicha revision esta en auge en los ultimos

anos.
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De estas posibilidades, la tendencia con quiza mayores perspectivas a distintos
niveles es la busqueda de nuevas actividades enzimaticas mediante el empleo de
técnicas gendmicas que utilicen la “evolucion” o mutacioén acelerada de un gen para
producir enzimas ain mas selectivas o que no se encuentren en la naturaleza (Koeller
& Wong, 2001). Ademas, estas nuevas tecnologias para el descubrimiento y
mejoramiento de enzimas ha permitido emplearlas en condiciones industriales severas
(temperaturas altas, por ejemplo).

Existen motivaciones importantes que dictan las tendencias en la busqueda de nuevos
biocatalizadores. La primera, la curiosidad cientifica y el entendimiento de como un
biocatalizador procesa los sustratos (lo que puede llevar al disefio de catalizadores no
naturales, tomando como referencia los que se presentan en la naturaleza). La segunda,
existen oportunidades a nivel industrial-comercial para reemplazar procesos quimicos
poco eficientes o costosos con unos mas eficaces y semi-naturales o0 menos agresivos
para el medio ambiente, lo cual genera un plus econdmico en paises donde las leyes

son estrictas respecto a la actividad industrial (Hauers & Roberts, 2004).

Mientras se consideran algunas de las perspectivas en el empleo de estas
metodologias, es importante resaltar que la biocatalisis no se presenta como una
panacea o un reemplazo de la quimica orgénica tradicional. Por el contrario, resulta
una herramienta complementaria interesante en diversos procesos de sintesis. Por
ejemplo, en el paso clave en el que un sustrato barato se convierta en un producto de
quimica fina con alto valor agregado.

La razon que explica el incremento casi exponencial en el uso de enzimas en quimica
organica es relativamente facil de entender y se explica con algunas de las razones
mencionadas lineas arriba. En primer lugar son muchas las enzimas que comienzan a
estar disponibles en buenas cantidades, ademés de que sus condiciones de operacion
son suaves y en algunos casos son baratas. Y lo que resulta mas importante en esta
area de la quimica, poseen una gran quimio, regio y estercoselectividad en las
reacciones que catalizan. Un ejemplo de la quimioselectividad lo encontramos en el
uso de las nitrilasas en la reaccién que convierte un grupo nitrilo en uno carboxilico,

aun en presencia de un grupo éster. Las técnicas convencionales hubieran hidrolizado
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el grupo éster preferentemente. Por lo que respecta a la regioselectividad, un ejemplo
importante de su uso es en el campo de la quimica de carbohidratos, en donde es
requerida la transformacion de un solo grupo hidroxilo, en moléculas que poseen
muchos de ellos (Hauer & Roberts, 2004). En el caso de la estereoselectividad, donde
encontramos a enzimas como esterasas y lipasas en reacciones de resolucion cinética
(obtencion de un enantiomero como intermediario en una reaccion dada) de alcoholes

secundarios y acidos carboxilicos.

Anteriormente se hizo mencion de que entre todas las enzimas que se conocen,
las mas utilizadas son las hidrolasas (ya que las reacciones que catalizan de forma
natural suelen tener inicamente un sustrato y estan termodinamicamente favorecidas)
y, particularmente, las esterasas y las lipasas. Estas deben su aceptacion en gran parte
a dos factores (Schimid & Verger, 1998):

a) Las lipasas soportan el efecto de la desnaturalizacion en la interfase donde actuan
normalmente (ver seccion 1.2). De tal forma, han desarrollado estructuras
inusualmente estables que soportan el efecto de solventes no acuosos.

b) El equilibrio termodinamico de la hidrolisis de grasas estd “gobernado” en mayo
parte por las concentraciones de los reactivos, por lo que se hace factible revertir el

equilibrio termodindmico hacia la esterificacion retirando el agua.

Gracias a estos factores, este tipo de enzimas se encuentran disponibles
comercialmente en un buen numero, tanto en su forma libre como inmovilizadas. De
echo, la expectativa es que adquieran una importancia industrial (volumen de uso)
similar a la que actualmente tienes las proteasas y las carbohidrasas.

En la actualidad las lipasas son empleadas, en mayor porcentaje, en proveer moléculas
llamadas bloques de construccion para su aplicacion en nuevas rutas de sintesis de
moléculas quirales. En la siguiente seccion se profundizard en el estudio de estas

enzimas.
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1.2 Lipasas.

1.2.1 Caracteristicas y aplicaciones.

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas, E.C. 3.1.1.3) son enzimas ampliamente
difundidas en la naturaleza, que poseen una considerable importancia fisiologica y un
gran potencial industrial (es por mucho el grupo de enzimas mas estudiado en
aplicaciones biosintéticas (Faber, 2000)). Ademds de participar en el proceso de
digestion de grasas (catalizando la hidroélisis de triacilgliceroles a glicerol y acidos
grasos libres), poseen una gran importancia biotecnologica ya que son empleadas en la

industria alimenticia y en la preparacion de compuestos quirales (tabla 2, pag. 14).

Una forma mas funcional en la que son clasificadas este tipo de enzimas es
como Serin-hidrolasas, debido al mecanismo de reaccion con el que actian y el cudl se
explica en el esquema de la figura 1. El sitio activo se compone de manera general por
la llamada “triada catalitica”, formada de un residuo basico (serina) el cual es
activado mediante puentes de hidrégeno con residuos de histidina y un dacido
(glutamato o aspartato) (Schmid & Verger; 1998). El O del grupo hidroxilico de la
serina hace un ataque nucleofilico sobre el carbonilo del éster (que es considerado el
paso limitante de la reaccidén), formando un intermediario tetrahédrico que se
estabiliza por la accion de un “agujero oxianionico”. Finalmente, el intermediario se
rompe por otro ataque nucleofilico sobre el carbonilo (R1 y R2 pueden ser H o grupo
alquilo). La formacion de este intermediario se supone es el paso limitante en la

reaccion de hidrolisis de ésteres orgéanicos (Otto et al., 2000).
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siguiente tabla.

debe a distintas caracteristicas, de las que se destacan 3:

Figura 1. Mecanismo de reconocimiento y reaccion del sitio activo de las serin-hidrolasas.
Tomado de Schmid y Verger (1998).

Retomando el tema del potencial industrial que presentan estas enzimas, este se

1) Las lipasas aceptan una amplia gama de sustratos (ademas de los ya mencionados
acilgliceroles: ésteres alifaticos, aliciclicos y aromadticos; amidas; alcoholes y diversos
acidos carboxilicos; tioésteres y aminas activadas); 2) son bastante estables en
solventes organicos, lo que, dependiendo del tipo de solvente(s) utilizado(s), puede ser
aplicado para reacciones de hidrdlisis o sintesis; 3) presentan una gran regio- y
estéreo- selectividad con respecto a mezclas racémicas o sustratos con varios grupos

hidroxilo. Un breve resumen de los usos industriales de estas enzimas se presenta en la
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Tabla 2. Aplicaciones industriales de las lipasas (Sharma et al, 2001).

INDUSTRIA

REACCION

APLICACION

Detergentes

Productos Lacteos

Panadera

Bebidas

Aderezos

Alimentos funcionales

Grasas y aceites

Quimica

Farmacéutica

Cosméticos

Papelera

Hidrolisis de grasas
Hidroélisis y modificacion
de grasa de leche,

maduracion quesos

Mejora en sabor

Optimizacion de aromas

Mejora en calidad
sensorial

Transesterificacion

Transesterificacion;
hidrolisis

Enantioselectividad,
sintesis

Transesterificacion,
hidrolisis

Sintesis

Hidrdlisis

Remocidn de aceites en
telas

Desarrollo de saborizantes
en productos lacteos

Prolongacion de vida de
anaquel

Bebidas

Mayonesas, aderezos

Desarrollo de alimentos
funcionales

Aceite de cocoa,
margarina, acidos grasos,
acilgliceroles

Quimica fina, productos
intermediarios quirales

Digestivos, compuestos
quirales

Emulsificantes, hidratantes

Mejoramiento en la
calidad y rendimiento del

papel

Una de las caracteristicas que se destaca en el empleo de lipasas, que ya fue

mencionada, es que se pueden utilizar en medios de reaccidén organicos tanto para la

resolucion enantiomérica de mezclas como para la sintesis de nuevos productos. El

estudio de esto ultimo ha sido amplio en diversos campos de la quimica. Junto con este

grupo de enzimas se ha utilizado otro tipo de hidrolasas, las esterasas, que se emplean

sobretodo en reacciones de esterificacion y transesterificacion. Algunos ejemplos del

empleo de ambos tipos de enzimas son:
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e Esterificacion de acido cinamico con monosacaridos, alquilglucésidos y
alcoholes alifaticos, empleando lipasas y esterasas de origen microbiano para

mejorar la solubilidad de los sustratos (Stamatis et al., 2001).

O
R OH
X OH
L|pasas o]
Esterasas

e Interesterificacion de triglicéridos naturales con lipasas sn-1,3-regioselectivas
para preparar derivados grasos para alimentos y medicinas (Schmid &Verger;
1998).

00C—(CH,),,CH, CH,(CH,),,COOH OOC— (CH,),,CH,
EOOC— (CH,),CHCH(CH,),CH, > OOC—(CH,),CHCH(CH,),CH,

00C—(CH,),,CH, 00C—(CH,),CH,

e Deacetilacion del acido ferulico, para su esterificacion sintética, mejorando su

rendimiento (Mastihubova et al., 2001).

(0]
2 Acetilacion
OH Estenflcacmn Deacetllamon
HO
Me

e Esterificacion del acido lactico con alcoholes alifaticos, para preparar
tensoactivos (From et al., 1997).

OH OR

OH OH

e Resolucion optica del dl-mentol con lipasa de Candida rugosa y distintos
donadores de acilo (Wang et al., 2002).

__RCOOH _ o +
Clclohexano J-kR e
(0] OH
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Dentro de este breve recuento de los usos de las lipasas, tanto en investigacion
como a escala industrial, se puede observar que se le dio un mayor énfasis a la sintesis
de ésteres por encima de aquellos procesos de resolucion enantiomérica. Esto se
realizd con la intencion de hacer notar que el empleo de estas enzimas ha sido limitado
sobre todo a acidos grasos y algunos acidos carboxilicos. También resulta destacable
mencionar que todos estos ejemplos sirven para ilustrar el empleo de medios no

acuosos en la catélisis enzimatica, tema que se revisa en las siguientes lineas.

1.2.2 Enzimas en Solventes Organicos.

En los ultimos afos la utilizacion de enzimas en medios no acuosos ha tenido un
desarrollo considerable como una de las 4reas mdas prometedoras dentro de la
biotecnologia y en combinacion con la sintesis orgdnica. La mayoria de los
biocatalizadores convencionales han sido empleados en medios acuosos, debido a la
creencia de que las enzimas en solventes organicos perdian una gran parte de su
capacidad catalitica. Sin embrago con el paso del tiempo y el desarrollo de diversos
experimentos se observo que algunas enzimas conservaban su actividad “normal” vy,
en algunas ocasiones, incluso la aumentaban. Ademads, se pudieron realizar reacciones
que en medios acuosos resultaban imposibles de llevar a cabo (Klibanov, 2001).

Las razones que pueden explicar estos fendmenos son varias, entre otras: mejor
solubilizacion de los sustratos-productos; control del desplazamiento del equilibrio
termodindmico para favorecer la sintesis sobre la hidrélisis por medio del solvente;
menor interaccion de la enzima con el medio, lo que resulta en una mayor
termoestabilidad a temperaturas mayores a las habituales; etc.

Paralelamente los avances en el campo de la bioquimica mostraron que muchas de las
enzimas presentes en los seres vivos funcionan en medios hidrofobicos o asociados a
estos, como lo son las membranas celulares, lo cual hacia logico pensar que
conservara la actividad en lugares donde el agua no fuera el medio principal de
reaccion. Si a todo esto le sumamos algunos otros factores como: que el agua es un
mal solvente para la mayoria de las reacciones organicas; cuando es utilizada,

separarla de los productos es un proceso dificil debido a su alto punto de ebullicién y a
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su alto calor de vaporizacidon; se facilitan reacciones laterales como hidrolisis,
racemizacion, polimerizacion y descomposicion; e interacciona fuertemente con las
enzimas, lo que a altas temperaturas las desnaturaliza. De tal forma se puede observar
que la aplicacién de enzimas en medios en donde el agua no esté presente (o lo esté en
bajas cantidades) es una idea atractiva, ya que se muestra como una herramienta
potencial en sintesis organica.

En este punto es importante considerar el doble papel del agua en la actividad
enzimatica en medios organicos. Por una parte se hablé ya de que el agua participa
directa o indirectamente en casi todos los procesos de desnaturalizacion. Por la otra, es
conocido que la presencia del agua es indispensable para que la enzima guarde su
forma activa, mediante interacciones no covalentes tanto al exterior como al interior

de dicha conformacion.

Analizando los aspectos encontrados que ocasiona la presencia del agua, se
puede concluir que la sustitucion de una parte de ella (més no toda, como se analizara
posteriormente) mediante un solvente organico haria que la proteina mantuviera su
forma activa, y es en este punto que se basa el empleo de las técnicas de biocatalisis en
medios no acuosos. De hecho, en la actualidad se llama a esta agua “agua ligada™ y se
considera como parte estructural de la enzima (Faber, 2000); pudiendo entender esta
agua como una especie de [ubricante molecular que permite a la proteina mantener
cierta flexibilidad. El problema, ahora, es conocer la cantidad de agua que es necesaria
para mantener esta actividad y ese monto de agua depende de la enzima que se esté
estudiando y del solvente elegido (Faber, 2000). Por ejemplo, se ha visto que las
lipasas poseen distintas actividades termodinamicas de agua (Ay) Optimas y estas
varian segun la fuente microbiana de la que proceden, desde el 0.3 hasta 1.0 (Gandhi
et al.; 2000) . Wehtje y Adlercreutz (1997) presentan un trabajo en donde miden el
perfil de la actividad de 4 diferentes lipasas en 4 distintas reacciones. Cabe destacar
que esta agua debe de estar siempre presente, pues como ya se menciono, es
considerada como parte de la estructura. Asi, se debe cuidar que el solvente no la

remueva o desplace de su posicion “molecular”.
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Entonces se deben tomar en consideracion tres factores: la polaridad del solvente, su
Ay y que esta actividad se mantenga constante y no afecte el equilibrio de reaccion. En
cuanto a la polaridad se ha observado que entre mas miscible con el agua y polar sea el
solvente peor sera para una reaccion, ya que estos tienden a desplazar esta agua
estructural. La actividad termodinamica de agua o Ay es empleada para referirse al
agua necesaria para que una enzima mantenga su actividad debido a que describe /a
masa del agua al equilibrio termodinamico. Diversos métodos se han descrito para
poder alcanzar y controlar este equilibrio (Berlung & Hult, 2000). Uno de los mas
utilizados es en el que los componentes de la reaccion son previamente equilibrados a

la Ay, necesaria y conocida con una solucion saturada de una sal dada.

Esta “cantidad” de agua es regularmente el factor limitante de las velocidades

de catalisis, sobretodo en reacciones de esterificacion. Para evitar que la cantidad de
agua que se genera en una reaccion de este tipo pueda ocasionar que el equilibrio
termodindmico perjudique el rendimiento se debe de mantener constante el valor de
Ay. El método mas extendido para lograr este objetivo es la adicion de agentes
desecantes (mallas moleculares).
Sumado a esto se sabe que la hidrofobicidad de los medios de reaccion ocasiona una
menor interaccion de la enzima con el medio, dando como resultado que mantenga una
forma primordialmente activa. Esto se puede lograr de una manera mas facil con
soportes inorganicos como los que se suelen vender algunas de estas enzimas, lo que
le confiere una mayor estabilidad a la estructura.

Para cerrar esta seccion se presenta un breve resumen de las ventajas y

desventajas que representa la utilizacién de enzimas en medios organicos (tabla 3).

Tabla 3. Ventajas y desventajas en el empleo de enzimas en solventes organicos.

Ventajas y desventajas en el empleo de enzima en solventes organicos

VENTAJAS DESVENTAJAS
e (atalizan reacciones que no son
posibles en agua. e Normalmente presentan una actividad
e Presentan una mayor estabilidad a la menor.
temperatura. e Presentan una menor movilidad
e La selectividad puede ser controlada conformacional.

y/o invertida por el solvente.
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1.3 Acidos cinamicos.

1.3.1 Generalidades

En los ultimos 20 afios se ha investigado ampliamente en el campo de la obtencion de
antioxidantes de fuentes naturales (vegetales). Existen dos razones principales que han
motivado esta busqueda, la primera son las dudas que han despertado los antioxidantes
sintéticos que se utilizan en la industria, sobretodo de alimentos, ya que se presumen
carcinogénicos. La segunda, la tendencia mundial hacia el uso de sustancias y
productos de origen natural. Por otra parte, es conocido que los compuestos fenolicos
poseen una importante actividad antioxidante y dentro de este grupo encontramos a los

acidos cinamicos.

Los acidos hidroxicinamicos (AHC) y sus ésteres derivados (hidroxicinamatos)
son compuestos que se encuentran ampliamente difundidos en la naturaleza,
principalmente como agentes estructurales y funcionales en la pared celular de plantas
(entrecruzando cadenas de polisacaridos, mediante enlaces éter y éster en la pared
celular; como soporte; limitando el crecimiento celular y como parte del mecanismo
de defensa de las plantas). Un esquema de lo anterior se puede observar en la figura 2,
en donde se puede apreciar los puentes que forma el AHC mas difundido. el acido
ferulico, entre polisacaridos. Recientemente han adquirido importancia debido a sus
propiedades quimicas y bioldgicas: en los ultimos 15 afios ha habido un crecimiento
considerable en la investigacion de estos compuestos debido a que son precursores de
sabores y aromas en las industrias de alimentos y fragancias, asi como el ser
considerados componentes bioactivos en la dieta (una gran parte del interés que
despierta la investigacion en cuanto a los potenciales beneficios del consumo de AHC
se centra en intentar demostrar que estos compuestos y sus derivados participan de
algunos de los efectos saludables de las dietas ricas en frutas, vegetales y fibra) (Ou &

Kwok, 2004).
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Figura 2. Localizacion estructural de los AHC en la pared celular de cereales. El
intercruzamiento de las cadenas de polisacaridos esta dado por el FA (Tomada de Williamson et
al, 1998).

De las propiedades bioguimicas que se les han detectado, la actividad
antioxidante se presenta como la mas destacada ya que se ha encontrado estd
involucrada en la prevencion de distintos males, tales como el envejecimiento celular,
el cancer y la arterosclerosis, entre otros (Mathew & Abraham, 2004; Ou & Kwok,
2004). Como consecuencia de estos factores y aunado a la ya citada tendencia a usar
productos de origen natural, la obtencion de esta clase de compuestos resulta
interesante. En la figura 3 se presenta la estructura general de los AHC. Los derivados

se encuentran esterificados al carbono del grupo carbonilo.

(0]
R1 g
2 OH
R1=R2= R3= H; 4cido cinamico
2 P R1=R3=H, R2= OH; 4cido p-cumérico
R R1=0OMe, R2= OH, R3= H; acido trans-fertlico
R1=R2= OH, R3= H; acido caféico
R3 R1=R3= OMe, R2= OH; 4cido sinapico

Figura 3. Estructura general del 4cido cinamico y sus derivados hidroxilados.
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Sin embargo, se debe hacer énfasis en que la actividad antioxidante de estos
compuestos no refleja necesariamente beneficios a la salud, ya que primero deben ser
absorbidos en el intestino para poder estar biodisponibles. Recientemente comienzan a
aparecer estudios que abordan este asunto asi como la relevancia de sus efectos para la
salud humana. Una revision muy completa al respecto de este tema se puede consultar

de los autores Ou y Kwok (2004).

Los AHC predominantes en la naturaleza son el 4cido caféico y el 4cido
ferulico. El 4cido caféico normalmente se encuentra unido mediante un enlace éster al
acido quinico (forma soluble del acido clorogénico), es muy abundante en el café¢ y en
menor medida en otros vegetales (se estima que una persona que consume mucho café
ingiere hasta 2000 mg de acido clorogénico al dia)(Kroon & Williamson; 1999)
Ademas, de la serie de los acidos cinamicos (fig. 3) es el que presenta mayor actividad
antioxidante.

Por su parte, el acido fertlico es el mas representativo del grupo, ya que se encuentra
de manera casi ubicua en el reino vegetal y es el mas abundante: varia desde 5 g/kg en
el salvado de trigo, 9 g/kg en la pulpa del camote, hasta 50 g/kg en el grano de maiz
(todos en peso seco) (Ou & Kwok, 2004). Es raro encontrarlo en su forma libre, pero
es usual hallarlo como puente entre polisacdridos (arabinoxilanos, pectina,
xiloglucanos; fig. 2) formando enlaces éster y éter. Ademas, en afios recientes ha
habido un incremento en el nimero de reportes que hablan de las funciones
fisiologicas en humanos tanto del acido ferulico como de sus derivados y las
moléculas relacionadas a su estructura. En la siguiente tabla se presentan algunas de

las propiedades y/o aplicaciones del 4cido fertlico.
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Tabla 4. Propiedades y aplicaciones del acido ferilico. Informacion obtenida de: Ou & Kwok,
2004; Mathew & Abraham, 2004.

Propiedades y aplicaciones del acido fertlico

PROPIEDADES/APLICACION EFECTO
e Actividad antioxidante e Atrapa los radicales libres.
e (olesterolemia e Reduce el colesterol y las LPBD del
plasma.
e Prevencion de arteriosclerosis y e Inhibe la agregacion de plaquetas.
trombosis
e Actividad antimicrobiana e Inhibe crecimiento bacteriano, de
levaduras y de viruses.
e Actividad antinflamatoria e Inhibe proteinas que promueven la
inflamacion
e Actividad anticancerigeno e Efecto quimiopreventivo en
carcinogénesis
e Produccion de vainillina e Por decarboxilacion microbiana
e Conservador de alimentos e Debido a sus actividades antioxidantes
y antimicrobianas
e Agente inter-cruzador de e Incrementa la viscosidad y forma
polisacaridos geles de pectina y arabinoxilanos

e Lociones para la piel y suplementos Absorbe rayos UV y estimula la
para deportistas secrecion de hormonas

No obstante la ubicuidad de los AHC existe una parte negativa en lo que se
refiere a la biodisponibilidad de sus derivados, ya que se encuentran en bajas
concentraciones en su fuente natural. Algunos ejemplos de AHC esterificados aislados
de algunas plantas los representan las estructuras que se encuentran en la fig. 4, pag.
24 (Bergman et al., 2001; Cartron et al., 2001; Whitaker et al., 2001; Sahpaz et al.,
2002). El 4cido cafeoil-/-mélico y el verbascésido (actendsido) se han aislado de
Marrubium vulgare, una planta de origen europeo empleada en medicina tradicional
como sedante y antinflamatorio. Esta ultima propiedad, antinflamatoria, se atribuye a
varias plantas que contienen como constituyente mayoritario al verbascosido y se
sugiere que esta actividad esta asociada en parte a la inhibicion de la 5-lipoxigenasa y

a la capacidad (sumada a la de los fenilpropanoides) de atrapar los radicales libres in-
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vitro. Sahpaz et al. (2002) reportan que actia selectivamente sobre una de las
isoenzimas que forman la cicloxigenasa (Cox-2). Este estado de la enzima forma
prostanoides involucrados en dolor e inflamacién, lo que podria reducir los efectos
colaterales observados en el uso terapéutico de algunos antinflamatorios no
esteroidales. El 4cido cafeoiltartarico, encontrado dentro de una mezcla de compuestos
fenolicos extraidos de desechos de aceite de oliva, vino tinto y granos verdes de café
(ardbica y robusta), presentd una actividad antioxidante alta (mas del doble)
comparada con la del acido caféico (Cartron et al., 2001). En ese trabajo se estudiaron
los fenoles presentes en la dieta de los franceses y su posible participacion en la baja
tasa de problemas coronarios de esta comunidad. Kikuzaki et al. (2002) comparan las
actividades antioxidantes del acido fertlico y algunos compuestos relacionados,
mediante pruebas estandarizadas como lo es el secuestro del radical DPPH. Uno de
estos compuestos, el cicloartenilferulato, es una molécula que se encuentra con
algunos otros ésteres derivados del acido fertulico en el aceite de arroz. La actividad
ante el DPPH del acido feralico y el cicloartenilferulato es muy similar, lo que se
destaca es la gran solubilidad de este ultimo en sustancias hidrofobicas lo que lo hace

un prospecto interesante para su empleo en alimentos.

Como se puede apreciar en la figura se han aislado AHC esterificados con
moléculas distintas a los polisacaridos de la pared celular, como: polioles, esteroles,
estanoles y a-hidroxidcidos. Esto, sumado al factor de la extraccion en bajas
concentraciones de estos compuestos, ha ocasionado que diversos grupos de
investigacion se hayan dado a la tarea de intentar obtener esta clase de compuestos en
condiciones in-vitro. Existen dos vertientes para la resolucion de este problema, ya sea
a través de la sintesis quimica tradicional (la cual presenta varios inconvenientes, entre
otros: la sensibilidad de los AHC a ciertas condiciones de pH y temperatura, la
necesidad de proteger el grupo hidroxilo reactivo en posicién para mediante
acetilaciéon, o el empleo de cloruros o anhidridos &cidos para mejorar los
rendimientos); o con rutas sintéticas que empleen la biocatélisis como herramienta.
Por varias de las razones ya descritas a lo largo de este texto, se emplean enzimas

(principalmente lipasas) que en medios orgénicos catalizan la formacion de los ésteres.
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De tal forma que el enfoque a partir de ahora se centrard en la segunda vertiente y en

la siguiente seccion se hablard a mayor profundidad del tema.

0 0
COOH COOH
HO . | HO N
O—CH O—CH
CH, CHOH
HO | HO
COOH COOH
Acido cafeoil-L-malico Acido cafeoiltartarico
0
COOH
MeO Nl
O—CH
CHOH
HO
COOH

Acido feruloiltartarico

OH
(0]
0 OH
HO N o o
0 OH
\ OH

HO HO o

HO Versbascosido

OH
0
MeO N

HO

Cicloartenil ferulato

Figura 4. Derivados de AHC aislados de fuentes naturales: Acido cafeoil-L-malico y verbascésido
aislados de Marrubium vulgare; Acido rosmarinico y acido feruloiltartarico aislado de Salvia;
cicloartenil ferulato aislado del aceite de arroz (y-oryzanol).
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1.3.2 Acidos hidréxicindmicos y su esterificacion enzimatica.

Ademas de las razones que se sefnalaban al final de la seccion anterior, como
motivadores para la obtencion de esta clase de ésteres, existe otra que yace mas
especificamente en una de sus principales aplicaciones industriales (y beneficio
econdémico): en su forma libre, los AHC usualmente son hidrofilicos y hacen que su
utilizacion en productos comercializables (alimentos con altos contenidos de grasas o
algunas medicinas, por ejemplo) se dificulte. Asi, la esterificacion de estos compuestos
origina que la solubilidad se vea alterada, mientras que la actividad antioxidante no, ya

que la estructura resonante involucrada no resulta afectada.

En la siguiente figura se presenta un diagrama general de la reaccion
esterificacion de AHC. Como se puede ver en la figura 2 (p. 20), estos se encuentran
asociados a las paredes celulares de las plantas formando “puentes” entre polisacaridos

(Prates et al., 2001).

R1 . R1 2 R4
OH Enzima 0

R2 R4-OH R2
R3 R3

R1=R2= R3= H; 4cido cinamico

R1=R3= H, R2= OH; acido p-cumarico

R1= OMe, R2= OH, R3= H; acido trans-fertlico
R1=R2= OH, R3= H; acido caféico

R1= R3= OMe, R2= OH; acido sinapico

Figura 5. Diagrama general de la reaccion de esterificacion de AHC catalizada por enzimas.

En la tabla 5 se resumen los sustratos y las condiciones en que se han intentado
esterificar a los AHC, asi como las referencias de estos trabajos. Cabe recordar que la
reaccion de esterificacion es la unidn entre dos moléculas: un grupo acido (donador de

acilo) y un grupo hidroxilo (nucleofilo).
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Tabla 5. Reacciones destacadas en donde se han empleado AHC en esterificaciones enzimaticas.

ESTERIFICACION ENZIMATICA DE ACIDOS HIDROXICINAMICOS

(AHO)
AHC Nucleéfilo Enzima Solvente Referencia
dCCaai * Butanol Guyot et al
+ Octanol Lipasa (Novo-435) Nucleofilo y ’
CA 1997
+ Dodecanol
FA
FA + Pentanol Esterasa (FAEA) ngano, Giuliani ct al,
emulsiones w/o 2001
Butanol Buisman et al
CA + Butanol Lipasa (CAL-B) Ciclohexano 1998 ’
Pentano
FA + Octanol Lipasa t-butanol Compton et al,
P 2000
CA + Octanol Lipasa Octanol Stamatis et al,
CuA + Glucosa Esterasa +-butanol 2001
FA + Fructosa Cutinasa u
Emulsiones
CA (Hexano Topakas et al
CuA  + Propanol Esterasa (FAEA) p ’
/propanol 2003
FA
/agua)
CA
dCA )
CuA + Glucosa Lipasa (CAL-B) t-butanol Otto et al, 2000
CaA
Vinil
éster de: + Metilshiki- . t-butilmetil Armesto et al,
CA, mato Lipasa (CAL-A) éter 2003
CuA, FA

Como muestra la tabla anterior, son variados los trabajos existentes en cuanto a

la posibilidad de esterificar los AHC. A su vez resalta que principalmente se han

utilizado lipasas, aunque también han sido usadas algunas esterasas (Stamatis et al.,

2001). En el texto ya han sido mencionadas algunas de las propiedades que poseen

26



ANTECEDENTES

estas enzimas (presentan afinidad por una amplia variedad de compuestos y se tiene
conocimiento de su utilizacion en una amplia gama de reacciones de esterificacion).

De las esterasas que son mencionadas en dichas investigaciones resaltan las
feruloilesterasas, que tienen como sustrato natural los ésteres que forma el acido
ferulico en la pared celular (Mathew & Abraham, 2004). Estas enzimas poseen
caracteristicas estructurales similares a las lipasas (plegamiento o/f, triada catalitica
en sitio activo Asp/His/Ser) y son producidas por hongos patdgenos invasores de
plantas (Hatzakis et al, 2002). Es justo con este tipo de esterasas que se dan los
mejores resultados (Giuliani et al, 2001), pero también se han tratado de utilizar en

otros casos y no han sido capaces de catalizar dichas reacciones (Stamatis et al, 2001).

Todos estos estudios nos seflalan los inconvenientes que se presentan al
intentar realizar esta clase de reacciones entre derivados hidroxilados del &cido
cinamico con distintas clases de alcoholes en medios organicos utilizando enzimas
como catalizadores. Los problemas comunes a los que se han enfrentado al realizar
estas reacciones son las bajas velocidades del orden de dias) y los bajos rendimientos.
Algunas de las razones para que se den estos resultados son las siguientes (Buisman et
al., 1998; Guyot et al., 1997; Stamatis et al., 2001):

1. La deslocalizacion electronica que producen los grupos hidroxilos como
sustituyentes dentro del anillo bencénico y que disminuye la reactividad del
carbonilo que debe sufrir el ataque nucleofilico. En el siguiente esquema se
observan las estructuras de resonancia que provoca este movimiento de

electrones y que se presume como un elemento que altera la esterificacion.
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2. La insaturacion de la cadena alifatica lateral, que al parecer confiere cierta
rigidez a la molécula que le impide interaccionar en el sitio activo; ademas de
que al estar conjugada con el anillo aromatico participa también en la
deslocalizacion electronica ya mencionada. En la siguiente estructura se

destacan los puntos arriba mencionados.

o
&

Para resaltar los dos factores descritos se toma como molécula modelo el 4cido p-
cumarico, ya que un ejemplo claro de la influencia del doble enlace se presenta en el
trabajo de Stamatis y col. (2001): se compararon los rendimientos de esterificacion del
acido p-cumdrico y su derivado hidrogenado (4cido p-hidroxifenilpropionico) con
octanol empleando distintas enzimas. En todos los casos el rendimiento que presenta
el segundo acido es de al menos el triple que el del primero. En la figura 6 se resume

lo anterior.

(0] (0]
N on . o O-CHACHCH,
259
HO CH(CH,),CH,-OH HO %
1a 2a
0 CAL-B
O-CH,(CH,),CH
g 2\ a)g s
o
OH
9 o
HO HO 7%

1b

2b

Figura 6. Reaccion del acido p-cumarico y su derivado hidrogenado: 1a acido p-cumarico; 1b

acido p-hidroxifenilpropionico; 2a

cumarato

de octilo

(rendimiento

= 25%); 2b

hidroxifenilpropionato de octilo (rendimiento = 97%). Las reacciones se realizaron con la enzima
CAL-B (lipasa de Candida antarctica) a 45 °C, durante 12 dias.
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Otra opcidn que se ha explorado es la transesterificacion, partiendo del punto
de que las lipasas y las esterasas también catalizan este tipo de reacciones, y que de
esta forma se facilitaria el reconocimiento del sustrato (cabe recordar que las lipasas y
las esterasas tienen por sustratos naturales moléculas con una cierta longitud). Armesto
y col. (2003) presentan un trabajo en el que se ensaya la transesterificacion de los
vinilésteres de los acidos cindmico, cumarico y fertlico con un derivado del é4cido
shikimico. Comparando los resultados de este trabajo con los de Stamatis, se aprecia
que mientras el viniléster del 4cido cumarico no reacciona, el derivado hidrogenado de
este presenta un rendimiento considerable (50%). En ambos casos la ausencia de la
insaturacion lateral mejora considerablemente la reaccion. En la figura 7 se observa el

diagrama de la reaccion descrita.

(0] (0]
COOMe
07Xy o  OH
— '
HO™ OH
HO HO HO
1a OH
(0]
CAL-A, TBME, 1b COOMe
. 40°C
0 X
HO
1b

Figura 7. Reaccion de los viniles ésteres del acido p-cumarico (1b) y el del derivado hidrogenado
(1a). 1a: p-hidroxifenilpropionato de vinilo; 1b cumarato de vinilo; 2a: 4-0-
cumaroilmetilshikimato; NR: no reaccion6. CAL-A: lipasa A de Candida antarctica; TBME: t-
butilmetil éter. El tiempo de reaccion fue de 8.5 hs para el primero y 72 hs para el segundo.

Contrario a lo que se pudiera suponer, en diversas referencias se presentan
datos en los que la actividad antioxidante de los AHC y sus derivados hidrogenados es
similar. Nenadis y col. (2003) realizaron diversas pruebas de actividad antioxidante
para comparar el acido cindmico (CA) y su derivado hidrogenado (dCA). Ellos
encontraron que este ultimo presentaba una mayor actividad antioxidante hacia el
radical DPPH que el CA, mientras que en otras pruebas concluyeron que la extension
de la conjugacion a la cadena alifatica parece mejorar las propiedades descritas, ya que

participa en la estabilizacion del radical por resonancia. Un trabajo anterior (Kikuzaki
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et al., 2002) compar6 a su vez las actividades antioxidantes de los acidos caféico
(CaA), sinapico (SA), fertlico (FA), cumadrico (CuA) y de algunos derivados
esterificados del FA. Con respecto al radical DPPH encontraron, de mayor a menor
actividad lo siguiente: CaA>SA>FA>¢steres FA>CuA. También concluyeron que no
solo es importante la actividad secuestrante de los antioxidantes, también lo es la
afinidad por los sustratos lipidos, lo que se mejora esterificando los AHC (aumentando

su liposolubilidad).

La tendencia general de los resultados encontrados son bajos rendimientos de
reaccion, excepto en algunos casos (como los mostrados en los dos esquemas
anteriores) y cuando se emplean los derivados hidrogenados de los 4cidos o el acido
cinamico (el cual carece del sustituyente hidroxilo en el anillo aromatico). La
excepcion a esta tendencia la presenta el trabajo de Giuliani y col. (2001) que han
encontrado el mejor resultado con el acido ferulico, ya que al hacerlo reaccionar con
pentanol alcanzaron el rendimiento mas alto, 60%. Si bien un nivel de conversion asi
de elevado es lo que se busca en este tipo de ensayos, el método emplea un sistema de
microemulsiones (w/0) que no se ha encontrado atin en ningln otro trabajo, por lo que

se presume no resulta facil de manejar ni de repetir.

En todos los trabajos citados en esta seccion es también un factor destacable el
uso de distintos solventes: desde utilizar los mismos nucleofilos como tales hasta una
amplia gama de disolventes, que varia desde el s-butanol hasta el ciclohexano
(Buisman et al, 1998). Otros elementos que se consideran en estos ensayos son: la
actividad acuosa (Ay), la temperatura y agentes que atrapen el agua que se libera en la
reaccion. Sin ser algo que se cumpla en todo momento, en la mayoria de los casos el

Ay, se ajusta a 0.22, la temperatura oscila entre los 50 y 60 °C, y el agua liberada se

“retira” del medio de reaccion con malla molecular (4A).

Como se puede constatar en estas lineas, son varios los pardmetros que estan
involucrados en la consecucion Optima de estas reacciones. También aparece que el

tipo de moléculas que se pueden formar es muy amplio, ya que solo de depende del
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reconocimiento enzimdtico del donador de acilo (los AHC). De tal forma que el
trabajo por hacer es mucho y la aplicacion de los resultados parece ser mayor. A
manera de conclusion se resumen en la siguiente tabla algunos de los factores que
deben ser considerados cuando se decide trabajar con estos compuestos. Algunos de

ellos se abordaron en esta breve introduccion, otros quedan pendientes de ser tratados.

Tabla 6. Variables a considerar en reacciones de esterificacion enzimatica de AHC.

VARIABLES A CONSIDERAR EN
LAS REACCIONES DE
ESTERIFICACION DE AHC

e Concentracion de sustratos

e Naturaleza del sustrato (AHC)
e Solubilidad

e Tipo(s) de solvente(s)

e Actividad de agua (Ay)

e Temperatura

e Tipo de enzima (extracto,
inmovilizada)

e Sistema de reaccion

1.3.3 Derivados esterificados con a-hidroxiacidos

Como ya se menciond los AHC se encuentran en la naturaleza como ésteres,
principalmente del dcido quinico, pero también con otras moléculas del tipo de los a-
hidroxidcidos, tales como: &cidos malico y tartarico, a-hidroxihidrocafeico,
galactarico, glucérico, gluconico, etc. Entre otros, Nenadis y col. (2003) destacan que
los derivados del AHC son propensos a sufrir cambios dentro del tracto intestinal:
metilaciones en el anillo aromatico, hidrogenaciéon de la cadena lateral o la hidrélisis
de los ésteres, representan algunos ejemplos. De tal forma, los ésteres de AHC con o-
hidroxiacidos son propensos a separarse en sus partes dentro del organismo al ser
consumidos. Las propiedades de los AHC ya han sido discutidas, mientras que las de
los hidroxiacidos no. Un acido de este tipo, quiza el mas importante a nivel industrial,

es el acido lactico. Esta sustancia presenta, entre muchas propiedades, actividad
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antimicrobiana y puede ser utilizada también como humectante en el tratamiento de
algunas enfermedades de la piel, de ahi que posea interés en las industrias
farmacéutica y cosmética. La preparacion de esta clase de ésteres mediante técnicas
que involucren enzimas no estd reportada, mientras que de su sintesis quimica
convencional no existen muchos registros ya que es complicada y arroja bajos
rendimientos. Algunos investigadores (Kiran y Divakar, 2001; Torres y Otero, 2001)
han intentado la esterificacion de a-hidroxidcidos con acidos grasos, utilizando estos
ultimos en proporciones grandes para disminuir el riego de polimerizacion que se
corren al emplear a los acidos hidroxilados.

De tal forma, la preparacion de ésteres de este tipo representa una doble ventaja, ya

que se pueden aprovechar las propiedades de ambos tipos de compuestos.
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OBJETIVOS
Objetivo general.

e Establecer una metodologia para obtener ésteres a partir de los acidos
cindmico y feralico y sus dehidro-derivados con a-hidroxidcidos empleando
enzimas como catalizadores.

Objetivos particulares.

e Realizar una seleccién de enzimas que reconozcan a los donadores de acilo
mediante pruebas de hidrolisis del metiléster de los acidos fertlico y
cinamico, y posteriormente, en reacciones de esterificacion con alcoholes

alifaticos.

e Analizar las propiedades estructurales de los donadores de acilo que afectan

los rendimientos de las reacciones de esterificacion.

e FEstudiar las reacciones de esterificacion entre los donadores de acilo

seleccionados y el acido lactico.
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2.1 Plan de trabajo

METODOLOGIA

El proyecto se realizd siguiendo el diagrama de trabajo que se muestra al final del

parrafo, este procedimiento fue aplicado como una estrategia general para intentar cubrir

los objetivos planteados. De tal forma se escogieron los biocatalizadores, se realizaron las

reacciones con los sustratos en estudio y se aislaron, purificaron y caracterizaron los

productos:

HIDROLISIS DE
MCA y MFA

SELECCION DE ENZIMAS

REACCION DE
ESTERIFICACION DE CA y FA
(Alcoholes los. y 20s.,
a-hidroxiacidos)

A

Medio de reaccion
a) Alcohol
b) Hidrofébicos

- Ajuste de Aw
(Sales organicas)

- Soporte para

sustrato
Esterificacion No hay
exitosa esterificacion

Obtencidn de
estandares

a) Cambiar caracter
del sustituyente

b) Saturar doble enlace

- Identificacion en
HPLC

- Caracterizacion
quimica
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2.2 Enzimas

Se utilizaron las siguientes enzimas:

Lipasas: Novozyme 435 (lipasa B de C. antarctica inmovilizada), Lipozyme ™ (M.
miehei) (ambas de Novo Nordisk, Dinamarca) y Chirazyme® L-1 (Boehringer-Mannheim,
Alemania). Esterasas: Depol 670-L y Depol 740-D, ambas estabilizadas por una mezcla

de polietilenglicol (Novo Nordisk, Dinamarca).

2.3 Sustratos

Acido fertalico (4cido 3-(4’-hidroxi-3’-metoxi)fenil-2-propenoico), se obtiene por
extraccion de las aguas de desecho de la nixtamalizacién del maiz (nejayote), por un
método previamente descrito (Tercero, 2001). Por cada litro de nejayote se afiaden 6 mL
de HCI concentrado, de manera que se alcance un pH de 3.0 a 3.5. Posteriormente se
afiaden 6 g de carbon activado/ L de nejayote y se agita por 0.5 hs. Esta mezcla se
centrifuga 15 minutos a 2500 rpm. El sobrenadante se decanta y el sedimento se extrae
con acetato de etilo a 50 °C. El extracto se concentra y el solido obtenido se recristaliza
de acetona/agua. Se obtienen polvo blanco y/o cristales. La pureza se detecta por punto
de fusion.

Acido cinamico (4cido 3-fenil-2-propenoico), grado reactivo marca Aldrich.

Esteres metilicos de acido ferulico (MFA) y acido cinamico (MCA), siguiendo el método
de esterificacion de Fischer: 1 g del acido se coloca en 20 mL de metanol seco y 0.5 mL
de H>SOy4 (conc). Se mantiene a reflujo durante 4 hs, en un aparato que posea un
dispositivo deshidratador del condensado. La reaccion se realiza en atmodsfera inerte de
N». Terminado el tiempo de reaccidon, la mezcla se lava con un volumen igual de agua
destilada y se hacen extracciones con CH,Cl,. Posteriormente la fase organica es lavada
con una solucion saturada de NaHCOs. El producto de recristaliza de etanol/agua.
Hidrogenacion del 4cido cindmico y del acido ferulico (dCA), 1 g del acido en cuestion
se disuelve en 5 mL de acetato de etilo anhidro. Se adiciona 0.1 g de una mezcla

Pd/carbon activado. La mezcla se coloca en un matraz a presion reducida y agitacion
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continua toda la noche. Pasado este tiempo se filtra la mezcla y el filtrado se seca en un
evaporador rotatorio (Biichi B-490).
La pureza de todos los sustratos se comprobd por espectroscopia IR, MS y RMN-'H.

(Ver seccion de Resultados y Discusion).

2.4 Hidrdlisis de ésteres

A 4 mL de una solucion 2 mM del éster en cuestion (€steres metilicos de los acidos
cinamico y ferulico) en buffer MOPS 0.1 M (pH = 6), se le anaden distintas cantidades de
enzima (se mencionan en los resultados). La reaccion se lleva a cabo en las siguientes
condiciones: 30°C, 230 rpm. 4 hs. Los resultados se monitorean por cromatografia en

capa fina, seglin se describe en la seccion 2.7.1.

2.5 Ajuste de A,

Se dejaron equilibrar todos los componentes de la reaccion, por separado, con una
solucion saturada de acetato de potasio (Aw = 0.22) durante 48 hs a temperatura ambiente

(20 °C) (Torres & Otero, 2001).

2.6 Reacciones de esterificacion enzimatica

2.6.1 Esterificacion con alcoholes

Para la obtencion de los ésteres mediante catalisis enzimatica se ajusto la técnica descrita
por Guyot y col. (1997). El acido se disolvia en SmL del alcohol, de manera que la
concentracion fuera de 90 mM. La cantidad de enzima era de 50 mg. La reaccion se llevo
a cabo en reactores sellados, en intervalos que variaban de 5 a 10 dias a 60 °C y agitacion
rotatoria de 200 rpm. La caracterizacion quimica de los productos de estas reacciones, y
las de la seccién 2.6.3, se realizaron por distintas técnicas espectroscopicas y los

resultados de estas se resumen en tablas en la seccién de Resultados y Discusion.
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2.6.2 Esterificacion de acido lactico y acido oleico

Esta reaccion se realizd para corroborar que era posible emplear el acido lactico como
nucleofilo y para ensayar las condiciones necesarias para emplearlo en la esterificacion
con los acidos cinamicos. La metodologia fue descrita por Torres y Otero (2001): el 4cido

lactico se adsorbia en silica gel-60 a razon de 1:2 (mg) y la mezcla obtenida se secaba a

presion reducida. Posteriormente se le anadian de 50 a 100 mg de malla molecular (4 A) y

de 50 a 100 mg de enzima. Al colocar toda esta mezcla en el reactor, se adicionaban 4
mL de hexano. Ademas, se pesaba una cantidad de acido oléico de manera que la relacion
lactico: acido olé€ico fuera 1:5. Después de ajustar el Aw durante 48 hs., se llevaba a cabo
la reaccion a 50°C, en agitacion rotatoria a 240 rpm, durante 5 dias. Al terminar este

tiempo, se filtra la mezcla reactiva y se seca en un evaporador rotatorio.

2.6.3 Esterificacion con acido lactico

La reaccion del acido lactico con los AHC, sigui6 la metodologia descrita en el parrafo
anterior con un Unico ajuste en el solvente empleado como medio de reaccion: se
emplearon hexano y distintas mezclas de hexano con #-butanol (desde 90:10 hasta 10:90).

La relacion de donador de acilo:nucledfilo se mantuvo de 5:1.

2.7 Analisis y monitoreo de las reacciones
2.7.1 Cromatografia en Capa Fina

La separacion por cromatografia en capa fina (CCF) se llevo a cabo en placas Alugram
Sil G/ UV, de gel de silice 60. La mezcla eluyente empleada normalmente fue de
Hexano:acetato de etilo:ac. acético (7:3:0.01) para las reacciones de esterificacion en
donde participaban los 4cidos cinamico y ferulico, a excepcion que se especifique otra
cosa. Las placas fueron visualizadas mediante camara UV y por los reveladores de

sulfato cérico y cloruro férrico en solucion etandlica. Los factores de retencion (Rf) para
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este sistema de elusion fueron: acido fertlico, 0.35; metilferulato, 0.56; acido cinamico,

0.3; propilcinamato, 0.6; butilcinamato, 0.9.

2.7.2 Cromatografia de liquidos

Para la cuantificacion de los productos de reaccion se empled la cromatografia de
liquidos (HPLC). Se utiliz6 una columna Nova-Pak C;g 300mm de longitud. La fase
movil fue una mezcla de etanol/ agua (70/30) y la deteccion se alcanzdé mediante un
detector de arreglo de diodos Waters 2487 dual A detector de absorbancia UV a 280 y
320 nm.

2.8 Caracterizacion quimica de los productos

Los espectros de infra-rojo (IR) se corrieron en pastilla de KBr y en pelicula (segln sea el
caso), en los equipos IR Perkin-Elmer 283 y Nicolet FT-IR 55X; las bandas de absorcion
estan reportadas en cm’. La espectroscopia de masas (EM) se realizo por cromatografia
de gases (CG)/impacto electrénico (IE) de baja resolucion; empleando un equipo de
gases/masas Hewlett-Packard 5945-A, JMS-SX102A Jeol. La resonancia magnética
nuclear de hidrogeno (RMN-'H) se corrié a 300 MHz en CDCl; en un equipo Varian
Gemini; los desplazamientos quimicos (d) estdn en ppm y las constantes de acoplamiento
(J) estan dadas en Hertz. Se asignaron las siguientes abreviaturas: s = singulete, d =
doblete, dd = doble doblete, t = triplete, m = multiplete. Todos estos andlisis se realizaron
en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (U.S.A.L)) de la Facultad de
Quimica, U.N.A.M.
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2.8.1 Espectros seleccionados.

A continuacion se presentan los datos destacables de los espectros que se seleccionaron,

los cuales se pueden consultar en el anexo al final de este escrito.

Acido Cinamico (CA)
IR (v) 3065, 3025, 2829, 1889, 1678, 1628 EM m/z 147 (M", 100)

Acido hidrocinamico (dCA)
EM m/z 150 (M", 50), 91 (100)

Isopropil cinamato (CAOPr)
IR (v) 3410, 3060, 3028, 2959, 2932, 2873, 1713, 1638, 1450, 1309, 1279, 1201,
1169, 767, 711, 684. EM (m/z) 190 (M", 50), 131 (100). RMN-"H: § 5.00 (m,
J=6.3, 1 H, OCH(R),, 1.2 (d, J= 6.3, 6H RCH>)

Butil cinamato (CAOBu)
IR (v) 3417, 2956, 2925, 2854, 1716, 1637, 1578, 1379, 1309, 1279, 1201, 1169,
767, 709, 684. EM (m/z) 204 (M", 40), 131 (100). RMN-"H: & 7.59 (d, J= 15.6,
1H trans), 7.44 (t, J=, 2H arom), 7.3 (d, J=, 2H arom), 7.17 (s, 1H Ar-OH), 6.36
(d, J= 16, 1H trans), 4.07 (d, J=4.07, 2H, OCH;R)

Acido ferulico (FA)
RMN-'H: § 7.71 (d, J=15.98, 1H, trans), 7.12 (d, J= 8.12, 1H, arom), 7.07 (dd,
J=4.36, 1H, arom), 6.93 (d, J=1.92, 1H, arom), 6.29 (d, J=15.88, 1H, trans), 3.94
(s, 3H, CH3-R). IR (v) 3432, 2968, 1665, 1598, 1514, 1273, 945. EM m/z 194
(M", 10), 179 (100).

isoPropilferulato (FAOPr)
EM m/z 236 (M", 95), 194 (100)

Butilferulato (FAOBu)
EM m/z 250 (M", 85), 194 (100)

isopropil hidroferulato (dFAOPr)
EM m/z 238 (M", 70), 137 (100). RMN-"H: & 5.00 (m, J=, H —OCH(R),), 2.88 (t,
J=17.4, -CH,-COOR)
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Butil hidroferulato (dFAOBu)
EM m/z 252 (M+, 80), 137 (100). RMN-"H: § 4.07 (t, J= 6.6, 2H -CH,), 3.88 (s,
1H, -OCH3), 2.881 (t, Js.s= 7.8, 2H, CH,-COOR), 2.591 (t, Jo.s= 7.8, 2H, ArCH,-
), 1.185 (q, J3= 7.1, 2H, CH,), 1.33 (m, J,.5= 7.2, 2H, CH;), 0.917 (t, J,..= 7.5,
3H, CHs)

Ester lactocinamato (CAOLac)
EM m/z 220 (M+, 1), 147 (100)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estrategia general

La estrategia que se siguid para cubrir los objetivos planteados al inicio de este proyecto
fue la siguiente: en primera instancia, se realizd una seleccion de enzimas (lipasas y
esterasas) mediante un ensayo de hidrolisis de los ésteres metilicos de los AHC
seleccionados, para observar la posible identificacion de los sustratos asi como la actividad
de los catalizadores; con estas enzimas se realizaron pruebas de esterificacion entre
alcoholes alifaticos primario y secundario (butanol e isopropanol) y los AHC; a
continuacion se efectuaron las reacciones con los nucleofilos elegidos y el acido lactico;
posteriormente se caracterizaron los productos y se compararon los resultados obtenidos
para conocer la influencia de la estructura de los AHC empleados. A continuacion se

detallan los resultados y los analisis de los mismos.

3.2 Hidrdlisis de ésteres

Para evaluar el reconocimiento del sustrato donador de acilo, se probaron un grupo de
enzimas (lipasas y esterasas) en un ensayo ya conocido en el que se hidroliza el éster
metilico de algin AHC (Williamson et al, 1998). En el caso de este proyecto se hicieron las
pruebas para los metilésteres de los &cidos cinamico (MCA) y fertlico (MFA), preparados
mediante la técnica de esterificacion catalizada por acido y a reflujo, con un agente
desecante que eliminara el agua que se producia en la reaccion (método de Fischer). Las
reacciones se monitorearon por CCF y los resultados se resumen en la tabla 7, que se

presenta a continuacion.

Tabla 7. Resultados de la seleccion de enzimas por hidrdlisis de los metil ésteres de los AHC con
diferentes enzimas.

REACCION DE HIDROLISIS DE LOS METILESTERES DE AHC

ENZIMA HIDROLISIS
MCA MFA

Extracto Avena No No
Extracto Avena Liof. No No
Depol 670L Si Si
Depol 740D Si Si
Chirazyme No No
Lipozyme Si No
Novozyme 435 Si No

41




RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso del CA, las enzimas seleccionadas fueron las lipasas Lipozyme,
Novozyme 435, Chirazyme, asi como las esterasas Depol 670L y Depol 740D. En lo que
respecta al FA se seleccionaron unicamente las esterasas, las cuales tienen a los ésteres que
forma éste AHC como sustrato natural. Los datos concuerdan con pruebas reportadas con
anterioridad en donde el etil éster del FA no es un buen sustrato para hidrélisis con las
lipasas (Andersen et al, 2002). En dicho trabajo realiza una seleccion con diversas lipasas
(entre ellas Novozyme 435 y Lipozyme) para detectar si poseen actividad de feruloil

esterasa y concluyen que no poseen una actividad significativa.

Una vez recopilados los resultados de dichos ensayos se decidi6 utilizar las enzimas
que se seleccionaron en la hidrolisis del metil éster del CA, ya que al menos asi se tenia
informacion de que las enzimas poseian actividad y, como consecuencia de esto, existia un
reconocimiento tanto del anillo aromético como del enlace éster. El empleo de las esterasas
fue descartado debido a que una vez liofilizadas (estas enzimas se comercializan en un
sistema de polioles para estabilizarlas, pero para su empleo en medios no-acuosos era
necesario filtrarlas y liofilizarlas) se probaron en el ensayo de hidrolisis descrito lineas
arriba, rompimiento del éster metilico, para corroborar si retenian su actividad. Esta no se
conservo, por lo que se descartaron tanto la Depol 670L como la Depol 740. De tal forma
se puede afirmar que estas enzimas son muy inestables una vez que se les retira la matriz
con la que se vende. Cabe destacar que enzimas de este tipo (feruloilesterasas, pero de F.
oxysporum) ya habian sido probadas en reacciones de esterificacion entre AHC y en dichos
trabajos se encontraron rendimientos de reaccion pobres, por debajo del 10 % de
conversion después de 10 dias (Stamatis et al., 2001; Topakas et al., 2003). Estos datos nos
podrian indicar que atin cuando las enzimas Depol hubieran podido ser empleadas, esto no

aseguraba mejores resultados.
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3.3 Reacciones de esterificacion enzimatica

3.3.1 Esterificacion con alcoholes

3.3.1.1 Reacciones con acido cinamico

Con las enzimas seleccionadas en la seccion 3.1 se realizaron las pruebas de esterificacion

con alcoholes alifaticos: iso-propanol y butanol, cuyas estructuras se observan en la figura

8.
(o] /R
i-Propanol o o
Lipasa
(0] isopropil cinamato
N
OH
(¢}
SN AT
Acido Cindmico Butanol 0
Lipasa
butil cinamato

Figura 8. Reacciones de esterificacion enzimatica de acido cinamico con alcoholes alifaticos.

Todos los ensayos que se describen en esta seccidon y en las dos subsecuentes, se
llevaron a cabo con el objetivo de probar tanto las condiciones de reaccion como el
reconocimiento del donador de acilo por parte de las enzimas (ahora en un medio de
reaccion distinto al que fueron seleccionadas), por un método sencillo (Guyot et al, 1997).
A su vez, los alcoholes empleados (butanol e iso-propanol) se emplearon para determinar
diversos factores: el alcohol primario (butanol) permitia conocer la actividad de las enzimas
en un ensayo que ya ha sido estudiado; el alcohol secundario (iso-propanol) representa un
nucledfilo menos eficiente, ademas de que el grupo hidroxilo del acido lactico es de
caracter secundario y esto ayuda a conocer el comportamiento de las enzimas. En la figura

9 se observan las estructuras de estos dos alcoholes y del acido.
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OH OH
NN )\ OH
OH
(e

Butanol i-Propanol Acido lactico

Figura 9. Estructuras quimicas de los nucledfilos empleados.

La primera de estas pruebas fue hacer reaccionar el butanol ya que se tenia
conocimiento de la esterificacion de AHC con este alcohol con buenos rendimientos (Guyot
et al., 1997; Priya & Chadha, 2003), asi que dicho ensayo se presentaba como un buen
pardmetro para evaluar tanto las condiciones de reaccion como la capacidad de las enzimas
para llevarla a cabo (su actividad). Posteriormente se utilizo el iso-propanol debido a que su
grupo hidroxilo es de caracter secundario, tal como el del 4cido lactico, y de esta forma se
podia presumir el reconocimiento del alcohol secundario como nucleéfilo. Este parametro
es importante de evaluar ya que algunos autores han encontrado que los alcoholes primarios
son mejores sustratos en este tipo de reacciones que los secundarios (Torres & Otero,
2001), debido a cuestiones de impedimento estérico.

De esta manera a continuacion se muestran, en primer lugar, los datos de las reacciones del
acido cinamico (tabla 8) y, posteriormente, los de su derivado hidrogenado (tabla 16, p. 50)
con dos alcoholes alifaticos. Los rendimientos de las reacciones (% de conversion) se
midieron por HPLC, en base a la desaparicion del donador de acilo (CA y dCA).

Los tiempos a los que se tomaron muestras para seguir el desarrollo del ensayo se
distribuyeron de la siguiente forma: desde el tiempo O cada 24 hs durante 5 dias y al dia 10.
De dichas muestras se retiraban 20 pL de la mezcla de reaccion, se filtraban, se
concentraban a presion reducida y se resuspendian en 2 mL de metanol para su posterior
analisis cromatografico. Los resultados de estos ensayos se resumen en la tabla 8. Los
rendimientos de la reacciones se calcularon de la concentracion de sustrato que habia
reaccionado comparada con la concentracion inicial (porcentaje de conversion molar).
Paralelamente a este procedimiento, se obtuvo un estandar por via sintética convencional
(método de Fischer) del éster butilico para poder tener una mejor referencia tanto en HPLC

como en EM. Los tiempos de retencion (t¢) para el CA, el éster propilico y el éster butilico
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fueron, respectivamente: 2.85, 4.8 y 5.6 minutos, a las condiciones mencionadas en la

metodologia.

Tabla 8. Rendimientos de reaccion de esterificacion del acido cinamico (CA) y alcoholes alifaticos
(butanol (BuOH) e iso-propanol (i-PrOH)) catalizada por las lipasas Novozyme 435 y Lipozyme.
Tiempo de reaccion: 10 dias, 60 °C, 90 mM del donador en 5 mL del alcohol.

REACCION RENDIMIENTO ( %MOLAR)
Novozyme 435 Lipozyme

CA + BuOH 32 19

CA +1i-PrOH 23 14

En el figura 10 se puede observar el comportamiento en la desaparicion del sustrato
de las reacciones del CA con el BuOH. A partir de estos resultados resalta que la
Novozyme 435 presenta tanto una velocidad ligeramente mayor como un mejor
rendimiento de reaccion debido a la diferencia entre las pendientes de la curva del tiempo 0
al dia 4, lo cual es concordante con los datos que se presentan en el trabajo de donde se
tomo la metodologia seguida hasta el momento (Guyot et al., 1997), pero sin ser tan altos
como aquellos (90%). Los datos que se rescatan de esta prueba sirven para comprobar
varias cosas: que el sustrato era reconocido como donador de acilo por la enzima; que las
condiciones de reaccion eran adecuadas; ademas de comparar los rendimientos entre ambas

enzimas.
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Fig 10. Desaparicion de sustrato en la reaccion CA + BuOH, utilizando las enzima Novozyme 435
y Lipozyme.

De los datos que corresponden a la reaccion entre el CA y el i-PrOH (figura 11, en
la siguiente pagina), reconocimiento de un alcohol secundario (analogo del grupo hidroxilo
secundario de un a-hidroxiacido), se puede observar que para ambas enzimas se presenta
una disminucion en el rendimiento de la reaccion, siendo de nueva cuenta Novozyme 435
la que mejores resultados presenta. A un inicio, entre las 0 y las 48 hs., las pendientes de las
curvas de ambas enzimas son muy similares lo que representa una velocidad de reaccion
similar. A partir de este punto la Lipozyme parece llegar a su saturacion pues disminuye la
pendiente de la curva. Por el contrario, la velocidad de conversion de la Novo 435 solo
empieza a disminuir a las 96 hs.

Si se toma como marco de comparacion los rendimientos que proporcionan las enzimas, se
encuentra que la que dio mejores resultados en estos ensayos es la misma lipasa que en
reportes anteriores ha presentado los porcentajes de conversion mas altos. Stamatis y cols.
(2001) comparan estas dos lipasas en la esterificacion de distintos AHC con 1-octanol y
cuando el donador de acilo es el CA la diferencia en el rendimiento de reaccién empleando

la Novozyme 435 con respecto a la Lipozyme es mayor al 20%.
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Fig. 11: Desaparicion de sustrato en la reaccion CA + i-PrOH, utilizando las enzimas Novozyme
435 y Lipozyme.

Por otra parte, en lo que se refiere a los nucleofilos, se puede observar que los
resultados fueron acorde a los esperado. El alcohol primario (butanol) resulté un mejor
sustrato que el alcohol secundario (iso-propanol), ya que para ambas enzimas el
rendimiento de uno con respecto al otro fue de 9% para la Novo435 y de 5% para la
Lipozyme. Si se toma como factor de referencia en estas reacciones el catalizador que
mejores resultados dio segun el trabajo de Stamatis (la Novo 435), en la reaccién con el
BuOH el rendimiento est4 cercano al 35%, mientras que con el i-PrOH no paso del 20%.
En algunas referencias se explican estas diferencias en los rendimientos debido a un
supuesto impedimento estérico que presentarian los alcoholes secundarios al entrar en

contacto con el sitio activo de las lipasas, el cual los primarios no (Torres & Otero, 2001).

La caracterizacién quimica de los productos obtenidos se realizd mediante diversas
técnicas espectroscopicas, los datos que se obtuvieron de ellas se resumen a continuacion y
los espectros de donde se obtiene esta informacion pueden ser consultados al final de este
texto en un anexo. En primer lugar se observan los datos de IR y EM del acido cinamico,

los cuales se utilizaron como referentes para comparar los de los productos de reaccion.

47



RESULTADOS Y DISCUSION

Seguido a estos datos se encuentran los del cinamato de iso-propilo (tablas 11-13); aqui se
destacan la banda tipica del enlace éster que se observa en el IR (1678 cm™), el patrén de
fragmentacion de EM y las senales del hidrogeno del metilo unido al O del enlace éster
(Hb). Mismo caso del butil cinamato (tablas 14 y 15), en cuanto a las sefiales presentadas
por IR (la sefial tipica de absorcion del enlace éster 1716 cm™) y EM (i6n molecular a 220,
con un patréon de fragmentacion muy similar a la del propilcinamato). No se considero
realizar el espectro de IR del butilcinamato debido a que los datos de IR y EM resultaban

suficientes para asignar la estructura.

Tabla 9. IR del acido cinamico

IR (KBr/Pastilla) v max (cm '): 3065 (OH), 3025 (arC-H), 1678 (C=0),
Espectro CA 1628 (C=C), 1284 (C-OH)

Tabla 10. EM del acido cinamico

GS/EM IE m/z 147 (M", 100)
Espectro CA

Tabla 11. IR del isopropil cinamato

IR (Pelicula) v max (cm ~): 3410 (OH), 3060, 3028 (arC-H), 2959, 2932,
Espectro CAOPr 2873 (C-H), 1713(C=0 conj), 1638 (C=C),
1309, 1201 (C-0), 1172 (C-(CH3)»)

Tabla 12. EM del isopropil cinamato

GS/EM IE m/z 190 (M", 50), 131 (100)
Espectro CAOPr

Tabla 13. RMN-"H del isopropil cinamato

Desplazamientos Quimicos (ppm) Constantes de acoplamiento J (hertz) CAOPr

H O CH

5.00 (q, J21= 6.3), 1.2 (d, J;2= 6.3)
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Tabla 14. IR del butil cinamato

IR (Pelicula) v max (cm ): 3417 (OH), 2956, 2925, 2854 (C-H), 1716
Espectro CAOBu (C=0 conj), 1637 (C=C), 1279, 1201 (C-0O),
1169, 767, 709 (CH;)

Tabla 15. EM del butil cinamato

GS/EM IE m/z 204 (M, 40), 131 (100)
Espectro CAOBu

3.3.1.2 Reacciones con el acido hidrocinamico

En lo que concierne al derivado hidrogenado del acido cindmico (dCA), los resultados son
congruentes con lo reportado y se resumen en la tabla 16. Para ambos nucleéfilos y con
ambas enzimas los rendimientos son mas altos que para el CA y, lo que es méas destacable,
la reaccion se lleva a cabo en un menor tiempo. De hecho no fue necesario monitorear las
reacciones durante tantos dias como lo fue para las anteriores, ya que los puntos mas altos
de conversion se alcanzaban en un 1 dia. En la figura 12 se presenta el esquema general de
las reacciones del dCA con los alcoholes seleccionados, mientras que en la tabla 18 se

encuentran los rendimientos (% de conversion) de las reacciones con las dos enzimas

O J\
i-Propanol o o
Lipasa
(0]

isopropil hidrocinamato

empleadas.

OH

Acido hidrocinamico Butanol 0

Lipasa
butil hidrocinamato

Figura 12. Reaccion de esterificacion enzimatica de acido hidrocinamico (dCA) con
alcoholes alifaticos.
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Tabla 16. Rendimientos de reaccion de esterificacion del acido cindmico hidrocindmico (dCA) y
alcoholes alifaticos (butanol (BuOH) e iso-propanol (i-PrOH)) catalizada por las lipasas Novozyme 435
y Lipozyme. Tiempo de reaccién: 5 dias.

REACCION RENDIMIENTO ( %MOLAR)
Novozyme 435 Lipozyme
dCA + BuOH 55 49
dCA +1-PrOH 38 33

En esta tabla se puede observar que los rendimientos casi duplican a los obtenidos
en las reacciones con CA, con ambas enzimas y con los dos nucledfilos. También se puede
destacar que en ambos casos el butanol sigue siendo mejor sustrato, ya que presenta

porcentajes de conversion por arriba de 10 puntos mas que el isopropanol.

La razén por la cual la saturacion de la cadena lateral ocasiona mejores
rendimientos de reaccion se ha explicado (Priya & Chadha, 2003) debido a que la ausencia
del doble enlace permite al donador de acilo una mayor movilidad y, por tanto, un mejor
reconocimiento en el sitio activo (la libertad de rotacion del enlace o parece favorecerlo a
diferencia de la rigidez que confiere un enlace m), lo que es concordante con los resultados
mostrados en el presente escrito. En este misma investigacion (Priya y Chadha, 2003) se
realiza tanto la esterificacion como las transesterificacion del dCA y de su éster etilico
(respectivamente) con amplia gama de alcoholes, de caracter 1° 2° y 3°, desde el metanol
hasta el cinamol, y dentro de los cudles se encuentran el butanol y el i-propanol. El
rendimiento que presenta el butanol en ambos casos (esterificacion y transesterificacion del
etilhidrocinamato) es de 83 y 92 %, siendo el mismo nucleofilo solvente. Caso contrario es
el del i-propanol, el cual en la reaccion de esterificacion es tan buen nucledfilo como el
butanol, pues presenta también un 83% de rendimiento, siendo estos resultados contrarios a
los expuestos en este proyecto en donde siempre fueron inferiores los del alcohol
secundario lo que muestra que no existe un argumento solido para afirmar que los alcoholes
secundarios son siempre peores nucledfilos que los primarios. La razon principal de esta
diferencia debe radicar en la enzima, ya que estos investigadores emplean una lipasa
derivada de Pseudomonas cepacia, y en la temperatura de reaccioén (30 °C). En un amplio

estudio realizado por Otto y col. (2000), los autores encuentran que la lipasa Novo 435
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(Cal-B) no presenta activacion interfacial (como si lo hace la mayoria de las lipasas) y
sugieren que debido a la estructura de la enzima que conduce al sitio activo, esta no acepte
moléculas voluminosas (que no es el caso del alcohol isopropilico).

En una amplia revision acerca del empleo de lipasas en sintesis orgéanicas, Schmid y Verger
(1998), sugieren que una de las desventajas en la selectividad de estas enzimas la representa
la afinidad por el donador de acilo, ya que la mayoria acepta cadenas lineales (alifaticas) de
una mejor manera que los grupos aromaticos voluminosos. En los resultados aqui
presentados parece que los rendimientos en los ensayos de esterificacion estdn mas bien

ligados al caracter propio del donador y no tanto a ser voluminoso.

En las figuras 13 y 14 se observan la desaparicién del dCA en las reacciones con
butanol e isopropanol, respectivamente. Ambas graficas presentan un comportamiento
similar, con una pendiente pronunciada en el transcurso del primer dia, para luego
mantenerse constantes entre el primer y segundo dia, y hasta el quinto donde se decidid
terminar la reaccion debido a que no se observaba un mayor consumo de donador de acilo.
Ahora, tomando como referencia las enzimas se puede apreciar que la tendencia seguida en
las reacciones con CA se mantiene con el dCA. Con ambos nucleodfilos la Lipozyme se
satura a un tiempo similar que la Novo 435, pero a una menor concentracion de los

productos.

La ultima parte del ensayo correspondié a la asignacion de estructuras de los
productos. Solo se realizaron estudios de EM y tantos los iones moleculares como los
patrones de fragmentacion son congruentes con las estructuras esperadas. Dichos datos no
se presentan pues lo que se queria contrastar es la diferencia de rendimientos asociada a las

distintas caracteristicas estructurales de los sustratos (donadores de acilo).
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Figura 13. Desaparicion de sustrato en la reaccion de dCA con Butanol.
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Figura 14. Desaparicion de sustrato en la reaccion de dCA con iso-propanol.
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De tal manera, y con base en las observaciones hechas en esta seccion, donde 2
enzimas (Novo435 y Lipozyme) llevan a cabo las reacciones de esterificacion propuestas y,
principalmente, teniendo en consideracion que ambas enzimas reconocian un alcohol
secundario como nucleoéfilo, se decidié utilizar ambas en los ensayos con acido lactico.
Ademas se pudo constatar que cuando el donador de acilo se encuentra saturado en su
cadena alifatica las reacciones presentan mejores rendimientos, de manera que a seguir se

presenta el comportamiento de un sustrato con sustituyentes en el anillo aromatico.

Antes de pasar a los resultados del FA y del dFA, y a manera de justificacion para el
empleo de los derivados hidrogenados, vale hacer mencién de que si bien no existe
evidencia concluyente que indique que los AHC vean alterada su actividad antioxidante al
estar saturados en su cadena alifatica lateral, si es conocido que muchos de estos
compuestos hidrogenados poseen diversas propiedades bioquimicas: sirven como
protectores a la desnaturalizaciéon de la quimiotripsina; son precursores de analgésicos,
antinflamatorios y antipiréticos; son empleados como intermediarios en la sintesis de

inhibidores de proteasas de HIV (Priya y Chadha, 2003).

3.3.1.3 Reacciones con &cido feralico y su derivado hidrogenado

En la seccion 3.1 se hizo mencion de que las unicas enzimas que reconocieron al FA en la
hidrolisis del MFA fueron las feruloilesterasas. Estas enzimas poseen como sustratos
naturales a los ésteres que forman el FA con diversos polisacéaridos de la corteza arborea,
asi que se podia presumir que realizaran dicho ensayo. Por los motivos ya descritos (p. 42),
estas enzimas no pudieron ser empleadas y se decidid probar las lipasas seleccionadas para
los ensayos de esterificacion de CA. Las cuales, por otra parte, ya habian sido utilizadas en
ensayos de este tipo (trabajos resumidos en la tabla 5, pag. 26). Los resultados que se

generaron en esta serie de reacciones se describen a continuacion.
En los ensayos realizados con las lipasas Novo 435 y Lipozyme, los resultados

obtenidos estan en concordancia con los varios trabajos que se han presentado al respecto.

Aparentemente, para ambas enzimas y con los dos nucleofilos, el FA es reconocido como
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donador de acilo, pero la cantidad de productos que se forman es incuantificable. Debido a
esto, no pueden ser aislados y caracterizados por resonancia. Se presume la formacion del
propilferulato y del butilferulato por los datos que arroja el espectro de CG/EM de la
mezcla de reaccion, donde la técnica permite separar los compuestos involucrados, pero no
aislarlos debido a que se volatilizan y descomponen. En dichos espectros se nota la
presencia de compuestos con iones moleculares y patrones de fragmentacion a los
esperados para dichos productos. Tales datos se resumen en las tablas 20 y 21, para el
ferulato de propilo y el ferulato de butilo. Antes de dichas tablas se presentan los datos de
IR, EM y RMN-'H del 4cido ferulico (tablas 17-19), para hacer una comparacion de los

datos obtenidos.

Tabla 17. IR del acido ferulico

IR (KBr/Pastilla) v max (cm _1): 3432 (arO-H), 2968 (Ar-H), 1665 (C=0),
Espectro FA 1598, 1514, 1273 (Ar-O-Me), 945

Tabla 18. EM del acido ferulico

GS/EM IE m/z 194 (M", 10), 179 (100)
Espectro FA

Tabla 19. RMN-'H del 4cido ferilico

Desplazamientos Quimicos (ppm) Constantes de acoplamiento J (hertz) FA

O

-~
H,C

7.71 (d, Jo5= 15.98), 7.12 (d, J= 8.12, 1H, arom), 7.07 (dd, J= 4.36, 1H, arom), 6.93 (d, J=
1.92, 1H, arom), 6.29 (d, J3.,= 15.88), 3.94 (s, 3H, -OCH)
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Tabla 20. EM del iso-propilferulato

GS/EM IE m/z 236 (M, 95), 194 (100)
Espectro FAOPr

Tabla 21. EM del butilferulato

GS/EM IE m/z 250 (M7, 85), 194 (100)
Espectro FAOBu

Por el contrario, y al igual que sucede entre el CA y el dCA, el derivado
hidrogenado del acido ferulico (dFA) es mejor sustrato que el FA para los ensayos
realizados. Las razones para que esto ocurra parecen explicarse, parcialmente, en la seccion
precedente, donde se menciona el papel que desempena el doble enlace en el
reconocimiento molecular enzimatico. Si bien los rendimientos que se alcanzan con el dFA
no son tan altos como para el dCA, si fue posible el aislamiento y caracterizacion de los
productos. Una vez mas fue la Novo 435 la enzima que mejores porcentajes de conversion
dio para ambos alcoholes. Si bien los rendimientos no son despreciables, si es notable que
la presencia de sustituyentes en el anillo aromatico aparece como un factor que disminuye
los rendimientos de reaccion. En la tabla 22 se presentan los datos de los resultados de estos
ensayos.

Tabla 22. Rendimientos de reaccion de esterificacion del acido hidroferilico (dFA) y alcoholes alifaticos

(butanol (BuOH) e iso-propanol (i-PrOH)) catalizada por las lipasas Novozyme 435 y Lipozyme.
Tiempo de reaccion: 5 dias.

REACCION RENDIMIENTO (% MOLAR)
Novozyme 435 Lipozyme
dFA + BuOH 26 18
dFA +i-PrOH 21 13

Para tener una mayor certeza de que los productos que se estaban obteniendo eran
los correctos se realizo el analisis espectroscopico. Los datos de los espectros de EM y
RMN-'H para los productos de dichas reacciones se presentan de la siguiente forma:

isopropilhidroferulato (tablas 23 y 24) y butilhidroferulato (tablas 25 y 26).
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En la tabla 23 se puede apreciar que el idn molecular corresponde al del producto, mientras
que en la tabla 24 los datos a resaltar y que ayudan a verificar que esta sea la estructura
correcta son los hidrégenos en 2 y 4. Dichos desplazamientos quimicos corresponden a H
en esa situacion. Por otra parte, la tabla 25 muestra que el 16n molecular del FAOBu
corresponde a su peso molecular, mientras que en la tabla 26 se aprecia el desplazamiento
quimico de los hidrogenos del C-4.

Tabla 23. EM del isopropil hidroferulato

GS/EM IE m/z 238 (M, 70), 137 (100)
Espectro dFAOPr

Tabla 24. RMN-'H del isopropil hidroferulato

Desplazamientos Quimicos (ppm) Constantes de acoplamiento J (hertz) dFAOPr

5.00 (, Jo.1= 6.3), 2.881 (t, Jus= 7.4)

Tabla 25. EM del butil hidroferulato

GS/EM IE m/z 252 (M+, 80), 137 (100)
Espectro dFAOBu

Tabla 26. RMN-"H del butil hidroferulato

Desplazamientos Quimicos (ppm) Constantes de acoplamiento J (hertz) dFAOBu

H O HH

4.07 (t, J45= 6.6, 2H, -OCH,-), 3.88 (s, 3H, -OCHs), 2.881 (t, Js= 7.8, 2H, CH,-COOR),
2.591 (t, Jo.s= 7.8, 2H, ArCH,-), 1.185 (q, J3.o= 7.1, 2H, CHy), 1.33 (m, Jo.5= 7.2, 2H, CH,),
0.917 (t, J;.= 7.5, 3H, CHj)

56




RESULTADOS Y DISCUSION

Ahora, comparando los rendimientos entre el dCA y el dFA para todos los casos,
podemos observar que el dCA es un mejor sustrato que el dFA, y es aqui donde entra en
juego el otro factor mencionado como detractor en el reconocimiento por parte de las
enzimas: la presencia del grupo hidroxilo en el anillo aroméatico. En un trabajo presentado
por Armesto y col. (2003), se realizaron las transesterificaciones de los vinilésteres de AHC
con diversos polioles y encuentran que aiin cuando se satura el doble enlace de la cadena
alifatica (fig. 7, pag. 29), la presencia del grupo hidroxilo afecta el porcentaje de conversion
de la reaccion (hasta en un 50%). En este punto se puede presumir que la presencia del
grupo OH, aln en la ausencia de la extension del efecto de resonancia por el doble enlace
en la cadena alifatica lateral, es un factor que afecta el porcentaje de conversion, pues
puede provocar alguna especie de impedimento estérico o algiin otro tipo de interaccion en
torno al sitio activo o las regiones que lo circundan. Sin embargo, esta tltima afirmacién no
es compatible con otros reportes en donde se han comparado sustratos similares a estos.

Por ejemplo, Stamatis y col. (2001) observan que los porcentajes de conversion del CA y
del derivado hidrogenado del acido cumarico a sus octilésteres es muy similar. Mientras
que para Guyot y col. (1997) los rendimientos en la reaccion de formacion de los ésteres
butilicos del CA y del derivado hidrogenado del 4cido caféico varian por solo un 10%, y
ambos estan por encima del 75%. De tal forma que la presencia del grupo OCHj3 adyacente
al OH en el anillo aromatico aparece como otro factor a considerar como un participante en

este supuesto impedimento estérico.

En la figura 15 se esquematizan los dos aspectos de la estructura que aparentan

incidir en la consecucion de las reacciones de esterificacion estudiadas.

|g l OH
@ R

Figura 15. Esquema de la estructura comin a todos los AHC, donde se resaltan los aspectos
estructurales involucrados en los bajos rendimientos de reaccion. Donde R puede ser H o
CH;0 en posicion meta al propileno.
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3.3.2 Esterificacion con acido lactico

La reaccion de esterificacion de los AHC con acido lactico presenta, en general, unos
resultados similares a los obtenidos en la seccion 3.3.1, ya que los donadores de acilo que
reaccionan son aquellos que no poseen sustituyentes en el anillo aromatico o, que al
tenerlos, estan saturados en la cadena alifatica lateral. Es decir, el acido ferulico no
reacciond con el lactico, mientras que los acidos cinamico, hidrocinamico e hidrofertlico si
lo hicieron. Por otra parte, se presentaron ciertos problemas con la caracterizacién quimica
plena de dichos productos, siendo presumible la formacion de algunos de los productos
esperados mediante los datos obtenidos por las técnicas de GC/EM y RMN-'H y los

rendimientos obtenidos a partir de los porcentajes de conversion del acido lactico.

La metodologia empleada en este grupo de ensayos presentaba distintas variantes
con respecto a las técnicas empleadas en las esterificaciones con alcoholes. En primer lugar
habia que considerar la naturaleza del nucleofilo. El acido lactico (y en general todos los a-
hidroxiacidos polares) puede actuar tanto como donador de acilo y nucleofilo (lo que hace
que pueda sufrir reacciones de polimerizacion), lo que también provoca una competencia
por el sitio activo. Otro factor a considerar es su alta polaridad, que en medios hidrofobicos
ocasiona que este sustrato tienda a buscar moléculas afines de tal forma que rodea e
interacciona con los grupos hidrofilicos de la enzima alterando su conformacion activa,
desplazando el agua /igada o estructural. Tomando en cuenta estos datos se decidi6 emplear
la estrategia seguida por Torres & Otero (2001), para contrarrestar los problemas que se
presentan. Estos autores optan por emplear un material que funcione como reservorio para
el 4cido lactico, la gel de silice. El empleo de la gel de silice esta justificado ya que su
presencia ocasiona una mejora en los rendimientos de reaccion, comparada con aquellas
que no lo utilizan, tanto en el trabajo descrito como en el de Wei y col. (2003). Por otra
parte, la presencia de este agente desecante ayuda a regular la presencia del nucledfilo en el
medio de reaccidon lo que minimiza la posibilidad de que se polimerice, reaccion que se ve
favorecida en medios hidrofobicos y a altas temperaturas (Torres y Otero, 2001). El aspecto
negativo de esta parte radica en que la interaccion entre soporte y nucleofilo sea tan grande

que evite que reaccione con el donador.
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Otro parametro que se considera es la proporcion de los sustratos. Los autores se
avocan a utilizar al nucleéfilo en una proporcién molar menor a la del donador (desde 1:2
hasta 1:10), para evitar asi la posible competencia por el sitio activo de la que se hablaba
lineas arriba. De esta forma logran obtener ésteres de acido lactico con acidos grasos (de
distintas longitudes) con rendimientos tan altos como 50 %. Otros trabajos en los que se
esterifica el acido lactico, acidos grasos o alcoholes, emplean una proporciéon molar similar
y obtienen buenos resultados (From et al, 1997; Torres y Otero, 1999-1; Wei et al, 2003).
Basados en toda esta informacion, se decidio ajustar dicha técnica a los ensayos de
esterificacion, utilizando como medios de reaccion hexano y mezclas de hexano/z-butanol a
distintas proporciones. La eleccion del solvente se debio a que en los reportes mencionados
y, en general, para las reacciones en las que se emplean lipasas se ha encontrado que el
hexano es uno de los mejores medios de reaccion; entre otras cosas porque es facil de
separar de las mezclas de reaccion. Por otra parte el empleo de #-butanol ayuda en la
solubilizacion de los sustratos debido a su mayor polaridad y, a pesar de ser un alcohol, no
es reactivo en estos ensayos ya que su caracter de alcohol terciario le impide reaccionar.
Una vez justificado el empleo de la técnica para las reacciones de AHC con acido lactico,

se plantearan y analizaran los resultados obtenidos.

En la tabla 27 se resumen los datos obtenidos a partir de las reacciones con los
donadores de acilo empleados, siguiendo tal cual la técnica descrita en la pagina anterior,
empleando como medio de reaccion Unicamente hexano. Dichos ensayos re realizaron de
manera cualitativa para conocer la posible formacion de productos.

En dicha tabla se puede constatar que de nueva cuenta el CA, el dCA y el dFA fueron los
donadores que pudieron formar los ésteres, mientras que el FA no presenta cambio. Se
muestran los datos de las reacciones que se realizaron con el CA (tabla 31), modelo
escogido para el analisis de estas reacciones variando la mezcla de reaccion, como se
explica lineas abajo. La cuantificacion de estos productos se realizé por HPLC con un
detector de indice de refraccion.

Las mezclas de reaccion fueron enviadas a CG/EM y es con los datos obtenidos en esta
técnica que se pudo corroborar la presencia de los productos. El espectro mas

representativo es el del CA y se presenta en el anexo (al final de este texto). En este se
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puede observar que la sefial del éster formado queda embebida dentro de la sefial del CA
que no reacciond y la resolucién no se pudo mejorar con el equipo con que cuenta el
laboratorio donde se realizan esos analisis. Sin embargo si fue posible obtener el patron de
fragmentacion y corresponde con el del éster esperado (tabla 28), con un ién molecular (M"
= 220) en una proporcion muy baja como es de esperarse con un grupo acido de esa
naturaleza.

Tabla 27. Datos de la reaccion de esterificacion entre los AHC y el acido lactico. +: reaccion positiva; -:
reaccion negativa.

REACCION
SUSTRATO SOLVENTE Enzima
N435 Lipozyme
CA Hexano + -
dCA Hexano + -
FA Hexano - -
dFA Hexano + -

Tabla 28. EM del éster de CA con acido lactico (CAOLac)

GS/EM IE m/z 220 (M, 1), 147 (100)
Espectro CAOLac

El que la reaccion de esterificacion de los AHC con el 4cido lactico haya sido
positiva, contrasta con lo reportado por From y col. (1997) quienes encontraron que este
hidroxidcido no solo no se presentaba como un buen nucleéfilo para la Novo435 al intentar
esterificarlo con 4cido decanoico, sino que aparece como un mejor donador de acilo. Esto a
pesar de que ya existian reportes de que esta lipasa si acepta hidroxidcidos como
nucleofilos (Ohya et al, 1995; Torres y Otero, 1999-I; Torres y Otero, 2001; Wei et al,
2003).

Una vez encontrado que se si obtienen resultados positivos, se intentd lograr una
caracterizacion plena de los productos asi como observar la influencia que tiene la

solubilidad de los sustratos mediante el recurso de optimizar el medio de reaccion de
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manera que fuera aumentando en un gradiente de polaridad, lo que trae como consecuencia
una mayor disponibilidad de estos para la enzima.

Lo anterior se fundamenta en diversos trabajos (Buisman et al, 1998; Priya y Chadha, 2003;
Wei et al, 2003; entre otros) donde se hace referencia a los cambios de actividad de las
enzimas dependiendo de la polaridad del medio de reaccion, lo cual es atribuible
principalmente a la mayor solubilidad de los sustratos y/o productos (lo que altera el
equilibrio de la reaccion); en menor medida se puede deber a las diversas interacciones que
puede tener la enzima con el medio. Basados en estos supuestos, y teorizando sobre los
bajos rendimientos de reaccion, se decididé emplear un cosolvente (alcohol zert-butilico o #-
BuOH) para mejorar la solubilidad tanto de los AHC como del 4cido lactico, los cuales son

sustratos mas bien hidrofilicos.

Se probaron varias proporciones de solventes en la reaccion entre el CA y el FA (las
dos moléculas modelo de este estudio) con el lactico, y los resultados se resumen en las
siguientes tablas (29, para el CA y 30, para el FA). En el primer caso, el éster del CA, se
puede observar que la formacién del producto se da en bajas proporciones (entre 9.1 y 19.2
%). Si bien existe una tendencia a mejorar la cantidad de producto obtenida cuando el
medio se hace un poco mas polar, el mejor de los rendimientos se da ain en un medio
claramente hidrofobico (Hexano:~-BuOH 7:3). Ademas, parece darse una tendencia tipo
campana, donde el mejor porcentaje de conversion se observa en el punto sefialado y
decrece a ambos lados (cuando aumenta y cuando disminuye la polaridad del medio)

(Figura 16, pag. 63).

Por otra parte, al no tener un estandar del producto de esta reaccion, los datos que
arrojaron los espectros de MS sirven para hacer notar la presencia del producto por su
patréon de descomposicion. Dicho espectro también nos muestra que no se forman
polimeros del lactico ni lactonas. Por el contrario, los datos obtenidos de la EM de las
mezclas de reaccion del FA no dan indicio alguno de que se haya formado algln éster entre
ambos sustratos. De entrada se podria suponer que al cambiar el medio de reaccion el FA,
mas polar que el CA, estaria mas disponible para las enzimas. Sin embargo, la adicion de

un cosolvente no parece incidir en nada a la reaccion.
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Tabla 29. Resultados de las reacciones de esterificacion del CA con acido lactico en distintas mezclas de

reaccion. Rendimientos en % de conversion de acido lactico.

RESULTADO
REACCION SOLVENTE Enzima
(% mezcla) N435 (%
< Lipozyme
conversion)
CA + Lac Hex 9.1 -
CA + Lac Hex:-BuOH (90:10) 18.5 -
CA + Lac Hex:-BuOH (70:30) 19.2 -
CA + Lac Hex:-BuOH (50:50) 15.2 -
CA + Lac Hex:-BuOH (30:70) 14.0 -

Tabla 30. Resultados de las reacciones de esterificacion del FA con acido lactico en distintas mezclas de

reaccion.
RESULTADO
REACCION S&LXEZTE ;3 Enzima
N435 Lipozyme
FA + Lac Hex - -
FA + Lac Hex:#-BuOH (90:10) - -
FA + Lac Hex:#-BuOH (70:30) - -
FA + Lac Hex:#-BuOH (50:50) - -
FA + Lac Hex:~-BuOH (30:70) - -
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Influencia de la Polaridad en la Reacciéon CA + Lac
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Figura 16. Influencia de la polaridad del medio en los % de conversion del acido lactico en la
esterificacion con acido cinamico. En el eje de las abscisas se presenta el porcentaje de hexano en la
mezcla con el #BuOH (que representa el resto de la mezcla).

De estos ensayos se pueden obtener diversas conclusiones:

1) Se observa que la formacion de ésteres empleando el acido lactico como nucledfilo es
posible y que el factor que limita la reaccion lo representa el caracter del donador de acilo.
Esto parece corroborarse al analizar la tabla 29, ya que se nota que los rendimientos son
bajos y el rango con el que aparecen las conversiones es pequefio.

Sin embrago no se puede hacer a un lado la influencia que tiene el caracter acido del
donador, ya que también se tendria que realizar un analisis de la posible competencia entre
ambos sustratos por el sitio activo de la enzima. Al mismo tiempo existen otro grupo de
factores (las caracteristicas del medio, la presencia de la silica gel) que podrian tener

también una alta influencia en los resultados.

2) Dentro de este grupo de reacciones es que en ningun caso la lipasa Lipozyme llevo a
cabo alguna de las reacciones. Como ya ha sido documentado a lo largo de este escrito,
para las reacciones de esterificacion de los del CA y los AHC la Novo435 aparece
generalmente como un mejor catalizador si se le compara con la Lipozyme. Un estudio

comparativo muy claro lo representa el de Stamatis y col. (2001). Sin embargo en ese
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mismo trabajo es esta ultima enzima la que aparenta tener una mejor afinidad por el FA, lo
que el presente estudio contradice.

En lo que se refiere a estudios con el acido lactico, también la lipasa Novo 435 presenta
mejores conversiones que la Lipozyme. De esta manera con el presente estudio se puedo
corroborar que la Novozyme 435 es una enzima con una mayor variedad de aplicaciones,
ya que acepta mas y distintos sustratos que la Lipozyme, ademés de que proporciona una

mayor cantidad de producto en comparacion.
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3.4 Analisis de las causas estructurales que estan involucradas en los rendimientos de

reaccion.

A continuacion se presentan los datos de los todos los resultados obtenidos en este trabajo
(tabla 31). En base a esta tabla se realizard una discusion mas puntual de los factores que

afectaron a estas reacciones, haciendo una comparacion de los rendimientos.

Tabla 31. Resumen de los resultados de las reacciones de esterificacién enzimatica. : se refiere a
aquellas en donde solo se empleé hexano como medio de reaccion. N435: Novozyme 435; Lipoz:
Lipozyme

X % CONVERSION MOLAR
DONADOR NUCLEOFILO
N435 Lipoz
0 i-Propanol 23 14
Q/QL OH Butanol 32 19
Ac. lactico* 9 -
0 i-Propanol 38 33
QM\OH Butanol 55 49
Ac. lactico* trazas -
0 i-Propanol trazas trazas
o
OH
Butanol trazas trazas
HO
OMe Ac. lactico* - -
0 i-Propanol 21 13
OH
Butanol 26 18
HO
OMe Ac. lactico* trazas -
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Como se indic6 en los antecedentes, son dos las caracteristicas estructurales que
preferentemente impiden la obtencion de rendimientos altos.
En primer lugar se tiene el doble enlace en la cadena alifatica. Para todos los casos y con
ambas enzimas es claro que la ausencia de este doble enlace proporciona porcentajes de
conversion mas altos. En el caso del dCA casi duplica los del CA, mientras que para el dFA
es aun mas claro que es reconocido como donador de una manera mucho mas clara que
para el FA. Esta influencia en la formacion de productos esta asociada a la rigidez que le
confiere el enlace m a la molécula lo cual ocasiona que la interaccion en el sitio activo sea

menos eficiente.

La otra caracteristica que se ha estudiado es la presencia de sustituyentes en el anillo
aromatico y, cuando es el caso, que estos sustituyentes ocasionen un efecto mesomérico
extendido a la cadena. Si comparamos los resultados del dCA y del dFA, podemos observar
que la presencia de los sustituyentes hidroxilo (OH) y metoxilo (OCHs) del acido
hidrofertilico ocasionan un descenso considerable en los rendimientos de reaccion. Se
proponen, a su vez, dos posibles explicaciones: a) que exista una interaccion entre estos dos
grupos y los residuos que conforman el entorno del sitio activo de las enzimas y sea esto lo
que impida el acceso del sustrato. b) Basada en los estudios que estructurales que se han
realizado con la Novozyme 435, Otto y col. (2000) propusieron que el acceso al sitio activo
de esta enzima es distinto para el donador de acilo y para el nucleofilo: sugieren que existen
dos vias o canales de entrada, de tal manera que cada sustrato posee una ruta de admisioén
especializada. Asi, este conducto de ingreso puede tener una forma tal que entre mas
voluminoso sea el sustrato, mas dificil sera que entre en contacto con el sitio activo y, por
lo tanto, reaccione.

Ahora, la combinacidén de ambos aspectos estructurales se refleja en la disminucion de la
propension del carbono del carbonilo a sufrir una ataque nucleofilico. Esa comparacion la
podemos hacer con los datos del CA y del FA, donde el primero presenta rendimientos
altos mientras que el segundo solo es parcialmente reconocido y se obtienen trazas, para los
casos de los alcoholes. Para explicar de una manera mas clara esta deslocalizacion

electronica que sufre el FA, esta se esquematiza en la siguiente figura (fig. 17).
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OMe : OMe

Figura 17. Efecto de la deslocalizacion electronica por resonancia en la molécula de acido ferilico. En
la estructura de la izquierda (A) se esquematiza la forma en que el grupo electrodonador (OH) ocasiona
la pérdida de la carga parcial positiva (3+) del C del carbonilo (estructura derecha o B), lo que a su vez
provoca que ese atomo ya no sea propenso al ataque nucleofilico del alcohol. A pesar de que esta
migracién de electrones trae la formacion de cargas, estas se anulan y la molécula sigue siendo neutra.

La pérdida de la carga parcial positiva que posee el C del carbonilo (&+), viene dada
por un efecto a “larga distancia” (resonancia) propia de las moléculas aromaticas y
extendida por el doble enlace de la cadena alifatica, el cual se encuentra conjugado a los
enlaces m del anillo. El oxigeno del grupo OH, grupo electrodonador, que se encuentra en
posicion para deslocaliza uno de sus dos pares de electrones libres hacia el anillo
bencénico, el cual redistribuye tanto sus enlaces dobles como aquellos que se encuentran
conjugados, es decir, hasta el O del carbonilo (A). Dicho movimiento electronico ocasiona
que el dipolo que genera el C=O0 se pierda y, por lo tanto, el C se poco propenso a sufrir un

ataque nucleofilico (B).

Asimismo, existe un factor que no ha sido considerado en los diversos trabajos que
se han realizado para intentar esterificar los AHC: la capacidad del grupo —OH del acido
carboxilico de ser sustituido por un grupo alcoxi o, como se le llamaria en la jerga de la
quimica organica, que tan bueno resulta como grupo saliente. El estudio de la reaccion de
esterificacion nos indica que los mejores grupos salientes son aquellos que como entidades
libres son mas estables, es decir, en términos de la teoria acido-base, que a menor fuerza
basica sera mas facil que la entidad sea sustituida por otra (Smith y March, 2001). Si
tomamos como ejemplo la reaccion de esterificacion segun la técnica de Fischer (la sintesis
quimica convencional de ésteres), en ella se emplea un acido fuerte como catalizador
(H,SO,, por ejemplo) para activar el hidroxilo de manera que se protone (-OH,"). Este

cation lo convierte en un buen grupo saliente ya que el agua es una base débil, ademas de
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que le confiere al C del carbonilo una mayor carga parcial positiva (ya que atrae con mayor
fuerza el par de electrones del enlace), que conlleva a una mayor propension al ataque

nucleofilico (Figura 18).

0O o)
Ay e Je min B e

R OH R 9H2+ R OR'

Figura 18. Mecanismo general de reaccion de esterificacion en medio acido.

Esto es lo que acarrea la sintesis quimica y no es el mismo mecanismo que se sigue
a nivel celular, por lo que el estudio de la biosintesis de estos compuestos in-vivo también
da pistas claras del porque estas reacciones resultan complicadas. Sin embargo, a pesar de
no ser exactamente igual, la quimica hecha por El Hombre siempre ha tratado de emular a
la naturaleza, por lo que existen varios puntos de convergencia. En la siguiente figura 19 se
presenta una ruta metabdlica en la que se esquematiza la formacion de los ésteres derivados

de los AHC.

Dentro del estudio de la biosintesis de derivados del acido cinamico, se ha
encontrado que esta clase de compuestos tienen como precursor comun a la fenilalanina y
siguen la ruta de los fenilpropanoides, habitual en casi todas las plantas. Ademas, esta
documentado que los AHC deben ser activados antes de que puedan sufrir reacciones de
derivatizacion hacia ésteres u otro tipo de moléculas (vainillina, por ejemplo) (Petersen y
Simmonds, 2003; Walton et al, 2003), que por lo mencionado lineas arriba guarda una
analogia con la sintesis quimica convencional de ésteres. En la mayoria de los casos se ha
descrito la formacion de un tioéster a través de la union de un acetil-CoA. Una via
propuesta a partir de la revision bibliografica realizada se presenta en la figura anterior,
tomando como moléculas base al 4acido cinamico (2) y al acido fertlico (3), a partir de la
fenilalanina (1). La tioacetilacion de (3) da como resultado la activacion de la molécula y
forma la feruloil-SCoA (4a); la adicion de una molécula de agua a la insaturacion (3) quita
la rigidez a la cadena y forma el acido 3(4’-hidroxi-3’-metoxi)fenil-2-hidroxipropanoico

(4b), que también da paso a una posible esterificacion; la formacion de (4c) activa la
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molécula de manera que sea propensa a una decarboxilacion y la consecuente formacion de

moléculas de alto valor comercial, como es la vainillina.

OH

X
2©/\)l\o'* — = X SCoA

OMe \
0 L 0O 0
T
4a SCoA 4b OH 4c SCoA
OH OH
HO HO HO
OMe OMe OMe
Esterificacion Decarboxilacion
(Vainillina)

Figura 19. Ruta sugerida de biosintesis de ésteres y otros compuestos derivados del acido cinamico y del
acido ferulico. La fenilalanina (1) sufre una eliminacion para formar el acido cinamico (2), el cual
puede seguir dos vias: la primera es que se active mediante la formaciéon de un tioéster, el cual puede
formar ésteres con diversas moléculas; la segunda, en varios pasos es adicionado con un grupo
hidroxilo y un grupo metoxilo para formar el acido ferulico (3). El acido ferulico puede seguir 3
caminos distintos, en dos de ellos puede llegar a formar ésteres a través de 2 intermediarios: feruloil-
CoA (4a) o acido 4-hidroxi-3-metoxifenil lactico (4b). Por otra parte puede ser decarboxilado el
derivado acetilado de (4b) para formar vainillina (Tomado de Walton et al, 2003).
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3.4 Perspectivas

De tal manera, haciendo un andlisis de los datos que se presentan en este proyecto vy,
particularmente, por los que se presentan en esta seccion (la forma en que los ésteres de
AHC son sintetizados in-vivo), se puede notar que para tener un rendimiento de reaccion
bueno in-vitro de los ésteres propuestos en este trabajo es necesario tomar en consideracion
diversos factores, entre los que podemos destacar: la naturaleza del donador de acilo;
buscar la forma de “activarlos” para hacerlos mas reactivos y mejorar la capacidad de
intercambio de un nucledfilo por otro, que a la vez crea otro problema en lo que se respecta
a regenerar los activadores; encontrar medios de reacciones en donde las enzimas tengan

actividad y donde los sustratos estén mas en contacto con el catalizador.

También es importante encontrar un método de separacion optimizado para tener los
productos de esterificacion con el acido lactico, de manera que se cuantifiquen y, por tanto,
se pueda apreciar la influencia del medio de reaccion y la actividad enzimatica. Ademas, si
bien uno de los objetivos principales al trabajar con AHC es su capacidad antioxidante, es
importante no pasar por alto que los derivados hidrogenados de estos también poseen
algunas propiedades interesante, tanto como precursores de otras moléculas como por ellas
mismas (secc. 3.2.1.1, pag. 49) y que la informacién acerca de las aplicaciones conocidas, y
de algunas nuevas, de estos compuestos (hidrogenados o no), fluye con cierta rapidez (por

ejemplo, Fuiza et al, 2004).

Teorizando un poco mas hacia las perspectivas a futuro, es posible también que los
avances en las cuestiones de ingenieria de proteinas o la mutagénesis dirigida, asi como los
progresos en los sistemas regeneradores de cofactores (activadores), sean herramientas que
ayuden a solucionar los problemas encontrados en la consecucion de este tipo de reacciones

y en particular con los acidos hidroxicinamicos.
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CONCLUSIONES

e Las esterasas Depol 640L y Depol 740D presentaron actividad hidrolitica sobre los
metil ésteres de los acidos cindmico (MCA) y feralico (MFA), mientras que las
Lipasas Novozyme 435 y Lipozyme solo hidrolizaron al MCA. Las demas enzimas

fueron descartadas.

e Los donadores de acilo que presentaron mejores rendimientos en las esterificaciones
con los alcoholes isopropanol y butanol, de mayor a menor porcentaje de
conversion, fueron: el que no poseia sustituyentes en el anillo ni insaturacion en la
cadena alifatica (dCA), seguido del sustrato que si tenia insaturacion (CA), luego el
donador que tenia sustituyentes en el anillo pero no insaturaciéon (dFA). El que

combinaba ambas caracteristicas resultd un mal sustrato (FA).

e En las reacciones de esterificacion con acido lactico se encontré que este puede

funcionar como nucledfilo en condiciones especiales.

e La lipasa Novozyme 435 demostr6 una mayor selectividad por los donadores de

acilo empleados que la Lipozyme.
e La presencia de una insaturacion en la cadena alifitica y/o de un sustituyente

electrodonador en el anillo aromatico de los AHC, son factores que alteran los

rendimientos en las reacciones de esterificacion con distintos nucleofilos.
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ESPECTROS SELECCIONADOS

Espectro de IR del acido cinamico (CA), tabla 10.

Espectro de EM del CA, tabla 11.
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ANEXO

Espectro de IR del isopropil cinamato (CAOPr), tabla 12.

Espectro de EM del CAOPr, tabla 13.
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ANEXO

Espectro de RMIN-"H del CAOPr, tabla 14.

Espectro de IR del butilcinamato (CAOBu), tabla 15.
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ANEXO

Espectro de EM del CAOBu, tabla 16.

'‘A), tabla 18.

Espectro de IR del acido ferulico
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ANEXO

ectros de EM y RMN-'H del FA, Tablas 19 y 20

Espectro de EM del isopropilferulato
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ANEXO

ectro de EM del butilferulato

Espectro de EM del hidroisopropilferulato (dFAOPr), tabla 24

Espectro de EM del hidrobutilferulato (IFAOBu), tabla 26
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vectro de RMN-"H del dFAOPr, tabla 25.

Espectro de RMIN-"H del dFAOBu, tabla 27.




ANEXO

Espectro de RMN-'H del éster lacticocinamico (CAOLac), tabla 29.
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