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RESUMEN

En el presente trabajo, se establecio la factibilidad de llevar a cabo la hidrdlisis
de las amidas de los capsaicinoides catalizada por la lipasa B de Candida
antarctica en el liquido ionico hexafluorofosfato de 1-butil, 3-metilimidazol

(lomim][PFs]) como medio.

La reaccion se llevé a cabo con la presentacion inmovilizada de la lipasa B de
Candida antarctica conocida comercialmente como NOVOZYME 435. La
concentracion inicial de amidas de capsaicinoides [CAP] que se utilizé fue de
1g/L. La relacion biocatalizador-sustrato empleada fue de 10gnovoass/Qcap. El
liquido i6nico utilizado como medio de reaccion fue [bmim][PFs] con 99% de
pureza. Las reacciones se llevaron a cabo a 25°C, 50°C y 70°C con el fin de
observar el efecto de la temperatura. Los efectos del contenido inicial de agua
del liquido iénico y la actividad acuosa del biocatalizador sobre el rendimiento de
la reaccion fueron estudiados. La conversion de sustrato a producto se cuantificé
al cabo de 72 horas por cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC). Con
esta técnica analitica se determino el decremento de sustratos (amidas de

capsaicinoides), asi como aparicion de producto de reaccion (vainilllamina).

La conversion maxima observada fue del 21.68% mol/mol con respecto a
capsaicina. Esta conversion se observé a 70°C, con una actividad acuosa inicial
del biocatalizador a,; = 0.953, y a condiciones de saturacion del [bmim][PFg] con
agua (Cu2o = 33.7% mol/mol). También se observéd que al aumentar el contenido
de agua del medio, aumenta la conversion. Se establecid que este efecto es
debido a una mejora en las propiedades de transporte del medio y no a un

efecto cinético.



CAPITULO 1. NTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Los colorantes naturales han cobrado gran importancia en la industria
debido a las restricciones que se han impuesto para el uso de pigmentos
sintéticos dirigidos al consumo humano, puesto que éstos han sido reconocidos,
en algunas instancias, como carcinogénicos (Lea, 1982; Crowley, 2003). Una
fuente importante de pigmentos rojos para la industria mexicana de colorantes
naturales es el chile guajillo (Santamaria et al., 2000). Los colorantes mas
abundantes en el chile guajillo son la capsantina y la capsorubina. Estos
colorantes se obtienen industrialmente por dos métodos: secando el chile y
pulverizandolo, produciendo lo que llamamos paprika, o llevando a cabo una
extraccion con disolventes organicos para producir una oleorresina rica en
pigmentos rojos (Jaren-Galan et al., 1999). Es evidente que el primer método
genera un producto con aplicaciones extremadamente limitadas. La oleorresina
obtenida con éste proceso tiene una gran variedad aplicaciones, por ejemplo, en
la industria de los alimentos como aditivo para mejorar el color de la carne de los
salmonidos (Ingle de la Mora, 2003), en la industria farmacéutica como agente
antioxidante y nutracéutico para una variedad de afecciones (Van den Berg et
al., 2000) y en la industria cosmética como colorante (Derera et al., 2005). Sin
embargo, un problema importante que presenta éste proceso de extraccion es,
precisamente, el uso de disolventes organicos. Aun cuando se lleve a cabo una
remocion exhaustiva del disolvente empleado, siempre quedan trazas, las cuales
son, en muchos casos, nocivas para el consumo humano (Jaren-Galan et al.,
1999). Para contrarrestar éste problema, se ha propuesto el uso de otros medios
para llevar a cabo la extraccion de los pigmentos. El medio que mas interés ha

generado a nivel investigacion es el diéxido de carbono en estado supercritico.



El CO,-SC es excelente para llevar a cabo la extraccidbn de pigmentos para
consumo humano gracias a que cuenta con excelentes propiedades de
transporte, es muy poco polar (lo cual es excelente considerando que los
pigmentos son altamente hidrofébicos) y las condiciones operativas para
obtenerlo son moderadas. Sin embargo, el uso de este medio para la extraccion
de pigmentos del chile guajillo acarrea un problema importante. Debido a la gran
difusividad con la que cuenta el CO,-SC, otros compuestos se ven arrastrados al
momento en el que extrae los pigmentos del chile guajillo (Jarén-Galan et al.,
1999). Entre los compuestos que se ven extraidos estan las amidas de los
capsaicinoides, en particular, la capsaicina y la dihidrocapsaicina. Esta familia de
compuestos son los responsables de la pungencia, o picor, del chile. El
problema es obvio: si la oleorresina resultante de la extraccion contiene amidas
de capsaicinoides, ésta es pungente; en consecuencia, las aplicaciones del
producto son limitadas. Debido a este problema, se ha propuesto la hidrélisis de
las amidas de los capsaicinoides en medios compatibles con el sistema de
extraccion con CO, en estado supercritico, y con los cuales se respeten los
lineamientos establecidos para productos de consumo humano. Con este fin, se
propuso probar el uso de liquidos i6nicos como medio para esta reaccion. Mas
especificamente, se ha propuesto el liquido ionico hexafluorofosfato de 1-buitil, 3-
metilimidazol ([bmim][PFg]) como medio para la hidrélisis enzimatica de las
amidas de los capsaicinoides ya que es un liquido i6nico bien tipificado y la
miscibilidad del CO; a altas presiones en él es muy alta (Blanchard et al., 2001).
La expectativa del uso de este liquido i6nico es proponer un sistema de
extraccion-reaccion (Blanchard et al., 1999; Lozano et al., 2003) con el cual se
extraigan los colorantes con el CO,-SC, éstos se arrastren al liquido en el cual
se encuentre el biocatalizador, se lleve a cabo la reaccion enzimética v,
finalmente, se obtenga una oleorresina libre de pungencia. La primera etapa
requerida para cumplir con éste objetivo es probar la factibilidad de la hidrdlisis
de las amidas de los capsaicinoides en el liquido i6nico [bmim][PFg] y establecer

las variables que controlan la reaccion.



1.2. Hipotesis

La reaccion de hidrdlisis de las amidas de los capsaicinoides en el liquido i6nico

[omim][PF6] presentara ventajas en comparacion con los medios organicos

previamente estudiados.

1.3. Objetivos

1.3.1. General

1.3.2.

Evaluar la capacidad del liquido iénico [bomim][PFs] como medio
para la reaccion de hidrdlisis de las amidas de los

capsaicinoides catalizada por lipasas comerciales.

Particulares

Establecer los niveles maximos de conversion cuando se utiliza

el liquido iénico [bmim][PFs] como medio.

Estudiar el efecto del contenido de agua del liquido i6nico y la
actividad acuosa (a,) del biocatalizador sobre la reaccion de

interés.

Establecer las variables de operacibn mas relevantes que
controlan la hidrélisis de las amidas de los capsaicinoides

cuando se utiliza [bmim][PFg] como medio.



CAPITULO2. ANTECEDENTES

1.1. Carotenoides

Los pigmentos naturales han desplazado a los colorantes sintéticos en la
industria de los alimentos debido a los problemas que éstos Ultimos presentan
para el consumo humano. Este fendmeno ha resultado en que la legislacion
tienda a eliminar los colorantes artificiales y sustituirlos por pigmentos naturales
(Lea, 1982; Crowley, 2003). Por ello, es necesario que se propongan procesos
rentables para la explotacion de dichos pigmentos. Una de las familias de
pigmentos naturales mas importante es la de los carotenoides. Los carotenoides
son increiblemente abundantes en la naturaleza. Se estima que se producen
100 millones de toneladas de carotenos en la naturaleza anualmente
(Rodriguez-Amaya, 1997).

Los carotenoides son la familia de moléculas que son responsables del
color amarillo, anaranjado y rojo de frutos, raices, flores, invertebrados y peces.
La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno lineal, simétrico de
40 carbonos, construido a partir de 8 unidades isoprenoides de 5 carbonos cada
una ordenada de tal manera que el orden se invierte al centro. Esta estructura
basica se puede encontrar modificada de varias maneras: hidrogenacion,
deshidrogenacion, ciclizacién, isomerizacion, funcionalizacion con oxigeno o la
combinacion de éstas. Se han aislado y caracterizado alrededor de 600
carotenoides naturales (Rodriguez-Amaya, 1997).

Los carotenoides cuentan con propiedades muy interesantes; por
ejemplo, su actividad como precursor de la vitamina A y su actividad
antioxidante. También se ha reportado que los carotenoides generan efectos
inmunomoduladores y tienen un papel en la morfogénesis y la diferenciaciéon
celular. Existen varios estudios en los cuales se ha observado un efecto positivo
del consumo de carotenoides en relacion a enfermedades cardiovasculares,

ciertos tipos de cancer y enfermedades oculares como las cataratas y la



degeneracion macular (Matsufuji et al., 1998). Cabe mencionar que la Luteina y
la Zeaxantina son los principales componentes del pigmento macular (van den
Berg, et al. 2000). Por dichos beneficios, se considera que los carotenoides son
sustancias nutracéuticas, (e.g. parte de un alimento, capaz de proporcionar
beneficios en la salud, incluidos la prevencion y el tratamiento de enfermedades
[Astiasaran y Martinez, 1999]).

En la industria mexicana de colorantes naturales, una fuente importante
de carotenoides es el chile guajillo (Capsicum annuum L.). Este chile se utiliza
para producir un pigmento de color rojo. Los carotenoides mas abundantes en el

chile guajillo son la capsorubina, la capsantina, la zeaxantina y el 3-caroteno.
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Figura 1. Principales carotenoides del chile guajillo

Los colorantes extraidos se comercializan secos (paprika) o como
componentes mayoritarios de la oleorresina resultante de su extraccion con
hexano. El contenido de pigmentos de la oleorresina depende de la variedad del
género Capsicum. El chile guajillo es la fuente mas recurrida para la obtencion
de estos compuestos en la industria de colorantes Mexicana debido a su
bajo contenido de capsaicinoides (Santamaria et al., 2000). Industrialmente, la
obtencion de los pigmentos se lleva a cabo mediante la extraccién con hexano.
A continuacion se presenta una descripcién esquemética del proceso industrial
utilizado para la extraccién de pigmentos del chile (Jarén-Galan et al., 1999;
Ausich y Sanders, 1997).
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Figura 2. Proceso industrial para la extracciéon de carotenoides del chile guajillo

Se debe hacer hincapié en el proceso de calentamiento posterior a la
extraccion. El calentamiento se da para retirar el excedente de disolvente que se
pudiera presentar en el producto. El problema que presenta dicho calentamiento
es que los carotenoides, en presencia de temperaturas moderadas y oxigeno,
tienden a oxidarse, lo cual resulta en una pérdida considerable de color y, en

consecuencia, de actividad (Jarén-Galan, 1999).
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1.2. Capsaicinoides

Las amidas de los capsaicinoides son los compuestos responsables de la
pungencia de los chiles (Garcia et al.,, 1995). Los capsaicinoides mas
abundantes en el chile guajillo son la capsaicina, la dihidrocapsaicina y la

nordihidrocapsaicina.
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Figura 3. Principales capsaicinoides del chile guajillo

Estos capsaicinoides se encuentran en proporciones variables
dependiendo de la variedad del género Capsicum; sin embargo, se trabajé con
una preparacion comercial cuya composicion se aproxima a 60% Capsaicina,

35% Dihidrocapsaicina y 5% Nordihidrocapsaicina.
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La capsaicina, el capsaicinoide mas comun, tiene propiedades
farmacologicas interesantes. Se ha observado que es un agente que previene
mutaciones y formacion de tumores (Surh et al., 1995) y estimula la secrecion de
acido gastrico. También se ha utilizado por sus propiedades como analgésico
tépico. A nivel molecular, el enlace que le confiere la propiedad de pungencia a
los capsaicinoides es el enlace amida (Winter et al., 1995). A pesar de estos
efectos positivos y contemplando el uso industrial de los colorantes derivados
del género Capsicum para la industria farmacéutica y de los alimentos, es
indeseable que existan capsaicinoides mezclados con los pigmentos por
razones obvias. Debido a esto, se ha propuesto llevar a cabo la hidrolisis
enzimatica de las amidas de los capsaicinoides con el fin de eliminar la
pungencia del producto final (Reyes-Duarte et al., 2000), pero al mismo tiempo
manteniendo las propiedades de los pigmentos.

o MG
i MGH:,
HD '-._" .|"Il H '::_:H — _l\‘_""-‘_ o
Capsalcin .
Mald
HD‘@ANH} + rluj\/\/\ﬁ\‘/':“:.
EI"'_E|
Yanlllylamlne E=-methyG-Irans-nonencic acid

Figura 4. Hidrélisis enzimatica de la capsaicina (Reyes-Duarte et al., 2000)

1.3. Lipasas

Las enzimas se han utilizado ampliamente en la industria para catalizar
reacciones quimicas. Ha surgido gran preferencia por éste tipo de catalizadores
debido a la gran variedad de ventajas que presentan. Las enzimas son

altamente enanitoselectivas y son altamente enantioespecificas. La

14



enantioselectividad, o estereoselectividad, se define como la formacion
preferencial de un estereoisémero sobre otro en una reaccion quimica (IUPAC,
2006). La enantioespecificidad, o estereoespecificidad se refiere a la preferencia
del catalizador para actuar sobre un estereoisomero sobre otro (IUPAC, 2006).
En la industria farmacéutica y de los alimentos, ambas caracteristicas son de
suma importancia, ya que se ha observado que ciertos estereoisdmeros
producen efectos adversos. Un ejemplo claro de esto es la Talidomida de los
afos cincuenta y sesenta. Este farmaco se recetd para la nausea tipica en
mujeres embarazadas y un estereoisémero producido por la sintesis quimica de
la Talidomida gener6 malformaciones en sus hijos. Por otro lado, las
propiedades opticas de los compuestos son funcidon de su isomeria. Si no se
cuida ésta propiedad de los pigmentos, los productos derivados pueden contar
con propiedades diferentes a las deseadas. Con el reciente uso de enzimas para
catalizar reacciones quimicas, éste tipo de efectos negativos puede ser evitado,

especialmente en la elaboracion de productos para consumo humano.

Las lipasas son enzimas que han cobrado gran interés por sus amplias
aplicaciones en la industria. Las lipasas son enzimas obtenidas principalmente
de bacterias, levaduras y hongos. Este tipo de enzimas tienen capacidad de
catalizar gran cantidad de reacciones relacionadas con la hidrolisis y formacién
de enlaces tipo éster. Ademas han probado ser muy activas en medios no-
acuosos del tipo de los disolventes organicos.

La levadura Candida antarctica produce dos lipasas denominadas A y B.
La lipasa A es poco especifica y mas termoestable que la lipasa B. Cuenta con
un peso molecular de 45kDa y un punto isoeléctrico (P)) de 7.5. La lipasa B de
Candida antarctica es una enzima altamente estereoespecifica para hidrdlisis y
sintesis organica, tiene un peso molecular de 33kDa y un P, = 6.0. Se utiliza en
la industria para sintesis de triglicéridos, transesterificaciones, preparacion de

enantiomeros, sintesis de glucolipidos, entre otros (Gandhi, 1997). La lipasa B

15



de Candida antarctica (CALB) se comercializa inmovilizada bajo el nombre

Novozyme 435 por la empresa Novozymes A/S de Dinamarca.

1.4. Liquidos lénicos

Los liquidos i6nicos son definidos como sales organicas que se
encuentran en estado liquido por debajo de los 100°C. Los liquidos iénicos se
conocen desde 1914; sin embargo, recientemente, se comenzd a probar su uso
en técnicas analiticas, electroquimica y como medio de reaccion.

Desde que Zaks y Klibanov descubrieron en 1983 que las enzimas
trabajaban en medios no acuosos, se han llevado a cabo gran cantidad de
reacciones catalizadas enzimaticamente en disolventes organicos. Muchas de
estas reacciones mostraron mejoras en comparacion a los medios en los que
tradicionalmente se llevaban a cabo. Una de las mayores ventajas al utilizar
disolventes organicos como medio para reacciones enzimaticas es la posibilidad
de disolver sustratos hidrofébicos en el medio para que la enzima lleve a cabo
su trabajo. A pesar de estas grandes ventajas, las desventajas de utilizar
disolventes organicos como medio de reaccion son evidentes. La gran mayoria
de disolventes organicos son altamente volatiles, son inflamables, son nocivos
para el medio ambiente y en ocasiones, la separacién de estos compuestos en
la industria farmacéutica dafia los productos finales (Nara et al., 2002). Debido a
este tipo de problemas, se han probado otros medios de reaccion. Entre los
medios que mas atencion han cobrado en los ultimos cinco afios se encuentran
los liquidos i6nicos.

Desde mediados de los afios noventa se han utilizado los liquidos i6nicos
en sintesis organica, en electroquimica y, en el afio 2000, se corrobor6 la
posibilidad de llevar a cabo reacciones enzimaticamente catalizadas en dichos
medios (Erbeldinger et al., 2000).
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En el afio 2000 también se propone a los liquidos i6nicos como
“disolventes verdes”, debido a que los liquidos iGnicos presentan presion de
vapor despreciable, no son inflamables, son muy poco reactivos, son altamente
reciclables y favorecen extracciones liquido-liquido (Seddon et al., 2000). Al
igual que los disolventes orgénicos, muchas de las reacciones catalizadas con
enzimas que se han llevado a cabo en liquidos iGnicos han presentado ventajas
como mayor selectividad por el sustrato, mayor enantioespecificidad, mayor
estereoespecificidad, y mayor estabilidad térmica de la enzima (De Diego et al.,
2005; Lozano et al., 2003; Kaar et al., 2003; Sheldon et al., 2002). En unisono
con estas ventajas, es propio mencionar la mayor ventaja con la que cuentan los
liquidos i6nicos. Se menciona en la literatura que los liquidos i6nicos son
“disolventes de disefiador” (Seddon et al., 2000) ya que sus capacidades para
disolver compuestos esta dada por su estructura molecular. Los liquidos idnicos
gue mas se han utlizado como alternativa a los disolventes organicos son

aguellos derivados a partir del anillo de imidazol.

/ﬂx'_/

\
[ oN] x-

R: CnH2n+1 X: BF4_, PFG_, A|2C|7_, (CF3802)2N_

Figura 5. Estructura basica de liquidos iénicos con el cation imidazol

Como se ilustra en la figura 5, n es el numero de carbonos en el sustituyente
alquilico en la posicion 1 del anillo de imidazol y X es un catién con carga
fuertemente deslocalizada. Si se considera que n puede tener valores de uno a
doce para que la sal resultante sea liquida y que aparte de los mostrados,
existen por lo menos diez aniones mas, esto resulta en una cantidad posible de

168 liquidos ionicos a partir exclusivamente del anillo de imidazol. Por otro lado,
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existen, por lo menos, otras cuatro estructuras fundamentales de cationes, que
son, alquilamonios, alquilfosfonios, alquilsulfonios, pirrolidonios y N-
alquilpirridinios. En la literatura, se habla de una cantidad posible tedrica de
liquidos ionicos del orden de los millones (Welton, 1999; Brennecke et al., 2001).
Esto contrasta con los 300 disolventes organicos mas utilizados en la industria
(Huddleston et al., 2001). Todos éstos liquidos iGnicos cuentan con capacidades
muy distintas y diferenciadas para disolver un gran nimero de compuestos. Se
ha reportado que la miscibilidad del liquido resultante con agua es mas
dependiente del cation, y la polaridad del liquido estd mas relacionada con el
sustituyente en el anillo imidazol. Por ejemplo, el anidn tetrafluoroborato hace
gue el liguido i6nico con n=4 sea totalmente miscible con agua y por otro lado,
su analogo, pero con el anion [PFg]” es solo parcialmente miscible con agua y
ambos tienen la capacidad de disolver compuestos con la misma polaridad
(Huddleston et al., 2001). Con la variablidad mostrada en el esquema anterior se
considera que los liguidos i6nicos son sintetizables en funcion de lo que se les
quiera disolver.

Es necesario mencionar que una gran desventaja que presentan estos
compuestos es su altisima viscosidad. Los liquidos idnicos mas comunes tienen
una viscosidad de por lo menos 100cP a 25°C (Harris y Wolf, 2005), lo cual nos
indica que habria posibles limitaciones en cuanto a transferencia de masa

durante la reaccion.

El liquido i6nico mas estudiado de esta familia es el Hexafluorofosfato de

1-butil-3-metil imidazol, o [bmim][PFs]. La estructura de este compuesto es:

- e

Figura 6. [bmim][PFs]

¢
lr 6\ | PFg

Kaad
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Se han reportado reacciones de alcohdlisis, amonidlisis, acilacion
enantioselectiva, politransesterificacion y perhidrolisis catalizadas con lipasa tipo
B de Candida antarctica en [bmim][PFs]. Generalmente, estas reacciones han
presentado rapideces comparables, o mejores que en disolventes organicos.
(Lozano et al., 2003; Kaar et al., 2003; Sheldon et al., 2002).

A pesar de ser el liquido i6énico mas estudiado, existe informacion limitada en
cuanto a sus propiedades como medio de reaccion. La informaciébn mas
relevante para éste trabajo es la referente a su viscosidad en funcion de
temperatura y contenido de agua. Seddon, et al. (2000) reportaron que la
viscosidad del [omim][PF¢] decrece exponencialmente en funcion de la fraccion

mol de agua que contiene segun la siguiente correlacion:
_XH20
77 — 778 . @ 0.19
en la cual 7s representa la viscosidad del [bmim][PFs] puro a 20°C y Xu20 €s la

fraccion mol de agua en el [bmim][PFg]. El coeficiente de correlacion con los
datos experimentales es de 0.97. La grafica correspondiente a ésta ecuacion se

muestra a continuacion.
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Figura 7. Viscosidad del [bmim][PFs] en funcién de la fraccion mol de agua

Por otro lado se reporta que la viscosidad del [bmim][PFs] decrece también

exponencialmente en funcion de la temperatura:
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Figura 8. Dependencia de la viscosidad (n) del [bmim][PFs] con temperatura

(Harris y Woolf, 2005).

21



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOLOGIA

1.1. Materiales

1.1.1. Equipo de Laboratorio

Se utiliz6 un HPLC de Hewlett Packard serie 1100 con bomba cuaternaria,

acoplado a un detector de arreglo de diodos (Palo Alto, CA, EUA).

Las columnas empleadas para HPLC fueron Waters Symmetry C18, con
diametro de particula de 3.5um, la primera con dimensiones de 4.6 x 150mm
y la segunda de 3.9 x 150mm (Waters Chromatography [Milford, MA, EUA]).

Un rotavapor BUCHI (Flawil, Suiza) se utiliz6 para el reciclaje del
[bmim][PFg].

Se utilizé6 un equipo Karl Fischer Mettler Toledo (Greifensee, Suiza) para

monitorear contenido de agua en las muestras mediante titulacion de yodo.

La liofilizadora utilizada para retirar el exceso de agua y disolventes para el
reciclaje del liquido ionico fue Heto FD1.0 de la empresa Heto-Holten A/S

(Alferod, Dinamarca).

El Laboratorio 313 del Edificio E de la Facultad de Quimica fue muy amable
al facilitarnos su Redmetro de Deformacion Controlada, modelo ARES RFSIII
de marca TA Instruments (New Castle, DE, EUA) para la determinacion de la

viscosidad del liquido iénico.
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1.1.2. Consumibles

La mezcla de capsaicinoides se compré de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA). La composicion de la mezcla se corrobor6 en un trabajo previo (Landa,
2005) y se estableci6 como 64.3% w/w de Capsaicina, 33.6% w/w de

Dihidrocapsaicina y 2.1% w/w de Nordihidrocapsaicina.

Los estandares de Capsaicina y Vainillilamina también se adquirié de Sigma-
Aldrich Co. El liquido i6nico [bmim][PFg¢] se obtuvo de Fluka Chemie GmbH
(Steinheim, Alemania) con pureza mayor al 96%.

El biocatalizador empleado fue la lipasa B de Candida antarctica aislada e
inmovilizada sobre una resina acrilica que se distribuye comercialmente con
el nombre de NOVOZYME 435. La actividad especifica reportada de éste
biocatalizador es de 10,000 PLU/g. La NOVOZYME 435 fue amablemente
facilitada por NOVO de México.

El disolvente empleado para el reciclaje del [bomim][PF¢] fue dietil éter 99.8%
puro de J.T. Baker (Mallinckrodt Baker Inc. [Phillipsburg, NJ, EUA]).

El disolvente utilizado para HPLC fue acetonitrilo grado HPLC de J.T. Baker
(Mallinckrodt Baker Inc. [Phillipsburg, NJ, EUA]).

Agua desionizada con el equipo purificador de agua SIMPLICITY de la
empresa Millipore Co. (Billerica, MA, EUA).
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1.2. Metodologia

Debido a que el uso de los liquidos ibnicos como medio de reacciones
catalizadas enzimaticamente es un campo de desarrollo reciente, las
metodologias empleadas fueron establecidas especificamente para el proyecto.
Estas pueden ser clasificadas en tres grupos principales: reciclaje del liquido

iGnico, preparacion de las reacciones y analisis de muestras.

1.2.1. Reciclaje del Liquido I6nico

Una de las ventajas mas importantes que presentan los liquidos ionicos
es su alto grado de reuso. EI método mas utilizado para el reciclaje de los
liquidos id6nicos es la extraccion liquido-liquido. Para aplicar éste método, se
debe buscar un disolvente que no sea miscible con el liquido, pero que tenga la
capacidad de disolver al compuesto que se desea transferir. La solubilidad de
los capsaicinoides en diferentes disolventes ha sido reportada. Los
capsaicinoides son solubles en etanol, metanol, acetona, acetonitrilo, dietil éter,
éter de petréleo y benceno (Santamaria et al., 2000). La siguiente tabla muestra
la miscibilidad de ciertos disolventes orgénicos en el liquido i6nico [bmim][PFe].
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Disolvente Constante Miscipilidad en
Dieléctrica <g> [bmim][PFe]
Agua 80.1 Inmiscible
Carbonato de propileno 64.4 Miscible
Metanol 33.0 Miscible
Acetonitrilo 26.6 Miscible
Etanol 24.3 Miscible
Acetona 20.7 Miscible
Cloruro de metileno 8.93 Miscible
Tetrahidrofurano 7.58 Miscible
Dietil éter 4.34 Inmiscible
Tricloroetileno 3.39 Inmiscible
Disulfuro de carbono 2.64 Inmiscible
Tolueno 2.38 Inmiscible
Hexano 1.90 Inmiscible

Tabla 1. Miscibilidad del [bmim][PF6] con diferentes disolventes organicos a T=25°C

Debido a la disponibilidad de disolventes en el laboratorio, y haciendo las
consideraciones adecuadas con la informacion presentada anteriormente, se

eligid al dietil éter como disolvente para llevar a cabo el reciclaje del [omim][PFe].

Para establecer la metodologia, se disolvidé la mezcla de capsaicinoides
en el liquido ionico y se llevaron a cabo extracciones liquido-liquido con éter. Al
cabo de cada extraccion, se analizo tanto el extracto como el liquido iGnico por
HPLC con el fin de determinar su contenido de capsaicinoides. Se determind
gque al cabo de cinco extracciones consecutivas, se remueven casi en su

totalidad los capsaicinoides del liquido iénico.

El reciclaje del liquido i6nico, en este caso, consiste en llevar a cabo
cinco extracciones liquido-liquido en un embudo de separacion de 250mL.
Posteriormente, y con el fin de purificar el liquido i6nico después de la
extraccion, se disuelve en acetona y se lleva al rotavapor en donde se deja

destilando a presién reducida a 70°C durante dos horas. Al cabo de este paso,
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se lleva el liquido a la liofilizadora, en la cual se evapora, por presién reducida, el

excedente de acetona, aguay éter.

1.2.2. Preparacion de Reacciones

La metodologia final desarrollada en este trabajo para la preparacion de
reacciones fue simple y consistié en pesar 10mg de capsaicinoides en un reactor
de vidrio enchaquetado de 50mL. Posteriormente, se agregaron 13.7g (10mL) de
[obmim][PFg] al reactor y se afadio el agua necesaria para alcanzar la actividad

acuosa deseada con base en la isoterma mostrada en la figura 9.

2.5

-
-, (0} n

o
o

Contenido de Agua (%ow/w)

0 1 1 1 i
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Actividad acuosa (ay)
Figura 1. %w/w H,0 vs. a,, para [bmim][PF¢] (Berberich et al., 2003)
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Finalmente, se agreg0 al reactor una bolsa de material poroso la cual contenia
100mg de biocatalizador (con a, previamente ajustada por incubacion en
camara con solucion salina sobresaturada) y el agitador magnético como se
muestra en la figura 10. La temperatura se controlé6 mediante la circulacion de
agua a temperatura constante por la chaqueta del reactor y la agitacion se llevo

a cabo mediante una parrilla magnética.

Biocatalizador

Agitador magnético
Figura 2. Preparacion del biocatalizador para reaccion

En laimagen A, se observa el agitador magnético y el biocatalizador dentro de la bolsa

porosa sin enrollar. En la imagen B, se observa el paquete enrollado.

27



1.2.3. Técnica Cromatografica

La metodologia para analizar amidas de capsaicinoides mediante HPLC
se reportd en trabajos previos (Hoffman et al.,, 1983; Minguez-Mosquera y
Hornero-Méndez, 1993). Sin embargo, dicha metodologia tuvo que ser
modificada dada la presencia del [bmim][PFg]. Con el fin de separar con mayor
definicion al liquido iénico del producto de la reaccion, se programo al equipo de
tal forma que hubiera un gradiente de polaridad de los disolventes. Mas
especificamente, la separacion cromatografica comienza con una composiciéon
de fase mévil de 70% v/iv de agua, 30% v/v de acetonitrilo. Con esta
composicion, se ven separados el liquido i6nico de la vainillilamina. A partir del
minuto 5 de inyeccion, la composicién de fase mévil cambia inmediatamente a
70% v/v de acetonitrilo y 30% v/v de agua. Con esta composicién, se separan
las amidas de los capsaicinoides. La deteccion de los compuestos se llevd a

cabo con el detector de arreglo de diodos ajustado para leer a 280nm.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y ANALISIS

1.1. Analisis de muestras

En las figuras 11 y 12 se presentan cromatogramas representativos. El
primer cromatograma corresponde a la técnica original para cuantificar
capsaicinoides establecida en el trabajo (Hoffman et al.,, 1983; Minguez-
Mosquera y Hornero-Méndez, 1993). El segundo cromatograma corresponde a
la adaptacion de la técnica anterior que se establecié con el fin de separar el

producto de reaccién (vainillilamina) del liquido ionico.
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DAD1 A, Sig=280,20 Ref=500,100 (IOSCANN13100504.D)

1.685

1.136
4.396

I I I I I I I !
0 1 2 3 4 5 6 min

Figura 1. Cromatograma de Capsaicinoides

El pico a 2.790min corresponde a Capsaicina, el pico a 3.395min corresponde a Dihidrocapsaicina y el pico a
4.396min corresponde a Nordihidrocapsaicina. No se presenta un pico para vainillilamina.
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DAD1 A, Sig=280,20 Ref=500,100 (IOSCANN15020602.D)
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Figura 2. Cromatograma con separacion de Vainillilamina

En la figura 12 se presenta un cromatograma que corresponde a la técnica modificada para cuantificacién de
Capsaicinoides y Vainilllamina. El pico que se observa a tiempo de retencion de 2.339min corresponde a

Vainillilamina.

31



DADL A, Sig=280,20 Ref=500,100 (IDSCANN15020602.D)

mAU - 2
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350
300
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Vainillilamina

2.109

2 3 4 5 6 min

Figura 3. Detalle del cromatograma con separacion de Vainillilamina

En la figura 13 se muestra un detalle del cromatograma anterior en el cual se observa la separacion adecuada de la

Vainillilamina.
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La identificaciébn del pico, cuyo tiempo de retencion es 2.330min, como
vainillilamina fue gracias al detector de arreglo de diodos con el cual es posible
detectar el espectro del compuesto correspondiente al pico. A continuacién se
compara el espectro del pico cuyo t.=2.339min con aquel del estandar de

Vainilllamina. Se observa que ambos espectros son practicamente idénticos.

DAD1, 1.329 (1771 mAU, - ) of 28090502.D DADI1, 11.929 (2059 mAU, - ) of 15020602.D
mAU mAU
1400 A .
1200 1500
1000 1250
800 1000
600 ] 750
400 - 500 -
200 2507
0 E
200 250 300 350 400 450 nm 200 250 300 350 400 450 nm

Figura 4. Espectros observados con el DAD
El espectro A corresponde al estandar de vainillilamina y el B corresponde al pico con
te:=2.339min

La cuantificacion de reactivos y productos se llevé a cabo mediante la
elaboracién de curvas patrén. Estas se hicieron para capsaicina y vainillilamina.

A continuacion se presentan ambas curvas.
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Figura 5. Curva Patrén de Vainillilamina
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Figura 6. Curva Patron de Capsaicina
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1.2. Variacion del contenido de agua

Los resultados que se presentaran a continuacion son a concentracion

inicial de sustrato [CAP]o = 1mg/mL de mezcla de capsaicinoides, a T=70°C,

tiempo total de reaccidén de 72 horas y 10mgnovoasss/mL. Se varié el contenido de

agua del liquido iénico para cada reaccion. La relacion de diferentes contenidos

de agua se presenta a continuacion.

Reaccion | %p20( ™Yol ) Yor20( " ) Yor20('% ) aw Tedrica (@ 25°C)
R1 2.370 0.151 0.207 0.1
R2 2.370 0.151 0.207 0.1
R3 1.154 0.073 0.100 0.05
R4 14.025 1.01 1.372 0.65
RS 17.166 1.274 1.737 0.675
R6 33.695 3.066 4.172 >1.0%
R7 7.292 0.487 0.666 0.5
R8 7.292 0.487 0.666 0.5
R9 25.110 2.045 2.780 =1.0

R10 33.860 3.088 4.182 10"
Control 33.860 3.088 4.182 >1.0%

Tabla 1. Relacién %mol/mol, %wt/wt y %V/V de agua en [bmim][PF¢]

*NOTA: Estos valores exceden la saturacion del [bmim][PFs] con agua, sin

embargo, debido a que la temperatura de reaccién es mayor a 25°C y que la

solubilidad de agua en el [bmim][PF¢] aumenta con la temperatura, sigue

existiendo una sola fase.
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Para las condiciones de temperatura, relacién biocatalizador/sustrato,
concentracion inicial de sustrato y tiempo de reaccion se mantuvieron los
reportados previamente para disolventes organicos (Reyes-Duarte et al., 2000).
Cada reaccion reportada se llevo a cabo por duplicado. Como control se empleé
enzima inactivada, es decir, la NOVO435 se esterilizé en autoclave a 120°C

durante dos horas. Los resultados se presentan en la figura 17.
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Figura 7. Conversion de Capsaicinoides
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En la figura 17 se observa una tendencia clara. A mayor contenido de
agua del liquido i6nico, mayor conversion observada. Esto se puede deber a dos
efectos. Ya que el agua es sustrato de la reaccion, es posible que su
concentracion tenga un efecto positivo sobre la conversion. Por otro lado, el
agua abate de forma exponencial la viscosidad del liquido iénico, de tal forma
gue la presencia de agua podria favorecer el mezclado y el contacto de

sustratos con el catalizador.

1.3. Variacion de viscosidad modificando contenido de
agua y temperatura

La siguiente tabla presenta los resultados observados en reacciones que
se llevaron a cabo para determinar el efecto de la temperatura y el contenido de

agua sobre la conversion observada.

awnovo | [H2O]pmimjers) | TemMperatura T— Conversion
(Y%omol/mol) (°C) (cP) Promedio (%)
R7 0.015 7.29 25 272.4 1.485
R8 0.015 7.29 50 78.66 3.935
R9 0.964 25.11 25 94.01 3.520
R10 | 0.959 33.8 50 35.27 13.310

Tabla 2. Variacion de la conversion en funcion de la viscosidad

Como se menciond anteriormente, la viscosidad del liquido i6nico decrece
de forma exponencial en funcién del contenido de agua y también de la
temperatura. En la tabla 3 se presenta la viscosidad medida del [bmim][PFg].
Claramente se observa que a menor viscosidad del medio de reaccion, mayor

conversion por las razones expuestas.
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1.4. Calculos

Con el fin de corroborar que la reaccion esté limitada por la transferencia
de materia, se llevaron a cabo una serie de calculos simples con los cuales es
posible inferir que, en efecto, existe dicha limitacion. El calculo consiste en el
balance de materia con el cual se determina la cantidad de agua requerida para

una hidrélisis de amidas de capsaicinoides del 100%.

e Para calcular la cantidad teorica de agua requerida para hidrolizar el 100%

de la mezcla de capsaicinoides:

V-C-x[".]  1mol,,,

P.M 1mol [=lmolc

*Capsaicinoide Capsaicinoide

e Para Capsaicina:

0.01L-19/-0.643  1mol,,,,
305.41 %ol 1mOICAPSAICINA

= 2.1054x10"°mol, ,,

e Para Dihidrocapsaicina:

0.01L-19{-0.336 1mol, ,,
30741%0I 1mOIDIHIDROCAPSAICINA

=1.093x107°mol,, ,,
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e Para Nordihidrocapsaicina:

0.01L 1% -0.021 1mol,,
29341%0| 1mOINORDIHIDROCAPSAICINA

=7.1572x10""mol,, ,,

e Se suman las tres cantidades y se convierten a peso de agua:

2.1054x107° +1.093x107° +7.1572x107" =3.27x107°mol,, ,,

18000mg,,o
Imol,, ,,

3.27x10°mol,,,, - =0.5886mg,, .

Para la concentracion inicial de mezcla de capsaicinoides que se utilizé en todas
las reacciones, serian necesarios 0.5886mgu.0. Utilizando los datos reportados
en la Tabla 2 (pagina 34 de esta tesis), se conoce que cuando existe un

contenido de agua de 2.37% (™)) de agua, en 10mL de medio de reaccién

existen aproximadamente 20mgy.o Yy utilizando el concepto de actividad acuosa,
gue en este caso es 0.1, existen aproximadamente 2mg de agua libres en el
medio de reaccion. A comparaciéon del dato calculado anteriormente se observa
gue existe un exceso del 75% de agua en el medio de reacciéon. Con el fin de
establecer si existe una limitante de transferencia de materia, se llevara a cabo
la comparaciéon entre las reacciones cuyas contenidos de agua fueron

17.17% ™,y 33.69% ™), y a los cuales correspondieron conversiones de

capsaicina del 17.32% y 21.68% respectivamente. En la reaccién con contenido

inicial de agua del 17.17% ™/, existen aproximadamente 117mg de agua
disponible. En la reaccién con contenido inicial de agua del 33.69% ¥/, existen

alrededor de 417mg de agua disponible para reaccion. En el primer caso, hay
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casi 200 veces mas agua de la requerida para alcanzar una conversion de
amidas de capsaicinoides del 100%. En el segundo caso, el exceso es de 700
veces mas agua de la requerida. Considerando que las reacciones catalizadas

enziméaticamente siguen una cinética de saturacion de la forma:

VMAX '[Hzo]
K +[H,0O]

V([H:0]) =

cuando [H,0]>> K, se puede despreciar el término Ks y en consecuencia, la

rapidez de reaccion se hace independiente de la concentracion del sustrato.

Considerando que a 17.17% ™/, de agua ya ocurre que [H,0]>> K , no

deberia aumentar la rapidez de hidrdlisis de capsaicinoides cuando se aumenta
el contenido de agua. Sin embargo, se observa un incremento en la hidrolisis de
capsaicina de alrededor del 5%. Esto implica que el efecto del contenido de
agua no es cinético y, en consecuencia, debe estar relacionado con la
disminucién de la viscosidad del liquido i6nico, o bien, en una mejora en las

propiedades de transporte de materia del medio de reaccion.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se observo que la hidrdlisis enziméatica de las amidas de los capsaicinoides

ocurre en el liquido iénico [bmim][PFs] como medio.

Se encontré que la hidrdlisis enzimatica de las amidas de los capsaicinoides
presenta ventajas en comparacion de los medios utilizados previamente. Las
ventajas principales asociadas con el uso de liquidos idnicos son su ausencia de

volatilidad y su alto grado de reuso.

Fue posible cuantificar la conversion de amidas de capsaicinoides a

vainillilamina mediante cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC).

Se observ6 que un mayor contenido de agua en el medio de reaccion y una
mayor actividad acuosa del biocatalizador promueven la conversion de la
hidrolisis enzimética de las amidas de los capsaicinoides cuando se utiliza

[bmim][PFs] como medio.

Se observo que el incremento en temperatura también promueve los niveles

de conversion de capsaicinoides a vainillilamina.

Se probo6 que el liquido i6nico cuenta con propiedades de transferencia de
materia limitadas por las cuales no se obtuvieron rendimientos comparables con
los medios de reaccion previamente utilizados para ésta reaccion. En particular,
la viscosidad del liquido i6nico fue el factor limitante para el rendimiento. Se
observé que a pesar del decremento en viscosidad del liquido observado con
aumento de temperatura y/o de contenido de agua, éste decremento no es
suficiente para eliminar los problemas de transferencia de materia asociados con

viscosidad. Se propone utilizar un co-solvente inerte para la reaccion que sea
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capaz de eliminar los problemas de viscosidad del [bmim][PFs]. Un candidato
idoneo para éste propadsito es el CO, en estado supercritico ya que éste es muy
soluble en el liquido i6nico, cuenta con propiedades de transporte de materia
favorables y cumple con los requisitos para llevar a un proceso extraccion-
reaccion que opere en forma simultanea.
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