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RESUMEN

RESUMEN

El acido ferulico es el &cido hidroxicinamico mas abundante en la naturaleza,
se ha demostrado que tiene varias propiedades de relevancia para las
industrias farmacéutica y alimenticia; la mas conocida de sus propiedades es
Su capacidad antioxidante.

A pesar de sus multiples y benéficas propiedades, el &cido feralico es un acido
hidrofilico, esto limita su uso en sistemas a base de grasas y aceites, por lo
tanto restringe su uso en alimentos. Para disminuir esta problemética existen
principalmente dos alternativas: la esterificacion del acido ferdlico y la

esterificacion de los dimeros de acido ferulico.

En este trabajo se propuso la obtencion de algunos de estos compuestos
sintetizando, primero por via quimica, el ester etilico del acido ferdlico,
posteriormente se transesterificd, por via enzimatica utilizando la lipasa de C.
antarctica, el etil ferulato para obtener los ésteres propilico, butilico y decilico
del &cido ferulico. En otra etapa del trabajo se sintetiz6, también por via
enzimatica usando peroxidasas, el dimero esterificado del acido ferdlico
identificado como el 8 — 5 dietil diferulato. Una vez que se obtuvo este producto
se procedi6 a transesterificar, por via enzimatica utilizando lipasas, los ésteres

propilico, butilico y decilico del dimero del &cido ferdlico.

Los porcentajes de transformacion de etil ferulato que se obtuvieron fueron:
75.57% con propanol a 45°C; 93.04% con propanol a 60°C; 54.02% con
butanol a 45°C; 88.75% con butanol a 60°C; 86.03% con decanol a 45°C y
95.10% con decanol a 60°C.

Sin embargo, los resultados obtenidos para la transesterificaciéon de dietil
diferulato fueron menores: 50.84% para propanol a 45°C; 35.49% para
propanol a 60°C; 82.45% para butanol a 45°C; 1.96% para butanol a 60°C;
33.22% para decanol a 45°C y 0.5% para decanol a 60°C.

Se puede concluir que el método de transesterificacion es una buena
alternativa para obtener ésteres del acido ferulico y de sus dimeros.
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INTRODUCCION

El acido ferulico es un acido hidroxicinamico de gran importancia; se encuentra
naturalmente en el trigo, el arroz y el maiz, ya sea en forma libre, esterificada o
dimerizada. A pesar de su abundancia, su extraccion no es del todo facil, por lo
que se han probado diversos métodos tanto quimicos como enzimaticos para
lograr extraer la mayor cantidad posible.

Diferentes trabajos se han llevado a cabo para estudiar los distintos usos y
aplicaciones del acido ferulico; por sus propiedades es utilizado, desde hace
tiempo, como ingrediente para proteger alimentos de la degradacion,
principalmente la que se da por causa de reacciones oxidativas. Entre sus
aplicaciones para la salud se ha encontrado que ayuda a contrarrestar el
cancer, enfermedades cardiovasculares y puede inhibir los rayos UV, vy

comercialmente se encuentra como ingrediente en lociones fotoprotectoras.

En la actualidad se realizan diversas investigaciones sobre el acido ferulico, en
varias de ellas se estudian métodos de modificacién de este acido, ya que se
sabe que tanto los ésteres como los dimeros de &cido ferulico pueden
potencializar sus propiedades.

Los antecedentes de este trabajo se ubican en textos ya publicados, en los
que se reportan sintesis de ésteres de acido ferulico con rendimientos muy
bajos, todos por via enzimatica; por otra parte, también se han sintetizado
dimeros de &cido ferulico.

El propdsito de este trabajo es buscar la sintesis principalmente por via
enzimatica de diferentes ésteres de acido ferulico. Posteriormente la sintesis,
de igual forma por via enzimatica, de un dimero esterificado de acido ferulico y

a continuacion incursionar en la transesterificacién del mismo.

En otros trabajos ya publicados se reportan sintesis de ésteres de acido
feralico con rendimientos muy bajos, todos también por via enzimatica; por otra

parte, se han sintetizado también dimeros de acido ferulico; sin embargo la
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esterificacién o transesterificacion de los dimeros de acido ferulico es algo que
aun no se ha reportado.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Obtener el éster etilico de acido ferulico y su dimero esterificado para
transesterificar ambos compuestos utilizando como alcoholes receptores
propanol, 1 — butanol y n — decanol y como catalizador la lipasa de
Candida antarctica.

Objetivos particulares:

Obtener el acido ferulico a partir de nejayote de maiz.

Preparar el éster etilico del acido ferulico por via quimica.
Transesterificar el éster etilico de acido ferulico con propanol, butanol y
decanol.

Obtener el extracto crudo de la peroxidasa de nopal.

Dimerizar el éster etilico del acido ferulico con peroxidasas de nopal y de
rabano.

Transesterificar el dimero esterificado del acido ferulico con propanol,
butanol y decanol.

Cuantificar los resultados de las reacciones de transesterificacion del
éster etilico del acido ferulico y del dimero esterificado del acido ferulico

por cromatografia de gases.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1 Compuestos polifendlicos

Existe un gran y diverso grupo de compuestos quimicos producidos por las
plantas, los cuales incluyen a los alcaloides, antraquinonas, antocianinas,
flavonoides, hidroxicinamatos, saponinas y terpenos; estos compuestos tienen
un papel importante en las industrias de cosméticos, perfumeria, colorantes y
alimenticia. Las plantas los producen como metabolitos secundarios, que no
son esenciales para el crecimiento de la planta y por ello se originan en
pequenas cantidades; generalmente, se acumulan en tejidos especializados,
esto hace dificil su extraccion y posterior purificacién. Algunos de estos
compuestos tienen estructuras complicadas o exhiben quiralidad. Esto a veces

dificulta su sintesis.

Se sabe que los flavonoides y los hidroxicinamatos son compuestos con una
elevada actividad antioxidante que pueden favorecer a la salud y también
utilizarse para preservar alimentos. Algunos ejemplos de flavonoides son las
quercetinas y las catequinas. Los acidos hidroxicinamicos y sus derivados
como los &cidos ferulico, caféico, sinapico y cumarico son ejemplos de

derivados de hidroxicinamatos.
Los flavonoides y los hidroxicinamatos son  compuestos polifendlicos

sintetizados por las plantas como defensa contra diferentes tipos de ataques,

por ejemplo la invasion de microorganismos y las plagas de insectos.

c OH O ~

R1 R2 | R3
Galangina H H H
Kampferol H OH
Quercetina | OH | OH | H
Miricetina OH | OH | OH

Figura 1. Ejemplos de flavonoides. a
estructura general de los flavonoides; b

flavonoles, las posiciones de glicosilacion estan
indicadas con flechas; ¢ flavonoles: epicatequina

y epigalocatequina (R1 = OH). La posicién de

galoilacién esta sefialada con la flecha.
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Los acidos hidroxicinamicos son un grupo de compuestos encontrados
ampliamente en plantas y semillas, conocidos principalmente por su funcién

antioxidante.
Los principales &acidos hidroxicindmicos son:

Acido caféico (Acido (3-3, 4 dihidroxifenil) — propendico): Se encuentra
principalmente conjugado en forma de acido clorogénico. El &cido caféico tiene
actividad antioxidante, propiedades anti inflamatorias y anti carcinogénicas. Se

halla ampliamente distribuido en frutas y verduras, maiz, avena y arroz.

O OH
=
Figura 2. Acido caféico.
H OH
OH

Acido cumarico (Acido 3(-4-hidroxifenil)-2-propenéico: Se encuentra en formas
orto, meta y para, de las cuales la ultima es la mas abundante. Se sabe que
puede prevenir el cancer de estdbmago al reducir la formacién de nitrosaminas.

Esté presente en forma abundante en tomates, zanahoria y principalmente ajo.

O OH
=
Figura 3. Acido cumarico
H H
OH

Acido fertlico (Acido 3-(4 — hidroxi — 3 — metoxi — fenil) 2 — propenéico): El mas

abundante de los acidos hidroxicinamicos, se encuentra en las paredes

6
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celulares. Sus principales fuentes son el maiz y el trigo, se puede encontrar en
el nejayote, residuo de la nixtamalizacion del maiz, en importantes cantidades.

O OH
=
Figura 4. Acido ferulico
H OMe
OH

1.2 Acido Ferulico.
1.2.1 Historia

En 1866 Hlasiwetz y Barth en Innsbrucx, Austria, aislaron acido protocatecuico
y resorcinol de la resina comercial de una planta conocida como Ferula foetida;
al mismo tiempo, obtuvieron un precipitado ligeramente amarillo después de la
adicion de plomo divalente a una solucién alcoholica de la resina, luego de que
la sal de plomo fue lavada con alcohol y reconstituido el &cido libre, se
determiné su composicion como CioH1004, o nombraron acido ferdlico (Graf,
1992)

Poca investigacion al respecto se realizd sobre este recién descubierto acido
durante los siguientes 60 afnos; en 1925 fue sintetizado quimicamente por la
condensaciéon de vainillina con acido malénico catalizada con amina. Los
isbmeros cis y trans fueron separados en 1957 y la estereoquimica del &cido
ferdlico fue revelada por RMN de carbono-13 y confirmada por cristalografia de

rayos X en 1988.
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1.2.2 Sintesis

Para su sintesis quimica se utilizé la condensacién de Knoevenagel, en 1932
se demostr6 que el &cido maldnico se condensaba muy facilmente con
aldehidos aromaticos y alifaticos en presencia de pequefias cantidades de
piridina y piperpiridina. La condensacion del acido mal6nico con vainilla en
presencia de quinolina a 80°C por 8 horas produce &acido ferulico con un
rendimiento tedrico de 50.3%. Vorsatz mejoré este rendimiento a 73% llevando
a cabo la condensacién a temperatura ambiente por 3 semanas. Otra via de
sintesis es la condensacién de Perkin de vainillina con anhidrido acético; donde
éstos, mas acetato de sodio anhidro, son calentados por 5 horas a 150 —
170°C. La reaccion se detiene con agua fria, el precipitado filtrado, extraido con
éter y recristalizado de agua caliente.

1.2.3 Propiedades fisicas

Acido Fertlico es el nombre comun del &cido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-
propenoico. Aislado de plantas generalmente existe como el isomero trans; las
agujas ortorrombicas de este isbmero pueden ser cristalizadas de agua
caliente. Su masa molecular es de 194 y su punto de fusién de 174°C; es
soluble en etanol, acetato de etilo y agua caliente; moderadamente soluble en

éter y ligeramente soluble en benceno y éter de petréleo.

Es un fuerte acido dibasico; la disociacion del primer protén produce el anion
carboxilato, la del segundo protén genera el anién fenolato. El isémero trans
absorbe fuertemente en el UV a una longitud de onda de 248 nm y 307 nm en

solucién acuosa pH=6; también exhibe una fuerte fluorescencia.

1.2.4 Fuentes

Se encuentra presente en maiz, arroz, trigo, avena, sorgo, forraje, café tostado,
tomate, esparragos, olivos, moras, chicharos, frutos citricos y hojas, en las

semillas generalmente se halla en la fraccion de la fibra. En sus fuentes
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naturales es dificil encontrarlo en forma libre, generalmente se encuentra como
ésteres, covalentemente conjugado con mono y disacaridos, polisacaridos de la
pared celular, glicoproteinas, lignina, betacianinas y otros carbohidratos y
biopolimeros insolubles de la pared celular. Ha sido identificado también como
una fraccion lipidica. Los esteril ferulatos han sido aislados de maiz, trigo,

centeno y triticale.

Figura 5. Algunas fuentes de acido ferulico: maiz, arroz, trigo, avena, sorgo y café

Es uno de los principales compuestos polifendlicos en el maiz, éste puede

encontrarse en forma de dimeros, ésteres o dimeros esterificados.

1.2.5 Métodos de extraccion

El &acido ferdlico puede extraerse de diferentes maneras, las mas conocidas
son mediante el uso de resinas de absorcién o por medio de hidrélisis alcalina,
utilizando mas comunmente NaOH a concentraciones de 0.5 a 2.0 N y tiempos
de hidrdlisis de 6 a 1 0 2 horas respectivamente, sin embargo se debe ser muy
cuidadoso con el tratamiento, ya que condiciones muy suaves pueden no
separar del todo el &cido ferulico de los componentes de la pared celular, pero
condiciones muy severas pueden oxidarlo. Algunos autores sugieren el uso de

NaHSO; para prevenir la oxidacién del acido ferulico.
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Es posible también extraer el &cido ferulico utilizando medios enzimaticos, usar

esterasas es el método mas comun.

1.2.6 Biosintesis

Este acido se deriva del acido p-cumarico a través de la hidroxilacién seguida
de la metilacion con metionina actuando como el donador de metilo. Las
siguientes reacciones de oxidacion y metilacion dan lugar a un adicional di- y
trihidroxi cinamato que se convierte en el material inicial en la formacion de la
lignina. La degradacion oxidativa del acido ferulico conduce a vainillina y
guayacol (Graf, 1992).

1.2.7 Funcion biolégica

Se han propuesto diversos roles fisiologicos para el acido ferulico; en las
cadenas de pentosas, arabinoxilanos y hemicelulosas en la pared celular, lo
cual incrementa la extensibilidad de la pared durante la elongacion celular. En
pastos, el acido ferulico acetila la cadena primaria Cs — OH de las fracciones a
— L — arabinosil de los arabinoxilanos; en algunas dicotiledéneas el acido
ferdlico estd ligado a las pectinas. También se piensa que tiene un rol
defensivo en contra de los depredadores naturales de las plantas, protegiendo
por ejemplo al maiz de la infestacion del gorgojo. Otro de sus papeles es
promover la liberacidén reductiva del ion ferritina, lo cual representa un proceso
importante en el metabolismo de los minerales; sin embargo, el mayor rol

fisioldgico parece ser su actividad antioxidante.

1.2.8 Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante del &cido ferulico deriva en su mayoria de su
habilidad de estabilizar a los radicales, también puede actuar como

antioxidante, ya que disminuye los efectos de la radiacién UV (Graf, 1992).
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Cualquier radical que se encuentre cercano al acido ferulico, facilmente atrae
un atomo de hidrégeno para formar un radical fenoxi, el cual esta altamente
estabilizado por resonancia, dado que el electron sin par puede localizarse en
toda la molécula; una estabilizacion extra proviene de la conjugacién en la

cadena lateral insaturada.

Por su elevado grado de insaturacion conjugada, el acido ferulico también
absorbe fuertemente la radiacién UV, que inicia la formacion del radical fenoxi
que conduce a la isomerizacién cis-trans, esta absorcion UV ha demostrado

inhibir otras reacciones de radicales libres.

1.3 Aplicaciones del acido ferulico

1.3.1 Aplicaciones en alimentos

El acido ferulico ha sido usado desde 1975 en Japdn para proteger naranjas de
ataques microbiano, y asi evitar que se pudran y prevenir la auto oxidacién del
aceite de linaza (Graf, 1992); desde entonces, se ha utilizado para estabilizar el
aceite de soya. Un derivado sintético, el tocoferol ferulato, ha demostrado
tener incluso mejores propiedades antioxidantes que el mismo acido ferdulico.
Mezclas de acido ferulico y aminoacidos o acido ferulico y di péptidos (como
gliciglicina o alanialanina) tienen un efecto sinérgico en la inhibicién de la

oxidacién del acido linoleico. Es materia prima para la obtencion de vainillina.

Puede inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras. El acido ferulico,
en la naturaleza mantiene unidos los polisacaridos de la pared celular, por eso
es usado para mejorar las propiedades de las biopeliculas de proteina. Se ha
reportado también que una concentracion de 5.5 mmol/L mejora marcadamente
la estabilidad de la leche a 140°C. Por ser un potente antioxidante, se cree que
estimula la hormona de la secrecién, por lo que podria tener aplicaciones en

alimentos para deportistas (Ou, Kwok, 2004).
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Un grupo de ésteres de acido ferulico forman el y - orizanol, llamado asi por ser
un aceite que se extrae de la fibra del arroz (Oryza sativa). Las altas
propiedades antioxidantes de este aceite han sido ampliamente reconocidas.
Diversos estudios han mostrado varios roles fisiolégicos relacionados al y —
orizanol. Se incluyen su habilidad para reducir el colesterol en el plasma,
aminorar la absorcién del mismo, disminuir la ateroesclerosis temprana, inhibir

la agregacion de plaquetas e incrementar la excrecién de bilis fecal acida.
X
0
0
MeO
HO

MeO

HO

Figura 6. Principales alcoholes triterpénicos presentes en el y — orizanol; cicloartenil ferulato y 24 —
metilencicloartenil ferulato (Graf, 1992)

El y— orizanol puede refinarse para aislarse del aceite de arroz; sin embargo, el
aceite de arroz ya tiene sus aplicaciones en alimentos, por ejemplo, exhibe
excelente desempeno en el freido y contribuye a dar un mejor sabor a la
comida frita, puede ser almacenado porque es muy estable; puede adicionarse
a la margarina por su facilidad de formar enlaces que permiten la cristalizacién,
también, por su contenido de acido palmitico, consiente un buen balance entre

la plasticidad, la cremosidad y untabilidad.
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Sin embargo, a pesar de sus multiples beneficios, el acido ferulico no es
compatible con algunos sistemas alimentarios, por ejemplo, los que son a base
de grasas y aceites, ya que es hidrofilico. Para su uso en bases de grasas y
aceites, necesita aplicarse de una manera modificada, por ejemplo, en forma
esterificada.

1.3.2 Obtencion de vainillina a partir de acido ferdlico

A partir de este acido se puede obtener la vainillina, que es un aditivo muy
importante para impartir aroma y sabor, por bioconversion, lo cual convierte a la
vainillina en un aditivo natural, caracteristica muy valorada en estos dias. La
sintesis de vainillina a partir de acido ferulico se lleva a cabo utilizando cultivos
de hongos filamentosos, por ejemplo el Pycnoprus cinnabarinus, que convierte
el acido ferulico a vainillina a través de la reduccién de la cadena de &acido
propendico via p — oxidacién que da como resultado el acido vainillico, para
posteriormente reducir este a vainillina. Aspergillus niger puede solamente
llegar hasta la conversion de acido feralico en acido vainillico, ya que carece de
las enzimas necesarias para llegar hasta vainillina. Otros hongos que pueden
convertir el &cido ferulico a vainillina son: Polyporus versicolor y Fomes
fomentarius. E. Coli, es una bacteria que logra convertir el acido ferulico en
vainillina, ésta en 4&cido vainillico y éste en &cido protocatecuico.
Cornybacterium glutamicum produce una mezcla de vainillina (10 — 15% de
rendimiento) y &cido vainillico a partir del acido ferulico. Se ha encontrado
también que la conversion de acido ferdlico a vainillina utlizando C.
glutamicum, Aspergillus niger y Pseudomonas putida tiende a incrementarse
anadiendo compuestos sulfhidrilo al medio, aunque el mecanismo de esta

transformacién aun no es claro (Sindhu, T Emilia, 2004).

CHO

Figura 7. Vainillina

OMe
OH
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1.3.3 Aplicaciones en farmacia

Otras aplicaciones del acido ferulico son las terapéuticas, se ha comprobado
que tiene propiedades que pueden ayudar a combatir los efectos de los
padecimientos relacionados con el estrés oxidativo, como el Alzheimer,
diabetes, cancer, ateroesclerosis e hipertensién; también se piensa que posee
caracteristicas contra enfermedades inflamatorias. Por su excelente absorcién
de la radiacién UV, ya es usado como ingrediente en las lociones foto

protectoras (Faulds, Clarke, Williamson).

Se ha sugerido que el acido ferulico sea usado como estimulante para la
movilidad del esperma en tratamientos de fertilidad o durante la fertilizacion in
vitro, este efecto estimulante se debe, al parecer, a la habilidad del acido
ferdlico de limpiar los compuestos reactivos al oxigeno que oxidan las
membranas lipidicas de las células de los espermatozoides e impartirles

movilidad (Faulds, Clarke, Williamson).

En 1997 otro estudio demostrd que el derivado de acido ferulico O — tocoferol —
succinil — O — etil ferulato reduce la replicacién del virus del VIH, HIV — | en

células infectadas in vitro en un 80%.

Los efectos preventivos y terapéuticos del &cido ferulico son dependientes de
sus concentraciones fisiolégicas, que estan dadas por sus propiedades

farmacocinéticas (absorcion, metabolismo, distribucion y eliminacion).

1.4 Dimeros de acido ferulico

El acido ferulico puede encontrarse en plantas en su forma de dimeros. El
primero en ser identificado fue el acido 5,5 — diferulico (5,5 — DiFA). Fue
aislado de la pared celular de pasto por saponificacion, después se demostro
que enlaza arabinoxilanos en bamboo; este enlace provee un mecanismo
bioguimico para controlar las propiedades mecéanicas de la pared celular, ya

14
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sea al final de o después de la fase de extensién. El alto contenido de acido
ferulico en las paredes celulares de tallos de plantas también se ha asociado

con una reduccion de la facilidad de digestion de tejido en rumiantes.

Se sabe ahora que los dihidrodimeros de &acido ferdlico estan presentes en
mayor cantidad y que contribuyen mucho mas al enlazamiento de la pared

celular de lo que se pensaba.

Los dimeros de &cido ferulico pueden entrelazar diferentes cadenas de

polisacaridos y en algunos casos, polisacaridos con lignina.

En plantas han sido identificados mayoritariamente los dimeros 8 - O — 4 —
DiFA, 8 — 5 — benzofuran- DiFA, 5 -5 - DiFA, 8 -8 —aryl - DiFAy el 8 -8 —
DiFA; siendo el primero generalmente el mas abundante. In vitro, el primero en
ser sintetizado fue el 8 — 5 — benzofuran- DiFA utilizando el sistema
biomimético de peroxidasa — perdxido de hidrégeno, sin embargo, usando
algun tipo de control se pueden producir dimeros regio especificos. Los
dimeros de acido ferulico en las plantas también se encuentran en su forma
esterificada; el enlace de los polisacaridos de la pared celular, lo cual puede
influenciar el comportamiento fisicoquimico de la fibra dietética y sus
propiedades fisiolégicas, por ejemplo, tamano, fermentabilidad y capacidad de

absorcioén.
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Figura 8. Ejemplos de dimeros de &cido ferllico; a 8 - 5 — diFA; b 8 — 5 — benzofurano — diFA; ¢ 8
—0O-4-diFA;d5-5—-diFA; e 8 —8 — aril — diFA; e 8 — 8 diFA
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1.4.1 Sintesis de dimeros de acido ferulico

La formacién de los dimeros de acido ferulico tiene dos vias; la primera es el
acoplamiento oxidativo que puede ser llevado a cabo por varios sistemas,
como el de peroxidasa — peréxido de hidrégeno o el de polifenol oxidasa
(incluidas las lacasas). El otro mecanismo es una ciclo adicién foto inducida
entre los carbonos de etileno de dos acidos fendlicos conduciendo a la
formacion de dimeros de tipo de ciclobutano como los acidos truxilico y

truxinico (Larsen, Andreasen, Christensen, 2001)

Se sabe, por ejemplo, que el uso de sales cuaternarias de amonio o
surfactantes amino N — oxido pueden controlar la fotodimerizacién de acidos
cindmicos; estos surfactantes forman micelas en soluciones acuosas con la
parte i6nica en la superficie del agua, en presencia de estos agregados, los
acidos carboxilicos se organizan alrededor de ellas con la parte acida hacia

adentro (Larsen, Andreasen, Christensen, 2001).

De este modo, se sintetizaron en diferentes condiciones algunos dimeros de
acido ferulico, obteniéndolos en diversos rendimientos, concluyendo que la
dimerizacion de los &cidos hidroxicinamicos en general depende tanto de la
naturaleza geométrica como de la electronica de un agente controlado, pero el
uso de compuestos surfactantes parece ser un forma de sintesis de dimeros

sOlo a escala preparativa.

1.4.2 Funcion bioldgica de los dimeros de acido ferulico

Es posible que los dimeros de &cido ferulico tengan un papel importante al
proteger al maiz de que se pudra la mazorca por el hongo conocido como
Fusarium graminearum Schwabe, que es muy grave en los campos de maiz
porque éste produce micotoxinas como tricétesenos y zearalenona, que
afectan la calidad del grano y representan un riesgo a la salud humana. El

acido ferulico es el compuesto polifendlico mas abundante en el maiz.
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Asi también, se sabe que los dimeros de &cido ferulico son factores de
resistencia contra varios insectos, evitando la penetracion inicial y contra la

propagacion (Bily, Rerd, et. al., 2003).

Las paredes celulares de las plantas pueden estar expuestas a cambios
extremos de pH que llegan a romper ciertos enlaces dentro de la misma pared
celular. Un tratamiento alcalino, por ejemplo, puede romper el enlace éster que
liga la pared celular a los acidos fendlicos; un tratamiento acido rompe los
enlaces glicosidicos y solubiliza los azucares, pero deja los enlaces éster
intactos. Ambos tratamientos requieren altas concentraciones de acido o base
y puede haber otras modificaciones no deseadas en la pared celular, lo cual
hace de la hidrélisis enzimatica un mejor método, sin embargo; existe la
posibilidad de utilizar residuos industriales de procesos que usaron
tratamientos alcalinos como fuente de obtencion de &cidos fendlicos,

particularmente de acido ferulico.

1.4.3 Mecanismo de formacion de dimeros de acido fertlico

El mecanismo mas importante para el enlace de los polisacéaridos en la pared
celular es la dehidrodimerizacién de los ferulatos via acoplamiento radical; sin
embargo, por la via de la sapoificacion no han podido obtenerse los dimeros
esterificados. Por hidrolisis enzimatica se consiguieron 5 — 5 — diferuloil
oligosacaridos; siendo esto la primera evidencia estructural de que la
dimerizacion de ferulatos da como resultado unidades de azlcares enlazadas
para formar los polisacaridos de la pared celular, pero no prueba como tal el
enlace intramolecular entre dos cadenas diferentes de polisacaridos. También
ha podido aislarse el éster diarabinosil del acido 8 — O — 4 — dihidroferulico,
que es también un dihidroferulato ligado a sacaridos; la existencia de este éster
si puede probar que los dihidroferulatos pueden actuar como agentes
enlazadores intramoleculares en la pared celular (Allerdings, Ralph, et. al.,
2004)
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El enlace intramolecular tiene efectos muy importantes en la estructura de la
pared celular, influenciando las propiedades fisicoquimicas y fisiologicas de la

fibra de los cereales en general.

1.5 Esteres de acido fertlico

Por la baja solubilidad de los acidos fendlicos en medios hidrofobicos, las
aplicaciones de los mismos se ve limitada en productos cosméticos y sistemas
alimenticios cuya base sea oleosa. La hidrofobicidad de estos compuestos
puede aumentarse por esterificacion del grupo funcional carboxilo con un
alcohol para obtener una molécula anfifilica que mantenga las propiedades de
la original (potencial antioxidante principalmente).

El ahora éster fendlico se podria acumular en una interface aceite — agua o
agua — aceite donde ocurre la oxidacién incrementando la proteccién del aceite

0 sistema oleoso.

1.5.1 Sintesis de ésteres fenodlicos

La sintesis de ésteres fendlicos se puede lograr por via quimica o enzimatica.
La sintesis quimica es complicada debido a lo facil que los acidos fendlicos se
oxidan en medios alcalinos; ademas, la reaccién quimica no es selectiva lo cual
generalmente lleva a reacciones secundarias no deseadas, involucran muchas
etapas intermedias y generan productos de desecho extra en la purificacion del
producto deseado. Las reacciones enzimaticas, en cambio, se pueden llevar a
cabo en condiciones de temperatura y pH menos severas, se minimizan las
etapas intermedias y por lo tanto la obtencién de productos secundarios son
especificas, las enzimas tienen una amplia variedad de sustratos que pueden
utilizar, hay pocos pasos de purificacion, por lo tanto generan menor cantidad
de residuos y ocasiona que este tipo de reacciones sean amigables con el

medio ambiente.
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El acido acético se ha esterificado con alcoholes monoterpénicos como
geraniol y citronelol utilizando la lipasa de Candida antarctica; el é&cido
propidnico se ha esterificado con etanol usando la lipasa de Candida
cyclindraceae; los ésteres de &cidos butiricos con geraniol, n — butanol y
glicidol se sintetizaron recurriendo a lipasas de M. mieheiy pancreas de cerdo.
La lipasa de Pseudomonas cepacia se ha utilizado para sintetizar los ésteres
de acido oléico con azucares; por transesterificacion se han formado ésteres de

citronelol y geraniol a partir de triacil glicerol.

También se han obtenido octil ésteres del &cido hidroxicinamico y del p —
hidroxi acido hidroxicinamico utilizando las lipasas de C. antarctica, Rhizomucor
miehei, Candida rugosay Liposima (Priya, Chadha, 2002).

Los derivados hidrofdbicos del &cido ferulico, los alquil ferulatos, tienen una
actividad antioxidante mas grande que el acido ferulico en la prevencién de la
oxidacién del acido linoléico en un sistema voluminoso (Yoshida, Kimura, et.
al., 2006)

La reaccion de esterificacion del acido ferulico con algun sustrato alcohélico da
un rendimiento muy bajo debido a que el acido ferdlico tiene una conjugacion

de un grupo carboxilo con una regién no carboxilica que es muy voluminosa.

Algunas maneras de aumentar el rendimiento de estas reacciones son: utilizar
alcoholes lineales con cadenas de hasta 12 carbonos que son liquidos a
temperatura ambiente, ya que la misma condensacién del sustrato es una
manera de acelerar la reaccién por la alta concentracion de sustrato. Otra
manera es aumentar la temperatura de la reaccion, pero altas temperaturas

pueden desnaturalizar la enzima.

Los resultados de esterificacion de acido ferulico que se han reportado hasta el
momento, todos con diferentes condiciones de temperatura, alcohol, tiempo y
enzima, muestran rendimientos diversos, que van desde el 11 hasta el 60 % de
rendimiento, dependiendo por supuesto de las condiciones.
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Tabla 1. Resultados de esterificaciones de acido ferulico (Figueroa —

Espinoza, Villenueve, 2005)

Referencia

Condiciones

Alcohol

Rendimiento
(%)

Guyot et al.

Acido fertlico 100 mg
Alcohol 7.5 ml

Lipasa (2.5 % p/p segun
la mezcla de reaccién)
60°C

15 dias

n - butanol

Trazas

Stamatis et al.

Acido feralico (50 — 500
mg)

Alcohol 5 ml

Lipasa 150 mg

50°C

12 dias

1 — octanol con
C. antarctica o

R. miehei

11030

Compton et al.

Acido ferulico 0.1 M
Alcohol 0.1 M

Disolvente 2 - metil — 2
propanol 5 ml

Lipasa 100 mg

60°C en atmosfera de
nitrégeno

13 dias

1 - octanol

14

Giuliani et al.

Acido fertlico 220 mM
Alcohol 9 ml

CTAB
(100mM)/hexano/pentano
(0.86 M) micro emulsion
agua en aceite

Berilio esterase 135 ni
40°C, pH 6.0

n - pentano

60
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8 h

Topakas etal. | F. oxysporum feruloil | 1 - propanol 16
esterasa

Microemulsién n -
hexano / 1 — propanol /
agua (47.2:50.8:2.0 v/v/iv)
30°C

224 h (9.33 dias)

Se ha observado que el efecto inhibidor de la lipasa que provoca los
sustituyentes electrodonadores conjugados con grupos carboxilos en derivados
hidroxilados del acido cinamico es fuerte, pero si la cadena lateral es saturada,

no se observa inhibicién y la esterificacion puede llevarse a cabo.

1.6 Lipasas

Uno de los objetivos de este trabajo fue la sintesis de ésteres de acido ferulico
y de ésteres de un dimero de &cido ferdlico, para ello se empled la lipasa de
Candida antarctica, a continuacion se describen aspectos generales de las

lipasas.

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los triglicéridos en acidos grasos y
glicerol; actualmente, juegan un papel muy importante en biotecnologia en las
industrias alimenticias y de produccion de combustibles, también se usan para
producir intermediarios quirales. Como las esterasas y proteasas, pueden
hidrolizar y formar ésteres a partir de acidos carboxilicos; sin embargo, su
mecanismo molecular es diferente de las otras dos, lo cual le da a las lipasas

propiedades Unicas.

La principal diferencia entre las lipasas y las esterasas es la interaccion
fisicoguimica con sus sustratos. Las esterasas muestran una cinética regular,
es decir, de tipo Michaelis — Menten donde a mayor cantidad de sustrato se
incrementa la actividad; las lipasas en cambio, exponen casi nada de actividad
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mientras el sustrato esté disuelto en un estado monomérico. Cuando la
concentracién de sustrato aumenta gradualmente, hasta llegar mas alla de su
limite de solubilidad formando una segunda fase (lipofilica), ocurre un
incremento considerable en la actividad de la enzima.

El que las lipasas no hidrolicen sustratos antes de una concentracién critica
(que se conoce como Concentracion micelar critica, CMC), pero muestren una

gran actividad pasada ésta es conocida como “activacion interfacial”.
Esterase

activity
A

saturation

Y

substrate concentration [S]

Figura 9. Esquema de la cinética Michaelis - Menten para una enzima comun (izquierda) y esquema de
la cinética de una lipasa (derecha)

insoluble

soluble

|
|
I
I
|
I
1
I
I
1
I
I
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1
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CMC
substrate concentration [S]
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Enz aqueous phase

Figura 10. Activacion interfacial de una lipasa

Esto ocurre porque al cambiar la fase sucede un re arreglo con la enzima. Una
lipasa libremente disuelta en ausencia de una interfase acuosa/lipidica se
mantiene en estado inactivo porque una parte de la misma enzima cubre el sitio
activo; cuando la enzima hace contacto con la interfase de un sistema bifasico
agua — aceite una pequena o — hélice es “desdoblada”; esto abre el sitio activo

de la lipasa, provocando el re arreglo a su estado activo.

Por este fendbmeno, las hidrdlisis catalizadas con lipasas deben llevarse a cabo
en un medio bifasico, para lo cual es suficiente utilizar el sustrato sélo a altas
concentraciones para que el sustrato mismo constituya la segunda fase |,
puede ser disuelto en un disolvente organico inmiscible en agua como hexano,

éter de petréleo o algun disolvente aromatico.

Por la presencia de una interfase, los parametros fisicos que influencian la
transferencia de masa del sustrato y el producto entre la fase acuosa y la fase
organica, tales como la agitacion del sistema, tienen gran importancia en la

accién de las lipasas.

Los triacil gliceroles son usados como sustratos estandar para la determinacion
de la actividad de lipasa, para las esterasas, el p — nitrofenil acetato es el
estandar comun. La adicién de solventes organicos inmiscibles en agua en
reacciones catalizadas por lipasas es una técnica muy util para mejorar
actividades cataliticas. Por otro lado, los disolventes orgénicos solubles en

agua son mas usados en reacciones catalizadas por esterasas.
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Por su capacidad para hidrolizar ésteres ademas de glicéridos, las lipasas son
muy Uutiles en sintesis organica; algunas lipasas también aceptan tioésteres
como sustratos. Al contrario de las esterasas, las lipasas se han usado para la
resolucidbn de mezclas racémicas. Dado que sus sustratos naturales son
ésteres de un alcohol quiral (glicerol) con un &cido aquiral, se puede esperar
que las lipasas sean mas utiles para hidrolizar ésteres de alcoholes quirales
que para hidrolizar ésteres de acidos quirales. Aunque esta suposicion es cierta
para la mayoria de los sustratos, algunas lipasas, aunque muy pocas, también

muestran alta selectividad para reconocer la quiralidad de una fraccién acida.

Algunas de las reglas generales para la interaccion con el sustrato son:

e Las lipasas prefieren una localizacion mas cercana al centro quiral.

e Necesitan un atomo de hidrogeno en el atomo de carbono localizado
junto al centro quiral o proquiral.

e La fraccion acida R3 de un sustrato de lipasa tipo lll debe ser una
cadena lineal de al menos 3 o 4 unidades de carbono para asegurar una
alta lipofilicidad del sustrato. Al mismo tiempo que los sustratos de
cadena larga como los oleatos son mejores para una reaccién rapida,
causan problemas operacionales como el alto punto de ebullicion del
sustrato y que facilitan la formacion de espumas y emulsiones durante la
extraccion del producto. Por ello, generalmente se usan n — butanoatos,
ya que éstos son de cadena lo suficientemente corta para manejarlos
faciimente y lo adecuadamente largas para una gran velocidad de

reaccion.

e El hecho de que la mayoria de las lipasas muestren la misma
preferencia estereoquimica por ésteres de alcoholes secundarios se
conoce como la “Regla de Kazlauskas”. Esto es, asumiendo que el
orden de secuencia de de los sustituyentes R1 y R2 es largo > mediano,
el eniantomero preferiblemente aceptado tiene la configuracion — ® del

centro alcohdlico.
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Muchas proteasas y la esterasa de higado de cerdo tienen una
preferencia estereoquimica opuesta a la de las lipasas. Esto es porque
la “triada catalitica” de las lipasas y proteasas (donde se conoce la
estructura por rayos X) frecuentemente se encuentra en una orientacién
opuesta. El resultado estereoquimico de una hidrdlisis asimétrica puede

ser directa eligiendo una hidrolasa de diferente clase.

Los sustratos de tipo IV representan la estructura general de un niumero
mas pequeno de ésteres que pueden ser hidrolizados por lipasas.
Cuando se usan lipasas para sustratos de tipo 1V, la fraccién alcohdlica
R3 debe consistir preferentemente en una larga cadena lineal de alcohol
como el n — butanol. Para ésteres de tipo IV la preferencia
estereoquimica es frecuentemente (S), pero son menos predecibles que

sustratos de tipo Il

0
R1 >~R3 R1 O
s "

R2
H H O—R3
Tipo Il Tipo IV
@)

st\o | R,O 7 ’
FO Yo

Figura 11. Sustratos tipo de una lipasa. Eneantomero preferido: “Regla de Kazlauskas”
se asume la regla de la secuencia largo > mediano. R1, R2 = alquil, aril; R3 = n— C3H7
0 mas larga

Una amplia variedad de lipasas son producidas por bacterias u hongos y son

excretadas como enzimas extracelulares, por ello, la produccién a gran escala

es sencilla. La mayoria de estas enzimas son producidas en dos isoformas,

26



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

generalmente conocidas como A y B. Ambas estdn muy relacionadas y
usualmente muestran la misma eneanto preferencia; sin embargo, las minimas
diferencias que existen entre ambas isoformas conllevan ciertas diferencias en

eneanto selectividad.

Las lipasas crudas grado técnico generalmente contienen ambas isoformas,
con excepcion de la lipasa de Candida antarctica, cuyas isoformas puras se

han producido utilizando ingenieria genética.

Voluminoso Pequefio

» <
> <

v
A

Lipasa de Aspergillus niger Lipasa de Candida antarctica Lipasa de Pseudomonas sp. °

A
v
A
v

Lipasa de Candida rugosa ° Lipasa de Mucor sp. ®

A
v

Lipasa de Humicola lanuginosa ©

Figura 12. Ejemplos de lipasas y el tamafio de sustratos que aceptan. ® Isoenzima B es usada mas
frecuentemente; ° las siguientes lipasas estan en esta categoria: Pseudomonas cepacia, P. fluorescens, P.
fragi, Chromobacterium viscosum; © formalmente clasificada como C. cylindracea; ¢ Mucor miehei
(Rhizomucor mighei), M. javanicus (Rh. Javanicus); ® Idéntica a Thermomyces lanuginosus

1.6.1 Lipasas de Candida sp.
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Las lipasas crudas que forman este grupo provienen de Candida lipolytica,
Candida antarctica (CAL) y C. rugosa (CRL); esta ultima se ha usado
frecuentemente para la resolucion de ésteres de alcoholes secundarios y
también para la resolucion de carboxilatos o — sustituidos. Las preparaciones
de CRL de diferentes fuentes comerciales que contienen arriba del 16% de
proteina difieren un poco en actividad, aunque su selectividad es muy parecida.

Como esta lipasa puede acomodar ésteres relativamente voluminosos en su
sitio activo, es la lipasa elegida para la hidrélisis selectiva de ésteres que
provengan de alcoholes ciclicos secundarios.

La lipasa de Candida rugosa ocasionalmente muestra una moderada
selectividad en ésteres carboxilicos o — sustituidos, puede atribuirse a la
presencia de ambas isoformas en preparaciones crudas. Ambas formas
consiguen separarse por cromatografia con Sephadex y se sabe que poseen
una  estereoselectividad idéntica  cualitativamente, pero  diferente

cuantitativamente.

La lipasa mas versatil para biotransformaciones preparativas se obtiene de la
levadura Candida antarctica (CAL). Como su nombre lo indica, fue aislada en la
Antartica con otras enzimas de propiedades extremas que fueron utilizadas en

formulaciones de detergentes.

Este microorganismo produce las isoformas A y B, que difieren de la siguiente
manera: la fraccién A es dependiente de Ca®* y mas termoestable, mientras
que la lipasa B es menos termotolerante e independiente de los metales.

Para fines preparativos, las diferencias son ain mas importantes, ya que varia
la especificidad que tienen para el sustrato. La lipasa A es altamente activa de
manera no especifica, mostrando una preferencia por el grupo éster sn ~2y no

es muy Util para ésteres simples no naturales.
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Ambas isoformas se han producido puras por clonacion y sobre expresién en
Aspergillus oryzae como organismo huésped.

La lipasa de Candida antarctica es una proteina excepcionalmente grande que
se desactiva a 50 — 60°C y también muestra incrementar su resistencia en
contacto con disolventes organicos. A diferencia de otras enzimas, ésta parece
ser un tanto “rigida” y no muestra un efecto pronunciado de activacién
interfacial, lo que la hace un intermedio entre esterasa y lipasa. Esta puede ser
muy bien la razén por la cual su selectividad logra ser predicha por modelos
computacionales. También, con la adicion de co — disolventes organicos
miscibles en agua como el t — butanol o la acetona se puede mejorar la

selectividad.

Todas estas propiedades convierten a la lipasa de Candida antarctica en la

enzima favorita tanto en la hidrélisis como en la sintesis de ésteres.

Aunque la mayoria de las enzimas utilizadas en procesos industriales
provienen de microorganismos, también se debe considerar que las lipasas
pueden obtenerse de las plantas. Estas lipasas se encuentran en semillas
oleosas y en cereales; en la mayoria de los casos, la actividad enzimética esta
presente en la etapa de pos — germinacién. Las lipasas de semillas oleosas
frecuentemente tienen tiposelectividad mas alla de los acidos grasos
dominantes en la misma semilla de la planta. Algunas lipasas también se han
hallado en la fraccion de fibra del arroz y en trigo.

Las lipasas de plantas parecen muy atractivas dado su bajo costo, facil
purificacion y el que estan ampliamente disponibles en fuentes naturales sin
requerir tecnologia genética para producirlas. Sin embargo, también es cierto
que la cantidad en la que se encuentran dentro de sus fuentes naturales es
muy baja lo cual representa una desventaja para su uso extensivo o a nivel

industrial.
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Una manera de contrarrestar esa desventaja es enfocarse en la investigacion
de nuevas fuentes de lipasas de plantas y el desarrollo de nuevas aplicaciones
en materiales de desecho que provengan de procedimientos industriales que
aun conserven sus propiedades, como la actividad lipolitica.

1.6.2 Reacciones de esterificacion

Todas las reacciones de sintesis donde se forme agua, tales como la formacion
de ésteres a partir de alcoholes y acidos carboxilicos, tienen problemas
fisicoquimicos; esto porque el disolvente lipofilico no puede disolver el agua
que se produce gradualmente formando una fase acuosa que finalmente
separa a la enzima del sustrato por una interface polar; esta interfase es dificil
que sea penetrada por las moléculas lipofilicas de sustrato/producto. Entonces,
la reaccion ya no se lleva a cabo de igual manera e incluso puede terminar

antes de alcanzar el nivel de conversiéon deseado.

Dos técnicas pueden utilizarse para disminuir este problema:

e Remover el agua que se forma en el sistema, ya sea por destilacién
azeotropica, evaporacién, adicion de malla molecular como desecador o
sales inorgéanicas.

e Evitar la formacién de agua empleando un paso de transferencia de

acilo, en vez de una esterificacién como tal.

Algunos de estos métodos tienen sus desventajas, por ejemplo, la evaporacién
puede utilizarse siempre y cuando el punto de ebullicién del alcohol y el acido
sean mayores al del agua. Por otro lado la recuperacién de la enzima, a partir
de los disolventes organicos, se puede volver problematica en presencia de
sales inorganicas o malla molecular.

Las trans o interesterificaciones no producen agua durante la reaccion, por lo
que la actividad acuosa se mantiene constante a lo largo de toda la reaccién, lo
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cual ocasiona que la actividad de la enzima permanezca constante. Entonces,
la actividad acuosa debe ajustarse sélo al comienzo de la reaccion. La
desventaja de estas reacciones es que son generalmente reversibles; pero

pueden aplicarse estrategias para mantener el equilibrio de la reaccion:

e Exceso de donador de acilo; pero esto puede ser caro y no siempre

compatible con la idea de mantener la enzima en su mas alta actividad.

e Otra solucién, y quiz4 mejor aun, es usar donadores de acilo especiales

que aseguren un tipo de reaccién mas irreversible.

La reversibilidad de las reacciones de transesterificacién es causada por la
nucleofilicidad del nucledfilo atacante (Nu1) y la del grupo del donador de acilo
(Nu2), y ambos completan el intermediario enzima — acilo tanto en la reaccién
de avance y en la de reversa. Si la nucleofilicidad del grupo saliente Nu2 es
disminuida, por ejemplo, por la introduccion de un sustituyente que atraiga
electrones, la reaccion es conducida hacia la derecha hasta completarse. Este
concepto se ha verificado con la introduccion de ésteres “activados”. Aunque la
transferencia de acilo utilizando ésteres activados es reversible al principio, el
equilibrio hacia productos se alcanza de una manera que para propositos

preparativos puede considerarse como irreversible.

1.7 Peroxidasas
Para obtener el dimero del acido ferulico en este trabajo se utilizaron dos
peroxidasas, una comercial de rabano, (HRP) y un extracto crudo proveniente
de espinas de nopal. A continuacion se describen generalidades de las

peroxidasas.

1.7.1 Clasificacion de las enzimas redox
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Las reacciones de éxido — reduccién son catalizadas por enzimas redox,
clasificadas como 6xido — reductasas y divididas en cuatro categorias con
respecto al oxidante que utilizan y las reacciones que catalizan

e Deshidrogenasas (reductasas)

e (Oxidasas

e Oxigenasas (mono y desoxigenasas)

o Peroxidasas

1.7.2 Importancia, fuentes y funcion de las peroxidasas

Las peroxidasas son importantes sobre todo en afos recientes debido a sus
aplicaciones sintéticas. Catalizan la oxidacibn de compuestos aroméaticos,
oxidacion de compuestos heteroatomo, epoxidacién y reduccién enianto
selectiva de hidroperéxidos racémicos.

Las peroxidasas se encuentran comunmente en plantas, microorganismos vy
animales; son nombradas ya sea por su fuente o de acuerdo con su sustrato.
La mayoria de las peroxidasas estudiadas hasta ahora son hemo enzimas con
protoporfirina férrica IX (protohemo) como grupo prostético. Sin embargo, los
centros activos de algunas peroxidasas también contienen selenio (glutation
peroxidasa), vanadio (bromo peroxidasa), manganeso (manganeso peroxidasa)
y flavina (flavin peroxidasa).
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Figura 13. Estructura de
ferriprotoporfirina Ill (protohemina)

COOH COOH

Tabla 2. Tipos de peroxidasas (Faber, 2001)

Peroxidasa Fuente Reaccién Funciones
catalizada biolégicas
Peroxidasa de Raices de 2AH +H:0. = 2A'+ | Bijosintesis de
rabano (HRP) Armoracia "0 hormonas de
rusticana plantas
Catalasa Higado de bovino | 2H0:—> 2H:0+0: | Detoxificacion de
peroxido de
hidrégeno
Citocromo ¢ Saccharomyces | 2Cc(ll) + HO> — Reduccion de
Peroxidasa cerevisiae 2Cellly +2re0 H202 y oxidacion
de Citocromo ¢
Ligninperoxidasa Phanerochaete | 2HA+H0:—»2A+ | Degradacion de
2H,0
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chrysosporium lignina

Cloroperoxidasa Caldarriomyces | 2RH +2CI + H.0.—» Biosintesis de

2RCI + 2H;0 .

fumago caldariomicina

Mieloperoxidasa Leucocitos HO2 + CI' + H:O" —> Antimicrobial

HCIO + 2H:0

humanos

Lactoperoxidasa | Leche de bovino | 2HA+H:02—» 2A"+ Antimicrobial

2H,0

1.7.3 Mecanismos de catalisis de las peroxidasas

Se ha estudiado ampliamente el mecanismo de reaccién para la peroxidasa de
rabano. El primer paso, involucra la adicién de H:O: al estado basal del Fe"
para formar derivado oxo — hierro conocido como Compuesto |, que es
formalmente dos equivalentes de oxidacién arriba del estado Fe . El
compuesto | contiene una estructura Fe'Y = O un catién radical p. En el
siguiente paso, el Compuesto | es reducido al Compuesto Il con una estructura
Fe'Y = O. La reduccién del cation radical por un fenol o enol esta acompanada
por una transferencia de electron al Compuesto | y una transferencia de proton
a un grupo basico distal, probablemente His 42. El estado nativo es entonces
regenerado en una reduccién de un electron del Compuesto Il por un fenol o un
enol. En este proceso, la transferencia de electrén y de protdn ocurre en el

grupo ferril con reduccién simultanea de Fe"' a Fe" y la formacion de agua

como grupo saliente.

La ruptura del enlace O — O del hidroperéxido es promovido por un mecanismo
en el cual la HRP nativa reacciona con la forma no ionizada del hidroperoxido.
Entonces, el hidroperdxido es convertido en un mucho mejor nucledfilo
transfiriendo su protén al grupo basico distal (His42).

La carga positiva del proximal His 170 facilita la formacién del enlace ion —

peroxido. Entonces, la inversién de la carga en el sitio activo de la peroxidasa
de rabano facilita la ruptura heterociclica del enlace O — O. Las cargas positivas
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en His 42 y Arg 38 y la carga negativa en His 170 tienen participacién en la
formacion de las especies Fe = O.

1.7.4 Reacciones catalizadas por peroxidasas

Las transformaciones catalizadas por peroxidasas se clasifican como:

e Reacciones de peroxidacion

e Reacciones de peroxigenacion

o Reacciones de oxidacién

Tabla 3. Reacciones catalizadas por peroxidasas (Faber, 2001)

Reaccién Sustratos tipicos | Peroxidasa
Transferencia de | 2AH + ROOH > A-A+ROH +H0 | H,0,, ROOH, HRP, LiP
electrones fenoles, aminas
aromaticas
Desproporcion | H202 — 2H0 + 02 H.0- HRP, CPO
Halogenacion | AH +HX+H0:—» AX+2H0 | Tirgsina, H,O, | CPO, LPO
Sulfoxidacién R1”SR2 , ROOH ——» Tianisol, H,O,, | CPO, HRP
(0]
m/g\m o ROOH
Epoxidacion RN 0 Alquenos, H20, | CPO, HRP
Demetilacién | ROOH + R'R*NCHs — ROH + N, N — HRP
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R'R"NH + HCHO dimetilalanina.
ROOH
Deshidrogenacion | ™" Acido HRP
L
2 HoOC™ ~OH

dihidroxifumarico

OICOOH

2 HO0C” S0 4 2H,0

Hidroxilacion o L- Tirosina, HRP
HO ‘COOH R adrenalina
R 4 HOOC™ “OH
OH
OH
OICOOH
R +Hooc™ ~o
o - Oxidacién N R2 OH Aldehidos HRP
el M —
R1 R2
O  +HCOOH

En una reaccidn de peroxidasa sustratos ricos en electrones como los fenoles o
aminas aromaticas, asi como el NADPH y NADH son oxidadas por H-O. o
hidroperoxidos a través de una transferencia de un electron para formar
productos de acoplamiento radical. Las peroxidasas y en particular la catalasa
también descomponen hidroperdxidos y peracidos en ausencia de un donador
de electrones. La catalasa descompone el H.O, en oxigeno y agua; las
cloroperoxidasa y mieloperoxidasa que contienen el grupo hemo también son
conocidas por usar el perdxido de hidrogeno para oxidar iones haluro (CI', Br o
I, no F) a especies reactivas halogenantes. En la halogenacion, el ion haluro
puede interactuar directamente con el ligante oxo del Compuesto | para
producir un hipoclorito férrico aducto.

Las peroxidasas, particularmente CPO, pueden catalizar también reacciones de
mono oxigenaciéon que incluyen sulfoxidacién de tioéter, epoxidacion de
olefinas y N — dealquilacién de alquilaminas arométicas. El atomo de oxigeno
que se incorpora al producto en las oxi funcionalizaciones catalizadas por CPO
se deriva primariamente o exclusivamente del peréxido. El proceso de dos
electrones procede con un atomo de oxigeno directamente transferido del

Compuesto | al sustrato.
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Este tipo de transferencia de oxigeno catalizada por peroxidasas es conocida
como reaccion de peroxigenasa. La peroxidasa de rdbano cataliza algunas
reacciones que incorporan oxigeno en presencia de H,O,, donde la fuente del
atomo de oxigeno incorporado no sea H2O.. La incorporacién del 4tomo de
oxigeno requiere un cosustrato (co — oxidacion), el cual por la transferencia de
un electrén se convierte en un carbono radical (reaccién de peroxidasa). Este
ultimo reacciona con oxigeno molecular para convertirse en un radical peroxi
(ROO), que es responsable de la formacion del producto de oxidacion Una
excepcidn a esta via de reaccion son las oxigenaciones de tioanisoles

catalizadas por HRP.

En ausencia de H>O, o hidroperoxidos organicos, las peroxidasas muestran
actividad de oxidasas; en presencia de oxigeno molecular, aldehidos,
dihidroxiacidos o NADH son oxidados por peroxidasas.

La peroxidasa de rabano se obtiene de las raices de Armoracia rusticana, que
es una planta originaria de Europa; por ser la primera que fue cristalizada, es la
mas estudiada. Esta conformada por 40 isoformas con pH éptimo de 4.2 y 5.
Otras fuentes de peroxidasas son la Momordica charantia, la de Papaver

somniferum.

Otra fuente importante de peroxidasas es el nopal, Opuntia ficcus indica; se ha
encontrado que este género presenta hasta 9 isoformas; éstas varian en su
peso molecular que va de 40 a 60kDa; tiene un pH 6ptimo de 5.75 y una
actividad especifica de 11900 U (Aguilar, 2007)
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CAPIiTULO 2. MATERIALES Y METODOS
Este trabajo se dividio en tres partes:
2.1Primera parte

La primera parte consistio en la obtencion de las materias primas; la primera
etapa fue la obtencién de acido ferulico que se extrajo a partir del residuo de
nixtamalizaciéon del maiz, llamado nejayote utilizando dos adsorbentes, la

resina comercial Amberlita y carbo6n activado.

Por otro lado, se obtiene la peroxidasa de nopal en la etapa cuatro a partir del
residuo de desespinado de nopal, las espinas de nopal se licuaron en buffer de
fosfatos y posteriormente se le midi6 cantidad de proteina y actividad

enzimatica.
2.2 Segunda parte

Una vez que se obtuvieron las materias primas necesarias para la realizacion

del trabajo se procedio a la parte de reacciones.

En la etapa dos se realizé la sintesis del éster etilico del &cido ferulico por el
método de Fieser descrito por Ralph en 1998, que consiste en la reaccion
quimica de &cido ferulico con etanol absoluto anhidro y &cido clorhidrico. Ya
que se obtuvo este producto se purificé y caracterizé por RMN.

Una vez sintetizado y caracterizado este producto, se procedi6 a la etapa tres:
transesterificar enzimaticamente el mismo con propanol, butanol y decanol. La
enzima utilizada para esto fue la lipasa de Candida antarctica; los productos de

estas reacciones se cuantificaron por cromatografia de gases.

Posteriormente se sintetiz6 el dietil diferulato (etapa cinco), utilizando para esto
el método enzimatico descrito por Ralph en 1998, que consiste en la reaccion
de acoplamiento oxidativo del etil ferulato con peroxidasa de rabano, para
objeto de este trabajo se utiliz6 ademas de la peroxidasa de rabano el extracto
de peroxidasa de nopal obtenido en la primera parte. El producto que se obtuvo
se purificd y caracterizé por RMN.
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Cuando se tuvo caracterizado el producto, se realizo la etapa seis: se
transesterifico enzimaticamente el mismo con propanol, butanol y decanol;
usando también la lipasa de C. antarctica; estos productos también se

cuantificaron por cromatografia de gases.

2.3 Tercera parte

La tercera parte y etapa siete consistié en la cuantificacion del porcentaje de
transformacién de sustratos a productos de transesterificacion utilizando la
cromatografia de gases.

2.4 Reactivos

Disolventes organicos grado analitico: Hexano, acetato de etilo, tolueno, etanol,
acido clorhidrico, propanol, 1 — butanol y n — decanol y acido acético.

Disolventes organicos grado HPLC: Metanol, acetona, acetato de etilo, hexano
y etanol absoluto anhidro.

Reveladores: Sulfato cérico y vainillina.
Adsorbentes: Silica gel, carbon activado.
Enzimas: Peroxidasa de rabano, lipasa de Candida antarctica isoforma B.

Reactivos: H202, guayacol, sulfato de cobre, fosfatos monobasico y dibasico
de sodio, acetato de sodio, tartrato de sodio y potasio, NaOH.

2.5 Equipos
Rotavapor Poly Science

Cromatégrafo de gases Agilent Technologies modelo 6890N que cuenta con un
inyector automatico Agilent Technologies modelo 7683 series.
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Columna Capital J&W de 30 m de longitud, diametro interno de 0.25 mm y 0.25

um de recubrimiento

Espectrofotémetro GNC de doble haz Cintral 101

2.6 Diagrama de procedimiento

Obtencion de materias primas

v

Obtencién de acido ferulico

L

Obtencion de peroxidasa de
nopal

A\ 4

Esterificacién de
acido ferulico
con etanol y HCI

l

Transesterificacion
del producto
obtenido con otros
alcoholes

v

Dimerizacion del etil
ferulato con peroxidasa |,
de nopal y de rabano

A
Transesterificacion del
producto obtenido en la
dimerizacién

Cuantificacion de los
resultados por
cromatografia de gases
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Obtencion de acido ferulico

Obtencién de Acido Ferulico

A\ 4
Residuo de nixtamalizacion
de maiz (Nejayote)

A4

Acidificar a pH 6 con HCI

A 4 A

Adicionar la resina Amberlite Adicionar de Carbén Activado, 10 g
XAD7HD, 20g /L /L
y A
Extraer la resina por filtracion Extraer el carbén activado por
filtracion
y A
Extraer el acido ferulico del Extraer el acido ferulico del carbén
adsorbente con acetato de etilo activado con acetato de etilo

y A
Concentrar del acetato de
etilo en rotavapor

v

Acido fertlico no purificado

A4
Cristalizar de agua caliente
o etanol

y
Acido ferulico purificado
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Obtencion de acido ferulico

Se coloca un litro de nejayote en un matraz Erlenmeyer de 1 L y se acidifica
con HCI concentrado hasta pH 6 (aprox. 6 ml), se adicion6 a tres matraces 20 g
de resina Amberlite XAD7HD (Sigma — Aldrich) y a otros 3 matraces 10 g de
carbdén activado. Los matraces se agitan durante una hora en un agitador
orbital a 200 rpm y se dejan reposar hasta que la resina o el carboén
sedimenten; posteriormente se filtra el adsorbente y se deja secar. Una vez
seco el adsorbente se extrae el acido ferulico con acetato de etilo y se
concentra. El acido ferulico se recristaliza de agua caliente o de etanol.

Este procedimiento se realizd también para un lote de 60 L de nejayote,
utilizando como adsorbente la resina Amberlita; en el caso de lotes grandes se
procede de la misma forma, aumentando las cantidades segun el numero de

litros de nejayote que pretendan usarse.
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3.2 Esterificacion de acido ferulico con etanol

Esterificacion de acido ferulico con etanol (Método
quimico)
Ho_o N
EtOH /HCI Op°
2 R _
OMe o]
OH o |

y
3 gramos de acido ferulico, 30 ml
etanol absoluto anhidro y 1.5 ml de
HCI

A 4
Reflujo durante 8 horas

A 4

Evaporar el HCL

y
Purificar el producto en
columna cromatografica

A

Andlisis por RMN del
compuesto obtenido
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Esterificacion de acido ferulico con etanol

Se colocaron aproximadamente 3g de acido ferulico en un matraz bola al que
se adicionaron 30 ml de etanol absoluto anhidro y 1.5 ml de HCL, la reaccién
se mantuvo a reflujo durante aproximadamente 8 horas. Posteriormente se
retiré del reflujo; se evapord el HCI por arrastre de vapor con etanol. Una vez
evaporado el HCI se empacé una columna cromatografica de silica gel y se
purificd el producto utilizando como eluyente una mezcla de hexano: acetato de
etilo (70: 30). Se corrieron placas cromatograficas usando el mismo eluyente y
se colectaron las partes que contenian al etil ferulato. Se concentraron estas
mismas partes en el rotavapor y se mandé una parte de este concentrado a un
andlisis de RMN.
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3.3 Transesterificacion de etil ferulato con alcoholes alifaticos

5—-10 mg de etil
ferulato disueltos
en tolueno.

R - OH /lipasa de
C. antarctica

A\ 4

Agitacion en incubadora

orbital a 200 rpoma 45y
60°C durante 4 dias

\4
Monitoreo por CCF cada 12
horas

v
Filtrado de enzima y malla
molecular

y
Evaporacion
del tolueno

A
Cuantificacion de
los resultados por
cromatografia de
gases
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Transesterificacion de etil ferulato con alcoholes alifaticos

En un matraz de 25 ml se colocaron entre 5 y 10 mg de etil ferulato y se
disolvieron en 5 ml de tolueno. Se adiciond el alcohol aceptor (propanol,
butanol o decanol) en una proporcién de 2:1 con respecto a los moles de etil
ferulato; 150 mg de la lipasa de Candida antarctica isoforma B. Se agregaron
también 20 mg / ml de malla molecular para controlar el agua en la reaccion.
Esta se llevé a cabo en una incubadora con agitacién orbital a 45°C y 60°a 200
rom. Se monitored por CCF cada 12 horas por 4 dias en placas de silica gel
(por duplicado), aplicando 10 ul de muestra en cada punto de la placa. Al final
del experimento se eluyeron las placas con una mezcla de hexano: acetato de
etilo (50: 50) y se revelaron con vainillina y sulfato cérico. Una vez terminada la
reaccion, se filtr6 a vacio para retirar la enzima y la malla molecular, se eliminé
el tolueno por evaporacion y se tuvieron los productos secos en viales y se

guardo hasta su cuantificacion por cromatografia de gases.
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3.4 Obtencion de peroxidasa de nopal

Espinas de nopal frescas

Y
Licuado de las espinas de
nopal en buffer de fosfatos

A 4
Filtrado de las espinas de nopal en gasa y recibimiento del extracto
en hielo, el sobrante se almacena en refrigeracion.

v

Medicién de actividad de

peroxidasa
v v
Colocar enuna celda de Medicién de cantidad de
vidrio 200 ul del guayacol al proteina por método de
1%, 100 pl de HOz al 1%, Biuret

1.6 ml de buffer de fosfatos
(100 mM; pH 6.8) y 100 pl
del extracto crudo

v

Registrar el incremento de la

absorbancia 470 nmcada 10

s durante 5 min usando €470 =
2.66x 10* M cm™
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Obtencion de peroxidasa de nopal

a. Preparacion del extracto enzimatico de peroxidasa de nopal. Se

pesaron 100 g de residuo fresco de desespinado de nopal chico y se
licuaron con 100 ml de buffer de fosfatos pH 7. Esta preparacion se filtré
con manta de cielo y se recibié en hielo. Este procedimiento se realizé por
triplicado.

. Determinacion de la actividad de peroxidasa. Se pueden utilizar cuatro
sustratos (guayacol, ABTS, pirogalol y bencidina) En una celda de vidrio se
colocaron 200 pl de un stock del donador de protones al 1% v/v, 100 ul de
H-O, al 1%, 1.6 ml de buffer de fosfatos (100 mM; pH 6.8) y 100 ul del
extracto crudo. Al final se registra el incremento en la absorbancia a 470,
415, 590 y 340 nm (para guayacol, ABTS, bencidina y pirogalol
respectivamente) cada 10 s durante 5 minutos, usando €470 = 2.66 x 10* M’
cm’ (guayacol), €415 = 3.11 x 10* M'em™ (ABTS), e500=3.4 x 10* M'cm
(bencidina) y £340=2.8 x 10 M'cm™.

. Determinacion de proteina en extracto enzimatico. Se determin6 la
cantidad de proteina utilizando el método de Biuret. Se coloca 1 ml de la
solucién problema en un tubo de ensayo y se agregan 4 ml del reactivo de
Biuret. Se deja reposar 30 minutos y se mide la formacion de color azul a
540 nm.
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3.5 Dimerizacion de etil ferulato con peroxidasa de nopal y de
rabano

Etil ferulato

Peroxidasa /H;0»

y
Mezcla de etil ferulato y
producto de reaccion

v
Filtracion del producto de

reaccion y extraccion con
acetato de etilo

y
Evaporacion del disolvente

A 4
Purificacion del producto por
CCF preparativa

y
Analisis por RMN del producto
obtenido
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Dimerizacion del etil ferulato con peroxidasa de nopal y de rabano

El etil ferulato obtenido anteriormente fue dimerizado disolviendo
aproximadamente 250 mg de etil ferulato en 250 ml de buffer de acetatos pH 4
a 60°C; una vez disuelto, se enfri6 la solucién a 40°C y se adicionaron 95 ml de
H.O,, después 1.25 mg de peroxidasa de rabano disuelta en 0.25 ml de buffer
de fosfatos pH 7 (Ralph et. al., 1998) o bien 27.1 ml de extracto enzimatico de
espinas de nopal. Al terminar la reaccion el producto asentado en el fondo del
matraz fue filtrado al vacio; la mezcla de reaccién restante fue extraida con
acetato de etilo para obtener la mayor cantidad de producto posible; el acetato
de etilo se evapor6 y junto con el polvo secado al vacio se purificé por medio
de cromatografia de capa fina en placas preparativas de silica gel de 20 x 20
cmy 2 mm de ancho; se corrieron las placas 2 veces en camaras de vidrio con
una mezcla de elucién hexano: acetato de etilo (50:50). El producto purificado

fue enviado a RMN para su analisis.
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3.6 Transesterificacion del producto de dimerizacion de etil ferulato

5 — 10 mg de dietil
diferulato disueltos
en tolueno

Lipasa de C. antarctica
/R-OH

A 4
Agitacién en incubadora
orbital a 200 rpm a 45y 60
°C por 4 dias.

A

Monitoreo por CCF cada 12 horas

A
Filtrado de la enzima y la
malla molecular

N
Evaporacion del
tolueno

Cuantificacién de los
productos obtenidos por
cromatografia de gases
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Transesterificacion del producto de dimerizacion de etil ferulato

En un matraz de 25 ml se colocaron entre 5 y 10 mg del dietil diferulato
(producto obtenido a partir de la dimerizacion enzimatica del etil ferulato) y se
disolvieron en 5 ml de tolueno. Se adicion6 el alcohol receptor (propanol,
butanol, decanol) en una proporciéon de 2:1 con respecto a los moles del dietil
diferulato, 150 mg de la lipasa de Candida antarctica isoforma B y se
adicionaron también 20 mg/ml de malla molecular. La reaccién se llevo a cabo
en una incubadora de agitacion orbital a 45°C y 200 rpm. Se monitored por
CCF cada 12 horas por 4 dias (por duplicado), aplicando 10 ul de muestra en
cada punto de la placa; al finalizar los cuatro dias se eluyeron las placas con
una mezcla de hexano: acetato de etilo (50:50) y se revelaron con vainillina y
sulfato cérico. Terminado el experimento se filtré la enzima y la malla molecular
de la mezcla de reaccion y se evapor6 el disolvente. Las muestras limpias y
secas se guardaron en viales hasta su cuantificacion en cromatégrafo de

gases.

52



CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.7 Cuantificacion por cromatografia de gases

En esta etapa del experimento se cuantificd la cantidad restante de etil ferulato
después de llevar a cabo la reaccion de transesterificacion del mismo, asi como
el remanente de dietil diferulato en las muestras después de la reaccién de
transesterificacion con este sustrato.

Para esto se emple6 el cromatografo de gases Agilent Technologies modelo
6890N, que cuenta con un inyector automatico Agilent Technologies modelo
7683 series. La columna empleada fue una Columna Capital J&W de 30 m de
longitud, diametro interno de 0.25 mm y 0.25 um de recubrimiento; el intervalo
de temperatura de la columna es de -60 a 350°C.

Se elaboré una curva estandar del etil ferulato obtenido en la etapa dos del
procedimiento, para ello se pesaron en viales limpios, secos y a peso constante
diferentes cantidades de etil ferulato, para tener concentraciones en la curva
patrén de entre 0 y 14 mg de etil ferulato por mililitro; el etil ferulato fue disuelto
en acetona grado HPLC, una vez disuelto, se filtré la muestra en filtros
millipore, para eliminar la turbidez. Las muestras se colocaron en viales de 1 ml
y se inyectaron por duplicado.

Las condiciones utilizadas en el cromatégrafo de gases fueron: temperatura
inicial 200°C, temperatura media 269°C y temperatura final 300°C. El inyector
tenia una temperatura de 220°C.

También se prepar6 e inyectd una curva estandar de dietil diferulato, siguiendo
el procedimiento anterior.

Una vez inyectadas ambas curvas estandar, se procedid a inyectar las
muestras; la cantidad previamente pesada de cada una de ellas, tanto de las
transesterificaciones de etil ferulato como las de dietil diferulato, se disolvieron
también en acetona grado HPLC vy se filtraron en un filtro millipore, el volumen
final fue de 1 mililitro. Posteriormente se dejaron correr las muestras, el tiempo
para las muestras de transesterificacion de etil ferulato fue de 20 minutos y el
tiempo para las muestras de transesterificacion de dietil diferulato fue de 30

minutos.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencion de acido ferulico a partir de Nejayote

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la extraccion de é&cido
ferulico a partir de residuo de nixtamalizacién del maiz utilizando dos diferentes
adsorbentes, la resina comercial Amberlita y el carbén activado.

Tabla 1. Extraccion de acido ferulico a partir de nejayote de maiz
utilizando dos adsorbentes.

Amberlita (g/L) Carbén activado (g/L)
1 0.67 0.87
2 0.82 0.66
3 0.54 0.51
Promedio 0.67 0.68

Con los dos métodos se obtuvo una cantidad muy similar de acido ferulico, 0.67
g/L con la resina comercial y 0.68 g/L con el carb6n activado. Segun
experimentos realizados previamente en el laboratorio (Chavarria, 2007) se
puede encontrar hasta 1g /L de acido ferulico en el nejayote.

En este caso, se desconoce el tipo de maiz del que proceden estos nejayotes,
asi como el proceso de nixtamalizacion utilizado; por ello se presenta una
variacion de los resultados obtenidos en este trabajo con los conseguidos
anteriormente. Sin embargo se prueba que ambos adsorbentes son utiles para
la extraccion del acido ferulico.

En la literatura se reportan otros métodos de obtencion de acido ferulico,
algunos a partir de métodos alcalinos y otros enzimaticos. De acuerdo con Ou,
et. al. (2006), utilizando NaOH para extraer el acido ferulico, a partir del bagazo
de cana de azucar, se puede obtener hasta 71.3 mg de acido ferulico por cada
litro de hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar; este método requiere de
carbon activado como adsorbente.

Un ejemplo de los métodos enzimaticos utilizados para la extraccién de &cido
ferulico fue el que usaron Benoit, Navarro, et. al. (2006) utilizando feruloil
esterasas de Aspergillus Niger. En este trabajo las materias primas y el acido

ferdlico que se obtuvo a partir de cada una fueron: pulpa de café, 0.24 mg /g;
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bagazo de manzana 0.18 mg/g; varas de trigo 1.35 mg / g; fibra de maiz 31.22
mg/g y pulpa de cana de azucar 6.4 mg/ g.

Por los resultados obtenidos en este trabajo se puede ver que el nejayote de
maiz es una buena fuente de &cido ferulico; los resultados reportados en la
literatura indican que los residuos agro — industriales son buena fuente de este
material, sin embargo, por los procesos a que cada material es sometido, la

cantidad de acido ferulico disminuye.

4.2 Esterificacion de acido ferulico
En esta parte del trabajo se llevo a cabo la reaccién de esterificacion de &cido

ferdlico segun el esquema presentado a continuacién.

HO O EtO (0]
= =
Acido ferdlico EtOH/HCI Etil ferulato
JAN
OMe OMe
OH OH

4.2.1 Rendimiento promedio

La reaccion se llevé a cabo por el método de Fieser (Ralph, 1998), utilizando
HCI como catalizador de la reaccion. En la siguiente tabla se muestra la
cantidad de etil ferulato obtenido por este procedimiento, el método usado para
calcular la cantidad obtenida de producto después de la purificacion por

columna fue la diferencia de masa.

Tabla 2. Obtencion de etil ferulato por el método de Fieser

Repeticion Acido ferulico (mol) Etil Ferulato (mol) | Rendimiento (%)

1 0.0155 0.0107 68.79
2 0.0155 0.0124 79.68
Promedio 74.24
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Se obtuvo un rendimiento de 74.24%, mayor del esperado, ya que como se
habia dicho, las esterificaciones por métodos quimicos pueden generar
productos secundarios y disminuir el rendimiento de la reaccién; ademas ya se
habia hablado también del impedimento estérico del &cido ferdlico. Sin
embargo, el alto rendimiento puede deberse a que se us6é una elevada
temperatura en el reflujo y ocho horas de reaccion. En este caso, al no ser una
reaccion enzimatica, la temperatura elevada no afecta la reaccién, al contrario,
permite aumentar su rendimiento. La caracterizacién por resonancia magnética

nuclear indica que el producto obtenido es el éster etilico del acido ferulico.

4.3 Transesterificacion de etil ferulato

En esta etapa del desarrollo experimental se llevé a cabo la transesterificacion
del etil ferulato, como ya se habia descrito previamente utilizando tres
diferentes alcoholes alifaticos, la lipasa de Candida antarctica isoforma B y dos
diferentes condiciones de temperatura, 45 y 60°C.

A continuacion se observa el cromatograma de la muestra de etil ferulato pura.

FIDT &, (HECV-0GVEFO0000E [
pa
500

400 o

100

6279

4.3.1 Transesterificacion de etil ferulato con propanol
El primer alcohol utilizado para la transesterificacién fue el propanol, la reaccion
que se realizé se esquematiza a continuacion.

EtO (0] ProO (0]

= . . =
Lipasa C. antarctica

v

Propanol
OMe OMe
OH OH
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4.3.2 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 45°C monitoreada

cada 12 horas durante 4 dias.

Se corrieron las placas por duplicado del muestreo realizado a la reaccién
durante los 4 dias que ésta se llevo a cabo; a continuacion se presentan las

placas cromatograficas de ese monitoreo.

A

—Etil ferulato——»

FFP

Mezcla de elucion
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina

En las placas anteriores no se puede observar la diferencia entre el sustrato y
el producto; esto puede deberse a que como el producto esperado es muy
parecido al sustrato, la polaridad no es la suficiente como para que se vea la

separacion.

4.3.3 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de etil

ferulato con propanol a 45°C

El siguiente cromatograma es el que se obtiene como resultado en el

cromatégrafo de gases.
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FIDT A, (HECV-OGWEFFPOO0OTZ.0)
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En la figura anterior se puede observar, de lado izquierdo, el pico que
corresponde al etil ferulato segun el analisis de la muestra pura; a la derecha
se distingue un pico a un tiempo de 6.233 minutos, lo cual indica que se llev6 a
cabo una transformacion de etil ferulato. Aunque no es claro por CCF, el
resultado del cromatografo de gases revela que si hubo una transformacién.

4.3.4 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 60°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

En el siguiente juego de placas tampoco se puede observar un producto, esto
refuerza la hipo6tesis de que el producto no se separa por ser de polaridad muy

similar a la del sustrato.

/

Etil ferulato

\

Mezcla de elucion
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina
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4.3.5 Cromatograma del producto de esterificacion de etil ferulato
con propanol a 60°C

FID1 A, (HECV-OGLEFPODOOG. D)

20 -
T0 o

60 Etil ferulato

50
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&
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En este cromatograma se puede observar el pico del etil ferulato en muy baja
cantidad, a los 5.542 minutos, de lado derecho se ve un pico en 6.271 minutos,
el pico de la derecha se distingue mucho mas grande, esto se debe
probablemente a que el aumento de temperatura de 45 a 60°C provoca que se
presente mayor actividad de la lipasa y por lo tanto la transformaciéon sea

mayor.

4.3.6 Cuantificacion por cromatografia de gases de la reaccion de
transesterificacion de etil ferulato con propanol

Alcohol Temperatura % Transformacion c
receptor

Propanol 45 75.6 9.07
Propanol 60 93.0 7.9

En la tabla anterior se ve el promedio del porcentaje de transformacion del etil
ferulato, se puede ver que a 45°C el porcentaje de transformacién es de 75.5%,
menor que 93.04% que se obtuvo a 60°C; esto es, como ya se habia dicho,
debido a que el aumento de temperatura provoca que el equilibrio de la
reaccion tienda a productos. La literatura reporta (Figueroa — Espinoza,

Villenueve, 2005) la esterificacion directa del acido ferdlico con propanol
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utilizando una feruloil esterasa de F. oxysporum tuvo un rendimiento de 16%, la
temperatura utilizada fue de 30°C en un lapso de 224h. Con base en los
resultados obtenidos en este trabajo es posible decir que el método de

transesterificacion es una mejor alternativa a la esterificacion directa.
4.4 Transesterificacion de etil ferulato con butanol

El siguiente alcohol utilizado para la transesterificacién fue el butanol, el
esquema de la reaccion es el siguiente
EtO.__O ButO.__0O

= =
Lipasa C. antarctica

v

OMe Butanol OMe
OH OH

4.4.1 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 45°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

A continuacién se muestran las placas eluidas al final del experimento, en ellas

se puede ver una separacion del producto y el sustrato.

Producto
/ \ .

AN

Etil ferulato

Mezcla de elucién
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina
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4.4.2 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de etil
ferulato con butanol a 45°C

FID1 A, (HECV-OGLEFBOOO0Q. DY

5516

<4— Etil ferulato

5.4 6.6 58 =] 6.2 G 6.6 =K 7 T2 mir|

En este cromatograma se observa un pico a 5.515 minutos, que indica la
presencia de etil ferulato, a los 7.108 minutos, esto dice que ademas del
sustrato, se encuentra otro compuesto. Al mismo tiempo en las placas se ve,
ademas del etil ferulato, un producto de reaccion justo arriba del sustrato. Esto
quiere decir que si hay un producto de la transformacion de etil ferulato con

butanol.

4.4.3 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 60°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

Estas placas muestran mas claramente la transformacion de sustrato a
producto; de hecho puede observarse que en las Ultimas 24 horas de reaccion

la desaparicién del sustrato es practicamente total.

| Producto i

P
V\ /
Etil ferulato ~]

Mezcla de elucion 61
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
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4.4.4 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de etil
ferulato con butanol a 60°

FID1 A, (HECV-OGLEFBZ0000.0)

500

T362

400
a4  Eilferulato

200 -

100 +

5671
o ¢
B

En este cromatograma se observa la casi total desaparicion del etil ferulato, a
la derecha del mismo se percibe un pico en 7.362. Esto concuerda con lo que
se ve en las placas, la desaparicién casi completa del sustrato que da paso a
un producto muy abundante.

4.4.5 Cuantificacion por cromatografia de gases

Alcohol Temperatura % Transformacion c
receptor (°C)

Butanol 45 54.02 11.49
Butanol 60 88.75 7.09

En la tabla anterior puede verse que el porcentaje de transformacion de etil
ferulato a 45°C fue de 54.02%, al aumentarse la temperatura a 60°C, se
incrementé también el porcentaje de transformacion, a 88.7%. Los resultados
reportados en literatura (Figueroa — Espinoza, Villenueve, 2005) indican que la
esterificaciéon directa del acido ferulico con butanol se realizé a 60°C por 15
dias, no se dice cual es la lipasa que fue utilizada; pero el rendimiento se
reporta de trazas. La transesterificacion de rendimientos de mas del 50%
quiere decir que el método de transesterificacion es mejor alternativa que la via
directa.
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4.5 Transesterificacion de etil ferulato con decanol

El altimo alcohol utilizado para la transesterificacion fue el decanol, el esquema

de la reaccién se presenta a continuacion

EtO O DecO O
= Lipasa de C. antarctica =
Decanol
OMe OMe
OH OH

4.5.1 Cromatografia en capa fina de la reacciéon a 452 C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

A continuacién se muestran las placas de la reacciéon, como puede verse, por

encima del sustrato se puede distinguir claramente un producto.

T

T Producto -

9 "*’*“ﬁ*ﬁ-#*w
\ Etil ferulato /

Mezcla de elucion
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina
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4.5.2 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de etil

ferulato con decanol a 45°C

400 -

200 -

200 -

100 o

FIDA A, (HECV-OGLEFDOOOOT. D)

J6.880

Etil ferulato

77.251
4-? G50

16.049

>12 0ot

mir|

B
=
3

En este cromatograma se observa el pico correspondiente al etil ferulato, al

mismo tiempo que se ven algunos picos a la derecha, siendo el mas

considerable el de 16.049 minutos; este pico muy probablemente corresponde

al producto de transesterificacion de etil ferulato con decanol, que se muestra

consistente con lo encontrado en las placas.

4.5.3 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 60°C monitoreada

cada 12 horas durante 4 dias

En estas placas se puede observar algo muy similar a lo que muestran las

placas anteriores, hay un producto que puede verse claramente por encima del

etil ferulato.

Product
PO

\ Etil ferulato/

to “, 43 }-‘ Is ); 9:‘ 7\9

FiU

Mezcla de elucién 64
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
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4.5.4 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de etil
ferulato con decanol a 60°C

FID1 A, (HECV-OGLEFDOOOOS. D)

200 -

175

150

59400

125 o .
— Etil ferulato

4100
75 4
50 §

= & o
2 &z i o

- N Foar A.m ‘ ‘
=] g 10 12 14 18 min|

El cromatograma de esta reaccion muestra el pico correspondiente al etil
ferulato en 5.990 y un pico considerable a los 15.797 minutos, esto indica que
si hay una transformacion; de nuevo, el pico se observa mayor al aumentar la
temperatura. En las placas puede observarse un producto por encima del etil
ferulato.

4.5.5 Cuantificacion por cromatografia de gases

Alcohol Temperatura % Transformacion c
receptor (9

Decanol 45 86.03 3.23
Decanol 60 95.10

En la tabla anterior se muestran los resultados de la transformacion de etil
ferulato utilizando decanol como alcohol receptor; el porcentaje de
transformacién a 45°C es de 86.02%, y a 60°C de 95. 10%, esto indica que
para las transformaciones de etil ferulato se mantiene la tendencia de que al
aumentar la temperatura incremente también el porcentaje de transformacion

de sustrato a producto.

Otros resultados reportados (Figueroa — Espinoza, Villenueve, 2005) indican

otros alcoholes utilizados para la esterificacién directa, los resultados que se
65




CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

reportan son: para la esterificacion directa con octanol usando lipasas de
C.antarctica o de R. miehei, a 50°C por 12 dias el rendimiento fue de 11 0 30%;
en otro trabajo citado en la misma referencia, la esterificacién directa con
octanol utilizando una temperatura de 60°C bajo nitrégeno por 13 dias obtuvo
un rendimiento del 14%. Un tercer trabajo de esterificacion con octanol
recurriendo a 45°C por 12 dias tuvo un rendimiento de 3 — 30%.

Otro resultado que se tuvo utilizando pentanol como alcohol receptor usando

una esterasa a 40°C por 8 horas fue un rendimiento de 60%.

Se puede observar en estos resultados que la esterificacion directa ha utilizado
condiciones muy elevadas de temperatura y de tiempo, y se obtienen muy
bajos rendimientos. La ventaja y diferencia de este trabajo al realizar la
transesterificacion en vez de la reaccion directa es que el tiempo disminuye y el

rendimiento aumenta.

Segun todos los resultados que se presentan en la transesterificacion del etil
ferulato, es posible decir que el aumento de temperatura favorece la
transformacién del sustrato, que la actividad de la enzima asciende sin

desnaturalizarse debido a la presencia del disolvente organico (tolueno).

Aunque el rendimiento de las reacciones es elevado, se debe mencionar que
aun cuando el éster etilico se guarde en condiciones de vacio, tiene una
consistencia semiliquida y no es completamente estable, después de algun
tiempo, ya muestra cierta degradacion, lo cual ocasiona que al hacer la
reaccion de transesterificacién ya no esté completamente puro, éste puede ser
un factor que disminuya el rendimiento, incluso si éste es muy elevado.

La reaccion de esterificacion del acido ferulico generalmente da muy bajos
rendimientos, la estructura del acido ferudlico al parecer es lo que provoca que
el rendimiento sea bajo al no permitir la interaccion del alcohol y la lipasa con el
mismo acido; ésta es la razon por la que en este trabajo se sintetizd sélo un
éster por esterificacion directa y los demas por transesterificacion, probando asi
que la transesterificacion de un éster de acido ferulico puede ser una mejor
manera de obtener este tipo de compuestos, en el sentido de que se obtienen

mejores rendimientos, ademas de que la reaccién no libera agua, lo cual quiere
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decir que ése no es un factor que tenga que monitorearse constantemente, ya
que permanece igual durante toda la reaccion.
El poder sintetizar ésteres de acido ferulico es de gran importancia por el
namero de aplicaciones que pueden tener, la manera mas facil de obtener
estos ésteres es utilizando alcoholes de cadena lineal, sin embargo, en otros
trabajos se han sintetizado ésteres donde el grupo carboxilo es sustituido por
compuestos no lineales. Este tipo de ésteres también son propensos a otras
aplicaciones.
En el caso de los ésteres de cadena lineal, aun puede trabajarse en la
obtencién directa, sin emplear la transesterificacion como intermediario,
intentando otros métodos para conseguir ésteres de acido ferulico con diferente
tamarno de cadena.

4.6 Dimerizacion de etil ferulato
A partir del etil ferulato se sintetizo el dimero esterificado del mismo; utilizando
para ello el método descrito por Ralph en 1998; se utilizaron dos peroxidasas,
la comercial de rabano y la obtenida a partir del residuo de desespinado de
nopal. El esquema de la reaccién se presenta a continuacion.

(0]

EtO
/
EtO O
| ar
= H,O./Peroxidasa o \
o o)
T EO
Etil ferulato o
OMe o Dietil diferulato
OH on |

4.6.1 Reaccion de dimerizacion con respecto a H.O,

Para llevar a cabo esta parte del experimento, se probaron 3 diferentes
condiciones de reaccidn con utilizando 3 diferentes proporciones de H202, esto
con el fin de aumentar lo mas posible el rendimiento de la reaccién. Se ha
reportado en la literatura (Sanchez Carbajal, 2008) que una concentracion de
peroxido de hidrégeno cercana a la equimolaridad aumenta el rendimiento de la

reaccion. Las tres condiciones utilizadas fueron las siguientes:
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a) 2 mol de etil ferulato: 1 mol de H,O»
b) 1 mol de etil ferulato: 1 mol de H>O,

c) 1 mol de etil ferulato: 2 mol de H20>

Esta parte del trabajo fue solo cualitativa, a continuacién se presenta la placa

cromatografica de las tres reacciones realizadas.

Dietil diferulato —>

Prueba cualitativa. Se observa
mayor concentracion en el carril
1, que corresponde a proporcion
2:1, etil ferulato: H,O»

w
C

4.6.2 Reaccion de dimerizacion con respecto al tiempo
Una vez definido que la mayor concentracién de producto se obtenia al utilizar
la proporcién de 2 mol de etil ferulato y 1 mol de H202; se procedié a probar
cual era el tiempo mas adecuado para obtener mayor cantidad de producto;
una vez mas la prueba fue cualitativa. A continuacion se presentan los

diferentes intervalos de tiempo a los que se llevo a cabo la reaccién.

10 min
15 min
20 min
25 min
30 min

© 2 0 T o

A continuacién se presenta la placa correspondiente al experimento utilizando

diferentes intervalos de tiempo
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Prueba cualitativa. Se observa
R aproximadamente la misma
concentracion.

Dietil diferulato

—————————
15 3 ' 8

Al no observarse diferencia en la concentracién del producto en la placa, se

utilizo el intervalo de 10 minutos que es el que se utilizé en el método citado.

4.6.3 Rendimiento promedio de dimerizacion de etil ferulato
probando las dos peroxidasas
En la siguiente tabla se muestra el rendimiento de la transformacién de etil

ferulato a dietil diferulato, utilizando dos peroxidasas.

Peroxidasa Rendimiento promedio (%)
Nopal 9.13
Rabano 19.11

Como puede observarse, el rendimiento de la reaccion utilizando el extracto
crudo de peroxidasa de nopal es de 9.13%, menor al 19.11% que se obtiene
utilizando la peroxidasa de rabano. Esto es légico considerando que la
peroxidasa de nopal proviene de un extracto crudo, es decir, no toda la
proteina que se encuentra en el extracto puede considerarse peroxidasa, por lo
que aunque la cantidad de extracto colocado en la reaccion correspondia a la
actividad de la peroxidasa de rdbano que se agrego, en realidad no hubo la
misma actividad.

Sin embargo, la caracterizacién por RMN del producto que se obtuvo utilizando
peroxidasa de rabano y la caracterizacién por RMN del producto que se obtuvo
utilizando la peroxidasa de nopal indican que el producto de reaccién en ambos
casos es el 8-5-dietil diferulato.
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El residuo de desespinado de nopal es en si una excelente fuente de
peroxidasa, sin embargo, el extracto obtenido de esas espinas con contiene
100% peroxidasa, contiene ademas otros componentes del nopal, entre ellos
otras proteinas; y aunque esta peroxidasa ya ha sido estudiada, para que
pueda utilizarse de la misma manera que la peroxidasa de rdbano, aun debe
trabajarse mucho sobre su purificacion.

Asi mismo, otros factores pueden influir en el bajo rendimiento de la reaccion,
por ejemplo, el peréxido de hidrogeno anadido a la reaccién y el tiempo de la
misma, que aunque en este trabajo fueron factores que se consideraron no se

consideraron a profundidad, sino solo cualitativamente.

4.6.4 Rendimiento promedio de dos pruebas utilizando peroxidasa
de rabano.
Con el fin de obtener la mayor cantidad de dietil diferulato posible, se realizo un
segundo ensayo con peroxidasa de rabano, se obtuvieron las siguientes

cantidades del producto.

Repeticién Etil ferulato (mmol) Dietil diferulato Rendimiento (%)
(mmol)
1 1.1040 0.1272 11.52
2 1.0675 0.1096 10.27
Promedio 10.90

En el articulo consultado para obtener este método, dice que el rendimiento de
la reaccion es del 50%, los resultados obtenidos aqui son menores; sin
embargo, el producto de obtuvo después de limpiarlo a través de la
cromatografia de capa fina preparativa; lo cual puede disminuir

considerablemente el rendimiento de la reaccién.

4.7 Reacciones de transesterificacion de dietil diferulato

En esta parte del trabajo se llevo a cabo la reaccién de transesterificacion del
dimero del acido ferulico que se obtuvo a partir de la reaccién de acoplamiento

oxidativo del etil ferulato con peroxidasa de rabano, el 8 — 5 dietil diferulato.
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Para las reacciones de transesterificacidon se utilizaron 3 alcoholes alifaticos:

propanol, 1 — butanol y n — decanol, y como catalizador, la lipasa de C.

antarctica.

A continuacién se presenta el cromatograma que se obtuvo al inyectar la

muestra de 8 — 5 dietil diferulato sola.

FID1 A, (HECW-0GADDLO000S. [

<4— Dietil diferulato

4.7.1 Transesterificacion de dietil diferulato con propanol

El primer alcohol utilizado fue el propanol, el esquema de la reaccién se

presenta a continuacion.

o O
ProO
EtO—4/ o
y /
(o e
S . o \
o Lipasa C. antarctica
) R o
" ProO
EtO Propanol o
L, oy
I on |

4.7.2 Cromatografia en capa fina de la reaccion de a 45°C

monitoreada cada 12 horas durante 4 dias

A continuacién se presentan las placas de la reaccion de transesterificacién de

etil ferulato con propanol; en ella puede observarse solo el sustrato, el dietil

diferulato; la placa no muestra la aparicién de ningun producto.
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No se ve un
producto

Dietil
diferulato

Mezcla de elucién
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina

4.7.3 Cromatograma del producto de transesterificacion de dietil
diferulato con propanol a 45°C.

FIoT £, (HECV-0B\D0FOD00T 0
P 2

<«——  Dietil diferulato

16521

T
12 12 14 18 16 A7__min

En este cromatograma se observa un pico en 12215 minutos, el
correspondiente a el dietil diferulato, poco después, en 15.531 se observa otro
pico, que se puede presumir sea el producto. En este caso, se puede ver que la

enzima no convierte la mayoria del sustrato en producto.
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diferulato con propanol a 60°C

CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

FIDA A, (HECV-0G.DDPO0D11.00

<+

Dietil diferulato

T
11 11.26

T
11.8 1176

T
12.26 12.8

T
12.75

T
12.26

mir|

A 60°C se observa solo el pico correspondiente al dietil diferulato, esto puede
deberse a que para este caso, la enzima no pueda llevar a cabo la reaccion, ya

que el sustrato es muy voluminoso, es posible que la lipasa no sea afin a este

sustrato en esta condicién de temperatura.

4.7.5 Cuantificacion por cromatografia de gases

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las reacciones anteriores,

cuantificando el porcentaje de transformacién en el cromatografo de gases.

% Transformacion

Alcohol receptor | Temperatura (°C) c
Propanol 45 50.8427 10.8808
Propanol 60 35.4935

Como puede observarse, para el caso de estas reacciones, el porcentaje de

transformacién disminuye al aumentar la temperatura, a 45 °C es de 50%,

mientras que a 60°C es de 35%. Ademas como se ve en los cromatogramas, a

60°C no parece haber un producto, por lo que este porcentaje de

transformacién puede deberse simplemente a descomposicién del sustrato.
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4.8 Transesterificacion de dietil diferulato con butanol

El siguiente alcohol utilizado para la transesterificacion fue el 1 — butanol, el
esquema de la reaccién se presenta a continuacion. En los tres cromatogramas
de transesterificacién de dietil diferulato se puede observar un pico que
aparece aproximadamente a los 15 minutos, por eso es mas factible pensar
que sea un producto de descomposicién de sustrato que alguno de los
productos esperados en la reaccion.

0 o)
EtO ButO
/ Vi
(a (-
\ . , \
(0] Lipasa C. antarctica 0]
0O O
EtO "~ ButO
O Butanol O
o] O
oH | on |

4.8.1 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 45°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

A continuacién se presentan las placas del experimento de transesterificacién
de dietil diferulato con butanol, como puede verse en estas placas tampoco se

ve un producto.
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No se ve un
producto

-~ Dietl —

diferulato

"]

Mezcla de elucién
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina

4.8.2 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion de dietil
diferulato con butanol a 45°C.

FIGT A, (HECW-OS\CLBO000T b7
PA o

15.602

104 <——  Dietil diferulato

15.376

mil

En este cromatograma se observan ademas del pico correspondiente a dietil
diferulato, dos picos mas de los cuales se podria decir que alguno sea el

producto esperado o que correspondan a productos de descomposicién del
dietil diferulato.
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4.8.3 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 60°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

En estas placas puede verse la aparicion de un producto en las etapas finales
de la reaccion, por encima del sustrato en los tiempos 7 y 8 de la placa

revelada con sulfato cérico.

Dietil | &

4— diferulato—» *

No se ve un
producto

Mezcla de elucién
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico
Derecha, revelada con vainillina

4.8.4 Cromatograma de la reaccion de transesterificacion del dietil
diferulato con butanol a 60°C.

FID1 A, (HECY-OS'DLBO0O00S. )

T T T T T
11.25 1.5 1175 12 12.25 125 1275 13 13.25 mil

Nuevamente este cromatograma no muestra mas que el pico correspondiente a
etil ferulato; sin embargo en la placa revelada con sulfato cérico se ve un
pequeno producto en las Ultimas aplicaciones; por lo que es posible que el
producto no se pueda cuantificar por este método.
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4.8.5 Cuantificacion de los resultados por cromatografia de gases

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la cuantificacién del

porcentaje de transformacion del sustrato, utilizando el cromatégrafo de gases.

Alcohol receptor | Temperatura (°C) | % Transformacion c
Butanol 45 82.46 -
Butanol 60 1.96 -

Como puede verse en la tabla, el porcentaje de transformacion a 45°C es de
82%, muy elevado, mientras que a 60°C, el porcentaje es de solo 2%, esto
concuerda con lo que se presenta en los cromatogramas, sin embargo, no se

tienen datos reportados que puedan ayudar a aclarar esta situacion.

4.9 Transesterificacion de dietil diferulato con decanol

La siguiente reaccién de transesterificacién se llevo a cabo utilizando decanol
como alcohol receptor, el esquema de la reaccion es el que se presenta a

continuacién

O O
EtO DecO—{/
Y /
Lipasa C. antarctica
(Do -
0 \ Decanol 0 \
O N O
EtO DecO
CL L
oH | oH |

77



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.9.1 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 45°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

A continuacion se presentan los resultados de la CCF de la reacciéon de
transesterificacion de dietil diferulato con decanol, se puede observar la leve

aparicién de un producto.

No se ve un
producto

\ Dietil /

diferulato

0y )0 13 ). 13 1 5 70 7 :

IR LA ‘ b

Mezcla de elucién
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico

Derecha, revelada con vainillina

4.9.2 Cron )n de dietil

diferulato con decanol a 45°C.

FID1 A, (HECY-OSYD L 000000, )

2] — Dietil diferulato

mil

En este cromatograma se observa ademas del pico del dietil diferulato; un pico
a la derecha en 15.942 minutos, que como ya se habia dicho, se presenta
también en el cromatograma de la reaccion con propanol a la misma
temperatura por lo que podria decirse que es un producto de descomposiciéon o

alguna impureza.
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4.9.3 Cromatografia en capa fina de la reaccion a 60°C monitoreada
cada 12 horas durante 4 dias

Las placas presentadas a continuacién, corresponden a la reaccién de
transesterificacion de dietil diferulato con propanol, aumentando la temperatura

a 60°C, en las placas no puede observarse claramente la aparicién de un

producto.
No se ve un
producto
" i~ i g
Dietil
diferulato
. e i i e
- Yo Yz 30 s N Y2 M DY S B I = o "
DD PR
Mezcla de elucion
Hexano 50: Acetato de etilo 50
Izquierda, revelada con sulfato cérico ., L.
4.9.4 Crom Derecha, revelada con vainillina cion de dietil

diferUIatO CUII UMTCUVaAlIIVI A VUV W,

FID1 A, (HECY-OS'DLDO0002 .
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140 Dietil diferulato
120

100 o
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G0 o
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15.836
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T
16 mil
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o
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Ademas del pico del dietil diferulato en 11.946 minutos, en este cromatograma
se ven varios picos incluso antes del dietil diferulato y dos picos pequerios

después; por lo que lo mas probable es la descomposicion del sustrato.
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4.9.5 Cuantificacion de los resultados por cromatografia de gases

Alcohol receptor | Temperatura (°C) | % Transformacion c
Decanol 45 33.22 19.55
Decanol 60 0.50 -

La cuantificacion del rendimiento en estas reacciones fue muy dificil. Los
rendimientos que se presentan son diversos, aunque por el método, no son de
todo confiables ademas de que no se puede establecer un patrén como en el
caso de las transesterificaciones del etil ferulato, es decir, que no se puede
afirmar por ejemplo, que la temperatura sea un factor que favorezca la
reaccion; muy al contrario, parece disminuirla. Como se puede ver en las
placas de cromatografia en capa fina, en todos los casos lo Unico que se
observa es el dietil diferulato, no se observa ningun producto, lo que contrasta
con las placas de transesterificacién de etil ferulato, donde es claro que
ademas del sustrato se encuentra un producto mayoritario, que
presumiblemente seria el otro ester. Al no ser asi para el caso de dietil
diferulato, se esperaba que el rendimiento al cuantificar en el cromatografo de
gases seria muy bajo, sin embargo se observan resultados muy diversos, lo
cual indica que la reaccién de transesterificacién es posible de llevar a cabo,
sin embargo los rendimientos aun no son los esperados, por lo que se ve en la
placa, y aunque el porcentaje de transformacién parezca elevado en el caso de
la reaccion con butanol a 45°C, esto puede ser en realidad el porcentaje de
transformacién del sustrato (dietil diferulato) sin que esto necesariamente pase
a el producto esperado (en este caso el ester de butanol). En este caso, el
hecho de que la temperatura de 60°C disminuya el rendimiento de la reaccion
podria deberse a la desnaturalizacién de la enzima, sin embargo esto es dificil
de pensar ya que las reacciones se llevaron a cabo al mismo tiempo que las
del etil ferulato y en estas la enzima parece funcionar mejor al elevarse la

temperatura asi que o bien la enzima no se acopla a este sustrato para llevar a
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cabo la reaccion exitosamente o simplemente se debe a que el cromatografo
de gases no puede registrar una sefnal adecuada de este compuesto y los

diferentes productos de su transesterificacion.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El acido ferulico puede conseguirse en cantidades importantes a partir del
residuo de nixtamalizacién de maiz conocido como nejayote, en un momento
de crisis como el que atraviesa el pais, es importante revalorizar los productos
del campo mexicano, por lo que obtener un producto de gran relevancia
cientifica y nutricional como el acido ferulico a partir de un producto, que

generalmente se desecha, le da un valor agregado al mismo.

La obtencién del éster etilico del acido ferulico puede llevarse a cabo
quimicamente con buenos rendimientos, sin embargo, valdria la pena realizar
la reaccibn de manera enzimatica probando condiciones que ya estén
establecidas en bibliografia, pero experimentando también con condiciones

nuevas que aumenten el rendimiento de esta reaccion.

Los dimeros de acido ferulico, sintetizados via directa con peroxidasas, son
dificiles de separar, el método de dimerizacion utilizado en este trabajo permite
la obtencién de un solo dimero esterificado en un rendimiento de 20%, con lo
que se consigue una cantidad considerable del producto para sus reacciones

poseriores.

La sintesis de ésteres de los dimeros de acido ferulico de esta manera da
rendimientos menores a los obtenidos por via de la transesterificacion de un

derivado esterificado del acido, en este caso, el etil ferulato.

El residuo de desespinado de nopal es una buena fuente de peroxidasa y si se
le da el tratamiento adecuado en su purificaciéon tiene un gran potencial para
ser industrializada y utilizada en sintesis, que ademas daria a las espinas de

nopal un valor y uso agregado.

Los compuestos obtenidos en este trabajo, los ésteres de acido ferulico y los
de diferdlico, deben mantener las mismas o incluso mejores propiedades
antioxidantes; sin embargo, esto aun debe ser analizado en un estudio
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posterior, ya que las pequenas cantidades sintetizadas para este trabajo
impidieron una separacion de los compuestos para la realizacién de mas

pruebas, en el sentido de las propiedades de los compuestos conseguidos.
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6.1 Anexo 1. Actividad de peroxidasa de nopal

CAPI{TULO 6. ANEXOS

En una celda de vidrio se colocan 200 ml de un stock del donador de protones
al 1% v/v, 100 ml de H202 al 1%, 1.6 ml de buffer de fosfatos (100 mM; pH

=6.8) y 100 ml del extracto crudo. Al final se registra el incremento en la

absorbancia a 470, 415, 590 y 340 nm (para guayacol, ABTS, bencidina y

pirogalol respectivamente) cada 10 segundos durante 5 minutos, usando e47=
2.66 x 10* M'ecm'(guayacol), ess= 3.11 x 10*M'cm™ (ABTS), esgo= 3.4x10*M"

'em-'(bencidina) y es4=2.8x10°M'cm (pirogalol).

6.1.1 Peroxidasa de rabano

Tiempo (s)| Repeticién 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio c
0 5,78195E-07 | 1,15789E-07 5,18797E-08 2,48622E-07 2,87203E-07
10,426 1,15677E-06 | 2,89098E-07 1,04135E-07 5,16667E-07 5,62004E-07
20,852 1,15677E-06 | 2,89098E-07 1,04135E-07 5,16667E-07 5,62004E-07
30,476 1,15677E-06 | 2,89098E-07 2,08271E-07 5,561378E-07 5,25837E-07
40,902 4,04887E-07 2,6015E-07 3,32519E-07 1,02344E-07
50,52601 | 7,96992E-07 | 5,20677E-07 3,64286E-07 5,60652E-07 2,19106E-07
60,95201 | 9,17293E-07 | 5,78195E-07 4,68421E-07 6,54637E-07 2,33996E-07
70,57601 | 1,03759E-06 | 7,00752E-07 6,76692E-07 8,05013E-07 2,0178E-07
80,20001 | 1,20301E-06 | 9,25564E-07 7,28571E-07 9,52381E-07 2,38352E-07
90,62601 | 1,29323E-06 | 1,04098E-06 8,84962E-07 1,07306E-06 2,06017E-07
100,25001 | 1,41353E-06 | 1,15677E-06 9,89098E-07 1,18647E-06 2,13771E-07
110,67601 | 1,56391E-06 | 1,27256E-06 1,09323E-06 1,3099E-06 2,3755E-07
120,30001 | 1,71429E-06 | 1,38797E-06 1,24925E-06 1,4505E-06 2,38742E-07
130,72601 | 1,84962E-06 | 1,50376E-06 1,3015E-06 1,55163E-06 2,77178E-07
140,35001 | 2,03008E-06 | 1,61955E-06 1,45752E-06 1,70238E-06 2,95129E-07
150,77602 | 2,15038E-06 | 1,79286E-06 1,61353E-06 1,85226E-06 2,73306E-07
160,40002 | 2,33083E-06 | 1,96654E-06 1,8218E-06 2,03972E-06 2,62284E-07
170,82602 | 2,42105E-06 | 2,13985E-06 1,92594E-06 2,16228E-06 2,48317E-07
180,45002 | 2,67669E-06 | 2,25564E-06 2,08195E-06 2,3381E-06 3,05822E-07
190,87602 | 2,79699E-06 | 2,42932E-06 2,23835E-06 2,48822E-06 2,83942E-07
200,50002 | 2,97744E-06 | 2,54474E-06 2,39436E-06 2,63885E-06 3,02719E-07
210,12402 | 3,12782E-06 | 2,66053E-06 2,55075E-06 2,7797E-06 3,06437E-07
220,55002 | 3,23308E-06 | 2,83383E-06 2,75865E-06 2,94185E-06 2,54997E-07
230,17402 | 3,44361E-06 | 2,95639E-06 2,86278E-06 3,08759E-06 3,1185E-07
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240,60002 | 3,50376E-06 | 3,12331E-06 3,01917E-06 3,21541E-06 2,55085E-07
250,22403 | 3,6391E-06 | 3,23872E-06 3,17519E-06 3,351E-06 2,51512E-07
260,65003 | 3,78947E-06 | 3,4703E-06 3,33158E-06 3,53045E-06 2,34799E-07
270,27403 | 3,92481E-06 | 3,64361E-06 3,48759E-06 3,68534E-06 2,21576E-07
280,70003 | 4,04511E-06 | 3,87519E-06 3,64361E-06 3,85464E-06 2,01539E-07
290,32403 | 4,19549E-06 | 3,93308E-06 0,0000038 3,97619E-06 2,01238E-07
300,75003 | 4,34586E-06 | 4,0485E-06 3,95602E-06 4,11679E-06 2,03701E-07
Actividad de peroxidasa = 16-08x + 4E-08
0.000004 R?=0.974
0.000003
0.000003
E 0.000002
= .
.g 0.000002 —&—Repeticion1
£ =l—Repeticion 2
[
Ec,’ 0.000001 Repeticion 3
8 0.000001 Promedio
0.000000
0
50 100 150 200 250
-5E-07
Tiempo (s)
Pendiente 1x10-8 M/s
1x 10-8mol * 2x104L * 1 * 1 * 1x106 uL* 60s *
Ls 100uL 0 .23mg 1L 1 min 1

1x106umol = 5.2174umol

mol min mg

5.2174U/mg
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6.1.2 Peroxidasa de nopal

Tiempo Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio c

0 1,51664E-06 | 2,21204E-06 | 1,01876E-06 | 1,58248E-06 5,99359E-07
10 1,75089E-06 | 2,32924E-06 | 1,11411E-06 | 1,73141E-06 6,07799E-07
20 2,05182E-06 | 2,56038E-06 | 1,41826E-06 | 2,01015E-06 5,72199E-07
30 2,35408E-06 | 2,84354E-06 | 1,70054E-06 | 2,29938E-06 5,73462E-07
40 2,67442E-06 | 3,10474E-06 | 2,04369E-06 | 2,60762E-06 5,33669E-07
50 3,03082E-06 | 3,43435E-06 | 2,35883E-06 | 2,94133E-06 5,43316E-07
60 3,37357E-06 | 3,7431E-06 | 2,64257E-06 | 3,25308E-06 5,6007E-07
70 3,67059E-06 | 4,08628E-06 | 2,99599E-06 | 3,58429E-06 5,50246E-07
80 3,98998E-06 | 4,40167E-06 | 3,33811E-06 | 3,90992E-06 5,36283E-07
90 4,3158E-06 | 4,72764E-06 | 3,65785E-06 | 4,23376E-06 5,39592E-07
100 4,5976E-06 5,0258E-06 | 3,93104E-06 | 4,51815E-06 5,51686E-07
110 4,84725E-06 | 5,34401E-06 | 4,21177E-06 | 4,80101E-06 5,67534E-07
120 5,05405E-06 | 5,63012E-06 | 4,48408E-06 | 5,05609E-06 5,73022E-07
130 5,3046E-06 | 5,94551E-06 | 4,78053E-06 | 5,34355E-06 5,83466E-07
140 5,68721E-06 | 6,21687E-06 | 5,12778E-06 | 5,64395E-06 5,46756E-07
150 5,84626E-06 | 6,52006E-06 | 5,30957E-06 | 5,89196E-06 6,06536E-07
160 6,08704E-06 | 6,7368E-06 | 5,47499E-06 | 6,09961E-06 6,30999E-07
170 6,35899E-06 | 6,97775E-06 | 5,68234E-06 | 6,33969E-06 6,47921E-07
180 6,62295E-06 | 7,1837E-06 | 5,81366E-06 | 6,5401E-06 6,88765E-07
190 6,84564E-06 | 7,44093E-06 | 5,9777E-06 | 6,75475E-06 7,35837E-07
200 7,03716E-06 | 7,65225E-06 | 6,18314E-06 | 6,95752E-06 7,37782E-07
210 7,20596E-06 | 7,72724E-06 | 6,37115E-06 | 7,10145E-06 6,84061E-07
220 7,37666E-06 | 7,95846E-06 | 6,53933E-06 | 7,29148E-06 7,13392E-07
230 7,56613E-06 | 8,25913E-06 | 6,68512E-06 | 7,50346E-06 7,88877E-07
240 7,72843E-06 | 8,39463E-06 | 6,86828E-06 | 7,66378E-06 7,65225E-07
250 7,90429E-06 | 8,46288E-06 | 6,99878E-06 | 7,78865E-06 7,38868E-07
260 8,05649E-06 | 8,52798E-06 | 7,12479E-06 | 7,90309E-06 7,14063E-07
270 8,24461E-06 | 8,72929E-06 | 7,30981E-06 | 8,09457E-06 7,21534E-07
280 8,35771E-06 | 8,92973E-06 | 7,41324E-06 | 8,23356E-06 7,65827E-07
290 8,04151E-06 | 8,96745E-06 | 7,53761E-06 | 8,18219E-06 7,25228E-07

CAPI{TULO 6. ANEXOS
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Actividad de peroxidasa y = 2E-08x + 2E-06
R2=0.981
1.00E-05
9.00E-06
8.00E-06
S 7.00E-06
:g 6.00E-06
8 5.00E-06 —o—Lote1
S 4.00E-06 —=—Lote2
c
S 3.00E-06 Lote 3
2.00E-06 753 =>=Promedio
1.00E-06
0.00E+00
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (s)
Pendiente 2x10-8 M/s
2x10®%mol * 2x10™%L * 1 * iml * 1ml extracto * 60s *
Ls 100uL 1x10°ml 57.9905mg prot. 1 min
1x10°umol = 4.1386x10-3mmol
1 mol mg min

41386 x 10-3 U * 57.9905 mqg proteina = 0.24 U

mg ml extracto ml

Si en 1mg de peroxidasa de rabano hay 5.2174 U, 21.7392 ml de extracto de
nopal tendran la misma cantidad de unidades.
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6.2 Anexo 2. Curvas estandar para la cuantificacion por
cromatografia de gases

6.2.1 Curva patrén de Etil Ferulato

Concentracion EF (mg/ml) Area (pA*s)
0 0
1,6422 1180,1
2,324 1390
4.5461 2993
7,2491 4699,45
13,6174 91141

Curva patrdén de Etil Ferulato
10000

8000 //
6000

/ y = 667.8x - 40.62
4000 / R2=0.999
2000

2 4 6 8 10 12 14 16

Area (pA*s)

-2000

Concentracién (mg/ml)
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En la tabla siguiente se muestran los promedios de cada muestra inyectada
dos veces; también se puede ver que se inyectaron las muestras de las
reacciones con diferente cantidad de sustrato inicial; se puede ver el porcentaje

de la transformacion.

Tipo de Temperatur | Concentr T. Desv. Area Desv. Remanente %
compuesto a (°C) acién retenci Estandar | promedio | Estandar (mg/ml) Conversi
6n 6n
EFP 45 18,3 5,681 6,90E-03 3242,9 183,8 4,93453892 73,0353
6,401 7,90E-02 1460,15 96,85
EFP 45 8,8 5,5145 | 5,00E-03 1859,8 18,7 2,85456418 67,561
6,2365 1,50E-03 1627,25 0,75
EFP 45 9,3 5,51 2,00E-03 681,3 26,7 1,08227713 88,362
6,233 1,00E-03 962,6 0,8
EFP 60 10,7 5,2185 | 8,50E-03 36,4 0,2 0,11244436 98,949
6,261 1,00E-02 1084,55 374,95
EFP 60 10,1 5,202 3,00E-03 66,35 0,15 0,15748466 98,440
6,2505 | 3,50E-03 1445,8 13,7
EFP 60 71 5,689 3,00E-03 787,75 4,65 1,24236195 82,501
6,463 4,00E-03 3032,55 9,65
EFB 45 9,9 5,516 0 2163,65 18,65 3,31150896 66,550
7,0995 | 3,50E-03 839,6 4,4
EFB 45 11,6 5,56 1,10E-02 4262,25 64,35 6,46748827 44,245
7,121 9,00E-03 613,3 1,6
EFB 60 3,6 5,669 2,00E-03 60,05 0,75 0,14801041 95,888
7,359 3,00E-03 2912,35 0,15
EFB 60 8,2 5,531 1,00E-03 903,2 3,1 1,41598141 82,731
7,134 3,00E-03 1254,45 4,65
EFB 60 6,5 5,52 2,00E-03 749,55 15,65 1,18491488 81,770
7,1245 | 5,00E-04 1864,65 9,55
EFB 60 55 5,507 1,00E-03 102,1 1,1 0,21124729 96,159
7,1175 1,50E-03 1826,4 17,3
EFD 45 46,6 5,675 1,50E-02 3069,7 79,4 4,67407212 89,969
16,069 | 2,05E-02 1997,75 12,05
5
EFD 45 10 5,758 2,39E-01 823,8 98,3 1,29657573 87,034
15,759 | 2,50E-03 1329,05 34,75
5
EFD 45 7,7 55145 | 2,50E-03 863,4 13,9 1,35612819 82,387
15,727 | 4,50E-03 825,6 16,7
5
EFD 60 14,8 5,9895 | 5,00E-04 427,2 1 0,70014888 95,269
15,786 | 5,00E-04 1632,25 2,15
5
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6.2.2 Curva patron de dietil diferulato

Concentracién DD (mg/ml) Area (pA*s)
0 0
3,425 62,8875
6,6 92
11,9 157,42

Curva patrén de Dietil Diferulato

180
160
140
120
100
80
60
40

et
-
/
7

(pA*s)

Area

y=12.82x+7.775
R*=0.984

0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracién (mg/ml)

Muestras inyectadas de reacciones de transesterificacion de dietil diferulato. En
la tabla siguiente muestran las diferentes condiciones de las reacciones de
transesterificacion del dietil diferulato, con las temperaturas utilizadas y los

diferentes alcoholes que se usaron para la transesterifiacacion con sus

promedios.

Tipo de | Temperatu | Concentracié | T. Desv. Area Desv. Remanente | %

compuesto ra (°C) n (mg/ml) retenci | Estandar | promedi Estandar | (mg/ml) Convers
6n o} i6n

DDP 45 8 12,22 5,00E-04 | 47,05 0,45 3,062 61,723
15,535 | 4,00E-03 | 13,95 0,05

DDP 45 9,6 11,899 | 4,00E-03 | 81,7 0,5 5,763 39,961

DDP 60 7,4 11,904 | 5,00E-04 | 69 0,4 4,773 35,493
5
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DDB 45 8,9 12,166 | 1,05E-01 | 27,8 1,8 1,561 82,457
15,376 10,6
DDB 60 11,9 12,252 | 2,25E-02 | 157,42 4,25 11,667 1,9555
DDD 45 8,9 12,215 | 2,05E-02 | 53,7 1,7 3,580 59,768
5
15,921 | 2,05E-02 | 17,05 0,95
5
DDD 45 3,8 5,296 6,00E-03 | 334,8 0,7
5,99 2,00E-03 | 382,6 0,4
11,856 | 5,00E-04 | 49,85 0,15 3,280 13,673
5
DDD 45 3,2 5,2965 | 5,00E-04 | 323,1 2,1
5,9855 | 5,00E-04 | 394 0,1
DDD 60 6,6 5,3425 | 9,50E-03 | 414,5 3,7
6,037 1,00E-02 | 515,5 5,55
11,930 | 1,55E-02 | 92 0,9 6,566 0,504
5
15,634 | 1,55E-02 | 15,95 0,15
5
15,822 | 1,30E-01 | 13,7 0,3
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