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RESUMEN

La produccion de los alimentos tradicionales de México, como los compuestos
generados durante su procesamiento pueden ser una fuente importante de
compuestos quimicos usados en diferentes industrias. Sin embargo, poco se ha
explorado su potencial como fuente de compuestos bioactivos para alimentos, como
es el caso de los acidos hidroxicinamicos que son compuestos antioxidantes. Los
acidos hidroxicinAmicos son un tipo de compuestos fendlicos presentes en la
naturaleza, principalmente en la pared celular de los vegetales, desafortunadamente,
el uso de algunos de ellos esta limitado por su baja solubilidad y estabilidad en
medios lipofilos. La naturaleza hidrdfila de estos antioxidantes reduce su eficacia en la
estabilizacion de las grasas y aceites y esto ha sido reportado como una desventaja

cuando una fase acuosa esta presente.

El presente proyecto tuvo como objetivo llevar a cabo reacciones de lipofilizacion,
como primer paso, por el método de Fisher, se realizaron reacciones de esterificacion
de &cidos hidroxicinamicos (ferulico, sinapico, p-cumarico y caféico) con alcoholes de
cadena corta para la obtencion de ésteres métilicos y etilicos; en el segundo paso se
obtuvieron los alcoholes (alcohol vainillico, acido kéjico, alfa-amirina) y se prepar6 la
lipasa vegetal extraida de las semillas Ricinus communis, en el tercer paso se
obtuvieron los nuevos hidroxicinamatos de alquilo usando reacciones de
transesterificacion enzimatica utilizando los alcoholes antes mencionados y los metil y
etil hidroxicinamatos preparados en el primer paso, para este Ultimo paso, primero se
probd la catalisis con lipasa comercial Candida antarctica, y después con la lipasa

vegetal Ricinus communis.

Se purificaron los productos de transesterificacion por el método de la columna
cromatografica, se seleccionaron a los compuestos que obtuvieron una conversion
notable de reactivos a productos y un Rf diferente al de sus precursores. Mediante
resonancia magnética nuclear (RMN) se logro identificar a los productos purificados
debido a los valores de desplazamientos (1H y 13C) mostrados en el espectro, los
cuales fueron comparados con los valores de sus precursores consultados en la

literatura.
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INTRODUCCION
Los antioxidantes son compuestos que en los alimentos retardan la rancidez causada

por autooxidacion y fotooxidacion, protegiendo asi a los lipidos y los compuestos
liposolubles como las vitaminas o los carotenoides. Muchos de los antioxidantes
naturales de interés son de origen vegetal y pertenecen a la clase de compuestos
fendlicos y polifendlicos. La actividad de los antioxidantes y su mecanismo de accion
estd dictada por las caracteristicas estructurales de las moléculas implicadas, el
sistema en el que estan presentes, asi como las condiciones de procesamiento y de
almacenamiento, entre otros (Shabhidi, 2015).

Los &cidos hidroxicinamicos, son compuestos fendlicos, que a su vez son
antioxidantes naturales presentes en la naturaleza, generalmente por su poca
solubilidad en medios no polares su uso es limitado. Una solucion para mejorar su
naturaleza hidrofébica consiste en su esterificacion, esta reaccion quimica conduce a
una mezcla de productos. Para superar este problema, la catalisis enzimatica es una
opcion por su regioselectividad. Las lipasas son capaces de promover la sintesis del
enlace éster cuando la reaccion se lleva a cabo en una baja actividad de agua
(Stalmach, 2014).

La modificacion de los &cidos hidroxicinamicos a través de la esterificacion con
alcoholes puede ser utilizado como una herramienta para producir derivados con
mayor lipofilicidad y mayor poder antioxidante. Ademas, la lipofilizacion de estos
compuestos naturales puede mejorar su solubilidad y miscibilidad en las formulas y
emulsiones en base aceite y por lo tanto pueden ser utilizados como antioxidantes
eficaces en productos alimenticios y farmacéuticos multifasicos (Katsoura et al.,
2009).

La transesterificacion es un proceso quimico a traves del cual, aceites reaccionan con
alcohol (etanol o metanol) para generar ésteres grasos de étil o métil éster

respectivamente (Dizge y Keskinler, 2008).

El desarrollo de nuevos procesos cataliticos pueden también reducir los costos de
produccion, con catalizadores que estan disponibles y/o faciles de preparar,
ahorrando agua y reduciendo el impacto ambiental en todo el proceso. Los procesos

enzimaticos relacionados con lipasas derivadas de microorganismos, animales o
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plantas, que pueden ofrecer una excelente alternativa en la obtencion de nuevos
productos. Las lipasas vegetales son faciles de usar con o sin la purificacion parcial

del extracto de planta (Moussavou et al., 2013).

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica y como biocatalizadores
presentan grandes ventajas sobre los catalizadores quimicos mas comunes como son
su mayor especificidad y selectividad, lo cual principalmente se debe a que son
catalizadores Opticamente selectivos, ademas de trabajar en condiciones de reaccion
cercanas a las que se encuentran en medios fisiolégicos, al contrario de la mayoria de

reacciones quimicas convencionales (Sanchez, 1998).

Las lipasas vegetales estan presentes con una alta actividad en el tejido de reserva
de muchas plantas oleaginosas. En contraste con la mayoria de las semillas
oleaginosas que desarrollan actividad lipasa durante la germinacion, la semilla de
ricino tiene lipasas activas incluso en la etapa de dormancia. Algunas lipasas
catalizan reacciones de hidrolisis de grasas y aceites, otras muestran actividad
catalitica en reacciones de hidrolisis y reacciones de esterificacion. (Tuter, 1998).

ANTECEDENTES

Acidos Hidroxicinamicos

Los &cidos hidroxicinamicos son componentes fendlicos estructurales de la pared
celular de plantas y frutas, son compuestos bioactivos y precursores de aromas.
Raramente se encuentran como acidos libres y de forma predominante aparecen
esterificados con otras moléculas. (Pérez et al., 2009). Los mas comunes son los
acidos ferulico, sinapico, cafeico y p-cuméarico. (Fenemma, 2000). Los acidos
hidroxicindmicos poseen una considerable actividad antioxidante. (Garrido, et al.,
2012).




Acido Ferulico

CH, o
OH

HO

Figura 1. Estructura quimica del &cido ferulico.

El &cido ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) es una molécula antioxidante con
masa molecular de 194.18 g/mol y un perfil endotérmico de 175.2 °C (Tmax)
correspondiente al punto de fusiébn de la forma cristalina, seguido de un efecto
exotérmico de fusién debido a fendmenos de descomposicion a temperaturas mas
altas (Anselmi et al., 2006).

El &cido ferulico se encuentra en las capas externas del grano del maiz, usualmente
esta vinculado a los polimeros de la pared celular por enlaces esteres debido a la
union del grupo carboxilico con el hidroxilo de a-L-arabinosil de las cadenas laterales
de los xylanos. El mayor contenido de acido ferulico se puede encontrar en el salvado
de maiz, aunque también se encuentra en frutas y verduras como el tomate y
cereales como el maiz dulce. Es un compuesto que tiene varias funciones fisiolégicas,
como actividad antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, efecto neuroprotector y

captacion de radicales libres (Zhao et al., 2014; Gortzi et al., 2015).

El 4cido ferdlico se utiliza ampliamente en las industrias alimenticias, farmacéuticas y
cosméticas. Por ejemplo, en ésta Ultima es utilizado en formulaciones para la
proteccion cutanea como fotoprotector, el cual ayuda a retrasar el proceso de
envejecimiento prematuro de la piel. Sin embargo aplicaciones del acido ferulico en
las industrias mencionadas, estan limitadas debido a su escasa solubilidad en medios

hidrofilicos y medios hidrofobicos (Anselmi et al., 2006; Sun et al., 2014).




Acido p-Cumarico

OH

HO

Figura 2. Estructura quimica del acido p- cumarico.

El &cido p-cumarico (&cido 4-hidroxicindmico) es un derivado hidroxi del &acido
cinamico y se produce naturalmente en tres isdmeros (orto, meta, y para-); el acido p-
cumarico es el isbmero mas comun que existe en la naturaleza, ésta molécula tiene
masa molecular de 164.16 g/mol, punto de fusién de 210°C-213°C, dos valores de
pka: pkal=4.6 basado en el oxigeno del acido carboxilico y pka2= 9.3 basado en el

oxigeno fendlico (Ravikumar et al., 2013).

El acido p-cumarico se encuentra ampliamente en algunos tejidos vegetales y esta
unida por enlaces ésteres a polisacaridos y éster o éter a componentes de lignina.
Esta molécula también esta presente en una gran cantidad de alimentos, tales como
uvas, vino blanco y vino rojo, tomate, espinaca, café, zanahoria y ajo (Cunha et al.,
2012).

El &cido p-cumarico tiene actividad antioxidante, anticancerigena y antimutagénica,
ademas es agente quimioprotector debido a la eliminacién de agentes nitrosantes
cancerigenos que se encuentran en compartimientos biolégicos, incluyendo la saliva y

fluidos gastricos (Strazisar et al., 2008).

Tomando en cuenta los amplios efectos terapéuticos del &cido p-cumarico y sus
propiedades significativas de farmacocinética, éste biofenol es un quimico potencial
para ser utilizado en la prevencion o tratamiento de enfermedades. Sin embargo su
uso es limitado debido a sus propiedades fisicoquimicas desfavorables como baja
solubilidad en agua y baja estabilidad oxidativa (Cunha et al., 2012; Strazisar et al.,
2008).




Acido Sinéapico
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Figura 3. Estructura quimica del 4cido sinapico.

El 4cido sinapico es un compuesto fendlico derivado de acido cindmico, el cual posee
tres sustituciones en el grupo fenilo (3,5-dimetoxil y 4-hidroxil). Su masa molecular es
de 224.21 g/mol y su punto de fusibn es de 203°C-205°C, se descompone a
temperaturas superiores de su punto de fusion, es soluble en agua a 25°C y 1 atm
(Roy et al., 2012).

Es un compuesto fenilpropanoide natural que se encuentra en el salvado de trigo y
en diversas plantas como Sinapis alba, canola, semilla de mostaza y colza, también

se encuentra en frutas y verduras (Lee et al., 2012; Roy et al., 2012).

El acido sindpico tiene actividad neuroprotectora debido a que es un eliminador de
radicales altamente eficaz ya que cuenta con una fuerte actividad antioxidante y
antibacteriana, también el 4cido sinapico es anti-inflamatorio e impide la hipertrofia
cardiaca (Lee et al., 2012; Roy et al., 2013).

El 4cido sinapico se usa en el tratamiento de ratas que tienen ataque al miocardio,
inducido por la sustancia isoproterenol, la funcién del acido sinapico es modular la
actividad de la enzima limitante en la biosintesis de colesterol, impidiendo asi la
dislipidemia, la cual es una serie de alteraciones en los niveles de lipoproteinas que

causan el ataque al miocardio. (Roy et al., 2013).
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Acido Cafeico
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Figura 4. Estructura quimica del acido cafeico.

El &cido cafeico (4cido 3, 4-dihidroxicinAmico), es un antioxidante que posee en su
molécula la estructura 4-propenilfenol, tiene una masa molar de 180.16 g/moly un
punto de fusion de 224°C (Kawashima et al., 2011).

Este compuesto es un acido fendélico que esta presente en muchas plantas, ya que es
un intermediario clave en la biosintesis de lignina, uno de los principales componentes

de la biomasa vegetal y de sus residuos (Chao et al., 2014).

Esta molécula tiene propiedades antioxidantes, anticancerigenas,

inmunomoduladoras y anti-inflamatorias (Valentini et al., 2015).

El acido cafeico ha sido ampliamente utilizado como antioxidante en formulaciones
para alimentos, cosméticos y farmacéuticos. Sin embargo el &cido cafeico es un orto-
dihidroxifenol el cual se oxida facilmente en un derivado de o-quinona. Por lo tanto, la
estabilizacion del acido cafeico es de importancia para las aplicaciones en las
industrias antes mencionadas. En estudios anteriores, se han preparado y
caracterizado complejos de Aacido cafeico con ciclodextrinas para mejorar la
solubilidad del &cido cafeico (Chao et al., 2014).




Alcoholes

Acido Kéjico

OH

HO

@)

Figura 5. Estructura quimica del acido Kadjico.

El acido Kajico (5-hidroxi-2-(hidroximetil)-1,4-pirona) es soluble en agua e inestable a
alta temperatura cuando se almacena a largo plazo. Su masa molecular es de 142.11
g/mol y su punto de fusion es de 152°C-155°C (El- Boulifi, et al., 2014)

El &cido Kojico es un metabolito fingico que se produce por muchas especies de
Aspergillus, Penicillum y Acetobacter, hecho de carbohidratos particularmente de
glucosa y almidén. También el &cido kojico es un subproducto comun en la

fermentacién de salsa de soya y de sake (Bingi et al., 2015; Ogiwara et al., 2015).

Las propiedades biologicas de este compuesto son actividad antimicrobiana,
prevencion del pardeamiento oxidativo, entre otras, sin embargo se han realizado
varios estudios que demuestran que este compuesto puede actuar como

carcinogénico en tiroides (Ogiwara et al., 2015).

El acido Kdjico se utiliza ampliamente como aditivo en alimentos para evitar la
reaccion de pardeamiento o en cosméticos como un agente blanqueador de la piel.
Para mejorar las propiedades del acido kéjico, tales como el almacenamiento,
compatibilidad y solubilidad en aceite, los derivados del acido kojico han sido
sintetizados por lo general mediante la modificacion del grupo hidroxilo C-5 para
formar éteres hidroxifeniles o ésteres, o0 mediante el uso de este grupo se forma
glucosidos o derivados de péptidos. La razén principal es que los derivados del acido

kdjico fueron mas estables que el propio acido kéjico (El- Boulifi, et al., 2014).
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Alcohol Vainillico

OH

HO
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eH,

Figura 6. Estructura quimica del alcohol vainillico.

El alcohol vainillico (4-hidroxi-3-metoxibencilalcohol), pertenece al grupo de los
alcoholes bencilicos metoxi-sustituidos. Esta molécula es soluble en agua caliente,
en etanol frio 6 caliente, y en éter frio ¢ caliente. Es relativamente insoluble en agua
fria y tiende a formar soluciones supersaturadas en agua (Morales, 2005; Lecher,
2007).

Esta molécula se hace por la reduccién de la vainillina, debido a que ésta Ultima
capta dos electrones del medio durante el proceso de oxidacion del alcohol
(Rozniecka et al., 2010).

En un estudio hecho con ratas (Sprague-Dawley), se demostré que el alcohol

vainillico posee actividad anticonvulsiva y actividad antioxidante (Hsieh et al., 2000).

El alcohol vainillico es un material renovable prometedor de partida para la sintesis de

moléculas bioldgicamente activas e ingredientes aromatizantes (Lecher, 2007).




Alfa-amirina
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Figura 8. Estructura quimica de la alfa-amirina.

La a/p-amirina, caracterizada estructuralmente como triterpenoides pentaciclicos, se
forma a través de la ciclacion de 2,3-oxidoescualeno catalizada por la triterpeno
ciclasa. Son isébmeros estructurales en relacion y poseen esqueletos basicos de dos
diferentes subgrupos de triterpenos pentaciclicos, es decir, ursano y oleanana,
respectivamente. La Unica variacion estructural en ellos reside en el grupo metilo del
anillo E, que ocupa la posicién ya sea en C-19 (a-amirina) con punto de fusion de
186-188°C 6 C-20 (B -amirina) con punto de fusién de 187.5-190°C (Haldar et al.,
2014).

Los triterpenoides son conocidos por sus diversas propiedades bioquimicas y
farmacéuticas. Se encuentran ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal
formando parte de los diferentes érganos de las plantas (frutos, raices, latex, semillas,

hojas y partes areas en general) (Mangas, 2008).

La a/B-amirina y sus derivados poseen un amplio espectro de actividades biol6gicas
y farmacoldgicas, incluyendo actividades anti-inflamatorias, anti-insecticidas, anti-
depresivas, anti-artriticas, gastroproctetoras, anti-hipoglucémicas, anti-microbianas y

actividades citotoxicas (Haldar, et al., 2014: Matos, et al., 2013).

En la ultima década a/B-amirina y sus derivados semi-sintetizados se han investigado
extensivamente por sus bioactividades. El triterpeno pentaciclico, a/f-amirina ha sido
reportado anteriormente como un componente efectivo en el tratamiento de varias
condiciones inflamatorias. La evidencia reciente indica que a/B-amirina muestra sus

efectos a traves de la interaccion con la via cannabinoide (Haldar, et al., 2014).
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Esterificacion

Los ésteres y los procesos de obtencion de los mismos son conocidos desde hace
mucho tiempo. La demanda mundial de éstos ha crecido enormemente,
adicionalmente se empiezan a utilizar ésteres muy especificos de estructura compleja
para emplearlos en materiales muy definidos. También se han comenzado a obtener
ésteres de materias primas antes no utilizadas, dado que se ha superado la dificultad
para hacerlas reaccionar bajo las condiciones de esterificacién tradicionales. Los
conceptos y fundamentos de éstas reacciones no han cambiado; se ha profundizado
en ellos y proyectado su conceptualizacion al disefio de procesos buscando formas
mas eficientes para esterificar, logrando condiciones menos drasticas, mayores

conversiones y mejores selectividades (Sanchez y Rodriguez, 1995).

Para lograr un buen disefio en la obtencion de un éster, es de suma importancia la
eficiencia y optimacion de las diferentes variables: materias primas, consumo de
energia, tiempo de proceso, menores requerimientos en los sistemas de purificacion
de productos y reciclo de materiales, disminucién de productos indeseados, buena

calidad y rendimiento del producto deseado.

La reaccién de esterificacion entre un acido carboxilico y un alcohol, es reversible en

medio acido y termodinamicamente factible:

o

0
Py — L
7~
0
R1 o T R ok RA R T

(Sanchez y Rodriguez, 1995).

Los diversos ésteres de acidos hidroxicinamicos se han sintetizado en los ultimos
afios y son generalmente mas lipdfilos en comparacidn con sus compuestos
originales, algunos de ellos han demostrado algunas ventajas sobre sus compuestos

precursores (Garrido, et al., 2012).
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Transesterificacion

La transesterificacion se define como una reaccion de sintesis en la cual el acil
donador es un éster, y se distinguen dos tipos de transesterificaciones, glicerdlisis y
alcohdlisis, segun sea el glicerol o un alcohol el acil receptor (Sanchez, 1998).

La transesterificacion con aceites vegetales puede ser catalizada ya sea por
catalizadores quimicos o por enzimas. Los ésteres de alcoholes de cadena media y
cadena larga tienen una amplia variedad de aplicaciones en sectores industriales

como textil, plasticos, cosméticos y lubricantes (Malhotra, et al., 2014).

Los esteres reaccionan con alcoholes en medios acidos reemplazando su grupo
alcoxi por el alcohol correspondiente, como puede observarse en la siguiente reaccién
(McMurry, 2008).

(0] 0]

H*
H3CA< +H3C_(|_:|_QH # H3C4< + H3C—OH
2

o O—C—CH,
| i
C
Figura 9. Ejemplo de reaccion de transesterificacion en medio acido
El mecanismo de transesterificacion acida transcurre en las siguientes etapas:

Primera etapa.

H304< H H,C /<

o
|
CH,

Figura 9.1. Protonacion del éster.
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Segunda Etapa.

{\BH' OH

H.C # H.C o)
o |
| H.C—C—O0_ CH,
- H_\ \ v
CH, . H

HO — C — CH,

"~

Figura 9.2. Adicion nucledfila del alcohol al carbonilo.

Tercera Etapa.

OH H
H 04’7 H3C +0{
H,y 'G—'G—'l.f}+ CH3 H3C—C—D CH,
2 2

Figura 9.3. Equilibrio acido-base, que transforma el metéxido en buen grupo saliente

(metanol).
Cuarta Etapa.
I/*/ SHE g _AZ + HC—OH
H.C o8 ST H,C 2
’ | O—C—CH.
H, :

H.C—C—O CH, 2
T :

L

Figura 9.4. Eliminacion del Metanol.




Métodos de Esterificacion
Existen muchos métodos para efectuar la transformacién, incluyendo la reaccion Sy2,

de un anion carboxilato con un haluro de alquilo primario (McMurry, 2008).

0 0
Reaccion +
HC—C—C—”- o HC—| — " HC—C—C _CHy Na— |
’ H, H o Nt ¥ Shi2 R, K 0
ELtanoato de Sodio Butanoato de metilo (97%)

Figura 10. Reaccidn Sy2. Las reacciones Sy2 estan involucradas en casi todas las metilaciones
biolégicas, en las cuales se transfiere un grupo —CH; de un donador electrofilico a un nucledfilo.

Los ésteres también pueden sintetizarse por una reaccién de sustitucion nucleofilica
en el grupo acilo catalizada por acido de un acido carboxilico con un alcohol, un
proceso llamado reaccion de esterificacion de Fischer. Desafortunadamente, la
necesidad de utilizar un exceso de alcohol liquido como disolvente limita el método a
la sintesis de ésteres de metilo, etilo, propilo y butilo (McMurry, 2008).

Método de Esterificacion de Fisher

Los acidos carboxilicos no son los suficientemente reactivos como para experimentar
directamente la adicion nucleofilica, pero su reactividad se incrementa en gran medida
en presencia de un acido fuerte como &cido clorhidrico o &cido sulfhidrico. Estos
protonan el atomo de oxigeno del grupo carbonilo, por lo que le da una carga positiva
al 4cido carboxilico y lo vuelve mucho mas reactivo. La posterior perdida de agua del

intermediario tetraédrico genera el producto éster.

El efecto neto de la esterificacién de Fisher es la sustitucién de un grupo —OH por
-OR’. Todos los pasos son reversibles, y la reaccion puede conducirse en cualquier
direccion por la eleccion de las condiciones de reaccion. La formacion de ésteres es
favorecida cuando un exceso de alcohol es usado como disolvente, pero la formacion
de acido carboxilico es favorecida cuando estd presente un gran exceso de agua
(McMurry, 2008).
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Método de Esterificacion en Medio Basico

Las amidas son dificiles de preparar mediante la reaccion de los acidos carboxilicos
con aminas debido a que éstas son bases que convierten a los grupos carboxilo
acidos en sus aniones carboxilato no reactivos. Asi que debe reemplazarse el —OH
por un mejor grupo saliente no acido. En la practica, las aminas se preparan
generalmente tratando al acido carboxilico con diciclohexilcarbodiimida (DCC) para
activarlo, seguido por la adicion de la amina. El &cido se adiciona primero a un enlace
C=N de la DCC, y despues se efectua la sustitucion nucleofilica en el grupo acilo por
la amina. Alternativamente, y dependiendo del disolvente de la reaccion, el
intermediario acilo reactivo también podria reaccionar con un segundo equivalente de
ion carboxilato para generar un anhidrido de acido que reacciona con la amina
(McMurry, 2008).

Método de Esterificacion Bioldgico

La conversién directa de un acido carboxilico a un derivado de acilo por la sustitucién
nucleofilica en el grupo de acilo no ocurre en bioquimica. En el laboratorio, el acido
primero debe de activarse. Con frecuencia se efectia esta activacion en los
organismos Vvivos por la reaccion del acido con ATP para dar un grupo fosfato de acil
ademosina o acil adenilato. Por ejemplo, en la biosintesis de grasas, un &cido
carboxilico de cadena larga reacciona por la sustitucion nucleofilica en el grupo acilo

subsecuente de un grupo tiol en la coenzima A para dar la acil CoA (McMurry, 2008).

Método de Esterificacion Enzimatico

Las lipasas son una familia de enzimas que catalizan la hidrélisis de grasas (funcién
natural), la transesterificacion, la alcoholisis y la esterificacion, entre otras reacciones.
Debido a su alta actividad, selectividad y las condiciones moderadas en las cuales
ellas operan, las lipasas tienen una amplia aplicacion en varios procesos de
alimentos, papel, textiles. La alta selectividad de lipasas es una caracteristica clave de
estos biocatalizadores que se utilizan en la resolucion de mezclas racémicas para la
preparacion de compuestos Opticamente puros para industrias farmaceuticas y

agroquimicas (Foresti et al., 2007).




Otros Métodos de Esterificacion

Aunqgue la accion de la lipasa inicialmente se considerd estar restringida a medios
acuosos, hoy en dia las lipasas son empleadas no solamente en los sistemas
tradicionales a base de agua, sino también en sistemas no acuosos con sustratos

disueltos y enzimas inmovilizadas.

Algunos medios de reaccion no convencionales que se utilizan actualmente incluyen
disolventes organicos, sales y liquidos ionicos, fluidos supercriticos, y sistemas libres
de disolvente. La reduccién de costos, la alta concentracion de substrato y la gran
producciéon volumétrica son algunas de las ventajas de los sistemas libres de

disolventes (Foresti et al., 2007).

El reciente interés en liquidos i6nicos es debido a su baja presion de vapor y alta
estabilidad térmica, asi como sus propiedades fisicoquimicas ampliamente
relacionadas de una manera favorable (polariadad, hidrofobicidad, miscibilidad del
disolvente), dependiendo de la naturaleza del catién y anion utilizado. La toxicidad
reducida de algunos liquidos i6nicos es otra ventaja importante para su uso como
medios para la modificacion biocatalitica de compuestos que pueden ser utilizados
como aditivos alimentarios o en formulaciones farmacéuticas y cosméticas. Ademas
las enzimas presentan una mejor estabilidad y una mayor selectividad en estos

medios liquidos i6nicos (Katsoura et al., 2009).

Hidroxicinamatos
Los hidroxicinamatos se encuentran ampliamente distribuidos en vegetales, estan

presentes en sus formas libres y en enlaces conjugados solubles e insolubles. A
pesar de que son abundantes en cereales, leguminosas, oleaginosas, frutas, verduras
y bebidas, se localizan en casi todos los grupos de alimentos otorgando actividad
antioxidante por la habilidad de captar los radicales hidro-xilo, superoxido, peroxilo,

peroxinitrito, oxigeno singulete, entre otros (Shahidi y Chandrasekara, 2009).
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Esteres del acido Ferulico

HyC —O A

O—R1

HO

Figura 11. Estructura quimica del éster alquil ferulato (Laguerre et al, 2013).

El acido ferulico se esterifica a la posicion C-5 del arabinofuranosilo de las cadenas
laterales de arabinoxilano en el salvado de maiz y salvado de trigo. Por otro lado, el
acido ferulico se adhiere principalmente a la posicion C-2 de la seccion a-1,5 unida a
los residuos de arabinofuranosa o en la posicion C-6 de la seccion 3-1,4 unida a los
residuos de galactopiranosa en la pectina de dicotiledéneas tales como la remolacha
azucarera y espinacas (Tscuchiyama, 2006).

La habilidad de captar radicales libres de la estructura quimica del 1-gliceril ferulato es
mas bajo que la del acido ferulico asi como el tocoferol, el cual es usado como control

positivo (Tscuchiyama, 2006).

C|:H3 o
o)
N 0/\|/\0H
OH
HO

Figura 12. Estructura quimica del gliceril ferulato.

Los lipidos feruloilatos estructurados, tipos de ésteres del acido ferdlico, se pueden
preparar mediante la esterificacion de aceite de ricino con acido ferdlico. Esta
estructura lipidica puede ofrecer propiedades combinadas benéficas tanto del aceite

de ricino como del 4cido feralico (Sun et al., 2014).




Esteres del acido p-Cumarico
Los ésteres de cumarato de alquilo inhiben la oxidacion de lipoproteinas de baja

densidad de manera mas eficiente y exhiben una actividad antioxidante mayor que el
acido cumarico. Ademas, estos ésteres son aplicados en las industrias quimica,

farmacéutica y cosmética (Sharma et al., 2014).

Los ésteres de p-cumarato son modelos muy importantes para la sintesis de
compuestos naturales. EI p-cumarato de metilo ha sido posible obtenerlo por reacciéon
de Heck en altas conversiones y selectividades en ausencia de fosfinas. La reaccion
de Heck consiste en optimizar la reaccibn mediante sistemas libres de fosfina,
utilizando fuentes homogéneas y heterogéneas de paladio. La reaccion de Heck se ha
convertido en uno de los protocolos estandar en la sintesis organica, asi como un

punto de referencia para estimar la eficiencia de un sistema (Duque et al., 2008).

MH2 "'\._\_“ CO:Me
a
/@/\/
HO HO

(76%)

Figura 13. Reaccién de Heck. Reactivos y condiciones: a, 42% HBF,4, -5°C, 1 h,
después CH,=CHCO,;Me, 1 mol% PdCl,, 60°C, 3h (Duque et al., 2008).

Esteres del acido sinapico
CH,

| o} C|H3
o +
N—CH
\ O/\/ | 3
CH4
HO
O—ch,

Figura 14. Estructura quimica de sinapoil colina. Una de las estructuras de los

compuestos aislados a partir de semillas de Brassica napus (Baumert et al., 2005).
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Figura 15. Estructura quimica del sinapoil malato. Una de las estructuras de los

compuestos aislados a partir de semillas de Brassica napus (Baumert et al., 2004).

En las semillas oleaginosas (Brassica napus L. var. napus) se acumulan grandes
cantidades de sinapina (sinapoilcolina). EI complejo patron de ésteres sinapato en las
semillas de Brassica napus es dependiente de la formacién de 1-O-sinapoil-B-glucosa.
Esto da lugar a la suposicion de que las enzimas de la familia Serina carboxipeptidasa
con actividad de aciltransferasa (SCPL), reconocen este éster de glucosa como
donador de acilo, catalizando la formacién de multiples ésteres. Los donantes de acilo
en la formacién del éster catalizada por la aciltransferasa son en su mayoria

tioésteres-CoA (Baumert et al., 2004).

Los fitosteril sinapatos originados a partir de una sintesis enzimética, poseen un gran
potencial para ser utilizados como antioxidantes, aunque se requiere de mas estudios
toxicoldgicos para determinar su seguridad, asi como su presencia natural en fuentes
alimenticias (Tan y Shahidi, 2013).

Esteres del acido Cafeico

HO NN

HO

Figura 16. Estructura quimica del éster feniletilico del acido cafeico (CAPE) (Park et
al., 2014).

El éster feniletilico del acido cafeico (CAPE) es un componente activo de los extractos

de propdleos de miel de abeja. Es un compuesto quimico natural y antioxidante
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superior fenodlico. Ademas tiene un efecto anti-inflamatorio, antimicrobiano,
inmunomodulador y anti-carcinogénico. Se ha utilizado en la medicina popular desde
hace muchos afios, y recientemente, muchos estudios experimentales han mostrado
su efecto antioxidante. CAPE se conoce por la reduccion de radicales libres derivados
del oxigeno (Park et al., 2014).

Lipofilizacion

La lipofilizacion consiste en injertar uno o varios restos lipdfilos a la molécula para
hacerla mas tensoactiva. Las moléculas preparadas asi, con lipofilicidad afinada han
mejorado la biodisponibilidad in vivo comparado con sus antioxidantes precursores.
También muestran una mayor miscibilidad, y la incorporacion en fases lipidicas y en
lipo-portadores  ofrecen una ventaja para su uso en farmacos, alimentos y
formulaciones cosméticas. Estos antioxidantes funcionales se pueden preparar con
un amplio rango de estrategias de lipofilizacion utilizando lipasas o resinas acidas
para llevar a cabo la esterificacion, transesterificacion, amidacion y la eterificacion
(Laguerre et al., 2013).

Los productos alimenticios son sistemas complejos que contienen diferentes fases y
componentes (aire, agua, lipidos, proteinas, entre otros). Los sistemas alimentarios
heteroféasicos como la leche y la mayonesa, son consumidos ampliamente. La leche y
la mayonesa son emulsiones aceite en agua (O/W), las cuales se componen de 3
fases: fase oleosa, fase acuosa y una interfase, como su nombre lo indica, se
encuentra entre la fase acuosa y la fase oleosa. La eficacia de un antioxidante es
altamente influenciado por sus interacciones con otros componentes y su capacidad
para situarse en el entorno donde toma lugar la oxidacion lipidica (Aleman et al.,
2015).

La lipofilicidad de un compuesto es un factor crucial que determina su eficiencia como
antioxidante en compartimientos lipofilicos y que tiene un gran impacto en su
capacidad para atravesar las membranas celulares y alcanzar su objetivo (Garrido, et
al., 2012).

La lipofilizacion de compuestos fendlicos con diferentes longitudes de cadenas

alquiladas reducira su polaridad y en consecuencia cambian su distribucion entre las
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diferentes fases en la emulsion. Por lo tanto la lipofilizacion mejora la eficacia

antioxidante de los compuestos fendlicos polares (Aleman et al., 2015).

Enzimas: Lipasas

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica y como biocatalizadores
presentan grandes ventajas sobre los catalizadores quimicos mas comunes como son
su mayor especificidad y selectividad, principalmente debido al hecho de que son
catalizadores Opticamente selectivos, ademas de trabajar en condiciones de reaccion
cercanas a las que se encuentran en medios fisiolégicos, al contrario de la mayoria de

reacciones quimicas convencionales.

Por el contrario, las enzimas presentan una serie de inconvenientes como son Su
elevado coste y su poca estabilidad en medios y condiciones alejadas de las
fisiol6gicamente habituales, en particular, es marcada la dependencia de la actividad
de una enzima con factores ambientales como temperatura, presion o pH y
operacionales como agitacién, aireacién entre otros. Por otro lado, la presencia de
inhibiciones que modifican la actividad enzimatica, obliga a trabajar habitualmente a
concentraciones de sustratos y productos bajas, o que muchas veces provoca un

encarecimiento de la etapa de purificacion del producto de interés (Sanchez, 1998).

Lipasas a partir de microorganismos depende en gran medida de factores
ambientales, como temperatura o pH, composicion del medio de fermentacion:
fuentes de carbono, nitrdgeno, concentracion de sales inorganicas, asi como
porcentaje de oxigeno disuelto, pudiendo estos factores alterar la estructura de la
enzima y la relacidon lipasa extracelular/intracelular. Las condiciones habitualmente
utilizadas son: temperatura alrededor de los 30°C, pH en zona neutra y condiciones
aerobias. Como fuente de carbono se utiliza una fuente mixta compuesta por un
glucido y un lipido, actuando este ultimo como inductor para la produccion de lipasas.
Como fuente de nitrégeno se utiliza urea o sales inorganicas de amonio (Sanchez,
1998).

Las lipasas se caracterizan por una triada catalitica que consiste en serina, histidina y
aspartato (Serl05, His224 y Aspl87 en Candida antarctica tipo B). EI mecanismo
general aceptado de reacciones catalizadas por lipasa implica dos pasos. La primera

etapa de la reaccion es la adicién del grupo acilo a la serina catalitica de la enzima,
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produciendo el acil-enzima (etapa de aciclacion). En el segundo paso, el grupo acilo
puede reaccionar con varios nucledfilos, tales como agua, alcoholes, aminas o

peréxidos. (Etapa de desacilacion) (Escorcia et al., 2014).

La acilacion como la desacilacidon se desarrolla a través de un complejo inicial enzima-
sustrato no covalente (Complejo Michaelis; MCC) y un intermediario tetraédrico (IT).
Este dltimo se estabiliza por funciones NH y OH en la cavidad oxianionica de la
enzima, constituido por los residuos Thr40 y GIn106 en Candida antarctica Tipo B
(CalB) (Escorcia et al., 2014).

Se ha reportado que pueden existir lipasas libres en dos formas estructurales
diferentes. En una forma, el sitio activo de la lipasa se aisla del medio mediante una
cadena oligopeptida helicoidal llamada “tapa”. En la otra forma, la estructura presenta
la tapa desplazada y el sitio activo esta expuesto al medio de reaccion, y esto se
considera para que la lipasa esté en su forma activa (abierta). En medios
homogéneos acuosos, la lipasa esta en equilibrio entre estas dos estructuras. Tras la
interaccion con una superficie hidrofoba la forma abierta de la lipasa se absorbe sobre
la superficie y el equilibrio se desplaza hacia la forma abierta, éste fendmeno es
llamado activacion interfacial, el cual es necesario para que la lipasa despliegue al
maximo su actividad catalitica incrementando la afinidad por sustratos lipidicos y la
estabilidad del estado de transicion durante el ciclo catalitico. (Poojari y Clarson,
2013: Gonzalez-Bacerio et al., 2010).

Lipasa B Candida antarctica

Candida es un género de levaduras, que producen lipasas que han sido aisladas de
varias especies. También se han reportado las secuencias del genoma de un
determinado numero de especies de Candida. Es relevante sefialar que Candida
antarctica ha proporcionado lipasas que son de importancia industrial. La Lipasa B de
Candida antarctica (CALB) ha sido explotada por muchos investigadores para la
sintesis de una variedad de compuestos organicos a través de reacciones de

esterificacion o transesterificacion (Poojari y Clarson, 2013).

CAL B ha llamado la atencion debido a sus propiedades de alta estabilidad,
estereoselectividad y enantiopreferencia que la hacen superior a otras lipasas en la

biotransformacién. CALB es utilizado en una amplia variedad de campos industriales y
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también esta disponible comercialmente. Sin embargo, a pesar de la estabilidad
intrinseca de CALB, la termoestabilizacién es necesaria para mejorar la eficiencia de

los procesos biocataliticos a altas temperaturas (Jun et al., 2013).

CALB pertenece a la superfamilia de plegamiento ao/f hidrolasa con una triada
catalitica conservada que consiste en Serl05-His224-Asp187. Se compone de 317
residuos de aminoacidos. El sitio activo contiene una cavidad oxianion, la cual
estabiliza el estado de transicion y el oxianion en la reaccion intermedia. La molécula
de sustrato reacciona con la serina del sitio activo formando un intermedio tetraédrico
el cual se estabiliza por los residuos cataliticos de His y Asp. En la siguiente etapa el
alcohol se libera y se crea el complejo acil-enzima. Un ataque nucledfilo (agua en
hidrolisis, alcohol en transesterificacion) causa otra formacion intermedia tetraédrica.
En la dltima etapa, el intermediario se divide en producto y enzima y se recupera para

el proximo ciclo catalitico (Viskupicova et al., 2012).
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Figura 17. Mecanismo de reaccion catalizado por la lipasa Candida antarctica
(Viskupicova et al., 2012).

El sitio activo de CALB consta de un sitio de union acil-sustrato no especifico y un
sitio de union alcohol-sustrato especifico. Este es selectivo para alcoholes

secundarios. En contraste con la mayoria de las lipasas, CALB no tiene “tapa” que
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cubra la entrada al sitio activo y no muestra activacion interfacial (Viskupicova et al.,
2012).

El costo de la enzima es un factor determinante en la viabilidad econémica de las
biotransformaciones. La ventaja de utilizar enzimas inmovilizadas es que permite su

reutilizacion impactando en el costo del proceso de biosintesis (Jun et al, 2013).

Lipasa Vegetal, extraida de la semilla de Ricinus communis

El Ricino se utiliza tradicionalmente como una planta medicinal. Es la Unica especie
del genero Ricinus. Esta planta es conocida como “kharou&a” en arabe, “ricina” en
francés y “castor bean” en Inglés. Es un arbusto, anual, perenne, robusta y cuya altura
puede variar de 3 a 12 m. El Ricino se ha extendido a través de los trépicos y las
regiones con temperaturas céalidas del mundo. En Tunez, el ricino crece
espontaneamente en tierras degradadas, fue introducido y naturalizado de norte a sur
del pais. Esta especie posee diversas actividades biologicas tales como
hepatoprotector, antiinflamatorio,  diurético, anticancerigeno, antibacteriano,
insecticida, hipoglicémico, y la captacion de radicales libres. Anteriormente, se informé
de gque esta planta es demasiado rica en metabolitos secundarios, especialmente en
compuestos fendlicos y alcaloides. El papel de estos compuestos se muestra en la
proteccién contra ciertas enfermedades debido a su posible interaccion con varias

enzimas y sus receptores antioxidantes (Wafa et al., 2014).

Las semillas son muy téxicas, por la presencia de albumina llamada ricina. Basta la
ingestion de tan solo 0,03g (25 g de semillas); para producir un cuadro de
gastroenteritis fuerte con deshidratacion; puede dafiar gravemente el higado y el rifién
e incluso producir la muerte; contiene grasas hasta un 70%, de los cuales el 68% es
un glicérido del &cido ricinoléico; proteinas hasta un 20%, ricina, enzimas, con

presencia de lipasa; vitamina E (Martinez, 2013).

La lipasa de Ricino es investigada como biocatalizadora en la esterificacion de acidos
grasos con glicerol. La semilla de ricino contiene una lipasa triacilglicerol activa,
incluso en las semillas en estado latente. Las preparaciones de lipasa de ricino se han

utilizado para hidrolizar las grasas para la preparacion de acidos grasos (Tuter, 1998).
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La lipasa acida obtenida a partir de semillas de aceite de ricino ha sido estudiada
desde el comienzo de siglo, y aunque se ha publicado mucho sobre sus propiedades
enzimaticas, la proteina de esta lipasa aun no se ha purificado. La lipasa acida de las
semillas de ricino tiene un pH Optimo cerca de 4.2 y es muy activa, que cataliza la
hidrolisis de practicamente todo el TAG contenida dentro de los cuerpos oleosos en
aproximadamente 30 minutos. Esta lipasa acida se encuentra en el endospermo de
las semillas y se une a la capa de oleosina/ fosfolipido que rodea el depésito de los
cuerpos oleosos. La lipasa acida se sintetiza durante el desarrollo del endospermo vy,
después de la geminacion de la semilla, su actividad disminuye al mismo tiempo que
el aceite almacenado es metabolizado. En las otras dos tipos de lipasas encontradas,
se ha mostrado que son sintetizadas en el endospermo de la semilla de ricino. Una de
estas lipasas se encuentra en la membrana glioxisomal y tiene un pH éptimo de
aproximadamente 9.0 y la otra lipasa esta asociada con los cuerpos oleosos Yy tiene
un pH optimo de aproximadamente de 7.5 (Fuchs et al., 1995).

Cromatografia

La cromatografia se define como la separacion de una mezcla de dos 6 mas
compuestos diferentes 6 iones que estan distribuidos entre dos fases, una de las
cuales se le conoce como fase estacionaria y la otra como fase mavil. Existen
diferentes tipos de cromatografia que dependen de la naturaleza de las fases
involucradas: solido-liquido (columna, placa y papel), liquido-liquido, (liquido de alta
resolucién), y gas-liquido (fase vapor), estos métodos son los que se utilizan

comunmente en laboratorios e industrias (Martins et al., 2015).




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar nuevas reacciones de lipofilizacion de acidos hidroxicinamicos (ferulico, p-
cumarico, sinapico, cafeico) con alcoholes (Tipo vainilloide, benzoico, fenil propenoide
y triterpenoide) utilizando una estrategia de dos etapas, comenzando con un método
quimico (Fisher) seguido de un método enzimatico, probando con dos lipasas, una

comercial Candida antarctica (CALB) y otra vegetal Ricinus communis.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Esterificar los acidos hidroxicinamicos por el método de Fisher con alcoholes
de cadena corta (etanol y metanol).

e Realizar la transesterificacion enzimatica con los alcoholes (acido Kojico,
alcohol Vainillico y Alfa-amirina), utilizando lipasa comercial Candida antarctica
tipo B y lipasa vegetal Ricinus communis para obtener los hidroxicinamatos de
alcoholes.

e Observar por cromatografia de capa fina productos posibles.

e Purificar los productos por columna cromatografica.

e Caracterizar los productos por Resonancia Magnética Nuclear.

HIPOTESIS

Si se combinan métodos de esterificacion: quimico (esterificacion de Fisher) y
enzimatico (enzima comercial y vegetal), se favorecerd la sintesis de nuevos ésteres

lipofilicos de acidos hidroxicinamicos.
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MATERIALES

v

<\

Reactivos: Acido ferdlico (Ci10H1004) grado HPLC (Sigma-Aldrich), Acido
sinapico (C11H120s) grado HPLC (Sigma-Aldrich), Acido p-cumarico (CgHgO3)
grado HPLC (Sigma-Aldrich), Acido cafeico (CoHgO4) grado HPLC (Sigma-
Aldrich), Acido clorhidrico concentrado (HCI) (Baker), Bicarbonato de sodio
(NaHCO3) (Baker), Borohidruro de Sodio (NaBH,) (Baker)

Disolventes: Acetato de etilo (Baker), Etanol (EtOH) grado HPLC, Metanol
(MetOH) grado HPLC, Metilisobutilcetona (Ce¢H1,0) grado HPLC

Adsobentes: Malla molecular 5°A (Sigma-Aldrich)

Enzima: Lipasa Comercial Candida antarctica (Novozyme 435)

Cromatografia de capa fina: Placas de aluminio con gel de silice 0.2 mm,
Reveladores: solucion de sulfato cérico, solucion de Anisaldehido y solucion
metanolica de DPPH.

Columnas: Gel de silice: MACHEREY-NAGEL kieselgel

Equipos: Rotavapor R-205 Bichi Switzerland: Bichi Helating Bath B490,
incubadora de agitacion orbital Thermo Scientific Modelo: SHKE4000 Benchtop
Orbital Shaker, parilla eléctrica, equipo de reflujo, lampara UV, balanza
analitica: ANALYTICAL PLUS, OHAUS

Equipo de Resonancia Magnética Nuclear: 400-MR, 400-S. Bruker
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METODOLOGIA

Diagrama general
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acidos hidroxicinamicos =y Antarctica (acidos
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Esquema 1. Ruta sintética de las etapas de los métodos de esterificacion.




Esterificacion Quimica
Para la preparacion de la esterificacion de los acidos hidroxicinamicos se empled el

método de Fischer

O 9]
S 50mL HCI concentrado CH,
MetOH TS AN o
+ -
50mL O-Et
EtOH A

Reflujo 8 horas
R

Esquema 2. Ruta sintética de la esterificacion de los &cidos hidroxicinAmicos

Esterificacion de Fisher

Esteres de metilo

Se pesaron 5 g de acido hidroxicinamico (feralico, cafeico, cumérico y sinapico) en
matraz bola de fondo plano de 100 mL al que se adicionaron 50 mL de metanol y 2.5
mL de HCI concentrado, la reaccion se llevé a 80°C en un equipo para reflujo, con
agitacion magnética durante 8 horas, posteriormente el matraz se quité cuando éste
se encontré a temperatura ambiente, después se colocé el matraz en el rotavapor con

la finalidad de evaporar el metanol.

Una vez evaporado el disolvente, el acido clorhidrico aun presente en el producto se
neutralizé6 con una solucién de bicarbonato de sodio al 1%, se agregd hasta que no
hubo produccién de CO,, se realizé una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo

para extraer el producto y se realizaron 2 lavados con agua destilada.

Posteriormente, se le adicion6 sulfato de sodio anhidro a la fase organica para su
deshidratacion, una vez que éste sulfato absorbio las trazas de agua, se filtré y se

concentro a sequedad en rotavapor.

Para comprobar su pureza, se realizd placa cromatografica con placas de aluminio
con gel de silice como fase estacionaria y como fase mévil una mezcla de Hexano:
Acetato de etilo (1:1) (Moreno, 2013).

Esteres de metilo: Para la esterificacion de Fischer con etanol se realiz6 el mismo

procedimiento que para la obtencion de ésteres de metilo (Moreno, 2013).
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Diagrama de Proceso de la Esterificacion de Fisher
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(Moreno, 2013)




Preparacion del alcohol Vainillico
Se pesaron 2.6 g de vainillina y se transfirio a un matraz de bola de 25 mL. Se virtio 5

mL de etanol al matraz, se agitd con una barra magnética hasta que la vainillina se

disolvié completamente. La reaccion se puso en un bafio de hielo.

Se prepararon 5 mL de una solucién de NaBH,4 3.42 M* y posteriormente a la mezcla
de vainillina con etanol, se agregaron los 5 mL de esta solucién, gota a gota durante
un periodo de 10 minutos. Se mantuvo esta reaccidn en agitacion y con una

temperatura inferior de los 25 °C.

Después de que la solucion de NaBH,4 se afiadié por completo, se retirdé del bafio de
hielo y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 5 minutos para asegurar

que la reaccion se haya completado.

La reaccidén se retorné al bafio de hielo. Se afiadié &cido clorhidrico 6 M, gota a gota
hasta que el gas H, no estuvo presente. La agitacion y el bafio de hielo se

mantuvieron por 10 minutos.

Finalmente el precipitado se colectd, se lavd con agua fria y se filtrd al vacio por 2
minutos. El producto se dej6é secar en la campana de vacio por 24 horas y se
cuantificé. (Lecher, C., 2007).

Solucion NaBH, 3.42 M*: para preparar 5 mL de esta solucién se pesaron 642.89mg
de Borohidruro de Sodio (NaBH,), se virtieron a un matraz aforado de 5 mL y se afor6
con una solucion de Hidroxido de sodio (NaOH) 1 M.
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Diagrama de Proceso de preparacion del alcohol Vainillico
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Transesterificacion Enzimatica

O
0
N R
A _CH;  +R-OH 0"
D ?
0-Et A
+ MetOH
Lipasa Comercial R EtOH
R / Lipasa Vegetal

Esquema 3. Ruta sintética de la Transesterificacién enzimatica

Transesterificacion Enzimatica con Lipasa Comercial

Se adicioné 1 mmol de hidroxinamato de metilo/etilo (ferulato, cafeato, cumarato,
sinapato) , se agrego 1.1 mol de alcohol (acido kojico, alcohol Vainillico, alfa-amirina),
10% del peso total de lipasa Candida antarctica tipo B en un vial de 10 mL al que se
adicion6 4 mL de metilisobutilcetona por cada 0.010 g de lipasa y 0.4 g malla
molecular (100 g/L). La reaccion se llevé a cabo a 60 °C en agitacion a 250 rpm

durante 96 horas.

Posteriormente la reaccion se quito de la incubadora, una vez que llegd a temperatura
ambiente se filtré y se concentré a sequedad en un rotavapor, se peso6 para calcular

el rendimiento de la reaccion.

La reaccion se purific6 por cromatografia en columna con gel de silice, proporcion
(1:20), se empaco la columna con hexano y se eluyd con una mezcla de Hexano:
Acetato (7:3)

A la muestra purificada se le realiz6 cromatografia en capa fina. Se tomd 5 mg de
muestra de la reaccién, se diluyé en 100 ul de etanol, se aplicé con un capilar y se
corrio en placas cromatograficas de capa fina (fase estacionaria) con un eluyente
(fase movil) hexano: acetato de etilo (1:1), se revelé con acido cérico y/o DPPH.

Finalmente, se caracterizé por RMN.




Diagrama de proceso de la Transesterificacion Enzimatica con Lipasa Comercial
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Preparacion de la lipasa vegetal, extraida de la semillas Ricinus communis

Se pesaron 20 g de semillas de ricino (Ricinus communis), se molieron en un mortero
con pistilo, se hizo una pasta, la cual se puso en un matraz de 100 mL y se afiadieron
50 mL de hexano, se sonicé por 30 minutos a temperatura ambiente, la extraccién del

aceite de ricino se repitié una vez mas.

Una vez que se obtuvo la muestra desengrasada, se filtré a vacio hasta que no hubo
residuos de hexano en la muestra, se le afiadié 50 mL de buffer de citratos 0.1 M, pH

4.2 y se mantuvo por 24 horas a 4°C. Se filtr6 a vacio (Fuch, 1996).

Cuando la lipasa vegetal de ricino se extrajo, se liofilizO para extraer residuos

acuosos. Finalmente se midio la actividad enzimatica.
Medicién de la Actividad enzimética de la lipasa vegetal Ricinus communis

Para medir la actividad enzimatica, Se pesaron 10 mg de la semilla de Ricino y se
colocaron en un tubo eppendorf al cual se le adicion6 900 puL de buffer de fosfatos 50
mM pH 7 y 100 uL de sustrato p-nitrofenil butirato, la reaccion en agitacion se llevo a
cabo durante 15 minutos a 50°C junto con un blanco de reaccién. Transcurrido este
tiempo, se centrifugaron las muestras a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se tomé
una alicuota de 200 uL y se midié en el espectrofotdmetro Epoch (Biotek) a una
absorbancia de 420 nm (Nawani, 2006).

Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la
conversiéon de 1 umol de sustrato por minuto. La cantidad de p-nitrofenilbutirato se

interpolé en una curva patréon de p-NP.




Diagrama de Proceso de Preparacion de la lipasa vegetal, Ricinus communis
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Transesterificacion Enzimética con Lipasa Vegetal

Se adicionaron 1mmol de hidroxinamato de metilo/etilo (ferulato, cafeato, cumarato,
sinapato), se agregé 1.1 mmol de alcohol (acido kgjico, alcohol Vainillico, alfa-
amirina), 20% del peso total de lipasa Ricinus communis en un vial de 10 g al que se
adicion6 4 mL de metilisobutilcetona por cada 0.010 g de lipasa y 0.4 g malla
molecular (100 g/L). La reaccion se llevé a cabo a 50 °C en agitacion a 250 rpm

durante 96 horas (Moussavou, M., et al., 2013).

Posteriormente la reaccion se quito de la incubadora, una vez que lleg6 a temperatura
ambiente se filtré y se concentrd a sequedad en un rotavapor, se peso6 para calcular

el rendimiento de la reaccion.

La reaccion se purificO por cromatografia en columna con gel de silice, proporcién
(1:50), la columna se empacd con hexano y se eluyd con una mezcla de Hexano:
Acetato de etilo (7:3).

A la muestra purificada se le realizd cromatografia en capa fina. Se tomdé 5 mg de
muestra de la reaccién, se diluyé en 100 pl de etanol, se aplicé con un capilar y se
corrid en placas cromatogréficas de capa fina (fase estacionaria) con un eluyente
(fase mdévil) hexano: acetato de etilo (1:1), se revel6 con &cido cérico y/o DPPH.

Finalmente, se caracterizé por RMN.
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Diagrama de proceso de la Transesterificacion Enzimatica con Lipasa Vegetal
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RESULTADOS Y DISCUSION

Esterificacion de Fisher

La esterificacion de Fisher, como primera etapa, se efectu6 con los acidos
hidroxicinamicos (acido ferdlico, acido cumarico, acido sinapico, acido cafeico), y
alcoholes de cadena corta metanol y etanol, midiendo el Rf y punto de fusién de cada
uno de los productos puros de la transesterificacion. En las Tabla 1 y Tabla 2 se

muestran los rendimientos obtenidos de la esterificacion de Fisher.

Tabla 1. Rendimientos de las reacciones de hidroxicinamatos de metilo realizadas
con el método quimico Esterificacién de Fisher.

Esterificacion de Fisher
Compuesto Rendim.iefltos (%) Rf.* pf* (oC)
Metil éster
Acido ferulico 85.46 0.71 L*
Acido Cafeico 91.07 0.69 159-161
Acido p-cumérico 79.66 0.76 139-143
Acido sinapico 80.33 0.72 79-81

Rf.*: Cociente entre la distancia recorrida por la muestra y la distancia recorrida por el eluyente
(Hexano:Acetato de etilo 1:1). p.f.*: punto de fusién. L*: estado liquido a Temperatura Ambiente.

Tabla 2. Rendimientos de las reacciones de hidroxicinamatos de etilo realizadas con
el método quimico Esterificacion de Fisher.

Esterificacion de Fisher
Rendimientos (% * * (o
Compuesto Etil éster (%) Rf. p.f* (°C)
Acido fertlico 72.45 0.77 L*
Acido Cafeico 89.01 0.68| 139-141
Acido p-cumérico 61.59 0.73 L*
Acido sinapico 74.87 0.66 60-62

Rf.*: Cociente entre la distancia recorrida por la muestra y la distancia recorrida por el eluyente
(Hexano:Acetato de etilo 1:1). p.f.*: punto de fusién. L*: estado liquido a Temperatura Ambiente.

De acuerdo con estos resultados, los rendimientos de las reacciones obtenidos por el
método de Fisher fueron similares a los que obtuvo Moreno (2013), quien menciona
gue un aumento en la cadena carbonada disminuye notablemente los rendimientos,
pues en todas las reacciones que se llevaron a cabo con metanol, los rendimientos
fueron mayores a los obtenidos por las reacciones con etanol. Moreno (2013),

también hace estas esterificaciones con otro método en el que se utilizaron arcillas
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acidas y en el que se obtuvieron rendimientos superiores a 90%, sin embargo, en este

altimo método las reacciones tardaron 5 dias y en el de Fisher sélo 8 horas.

Actividad Enziméatica
La enzima vegetal, fue un extracto crudo que se extrajo de las semillas Ricinus

communis el cual no se purificd, sin embargo, se le midié actividad enziméatica para
utilizarlo en la siguiente etapa de transesterificacion. La actividad del extracto crudo
fue de 752.51 U/g de semilla frente al sustrato p-nitrofenilbutirato a pH 7 y a
temperatura ambiente, esta activad se compardé con la actividad de la enzima
comercial Candida antarctica tipo B, la cual dio un resultado de 388.48 U/g de semilla

frente al mismo sustrato y mismas condiciones de pH y temperatura.

Transesterificaciéon Enzimatica
Como segunda etapa, los hidroxicinamatos de metilo e hidroxicinamatos de etilo,

productos de la primera etapa, se transesterificaron enzimaticamente con los
alcoholes (acido kojico, alcohol Vainillico, alfa-amirina), utilizando las enzimas
comercial y vegetal. El aw se controlé con malla molecular, la cual se afiadié en los
disolventes utilizados y en todas las reacciones de transesterificacion. En las tablas 3
y 4 se indica solamente si hubo una reaccion o no.

Tabla 3. Reacciones de Transesterificacion de hidroxicinamatos de metilo con alcoholes
utilizando enzima comercial Candida antarctica tipo B y vegetal Ricinus communis.

Transesterificacion Enzimatica
Hidroxicinamato Alcohol - .En2|m.a. :
Candida antarctica | Ricinus communis
acido Kajico No No
ferulato de metilo | alcohol vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si
acido Kajico Si Si
cumarato de metilo | alcohol vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si
acido Kojico Si Si
sinapato de metilo | alcohol vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si
acido Kojico Si No
cafeato de metilo | alcohol vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si

Si: si di6 reaccion, No: no di6 reaccion.
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Tabla 4. Reacciones de Transesterificacion de hidroxicinamatos de etilo con alcoholes
utilizando enzima comercial Candida antarctica tipo B y vegetal Ricinus communis.

Transesterificacion Enzimatica
Hidroxicinamato Alcohol - _En2|m§1_ -
Candida antarctica |Ricinus communis
acido Kojico No No
ferulato de etilo | alcohol Vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si
acido Kojico Si No
cumarato de etilo |alcohol Vainillico Si No
alfa-amirina Si Si
acido Kéjico No No
sinapato de etilo |alcohol Vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si
acido Kgjico No Si
cafeato de etilo | alcohol Vainillico Si Si
alfa-amirina Si Si

Si: si di6 reaccion, No: no di6 reaccion.
A continuacion, se muestran las imagenes de algunos ejemplos de reacciones de

transesterificacion no purificadas corridas en placas cromatograficas y reveladas con

diferentes longitudes de onda y/6 reactivos.

Productos
transesterificados

F MF+AV MCa Mca+AV

Figura 17. Transesterificacion de alcohol vainillico (AV) con hidroxicinamatos de metilo; cumarato de
metilo (MCu), sinapato de metilo (MS), ferulato de metilo (MF), cafeato de metilo (MCa), utilizando la
enzima comercial Candida antarctica. Placa revelada con luz UV. Eluyente: Hexano: Acetato de etilo
(7:3).
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Productos
Transesterificados

etilo (ECu), sinapato de etilo (ES), ferulato de etilo (EF), cafeato de etilo (ECa), utilizando la enzima
comercial Candida antarctica. Placa revelada con DPPH. Eluyente: Hexano: Acetato de etilo (7:3).

Producto
Transesterificado

a EF Z Producto

Figura 19. Transesterificacion de a-amirina (a) con ferulato de etilo (EF), utilizando la enzima vegetal
Ricinus communis. La tercera columna () es la suma del alcohol, el hidroxicinamato de metilo y el
producto. Placa revelada con luz UV onda larga. Eluyente: Hexano: Acetato de etilo (1:1).




Producto
Transesterificado

AK Cu 2 Producto

Figura 20. Transesterificacion de acido kéjico (AK) con cumarato de metilo (MCu), utilizando la enzima
vegetal Ricinus communis. La tercera columna (Z) es la suma del alcohol, el hidroxicinamato de metilo
y el Producto. Placa revelada con luz UV onda corta. Eluyente: Hexano: Acetato de etilo (1:1).

Como se observa en las tablas 3 y 4, las reacciones con el acido Kojico no son
favorables, en especial menos favorables con los etiles hidroxicinamatos, EI- Boulifi y
colaboradores (2014), describen al acido Kojico como soluble en agua e inestable a
altas temperaturas cuando se almacena a largo plazo. Es posible que durante el
proceso de transesterificacion, el solvente utilizado como medio de reaccion no haya
estado lo suficientemente seco y que el agua que estuviera presente aun en el medio

solubilizara el &cido Kgjico.

Findrik y colaboradores (2012), mencionan que el exceso de agua en el ambiente de
la lipasa reduce su actividad, como se sabe, las lipasas requieren sélo una cantidad
minima de agua para la actividad optima. Por lo tanto eliminando el agua producida a
partir del medio de reaccién es posible lograr una mayor productividad, mayor
conversion de equilibrio, asi como mayores velocidades de reaccion.

La combinacién de un sustrato lipofilico con uno hidrofilico es la mayor dificultad que
hay que superar en estas reacciones catalizadas por la lipasa. Varios parametros
clave son considerados a fin de lograr que la reaccién cinética y los rendimientos sean
satisfactorios y para superar el hecho de que los dos sustratos difieran en gran
medida en términos de polaridad y afinidad por el disolvente (Villanueve, 2007).




Purificacion de las reacciones de transesterificacion

En la purificacion de los productos de la reaccidn de transesterificacion, primero se
selecciond a los productos no purificados de la segunda etapa que tuvieran un Rf
diferente a sus precursores y que se visualizara en la placa cromatografica una buena
conversion de reactivos a productos, después se realizé la purificacion de éstos
productos seleccionados por el método de columna cromatografica, con una relacion
de 1:50, en la cual se utiliz6 como fase estacionaria gel de silice (TLC) empacada con
hexano, y como fase mévil hexano: acetato de etilo (7:3).

En la Tabla 5 se muestran los rendimientos de las reacciones de transesterificacion

enzimatica purificadas, de cada producto purificado se obtuvo Rfy punto de fusién.

Tabla 5. Productos purificados de las Reacciones de Transesterificacion de
hidroxicinamatos de etilo y metilo con alcoholes utilizando enzima comercial Candida
antarctica tipo B y vegetal Ricinus communis.

Transesterificacion Enzimaéatica: Productos Purificados

Metil hidroxicinamato + Alcohol Enzima Ren(z:yglento Rf p.f.* (C°)
metil ferulato + alcohol vainillico | Candida antarctica 52.20 0.88 L*

metil ferulato + alfa-amirina Candida antarctica 12.90 0.31 L*

metil cumarato + &cido Kojico |Ricinus communis 14.40 0.78 | 140-144
metil sinapato + alfa-amirina Candida antarctica 6.00 0.25 | 115-119
metil cafeato + alcohol vainillico | Candida antarctica 59.40 0.95 152-157
metil cafeato + alfa-amirina Candida antarctica 24.00 0.18 L*

metil cafeato + alcohol vainillico | Ricinus communis 34.64 0.71 156-160
etil cumarato + acido Kdjico Candida antarctica 22.70 0.97 97-101
etil cafeato + alcohol Vainillico |Candida antarctica 36.45 0.75 | 134-137

p.f.*: punto de fusion. L*: estado liquido a Temperatura Ambiente.

En las siguientes imagenes, se muestran algunos ejemplos de purificacion de los
productos transesterificados corridas en placas cromatograficas y reveladas con

diferentes longitudes de onda y/6 reactivos.
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‘ Producto
Transesterificado

Mca AV Producto Producto
Purificado

Figura 21. Purificacion de la reaccion de transesterificacion de alcohol vainillico (AV) con cafeato de
metilo (MCa), catalizada por la enzima comercial Candida antarctica. Placa revelada con luz UV onda
larga. Eluyente: Hexano: acetato (1:1).

Producto
Transesterificado

MCa AV Producio Producto
] Puificado

Figura 22. Purificacién de la reaccion de transesterificacion de alcohol vainillico (AV) con cafeato de
metilo (MCa), catalizada por la enzima vegetal Ricinus communis. Placa revelada con sulfato cérico.
Eluyente: Hexano: acetato (1:1).
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Figura 23. Purificacion de la reaccién de transesterificacion de alfa-amirina (a) con sinapato de metilo
(MS), catalizada por la enzima comercial Candida antarctica. Placa revelada con luz UV onda larga.
Eluyente: Hexano: acetato (1:1).

Producto
Transesterificado

ECa AV Producto Producto
Purificado

Figura 24. Purificacion de la reaccion de transesterificacion de Acido Vainillico (AV) con Cafeato de
Etilo (ECa), catalizada por la enzima Candida antarctica. Placa revelada con Sulfato cérico. Eluyente:
Hexano: acetato (1:1).
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Figura 25. Purificacién de la reaccion de transesterificacion de alcohol vainillico (AV) con ferulato de
metilo (MF), catalizada por la enzima comercial Candida antarctica. Placa revelada con sulfato cérico.
Eluyente: Hexano: acetato (1:1).

En la figura 21 se muestra la purificacion del producto cafeato de vainilllo a partir de
una reaccion catalizada por la enzima comercial Candida antarctica, proveniente de la
reaccion de cafeato de metilo y alcohol Vainillico, en la cual se obtuvo un rendimiento
del 59.40%, en comparacién con la figura 24, en la que se muestra la purificacién del
mismo producto catalizada también por la enzima comercial Candida antarctica, pero
proveniente de la reaccion de cafeato de etilo y alcohol vainillico, se observa un
rendimiento menor del 51.20%, por lo que las reacciones de metil hidroxicinamatos

tienen un mejor rendimiento.

En la figura 21 se muestra la purificacion del cafeato de vainilllo a partir de una
reaccion catalizada por la enzima comercial Candida antarctica, en la cual se obtuvo
un rendimiento del 59.40%, en comparacion con la figura 22, en la cual se muestra la
purificacion del mismo producto, pero ahora catalizada por la enzima vegetal Ricinus
communis, en la cual se obtuvo un rendimiento menor del 34.64%, se observa que en

ésta reaccion, la relacién de enzima comercial y enzima vegetal es 1:0.58.

Los mejores resultados fueron los obtenidos en los productos de vainillil cafeato,

proveniente de la reaccion de etil/metil cafeato con alcohol vainillico catalizada por la




enzima comercial y vegetal respectivamente. Sin embargo con los otros tipos de
alcoholes, acido Kojico y alfa-amirina, hubo variaciones en el rendimiento. Por
ejemplo, se observan rendimientos bajos en las reacciones con alfa-amirina e incluso
en ocasiones no hubo reaccion en el caso de las reacciones con &cido Kajico.
Villanueve (2007), hace una compilacion sobre los avances tecnoldgicos de lipasas en
reacciones de lipofilizacion donde evaluaron los efectos del indice de esterificacion del
acido cafeico con diferentes tipos de alcoholes (etanol, butanol, octanol, decanol y
oleico) catalizadas por la lipasa Candida antarctica tipo B, en el que se demostré que
la esterificacion de &cido cafeico no es posible con cualquier alcohol y que los
rendimientos de esterificacion dependian del tipo de acido y su estructura, por
ejemplo, para el acido cindmico los rendimientos mas altos se alcanzaron con butanol
y octanol. Para el hidrocafeico los rendimientos siempre fueron superiores a 80%
independientemente de la naturaleza del alcohol. Sin embargo en la esterificacion del
acido ferulico s6lo era posible con alcoholes de longitud de cadena larga igual o
superior a ocho atomos de carbono, aunque los rendimientos fueron bajos, alrededor
del 10 y 14%. Con esto ultimo comparamos los bajos rendimientos, que fueron
alrededor del 7.10 y 25.00% obtenidos de las reacciones de metil/etil ferulato con
alcoholes, a excepcion de la reaccion con alcohol vainillico que obtuvo un
rendimiento del 52.20%.

Li y colaboradores (2015), mencionan que la lipasa Candida antarctica tipo B es una
de las lipasas mas efectivas en cuanto a la sintesis de esteres. Es una proteina
globular compuesta de 317 aminoacidos con un peso molecular de 33 kDa. El Unico
sitio activo de CALB ofrece a la enzima una excelente estereoselectividad con el

sustrato.

Tater (1998), prueba la lipasa de Ricinus communis como un biocatalizador en
reacciones de esterificacion de acidos grasos y alcoholes. Determina los parametros
para la actividad optima de la enzima durante estas reacciones y el mejor rendimiento
obtenido en estas reacciones de esterificacion fue de 53%, que comparado con los
rendimientos de las reacciones de las Tablas 1 y 2, el rendimiento mas alto fue de
34.64 % obtenida por la reaccién de Metil Cafeato con Alcohol Vainillico catalizada
por la lipasa Ricinus communis. Mossavou et al. (2013), concluyen que los problemas

encontrados actualmente cuando se utilizan lipasas vegetales en las reacciones de
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transesterificacion son la cinética lenta de transesterificacion de lipasas vegetales y el
bajo rendimiento de sintesis en comparacion a lo obtenido con lipasas microbianas.
Martinez (2013), concluye que las enzimas contenidas en las semillas de Ricinus
communnis catalizaron la reaccién de hidrolisis con un rendimiento del 74% y que las
lipasas contenidas en las semillas de Ricinus communis utilizadas en este estudio
presentaron actividad biocatalitica en la reaccion de transesterificacion de

triacilglicéridos y etanol, con y sin disolvente.

Seth y colaboradores (2014), hacen una recopilacion sobre el enfoque global que ha
tenido las lipasas vegetales tanto en el campo de la industria, como en el campo de la
investigacion. Sefialaron que las lipasas vegetales tienen un mejor potencial para las
aplicaciones comerciales en sintesis organica, como en alimentos, detergentes y
farmacos. Sin embargo, la baja expresion, la purificacién costosa y las dificultades
relacionadas con su expresion recombinante han sido factores negativos que limitan

su aplicacién comercial.

Findrik y colaboradores (2012), mencionan que en el método enzimatico, los procesos
biocataliticos son frecuentemente limitados por los rendimientos bajos y la eliminacién
del producto in situ puede ser bastante ventajoso. El problema de la inhibicion del
producto o del equilibrio termodindmico se puede resolver, y permitir la eliminacién
selectiva del producto desde el biocatalizador. Esto también puede proporcionar
beneficios para los procesos posteriores y minimizar las pérdidas de producto
evitando su degradacion. El acoplamiento de la reaccion y el proceso de separacion
del producto in situ ha sido cada vez mas importante en los procesos industriales
debido a la necesidad de hacerlos mas productivos y menos demandantes en

cuestion de energia.

Tan y colaboradores (2013), mencionan que se transesterificé sinapato de vinilo a
través de una ruta quimica obteniendo buenos resultados, sin embargo prob6 una ruta
enzimatica con diez lipasas comerciales, pero ninguna tuvo éxito debido a la inhibicién

de la actividad enzimatica por parte del acido sinapico y del acetato de vinilo.
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Andlisis de Espectros de RMN 1H Y 13C

Finalmente, las muestras purificadas que se mandaron a analizar a la USAI (Unidad
de Servicio de Apoyo a la Investigacién) de la Facultad de Quimica, fueron en las que
se obtuvo los rendimientos mas altos, aunque también se consideré que hubiera
suficiente muestra para mandar a analizar, evaluando estos parametros se solicitd
una resonancia de liquidos monodimensional con analisis de Nucleos 1H y 13C y
cloroformo deuterado C13 (CDC13) como disolvente. Los resultados de los espectros

se encuentran en el Apendice de este documento.

Tabla 5. Productos purificados de las Reacciones de Transesterificacion de
hidroxicinamatos de etilo y metilo con alcoholes utilizando enzima comercial Candida
antarctica tipo B y vegetal Ricinus communis.

Transesterificacion Enzimatica: Productos analizados por RMN (1H y 13C)

Metil hidroxicinamato + Alcohol Enzima Ren(z%lento Rf p.f.* (C°)
metil ferulato + alcohol vainillico | Candida antarctica 52.20 0.88 L*

metil cafeato + alcohol vainillico | Candida antarctica 59.40 0.95 152-157
metil cafeato + alcohol vainillico | Ricinus communis 34.64 0.71 156-160
etil cumarato + &cido Kdjico Candida antarctica 22.70 0.97 97-101
etil cafeato + alcohol vainillico | Candida antarctica 36.45 0.75 134-137

p.f.*: punto de fusion. L*: estado liquido a Temperatura Ambiente.

El producto purificado de Cumarato de acido kojico catalizado por la enzima comercial
Candida antarctica tipo B se mandé a analizar bajo las mismas condiciones que los
productos mostrados en la tabla 5. Sin embargo su espectro de RMN, tanto de 1H y
13C, sali6 con mucho ruido de manera que no se distinguia las sefiales

correspondientes de la muestra, asi que se omitio.

A continuacion se muestran los resultados de los desplazamientos de los productos
seleccionados, medidos en partes por millén (ppm). Aunque no hay aun trabajos de
transesterificacion de acidos hidroxicinamicos con alcoholes que hayan sido
analizados para comparar con nuestros resultados de RMN, lo mas cercano fue hacer
un cuadro comparativo con desplazamientos de los reactivos y productos utilizados

encontrados en la literatura.




Analisis de Espectros de RMN 1H de Vainillil Cafeato

Tabla 6. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética

Nuclear 1H consultados en la literatura.

Desplazamientos de picos (pmm) en el espectro de RMN 1H

acido cafeico cafeato de metilo alcohol vainillico c:\ﬂ/;eiﬁitlcl)”ge
SDBD No.: 1631 | (Wang, J., et al., 2015) | SDBS No0.:4563
nmrdb.org
7.42 9.60 8.79 7.74
7.03 9.16 6.88 7.69
7.00 7.50 6.72 7.28
6.78 7.07 6.71 6.97
6.19 7.01 5.02 6.77
6.20 6.77 4.38 6.70
6.28 3.75 6.64
3.69 6.54
5.03
3.78
Desplazamiento
ID Quimico 1H
(Vainillil Cafeato)
1 7.78 9 £
2 7.69 @) L: =i
3 7.29 " H /\‘\/\
4 7.05 (1)
5 6.90 &, M J\( 5
6 6.77 H™ S
7 6.74 g, W)
8 6.49 B)] H @
9 4.46 H (6)
10 3.79
A 5.02
B 6.20

Figura 26. Desplazamientos quimicos RMN 1H sefialados en la molécula del cafeato de vainillilo,

consultados en la literatura (Banfi, et al., 2008).

En la tabla 6 se muestran los desplazamientos en el espectro de Resonancia

Magnética Nuclear 1H de los precursores utilizados en la transesterificacion del

(og)
(42}
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cafeato de vainillilo consultados en la literatura, aunque en la cuarta columna
indica el desplazamiento del producto obtenido, el cual no se encontré en ninguno
de los trabajos previos consultados, se recurrid a un programa para visualizar sus

probables desplazamientos, los cuales se muestran en la figura 26.

Tabla 7. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 1H de la transesterificacion en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del compuesto AVMCaCal*

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 1H de la estructura AVMCaCal*

D Valores de picos del Valores de picos del Vv .
alores de picos del
(figura 26.) espe_c,tro calculado en la espegtro calculado en la espectro obtenido
poscion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org)
1 7.74 7.78 7.60
2 7.69 7.69 7.55
3 7.28 7.28 7.26
4 6.97 7.05 7.06
5 6.77 6.90 6.97
6 6.70 6.77 6.88
7 6.64 6.74 6.85
8 6.54 6.49 6.32
9 5.03 4.46
9 5.03 4.46
10 3.78 3.79 3.97
10 3.78 3.79 3.80
10 3.78 3.79 3.80
A 5.02 5.02
B 6.2 6.2 6.23
B 6.2 6.2 6.23

AVMCacCal*: cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida
antarctica.

En la tabla 7 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro
de Resonancia Magnética Nuclear 1H calculados en dos posiciones posibles
donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera
columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo,
estos valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 1H cuyo espectro se
encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,
en esta reaccion de cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la

enzima comercial Candida antarctica, se favorece la posicion C2.
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Tabla 8. Desplazamientos de los Picos en el Espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 1H del espectro calculado en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del compuesto ECAVCal*

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 1H de la estructura ECAVCal*

Valores de picos del

Valores de picos del

ID Valores de picos del
(figura 26.) esp'eqro calculado en la espe_c'trO calculado en la espectro obtenido
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org)

1 7.74 7.78

2 7.69 7.69

3 7.28 7.28 7.26

4 6.97 7.05 6.92

5 6.77 6.90 6.91

6 6.70 6.77 6.86

7 6.64 6.74 6.74

8 6.54 6.49 6.48

9 5.03 4.46 4.04

9 5.03 4.46 4.02

10 3.78 3.79 3.83

10 3.78 3.79 3.82

10 3.78 3.79 3.78

A 5.02 5.02 5.44

B 6.2 6.2

B 6.2 6.2

ECAVCal*: cafeato de etilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida

antarctica.

En la tabla 8 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 1H calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo,

estos valores se obtuvieron mediante el anélisis de RMN 1H cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reaccion de cafeato de etilo con Alcohol Vainillico catalizado por la enzima

comercial Candida antarctica, se favorece la posicién C2.
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Tabla 9. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 1H de la transesterificaciéon en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del producto de reaccion AVMCar*

Com

paracion de Picos del Espectro de RMN 1H de la estructura AVMCar*

Valores de picos del

Valores de picos del

ID Valores de picos del
(figura 26.) esp'eqro calculado en la espe_c'trO calculado en la espectro obtenido
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org)

1 7.74 7.78 7.59

2 7.69 7.69 7.55

3 7.28 7.28 7.26

4 6.97 7.05 7.05

5 6.77 6.90 6.86

6 6.70 6.77 6.84

7 6.64 6.74

8 6.54 6.49 6.45

9 5.03 4.46 5.54

9 5.03 4.46 4.45

10 3.78 3.79 3.79

10 3.78 3.79 3.80

10 3.78 3.79 3.81

A 5.02 5.02 5.41

B 6.2 6.2 6.26

B 6.2 6.2 6.22

AVMCar*: cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima vegetal Ricinus

communis.

En la tabla 9 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 1H calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo,

estos valores se obtuvieron mediante el andlisis de RMN 1H cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reacciéon de cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la

enzima vegetal Ricinus communis, se favorecen ambas posiciones C7 y C2.
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Analisis de Espectros de RMN 13C de Vainillil Cafeato

Tabla 10. Desplazamientos de los Picos en el Espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 13C consultados en la literatura.

Desplazamientos de Picos (pmm) en el Espectro de RMN 13C
acido cafeico cafeato de metilo alcohol vainillico cafeato de vainillilo
SDBD No.: 1631 nmrdb.org SDBS No.:4563 nmrdb.org

168.23 167.67 146.72 166.54
146.39 146.69 145.32 147.80
143.57 146.63 132.99 146.69
125.90 146.39 120.25 146.63
123.13 123.13 114.32 146.39
119.71 116.50 109.99 143.84
116.21 116.21 65.47 137.32
114.91 114.91 55.94 127.21
51.57 123.13

120.90

116.21

115.67

115.33

114.91

106.34

66.60

56.16

En La Tabla 10 se muestran los desplazamientos en el espectro de Resonancia
Magnética Nuclear 13C de los precursores utilizados en la transesterificacion del
cafeato de vainillilo consultados en la literatura, aunque en la cuarta columna
indica el desplazamiento del producto obtenido, el cual no se encontré en ninguno
de los trabajos previos consultados, se recurrid a un programa para visualizar sus

probables desplazamientos, los cuales se muestran en la figura 27.
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Desplazamiento
ID Quimico 13C
(cafeato de vainillilo)
1 123.13
2 127.21
3 114.91
4 146.39
5 146.63
6 116.21
7 146.69
8 117.41
9 166.61
10 142.18
11 148.31
12 110.70
13 136.75
14 120.90
15 112.24
16 64.62
17 56.16

Figura 27. Desplazamientos quimicos RMN 13C sefialados en la molécula del cafeato de vainillilo,
consultados en la literatura (Banfi, et al., 2008).
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Tabla 11. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 13C de la transesterificacion en la posicion C7 y C2, consultados en la

literatura, y del compuesto AVMCaCal*

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 13C de la estructura AVMCaCal*

Valores de picos del

Valores de picos del

Valores de picos

(figulrg 27) espectro calculado en la espectro calculado en la del espectro
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org) obtenido
9 166.54 166.61 168.07
11 147.80 148.31
7 146.69 146.69 146.34
5 146.63 146.63 144.98
4 146.39 146.39
10 143.84 142.18 143.87
13 137.32 136.75
2 127.21 127.21 127.52
1 123.13 123.13 125.02
14 120.90 120.90 122.42
8 116.21 117.41 115.50
6 115.67 116.21 115.29
3 115.33 114.91 114.34
15 114.91 112.24 109.63
12 106.34 110.70 108.80
16 66.60 64.62 56.13
17 56.16 56.16 51.73

AVMCaCal*: cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida

antarctica.

En la tabla 11 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 13C calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo, estos

valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 13C cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reaccion de cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la

enzima comercial Candida antarctica, se favorece la posicién C2.
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Tabla 12. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 1H del espectro calculado en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del compuesto ECAVCal*

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 13C de la estructura ECAVCal*

Valores de picos del

Valores de picos del

Valores de picos

(figulrg 27) espectro calculado en la eSpectro calculado en la del espectro
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org) obtenido
9 166.54 166.61 174.46
11 147.80 148.31
7 146.69 146.69 146.18
5 146.63 146.63 143.95
4 146.39 146.39 143.79
10 143.84 142.18 143.48
13 137.32 136.75 132.61
2 127.21 127.21 130.44
1 123.13 123.13 121.62
14 120.90 120.90 121.49
8 116.21 117.41 120.70
6 115.67 116.21 115.15
3 115.33 114.91 114.19
15 114.91 112.24 114.09
12 106.34 110.70 111.19
16 66.60 64.62 67.13
17 56.16 56.16 56.53

ECAVCal*: cafeato de etilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida

antarctica.

En la tabla 12 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 13C calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo, estos

valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 13C cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reaccion de cafeato de etilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima

comercial Candida antarctica, se favorece la posicién C2.
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Tabla 13. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 13C de la transesterificacion en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del producto de reaccion AVMCar*

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 13C de la estructura AVMCar*

Valores de picos del

Valores de picos del

Valores de picos

(figulrg 27) espectro calculado en la espectro calculado en la del espectro
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org) obtenido
9 166.54 166.61 168.19
11 147.80 148.31
7 146.69 146.69 146.54
5 146.63 146.63 145.15
4 146.39 146.39 144.03
10 143.84 142.18
13 137.32 136.75 133.41
2 127.21 127.21 127.35
1 123.13 123.13 125.12
14 120.90 120.90 122.34
8 116.21 117.41 115.41
6 115.67 116.21 115.07
3 115.33 114.91 114.25
15 114.91 112.24 114.21
12 106.34 110.70 111.36
16 66.60 64.62 62.15
17 56.16 56.16 55.83

AVMCar*; cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima vegetal Ricinus

communis.

En la tabla 13 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 13C calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado cafeato de vainillilo, estos

valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 13C cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reaccion de cafeato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la

enzima vegetal Ricinus communis, se favorecen ambas posiciones C7 y C2.
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Andlisis de Espectros de RMN 1H de Vainillil Ferulato

Tabla 14. Desplazamientos de los Picos en el Espectro de Resonancia Magnética

Nuclear 1H consultados en la literatura.

Desplazamientos de Picos (pmm) en el Espectro de RMN 1H

Aci . Ferulato de metilo i Ferulato de
cido ferdlico (Phuong, N., et al Alcohol vainillico vainillilo
SDBD No.: 6671 PR Y SDBD No.: 4563
2014). nmrb.org
12.20 7.62 8.79 7.73
9.20 7.07 6.88 7.65
7.48 7.03 6.72 7.25
7.11 6.92 6.71 6.97
7.10 6.28 5.02 6.78
6.96 5.90 4.38 6.70
6.28 3.93 3.75 6.65
3.82 3.80 6.64
5.03
3.79
3.78
Desplazamiento
D Quimico 1H (g)
(ferulato de () (A)
vainillilo) (11) “w f B
1 7.78 I a) | ?\X
H H
2 7.69 Jr H () \ H
3 7.26 @) \ \/L\ 0 = H (7)
4 7.05 L 0—H
5 6.90 H(2)  (8) H (10)
6 6.78 =) H
7 6.74 H (6
8 6.49
9 4.46
10 3.79
11 3.78
A 5.02
B 9.20

Figura 28. Desplazamientos quimicos RMN 1H sefialados en la molécula del Ferulato de vainillilo,

consultados en la literatura (Banfi, et al., 2008).

En la tabla 14 se muestran los desplazamientos en el espectro de Resonancia

Magnética Nuclear 1H de los precursores utilizados en la transesterificacion del




cafeato de vainillilo consultados en la literatura, aunque en la cuarta columna
indica el desplazamiento del producto obtenido, el cual no se encontré en ninguno
de los trabajos previos consultados, se recurrid a un programa para visualizar sus

probables desplazamientos, los cuales se muestran en la figura 28.

Tabla 15. Desplazamientos de los Picos en el Espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 1H del espectro calculado en la posicion C7 y C2, consultados en la
literatura, y del compuesto MFACal*

Comparacion de picos del espectro de RMN 1H de la estructura MFaCal*

D Valores de picos del Valores de picos del Vv .
alores de picos del
(figura 28.) esp_e_c,tro calculado en la espegtro calculado en la espectro obtenido
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org)
1 7.73 7.78 7.64
2 7.65 7.69 7.60
3 7.25 7.26 7.27
4 6.97 7.05 7.05
5 6.78 6.90 6.92
6 6.70 6.78 6.90
7 6.65 6.74 6.31
8 6.64 6.49 6.27
9 5.03 4.46 4.61
9 5.03 4.46 4.10
10 3.79 3.79 3.92
10 3.79 3.79 3.91
10 3.79 3.79 3.90
11 3.78 3.78 3.89
11 3.78 3.78 3.80
11 3.78 3.78 3.79
A 5.02 5.02 5.02
B 6.2 6.2 6.03

MFACal*: ferulato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida
antarctica.

En la tabla 15 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro
de Resonancia Magnética Nuclear 1H calculados en dos posiciones posibles
donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera
columna que muestra los valores del producto purificado ferulato de vainillilo, estos
valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 1H cuyo espectro se encuentra

en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados, en esta
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reaccion de ferulato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima

comercial Candida antarctica, se favorece la posicion C2.

Andlisis de Espectros de RMN 13C de Vainillil Ferulato

Tabla 16. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética
Nuclear 13C consultados en la literatura.

Desplazamientos de Picos (pmm) en el Espectro de RMN 13C
Acido Ferdlico |Metil Ferulato (Phuong, | Alcohol Vainillico | Vainillil Ferulato
SDBD No.: 6671 [N., et al., 2014). SDBD No.: 4563 nmrbd.org

167.66 167.67 146.72 166.54
149.81 148.00 145.32 148.81
146.66 146.80 132.99 147.84
144.09 145.00 120.25 147.83
127.09 126.90 114.32 147.80
120.86 123.00 109.99 146.69
116.24 115.20 65.47 137.32
114.09 114.70 55.94 127.84
111.99 109.40 123.13
55.58 55.90 120.90
51.60 115.68

115.67

115.33

111.69

106.34

66.60

56.16

56.16

En La Tabla 16 se muestran los desplazamientos en el espectro de Resonancia
Magnética Nuclear 13C de los precursores utilizados en la transesterificacién del
Vainillil Cafeato consultados en la literatura, aunque en la cuarta columna indica el
desplazamiento del producto obtenido, el cual no se encontr6 en ninguno de los
trabajos previos consultados, se recurri6 a un programa para visualizar sus

probables desplazamientos, los cuales se muestran en la figura 29.
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Desplazamiento
D Quimico 13C
(ferulato de
vainillilo)

1 123.13

2 127.84

3 111.69

4 148.81

5 147.83

6 115.68

7 146.69

8 117.41

9 166.61
10 142.18
11 148.31
12 110.70
13 136.75
14 120.90
15 112.24
16 64.62

17 56.16
18 56.16

Figura 29. Desplazamientos quimicos RMN 13C sefialados en la molécula del ferulato de vainillilo,
consultados en la literatura. (Banfi, et al., 2008).




Tabla 17. Desplazamientos de los picos en el espectro de Resonancia Magnética

Nuclear

literatura, y del MFACal*

13C del espectro calculado en la posicion C7 y C2, consultados en la

Comparacion de Picos del Espectro de RMN 13C de la estructura MFACal*

Valores de picos del

Valores de picos del

ID Valores de picos del
(figura 29.) esp_e_c:[ro calculado en la espe_qtro calculado en la espectro obtenido
posicion C7. (nmrdb.org) | posicion C2. (nmrdb.org)

9 166.54 166.61 167.73
4 148.81 148.81

11 147.84 148.31

5 147.83 147.83 147.99
7 147.80 146.69 146.77
10 146.69 142.18 144.95
13 137.32 136.75 133.31
2 127.84 127.84 126.91
1 123.13 123.13 125.17
14 120.90 120.90 122.99
8 115.68 117.41

6 115.67 115.68 115.10
15 115.33 112.24 114.74
3 111.69 111.69 114.36
12 106.34 110.70 109.40
16 66.60 64.62 62.91
17 56.16 56.16 55.90
18 56.16 56.16 51.50

MFACal*: ferulato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la enzima comercial Candida

antarctica.

En la tabla 17 se muestran los valores de desplazamientos de picos en el espectro

de Resonancia Magnética Nuclear 13C calculados en dos posiciones posibles

donde se puede formar el enlace éster, C7 y C2, comparados con la tercera

columna que muestra los valores del producto purificado ferulato de vainillilo, estos

valores se obtuvieron mediante el analisis de RMN 13C cuyo espectro se

encuentra en el apéndice de este documento. De acuerdo con estos resultados,

en esta reaccion de ferulato de metilo con alcohol vainillico catalizado por la

enzima comercial Candida antarctica, se favorece la posicién C2.
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Las reacciones de transesterificacion catalizadas por la lipasa comercial Candida
antarctica tipo B se favorecieron en la posicion C2 del Alcohol Vainillico, mientras
qgue las reacciones de transesterificacion catalizadas por la lipasa vegetal Ricinus
communis se favorecieron en la posicion C7 y C2 del Alcohol Vainillico. Hong et al.
(2012), mencionan que las moléculas de Alcohol Vainillico tienen dos grupos
alcoholes que pueden ser esterificados. El impedimento estérico del sustrato
puede tener la posibilidad de un impacto en la reactividad posicional, elloa
informan que en la esterificacion en presencia de un grupo hidroxilo fendlico libre
es bastante rapida y no hay trazas del ester fendlico que esta formado por un

efecto estérico.

El protocolo de esterificacion de acido kojico con acidos grasos de cadena larga
en presencia de catalizadores acidos o alcalinos, generalmente da lugar a una
mezcla compleja y hace facil la formacion de ésteres en C-5, el grupo hidroxilo
secundario del acido kajico. El acido kdjico posee dos grupos hidroxilos diferentes:
el grupo hidroxilo secundario en C-5 y la posicidén del grupo hidroxilo primario en
C-7. EIl grupo hidroxilo en la posicion C-5 del acido kojico es esencial para la
actividad de captacion de radicales y para la actividad de interferencia de la
tirosinasa. El uso de lipasas inmovilizadas elimina los problemas inherentes
asociados con el uso de catalizadores quimicos (El- Boulifi et al., 2014). Sin
embargo, como se dijo anteriormente, la resonancia del producto de cumarato de
acido kéjico salié con mucho ruido, asi que no se comprobé la posicién en la que

se esterificd y tampoco se conocio si este producto tenia actividad antioxidante.

La actividad de ambas lipasas influy6 de manera muy importante en la
transesterificacion de estas reacciones, la lipasa comercial Candida antarctica tipo
B dio mejores resultados, sin embargo cuando se midié actividad enzimética de
esta lipasa frente al sustrato p-nitrofenilbutirato, fue de 388.48 U/g de semilla,
menor a la actividad de Ricinus communis que fue de 752.51 U/g de semilla,
entonces se puede decir que la lipasa CALB tiene afinidad por sustratos de
cadena larga, mientras que Ricinus communis por sustratos de cadena corta, por
lo que se comprueba que CALB tiene mejor actividad en la lipofilizacion de

nuevos ésteres de acidos hidroxicinamicos con alcoholes de cadena larga.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron nuevos ésteres: cafeato de vainillilo y ferulato de vainillilo,
a partir de acidos hidroxicinamicos y alcoholes, combinando dos métodos:
quimico y enzimatico.

En las reacciones de transesterificacion a partir de hidroxicinamatos de
metilo y alcoholes, se obtuvieron rendimientos que estan en un rango entre
24% y 59.40%. Estos valores son mayores a las reacciones de
transesterificacion a partir de hidroxicinamatos de etilo y alcoholes, en las
cuales se obtuvieron rendimientos bajos en un rango entre 22.70% vy
36.45%.

En las reacciones de transesterificacion catalizadas por la lipasa comercial
Candida antarctica, se obtuvieron rendimientos que estan en un rango entre
22.70% y 59.40%. Estos valores son mayores a las reacciones catalizadas
por la lipasa vegetal Ricinus communis, en las cuales se obtuvieron
rendimientos inferiores al 36.45%.

Los mayores rendimientos obtenidos fueron: 52.20 %, 59.40% y 36.45%,
gue se obtuvieron de las reacciones donde se utilizé el alcohol vainillico con

hidroxicinamatos de etilo y metilo catalizadas por Candida antarctica.

PERSPECTIVAS

Estudiar el efecto antioxidante de estos nuevos productos aplicados a una
matriz alimenticia.
Optimizar el proceso de sintesis de estos nuevos productos.

Purificacion y caracterizacion bioquimica de la enzima vegetal Ricinus
communis.
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