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Resumen del proyecto

Los ésteres de dcidos grasos con azucares y con fitoesteroles constituyen dos grupos de lipidos complejos atractivos
para la industria alimentaria por sus propiedades bioactivas (beneficiosas para la salud) y su capacidad de modificar
convenientemente las propiedades de las fases grasas que los contienen. Por este motivo pueden incorporarse a alimentos
como margarinas o grasas de diferente tipo, mejorando sus propiedades de textura, estabilidad, untabilidad, etc. Su
produccién mediante métodos tradicionales varios inconvenientes ya que la alta temperatura de reaccién requerida
desencadena procesos de degradacion que generan que, ademds de generarse los compuestos de interés, se generen
también subproductos téxicos.

En este proyecto se exploré una alternativa consistente en la sintesis enzimdtica a temperatura moderada de este tipo de
compuesto, evitando los procesos de descomposicidn indeseables. Adicionalmente, se utilizé un tipo de solventes "verdes"
llamado "Solvente de Eutéctico Profundo” (o DES), los cuales se constituyen por la mezcla de dos componentes sélidos que
al ponerse en contacto interactian fuertemente generando un fluido que puede utilizarse como medio de reaccién. Los
fluidos obtenidos de esta manera pueden generarse a partir de la combinacién de muy diversos materiales, siendo muy
comun la utilizaciéon de "cloruro de colina” combinado con ureaq, glucosa u otros azucares, y alcoholes de diverso origen.
Como resultado del proyecto se evaluaron diferentes solventes tipo DES, se estudié la conveniencia de su utilizacién para
este tipo de proceso y se evalud el rendimiento de las reacciones de sintesis de los diferentes compuestos de interés.

El proyecto permitié ademds la interaccién con un grupo de investigacién con el equipo dl Dr. Pierre Villeneuve, del CIRAD,
Montpellier, grupo de investigacion de primer nivel en esta drea.

Ingenieria y Tecnologia / Ingenieria Quimica / Ingenieria Quimica (plantas, productos) / Ingenieria de
Aalimentos

Palabras clave: lipidos complejos / sintesis enzimdtica / solventes de eutéctico profundo /

Introduccion

Solventes alternativos para catdlisis enzimatica

Son conocidos los diferente problemas que representan el uso de solventes orgdnicos tradicionales tipicos a escala
industrial. Ademads de ser en su mayoria derivados del petréleo (no renovales), segln su naturaleza presentan en diferente
grado algun tipo de inconveniente como ser alta volatilidad, inflamabilidad, toxicidad y baja biodegradabilidad.
Adicionalmente la huella de carbono de los mismos es significativa si se considera su proceso de fabricacion, reciclado y
destruccion final [Amelio et al., 2014].

Por esto el estudio de nuevos solventes seguros y sostenibles ha sido un drea de investigacién del mayor interés [Moity et
al., 2012]. Entre estos, los fluidos supercriticos, principalmente el didxido de carbono, ha despertado mucho interés [Zhang
et al., 2014], pero el alto costo de equipamiento requerido para alcanzar las presiones de trabajo necesarias y la baja
polaridad de este solvente hacen que su aplicabilidad sea muy limitada. Otra alternativa que ha encontrado numerosas
aplicaciones son los llamados liquidos idnicos, formados por sales con una temperatura de fusion por debajo de los 100 °C.
Son muy comunes los formados por un catién de amonio, como puede ser de imidazolio o

piridonio, y un anidn con una baja nucleofilia. Se trata de solventes térmicamente estables, de presidn de vapor
prdactricamente nula, no inflamables, inmiscibles con muchos solventes orgdnicos tipicos y, lo mds importante, sus
propiedades se pueden modular en funcién de su sintesis [Garcia-Verdugo et al., 2015]. Pese a esto presentan varios
inconvenientes: alto costo, toxicidad intrinseca, baja biodegradabilidad, sintesis compleja y, paradéjicamente, muy poco
amigable con el ambiente, ya que involucra el uso de solventes orgdnicos y derivados del petrédleo y genera una alta
proporcidn de residuos [Welton, 2011]. Por lo que estos solventes han sido muy cuestionados dentro de la quimica

verde.

Solventes de eutéctico profundo

En este escenario han ido ganando interés las mezclas eutécticas de muy bajo punto de fusion (DES, del inglés “Deep
Eutectic Solvents”), constituidas por mezclas de sélidos inmiscibles que sufren un cambio de fase sdlido-liquido a una
temperatura determinada, llamado punto eutéctico, comportdndose como si fuese un liquido puro.

Estos solventes se forman mediante la asociaciéon de dos o0 mds componentes cuyas moléculas son capaces de interactuar
(ya sea por fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno o fuerza iénica) para formar una mezcla con una temperatura
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de transicion sélido-liquido significativamente menor a la de sus componentes individuales. Por este motivo, junto con los
liquidos idnicos, se los conoce como “mezclas de baja temperatura de transiciéon” (LTTM por su nombre en inglés “Low
Transition Temperature Mixtures).

Existen cuatro tipos distintos de DES, clasificados en base a su propiedades y composicion [Smith et al., 2014]. Los DES del
tipo III son los mds importantes desde el punto de vista de su aplicacién en quimica orgdnica, debido a su facilidad de
preparacion y a su potencial uso como disolventes sostenibles. Estdn formados, generalmente, por una sal de amonio
cuaternaria que interacta con compuestos que tienen cardcter dador de hidrégeno. Este tipo de DES son obtenidos
generalmente al mezclar un compuesto con cardcter aceptor de enlaces de hidrégeno (HBA), tipicamente una sal con alto
punto de fusién, como el cloruro de colina (ChCl), con una sustancia que actlie como dadora de enlaces de hidrégeno (HBD).
La adicidn de esta Gltima a la sal hace que se establezcan enlaces de hidrégeno entre los dos componentes de manera que
la carga del aniédn de la sal se deslocaliza, disminuyendo la fuerza del enlace iénico entre el catién y el anién de la sal y,
por tanto, la energia de la red cristalina, generando una distorsidn que conduce a la disminucién del punto de fusién de la
mezcla. Cuanto mads fuerte es la interaccidn entre los componentes, mayor es la depresién del punto de fusion. Por
ejemplo, uno de los primeros DES usado en sintesis se formo por la combinacién de cloruro de colina (P.f. 302 °C) y urea (P.f.
134 °C) en una proporcion 1:2, cuya interaccién

es tan fuerte que el punto de fusidn en el eutéctico es de 12 °C, lo que supone una disminucion de 122 °C respecto al ideal.
Algunas de estas mezclas no presentan un verdadero punto eutéctico, sino que presentan una zona similar a la zona de
transicién vitrea, por lo que hay autores que prefieren utilizar otras terminologias como mezclas de bajo punto de
fusion[Russ y Konig, 2012] o de bajo punto de transicién [Francisco et al., 2013].

Los DES como medio para biocatdlisis

Comunmente la mayoria de las reacciones enzimdticas se realizan en solventes orgdnicos tradicionales o mezclas
convenientes de los mismos a los efectos de solubilizar los sustratos manteniendo un adecuado nivel de actividad y
estabilidad de la enzima. Sin embargo, esta estrategia presenta numerosos inconvenientes cuando se pretende la sintesis
de compuestos de alguna complejidad estructural que involucren reactivos de diferente polaridad, dado que aquellos
medios capaces de mantener en solucidn los diferentes tipos de moléculas involucrados suelen afectar negativamente la
actividad del catalizador [Villeneuve, 2007]

Sumado a esto, el creciente interés en la aplicacién de procesos que involucren solventes ambientalmente amigables,
alternativos a los solventes orgdnicos tradicionales, ha despertado el interés de la comunidad académica por el estudio y
desarrollo de sistemas nuevos y mds eficientes para conducir estos procesos enzimdticos. En este escenario se han
instalado con creciente interés los DES, dadas sus propiedades particulares que los diferencia de los solventes
convencionales: alta estabilidad térmica, no-inflamabilidad, no téxicos y totalmente amigables con el medio ambiente.

Si bien se trata de sistemas muy conocido, no es son hasta principio de siglo que comenzaron a ser consideradas como
posibles medios de reaccién [Abbott et al., 2001y 2003].

Considerando estas ventajas, en este proyecto se propone la obtencidn de lipidos bioactivos mediante procesos de
acilacion catalizados por lipasas utilizando este tipo solvente “verde” no convencional, a los efectos de ofrecer una via
alternativa a la sintesis de diferentes compuestos de alto valor agregado, con varias aplicaciones en el drea alimentaria

Esteres de esteroles y de azlcares.

Es conocido que la inclusién en la dieta de ésteres de esteroles (y estanoles) impacta positivamente en el metabolismo del
colesterol, contribuyendo a minimizar la ocurrencia de desérdenes metabdlicos y sus efectos como el sobrepeso y la
aparicion de enfermedades cardiovasculares [Villeneuve, 2007; El Boulifi et al., 2010]. Este efecto se ha asociado a la
capacidad de estos lipidos complejos de reducir los niveles de colesterol LDL mediante un mecanismo intraluminal de
reduccion de la absorcidn intestinal de colesterol [Villeneuve, 2007; Villeneuve et al., 2002]. Como respuesta a esta
reduccion de aporte de colesterol exdgeno, se favorece el consumo de colesterol de las lipoproteinas. Productos como las
margarinas enriquecidas con ésteres de esteroles/estanoles de plantas, se encuentran entre los primeros alimentos
funcionales con impacto efectivo sobre los niveles de colesterol LDL. Se ha reportado que una ingesta diaria recomendada
de 2 a 2.5 g de estos compuestos puede reducir eficientemente los niveles de colesterol LDL [Villeneuve et al., 2002].

El otro grupo de compuestos de nuestro interés, los ésteres de azlicares, también presentan numerosas aplicaciones en la
industria alimentaria, como la cosmética y farmacéutica [Hayes, 2004; Neta et al., 2012]. Ademads de poseer propiedades
surfactantes y emulsificantes, por lo que resultan de utilidad en la estabilizacién de una gran cantidad de emulsiones
comestibles (margarinas, shortengns, cremas, untables en general) , son biocompatibles, biodegradables y
medioambientalmente amigables. Adicionalmente, exhiben actividad antimicrobiana, contribuyendo en la preservacion de
los alimentos, y alin a algunos se les ha atribuido actividad antitumoral y actividad aniinmunodeficiencia humana (HIV)
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[Bachan et al, 2011; Ferrer et al., 2005].

Desafios de la catdlisis enzimdtica

Para la sintesis de estos tipos de lipidos complejos las estrategias quimicas resultan muy poco convenientes, debido que
su inestabilidad a altas temperaturas y en medios alcalinos, asi como por catdlisis estocdstica, suelen producirse
subproductos no deseados.

Por este motivo la via enzimatica aparece con varias ventajas: condiciones moderadas de reaccidn, selectividad, menor
producciéon de productos secundarios, menos etapas de purificaciéon y posibilidad de implementar procesos
ambientalmente amigables, de acuerdo a las nuevas tendencias en quimica verde.

Una de las dificultades de la biocatdlisis de este tipo de reaccidn recae en la optimizacién de la sintesis (rendimiento y
cinética) a partir de dos sustratos de diferente polaridad (carbohidratos y dcidos grasos de cadena larga, o esteroles y
dcidos grasos, en cada caso). En este contexto resulta fundamental la seleccién de un medio de reaccion en el cual ambos
sustratos, polar y apolar, sean solubles (al menos parcialmente) y en el que la actividad de la enzima pueda ser mantenida
en un nivel satisfactorio.

En efecto, en solventes no-polares como el hexano, los compuestos hidrofilicos presentan muy baja solubilidad, mientras
qgue una enzima como la lipasa suele ser activa. Contrariamente, en un solvente polar esos compuestos presentarian muy
buena solubilidad, pero la enzima puede ser desactivada o presentar muy baja actividad [Shi et al., 2011].

Existen numerosos estudios vinculados a la esterificacidn de moléculas hidrofilicas con alcoholes grasos en solventes
orgdnicos o en sistemas sin solvente [Rahman et al., 2012; Lu et al., 2013; Habulin et al., 2008]. De acuerdo con los mismos,
la catdlisis con lipasas en solventes orgdnicos es preferida a los sistemas sin solvente dado que éstos mejoran la
solubilidad de las moléculas involucradas y favorecen el desplazamiento de la reaccién de equilibrio en el sentido de la
sintesis. Dada la diversa hidrofobicidad de reactivos y productos involucrados, la utilizacién de mezclas binarias de
solventes orgdnicos resulta una alternativa atractiva, dado que permite un ajuste fino de la solubilidad manteniendo una
adecuada actividad enzimdtica. De todas maneras, aun asi estas reacciones enzimdticas resultan muy dificultosas dados
los prolongados tiempos de reaccién requeridos y la baja productividad. Ademds, en general debe recurrirse al uso de una
cantidad significativa de catalizador y muy alta relacién molar sustrato apolar/sustrato polar, lo que resulta en una muy
pobre transferencia de masa y muy compleja separacion y purificacidn de los productos de interés.

Sumado a esto, el creciente interés en la aplicacidn de procesos enmarcados en los principios de la Quimica Verde
estimula el disefo de procesos novedosos, atendiendo aspectos vinculados al costo, riesgo, toxicidad, biodegradabilidad,
etc., lo que conduce al estudio y desarrollo de sistemas nuevos y mds eficientes para conducir estos procesos
enzimdticos. Generalmente la mayoria de los procesos no siguen estos principios, siendo comun el uso de gran cantidad de
energia y solventes y reactivos, lo que abre una oportunidad para el estudio y desarrollo de investigaciones para el disefio
e implementacién de nuevas estrategias.

Durante las ultimas décadas la comunidad cientifica ha mostrado creciente interés por dos tipos de solventes
relativamente novedosos, denominados Liquidos Idnicos (IL) y Solventes Eutécticos Profundos Naturales (NADES por sus
siglas en inglés). Esto debido a que ambos solventes comparten varias caracteristicas ventajosas como una baja presion
de vapor, alta estabilidad térmica y no-inflamabilidad, lo que los convierte en alternativas atractivas para implementar
procesos quimicos e ingenieriles sustentables.

Si bien los IL fueron la primera opcidn para la sustitucién de los solventes orgdnicos [Ye y Hayes, 2012], su uso como
medio de reaccién tanto para procesos quimicos como enzimadticos presenté varios inconvenientes. En efecto, su
controvertida ecotoxicoldgica caracteristica y seguridad ambiental [Camino y Pilosof, 2011], asociada con su elevado costo
y su dificultosa sintesis y purificacidn, ha limitado considerablemente su implementacién a escala industrial.

A diferencia de los IL, los DES salvan holgadamente los requerimientos de Quimica Verde, tanto en relacidn al minimo
riesgo en su manipulacién como por su no-toxicidad y alta biodegradabilidad. Por estos motivos estos son los solventes
objeto de estudio de esta propuesta, enfocdndose en la aplicabilidad de los mismos a la sintesis de dos tipos de lipidos
complejos de alto valor agregado y del mayor interés tecnoldgico.

El objetivo general del trabajo fue disefar métodos eficientes para la sintesis enzimdtica de dos tipos de lipidos complejos:
ésteres de esteroles y ésteres de azlcares, en diferentes solventes de eutéctico profundo Tipo III basados en cloruro de
colina.

Metodologia/disefio del estudio

En primer lugar se pusieron a punto los métodos analiticos especificos para la extraccidn y andlisis de los productos de
interés (ésteres de
esteroles y ésteres de azlcares). Para ello se trabajé con estdndares de ésteres de esteroles, algunos adquiridos a
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proveedores como Sigma-Aldrich y otros fueron sintetizados en solventes convencionales, a los efectos de disponer de las
estructuras mds repreentativas de los productos de interés. Estos estdndares se incorporaron en concentracién
conocidas a los diferentes DES de interés y se estudiaron las diferentes alternativas para extraccién y determinacién de
la concentraciones de los mismos, a los efectos de determinar el % de recuperacién y elegir un método de conveniente.
Una vez definidos los métodos analiticos se procedié a evaluar el desempeno de varias lipasas comerciales, identificadas
en trabajos previos como las mds convenientes, frente a las reacciones de interés (todas de origen microbiano y
provenientes de Themomices lanuginosa, Rhizomucor miehei, Candida antdrctica y Candida rugosa). En primer lugar se
evalud la actividad de las mismas en los diferentes DES utilizando como reaccidn modelo la esterificacidn de dcido ldurico
con n-butanol, dado la simplicidad de la misma y la rapidez del método de andlisis de productos, Luego se comenzé a
trabajar con estdndares de fitoesteroles de los mds comunes como Brasicasterol, Campesterol y

beta-sitoesterol, los que se incubaron en los diferente DES en presencia de acido ldurico o laurato de vinilo, a los efectos
de evaluar la eficiencia de la esterificacion o transesterificacion, respectivamente. En todos los casos se evalué el efecto
de las condiciones de reaccién sobre el rendimiento de las mismas: Temperatura, contenido de agua del DES, relacién
entre sustratos, periodo de reaccion.

Luego de la experiencia adquirida en el trabajo con fitoesteroles, se comenzé a estudiar las reacciones mds complejas
vinculadas a los azlcares. Para esto se realizé un “barrido” similar al descripto en el caso anterior (mismas enzimas,
dcidos grasos y DES). Como azlcares se ensayaron tres monosacdridos comunes: xilitol, glucosa y fructosa. De la misma
manera que en el caso de la sintesis de ésteres de esteroles, se estudié el efecto de las variables operativas sobre los
porcentajes de conversion.

Principales métodos experimentales:

Incubaciones:

Se realizaron generalmente en viales de 15 mL con tapa de rosca en un agitador orbital con control de temperatura, a
diferentes rpom y temperatura segun el tipo de enzima y caracteristicas fisicoquimicas del DES a utilizar. Para la
extraccion de los producto de reaccion se adiciono agua al sistema, de manera de generar la disrupciéon del DES, y
posteriormente se extrajeron los productos mediante repetidas extracciones con hexano.

Andlisis de productos:

Luego de evaluar varias alternativas analiticas se optd por el uso de cromatografia gas-liquido como la mds conveniente.
Se utilizé un GC Shimadzu GC2010 con detector FID e inyector on-column para el andlisis tanto de los ésteres de esteroles
como de los ésteres de azlcares. En este ultimo caso los productos fueron previamente silanizados mediante el uso de
MSTFA. Alternativamente se utilizaron diferentes métodos de cromatografia en capa delgada (TLC) para una evaluacion
rdpida del avance de las reacciones.

Resultados, andlisis y discusién

Puesta a punto de métodos analiticos

De acuerdo a lo propuesto en el plan de trabajo se sintetizaron diferentes solventes de eutéctico profundo (DES) basados
en el cloruro de colina (ChCl), combinado con cuatro donadores de enlace de hidrégeno (HBD). En la Tabla 1 se muestran los
diferentes DES y las proporciones molares en la que fueron constituidos, correspondientes a cada composicion eutéctica.
En la dltima columna se indica la posibilidad de que el propio componente HBD pueda reaccionar en las reacciones de
sintesis de interés, compitiendo con los sustratos objetivo de los procesos a estudiar, aspecto que resulté de gran
importancia como se describe mds adelante.

Para los ensayos de puesta a punto de métodos de incubacién y métodos analiticos se realizaron ensayos de
transesterificacion de laurato de vinilo con metanol en exceso en los diferentes DES de interés. El avance de la reaccién se
realizé por cromatografia gaseosa en un equipo Shimadzu 14B equipado con columna Supelco SP-2330 de 30 metros,
detector FID y inyeccion tipo split, programando la temperatura del horno desde 160 hasta 220 °C a 4°C/min. La Figura 1
muestra el avance de esta reacciéon en medio DES 2, catalizada por la lipasa comercial Lipozyme TL-IM inmovilizada (de
Thermomices lanuginosus, producida por Novozymes) a 45 °C con agitacidn orbital a 200 rpm, en cuatro incubaciones
independientes. Se observd que la reaccidn prdcticamente se completdé luego de 24 h de incubacidn y que la
reproducibilidad del método fue muy buena, por lo que se adoptaron estas condiciones de reaccién para las siguientes
actividades del proyecto.Los mismos ensayos se realizaron con las enzimas Novozym 435 (lipasa de Candida antarctica
inmovilizada sobre un soporte acrilico) y la lipasa de Candida rugosa, ambas adquiridas a Sigma-Aldrich. En el caso de la
primera se observé una muy buena actividad catalitica, similar a la

mostrada por la Lipozyme TL-IM (Figura 1), mientras que la segunda no presenté actividad ninguna en idénticas
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condiciones.

Sintesis de ésteres de esteroles

Para la sintesis de ésteres de esteroles se realizaron ensayos previos en medio hexano, a los efectos de verificar el
desempeno de diferentes lipasas en la catdlisis de la reaccidn de transesterifiacion de una mezcla de fitoesteroles
(obtenida de COGNIS, Alemania, conteniendo brasicasterol 10,1 %, campesterol 39,4 % y beta-sitosterol 50,5 %).

Las reacciones se realizaron en las condiciones indicadas en el punto anterior, colocdndose en el vial de incubacidn 25 mg
de la mezcla de fitoesteroles, 60 mg de laurato de vinilo (130 % de exceso), 10 mg de estdndar interno (tricosano) y 20 mg
de enzima en 5 mL de hexano. Las enzimas utilizadas fueron: Candida rugosa, Lipozyme TL-IM (Thermomices
lanuginosus), Novozym 435 (Candida antarctica) y Lipozyme RM-IM (Rhizomucor miehei).

Las muestras recogidas a diferente tiempo de incubacién se analizaron por cromatografia gaseosa en un GC 2010
equipado con detector FID, inyector on-column y columna Supelco MET-Biodiesel (14m x 0.53mm x 0.16?m), utilizando una
temperatura de horno convenientemente programada.

La Figura 2A muestra la eficiente separacion de los tres fitoesteroles componentes de la mezcla sustrato y sus
respectivos productos de reaccidn (lauratos de cada fitoesterol) alcanzada mediante el método analitico por
cromatografia gaseosa. También se aprecia el pico correspondiente al estdndar interno, el del laurato de vinilo y, junto a
éste ultimo, el del dcido ldurico. La aparicién de dcido ldurico es del mayor interés ya que indica que pese a la baja
actividad de agua del medio, tiene lugar la reaccidn de hidrélisis del laurato de vinilo, reaccién paralela a la reaccién de
interés y frente a la cual las enzimas presentan un grado de actividad.

La Figura 2B muestra los resultados obtenidos al catalizar el proceso con las diferentes enzimas, donde se observa que la
mds activa fue la Lipozyme TL-IM, seguida por la de Candida rugosa y la Lipozyme RM-IM, mientras que la Novozyme 435
fue muy poco activa.

Obviamente el comportamiento de las enzimas no es el mismo en los diferentes medios ni frente a diferentes reacciones.
Posteriormente se realizaron las incubaciones en medio DES. Al principio las conversiones fueron muy bajas vy,
adicionalmente, se observé en los cromatogramas la aparicién de varios picos importantes no correspondientes con los
productos esperados, lo que sugirio la posibilidad de que se pudieran estar produciendo ésteres de los diferentes HBD
constituyentes de los DES 1, 2, y 3. Estos presentan funciones hidroxilo libres en su estructura, capaces de dar origen a
enlaces tipo éster con el grupo alquilo (laurato) presente en el medio de reaccién.

Para verificar esto se realizaron incubaciones en cada uno de estos medios DES, en presencia de laurato de vinilo y
enzima Novozym 435 y en ausencia del sustrato de interés (mezcla de fitoesteroles). La Figura 3 muestra los resultados
obtenidos luego de 48 horas de incubacidn, donde se verifica la aparicién de los lauratos de los diferentes HBD en cantidad
importante, lo que indica la existencia de fuertes fendmenos competitivos con participacién de dichos compuestos. La
cantidad de productos generados se corresponden con la cantidad de funciones hidroxilo de los HBD (segun se ilustra en la
Tabla 1), generdndose mono-, di- y/o trilauratos segun el caso. Esto representé un problema importante, ya que implica el
consumo del reactivo donador del grupo acilo (laurato) por parte de un compuesto con alta capacidad de aceptar grupos
acilo como los HBD, debido a que se encuentran en muy alta concentracidn en tanto se tratan de uno de los constituyentes
del solvente.

Adicionalmente, este fendmeno implicé una mayor complejidad desde el punto de vista analitico, dado que algunos de los
picos de los sustratos y productos de interés se superponen total o parcialmente con los de los ésteres de los componentes
del DES, lo que dificulta en gran medida la cuantificacién de los mismos. La Figura 4 muestra la reactividad determinada
para los HBDs de los diferentes DES. En base a estos resultados se decidié trabajar mayormente en el DES 4 (ChCl/urea),
el cual no mostré la paricién de productos derivados de la urea.

Posteriormente, considerando reportes relativos al efecto favorable de la presencia de agua para la actividad de enzimas
en este tipo de solvente, se procedié a evaluar el efecto del contenido de agua en el DES 4 sobre la actividad de la lipasa
Novozym 435. En la Figura 5 se muestra el porcentaje de conversidn alcanzado en la sintesis de ésteres butilico al
trabajar en este DES con diferentes relaciones molares R = moles de agua / moles de ChCL. Los resultados indicaron que
la ausencia de agua (R=0) impacté muy negativamente sobre la actividad enzimdtica, mientras que a partir de un valor de
R=1la enzima recupera sensiblemente la actividad. Asimismo, periodos prolongados de incubacidon con un contenido
elevado de agua produjeron un gradual descenso en los porcentajes de conversién, aspecto a tener en cuenta para
incubaciones prolongadas.

Realizados estos ensayos previos y ajustes de las condiciones de reaccion se llegé a obtener una conversién mdxima de la
mezcla de esteroles en la transesterificacion con laurato de vinilo a los correspondientes ésteres lauricos del 55 %. Las
condiciones de reaccién fueron: lipasa de Candida rugosa, medio DES 4, relacion molar R = (agua / ChCl) = 3, 45 °C de
temperatura, agitaciéon a 300 rpm.
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Sintesis de ésteres azucares.

En el caso de los ésteres de azucares los ensayos se iniciaron en los DES ya descriptos en la seccion anterior, en los que
se evalud la actividad de varias de las enzimas disponibles en la catdlisis de la esterificaciéon de diferentes
monosacdridos con dcido ldurico o laurato de vinilo. Nuevamente se vovlié a apreciar una fuerte competencia de los
componentes HBDs de los diferentes DES, por lo que se continud trabajando mayormente con el DES 4, al igual que en el
caso de los fitoesteroles.

En esta etapa se destind un tiempo considerable al andlisis del efecto de las diferentes variables operativas sobre el
avance de las reacciéon (temperatura, adicién de agua al sistema, velocidad de agitacidn, etc.) Pese a esto las
conversiones obtenidas, en todos los casos, fueron extremadamente bajas, ain luego de tiempos extremadamente
prolongados de reaccién (p. ej. 5 dias).

Estos resultados condujeron a ensayar una estrategia diferente, consistente en generar un DES tal donde el componente
HBD sea precisamente el sustrato "objetivo”.

En base a informacién bibliogrdfica sobre este tipo de solvente y nuestros objetivos se sintetizé un nuevo DES constituido
por ChCl y glucosa combinados a relaciones molares 1:1 0 2:1, a los que se denominé DES 5 y DES 5% respectivamente. En
estos nuevos sistemas, la eventual reaccién del componente HBD no resultaria competitiva sino que, por el contrario, la
generacion de ésteres de glucosa constituia el objetivo principal de esta etapa del proyecto.

Luego de varios ajustes en las condiciones de reaccion se observoé clara la apariciéon de monolaurato de glucosilo y, en
menor grado, de dilaurato de glucosilo, al incubar en DES 5 al laurato de vinilo en presencia de la lipasa Novozym 435 (la
Unica que mostré actividad). La Figura 6 muestra la velocidad de generacidon de monolaurato de glucosilo (principal
producto) a lo largo de un prolongado periodo de incubacién en DES 5. En idénticas condiciones de reaccion en el DES 5* se
observé también la generacion de los productos de interés, a velocidades levemente superiores a las observadas en el
DES 5 (Figura 7).

Actualmente se continla el trabajo focalizado en maximizar los rendimientos de la sintesis de ésteres de azlcares, ya
que la linea de investigacién se continuard adn luego de finalizado formalmente este proyecto.

Conclusiones y recomendaciones

A modo de resumen, se pueden realizar las siguientes puntualizaciones:

1.- Los sistemas de solventes DES basados en cloruro de colina estudiados pueden resultar medios de reaccién
conveniente para la sintesis de lipidos complejos como los ésteres de fitoesteroles o ésteres de glucosa obtenidos.

2.- Los mayores desafios de estos sistemas involucran la generacién de un medio capaz de preservar la actividad
enzimdtica por periodos de reaccion prolongados.

3.- Entre los factores determinantes de que se consiga lo indicado en el punto anterior se destacan la temperatura de
reaccién y la actividad de agua en el medio.

4.- En particular la presencia de agua en el medio de reaccidn resulta decisiva sobre la viabilidad de este tipo de proceso,
afectando la efectividad de los mismos mediante dos efectos combinados: mantener un medio adecuado para que el
catalizador se manifieste con una alta actividad y disminuyendo en forma importante la viscosidad del sistema, mejorando
los fendémenos de transporte necesarios para el progreso de las reacciones de interés.
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