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RESUMEN

En la presente tesis se estudia la sintesis enzimatica en dos etapas de mezclas de
acilglicéridos con wun alto valor nutricional. El producto obtenido consiste
principalmente en triglicéridos estructurados, triglicéridos de cadena media y 1,3-

diglicéridos.

En el Capitulo 1 se define el concepto de acilglicérido y se describen las principales
caracteristicas de los acilglicéridos utilizados en alimentacion humana. Ademas, se
presentan las propiedades buscadas en nuevos glicéridos y el uso de lipasas para la
obtencién de los mismos, con especial énfasis en el mecanismo de accién y

especificidad de estas enzimas.

El Capitulo 2 resume los materiales y métodos utilizados para llevar a cabo las
reacciones de sintesis durante esta tesis. También se presentan las técnicas utilizadas

para analizar los productos de reaccidn y los protocolos de inmovilizacidn de lipasas.

El Capitulo 3 contiene los principales resultados de la sintesis enzimdtica de 1,3-
dicaprina por esterificacion de glicerol con acido caprico catalizada por Lipozyme RM
IM. Se lleva a cabo un disefio de experimentos y se estudian multiples respuestas.
Ademas, se analiza en detalle la migracidon de acilo (una reaccién secundaria) y se

propone un modelo tedrico para explicar la participacion de la lipasa en esta reaccion.



En el Capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos al realizar la separacién y
purificacion de 1,3-dicaprina sintetizada con la reaccién descripta en el Capitulo 3. Se
estudia la separacion de acilgliceroles en un proceso en varias etapas empleando
solventes de baja toxicidad. Como paso previo, se analiza la neutralizacion y separacién

del 4cido caprico remanente.

El Capitulo 5 se centra en el estudio de biocatalizadores para la obtencién de mezclas
de glicéridos estructurados de alto valor nutricional a través de la esterificacion de 1,3-
dicaprina con 4cido palmitico. Se analiza la actividad y selectividad de enzimas
comerciales, en forma libre e inmovilizada. Ademas, se realiza un exhaustivo analisis de
las caracteristicas de la mezcla de acilglicéridos obtenida con cada biocatalizador.
Finalmente, se proponen y discuten varias técnicas para estudiar la composicién de

estas muestras.

En el Capitulo 6 se lleva a cabo un analisis detallado de la isomerizacién de acilos
observada en la etandlisis de triglicéridos. En el mismo se examinan los principales
factores que afectan a la reaccion de migracion de acilo durante la etandlisis de

triglicéridos modelo catalizadas por Novozym 435.

El Capitulo 7 contiene los resultados mas relevantes de la sintesis de 1,3-dicaproil-2-
palmitoil glicerol a partir de la esterificacion de 1,3-dicaprina con acido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada por adsorcidn fisica sobre

quitosano. En primer lugar, se estudia la obtencion del biocatalizador. A continuacién,



el mismo se analiza en reaccion mediante un disefio de experimentos y se determinan

las condiciones dptimas para la sintesis del triglicérido estructurado deseado.

Por ultimo, el Capitulo 8 presenta las conclusiones mas importantes y relevantes del
trabajo experimental llevado a cabo. En este capitulo también se indican los posibles

trabajos futuros derivados de la presente tesis.



ABSTRACT

In this doctoral thesis, the enzymatic two stages synthesis of acylglycerides blends, with
high nutritional value, is studied. The nutritional mixture mainly consists in structured

triglyceride, medium chain triglycerides and 1,3-diglycerides.

In Chapter 1, acylglycerides concept is defined and the main characteristics of the
acylglycerides used in human nutrition are described. Also, the desired properties of
novel acylglycerides and the use of lipases for obtaining of these glycerides are
presented, with special emphasis on the mechanism of action and specificity of these

enzymes.

Chapter 2 summarizes the materials and methods used to carry out the synthesis
reactions during this thesis. The techniques used to analyze reaction products and the

lipase immobilization protocols are also presented.

Chapter 3 contains the most important results of enzymatic synthesis of 1,3-dicaprin by
esterification of glycerol with capric acid catalyzed by Lipozyme RM IM. An
experimental design is performed and multiple responses are analyzed. In addition, acyl
migration (a secondary reaction) is analyzed in detail and a theoretical model is

proposed in order to explain the participation of lipase in this reaction.

Chapter 4 contains the results obtained by performing the separation and purification

of 1,3-dicaprin synthetized by the reaction analyzed in Chapter 3. Acylglycerides



separation in a multistage process using solvents of low toxicity is studied. As a

preliminary step, neutralization and removal of capric acid remaining is analyzed.

Chapter 5 focuses on the study of biocatalysts for the production of structured
glycerides mixtures with high nutritional value through the esterification of 1,3-dicaprin
with palmitic acid. The activity and selectivity of commercial enzymes, in free and
immobilized form are analyzed. In addition, an exhaustive analysis of the characteristics
of the mixture of acylglycerides obtained with each biocatalyst is performed. Finally,
various techniques used to study the composition of the samples are proposed and

discussed.

In Chapter 6, a detailed analysis of the acyl isomerization occurred during ethanolysis of
triglycerides is carried out. In the same, the main factors affecting the reaction of acyl
migration during ethanolysis of model triglycerides catalyzad by Novozym 435 are

studied.

Chapter 7 contains the most relevant results of the synthesis of 1,3-dicaproyl-2-
palmitoyl glycerol obtained from the esterification of 1,3-dicaprin with palmitic acid
catalyzed by Burkholderia cepacia lipase immobilized by physical adsorption on
chitosan. First, the preparation of the catalyst is studied. Then, the catalyst is analyzed
in reaction performing an experimental design and the optimal conditions for the

synthesis of desired structured triglyceride are determined.

Vi



Finally, Chapter 8 shows the most important and relevant conclusions from the
experimental work carried out. Possible future works, derivatives of the present thesis,

are also indicated in this chapter.

Vii
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1. INTRODUCCION

1.1. Acilglicéridos

Los acilglicéridos, también conocidos como glicéridos, son ésteres formados a partir de
glicerol y acidos grasos (AG). El glicerol tiene tres grupos hidroxilo, que pueden ser
esterificados con uno, dos, o tres acidos grasos para formar monoglicéridos (MAG),
diglicéridos (DAG), y triglicéridos (TAG) respectivamente. Los aceites y grasas
empleados en alimentacién contienen principalmente triglicéridos, pero son
degradados por las enzimas naturales (lipasas) en mono y diglicéridos y acidos grasos

libres.

Glicéridos parciales son ésteres de glicerol con acidos grasos, en los que no estan
esterificados todos los grupos hidroxilo. Dado que algunos de sus hidroxilos se
encuentran libres, estas moléculas tienen cierta polaridad. Los glicéridos parciales de
acidos grasos de cadena corta son mas polares que los glicéridos de cadena larga, y
tienen excelentes propiedades solventes para drogas dificiles de solubilizar,

haciéndolos valiosos como excipientes en la industria farmacéutica [1].

La forma mas comun de acilglicerol son los triglicéridos, que tienen alto valor caldrico y

en general aportan el doble de energia por gramo que los hidratos de carbono [2].

En la Figura 1.1 se presenta la numeraciéon estereoquimica de los carbonos de glicerol

en un triglicérido. Segun esta numeracion, si se situa el acilo esterificado en el carbono



central hacia la izquierda, se considera como carbono sn-1 al que queda arriba

utilizando la proyeccion de Fischer.

H
H —(IZ—DDCR' posicion sn-1
R O = = posicidn sn-2
H—C—00cRE™ posicion sn-3

[

H

Figura 1.1. Estereoquimica de los carbonos del glicerol en un triglicérido.

1.1.1. Triglicéridos

Los triglicéridos, desde el punto de vista cuantitativo, son los componentes
mayoritarios de los lipidos (93%-95% del total de lipidos ingeridos). Estos, junto con las
proteinas y los carbohidratos, son macronutrientes necesarios en la nutricién humana
y su consumo ronda los 100 g por dia o mas [3]. Los triglicéridos representan la
principal fuente de energia, son fundamentales en la formaciéon de estructuras
celulares como las membranas, proveen de acidos grasos esenciales necesarios para la
sintesis de los eicosanoides y de otros derivados bioactivos, constituyen el vehiculo de
vitaminas liposolubles, y organolépticamente aportan la palatabilidad y el sabor de las
comidas ademas de ser los componentes mds importantes en la saciedad postprandial
gue producen los alimentos [4]. El manejo tecnoldgico de los lipidos y triglicéridos es
mas complejo que el de los otros macronutrientes, basicamente por la condicién de

insolubilidad o de escasa solubilidad en agua [4].

Un triglicérido es el producto de la esterificacidon del glicerol con tres acidos grasos, los

que pueden ser iguales o diferentes en sus caracteristicas moleculares (tamafo de
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cadena, grado de insaturacién, isomeria, entre otras). En los ultimos afios se ha
generado un creciente interés por el desarrollo de nuevos triglicéridos [5]. Los mismos
pueden clasificarse en varios tipos: AAA, ABA, AAB, ABC, siendo A, B y C diferentes
acidos grasos. Los grupos acilo en TAG alimentarios pueden variar en longitud de
cadena de C2 a C24 y de acidos grasos saturados a acidos grasos insaturados con hasta

seis dobles enlaces [3].

Existe evidencia que demuestra que las propiedades nutricionales de los triglicéridos
dependen no sélo de los dcidos grasos que los componen, sino también de la posicién

de estos en el esqueleto de glicerol [6].

1.1.1.1. Triglicéridos de longitud de cadena media y triglicéridos estructurados

Los triglicéridos de longitud de cadena larga (TCL), tales como los provenientes de
aceites vegetales, grasas animales o aceites de pescado, son hidrolizados por varias
enzimas en el intestino generando monoglicéridos y acidos grasos libres. Los mismos
son emulsionados por dacido biliar y posteriormente absorbidos [7-8]. Inicialmente,
fueron empleados en nutricién parenteral triglicéridos de cadena larga provenientes
de aceite de soja y cartamo. Sin embargo, el empleo de TCL puros estd asociado con
una lenta eliminacién de los mismos del torrente sanguineo y deterioros del sistema

reticuloendotelial [9].

Los triglicéridos de cadena media (TCM) podrian hidrolizarse de manera casi completa
para ser absorbidos predominantemente como dcidos grasos libres, y luego

transportados al higado donde se someten a oxidacién [10-11]. En ausencia o



deficiencia de la lipasa pancredtica, se ha indicado que una gran fraccion de TCM
pueden ser absorbidos como triglicéridos, mientras que los TCL no se absorben [10].
Por esta razoén, los TCM han sido empleados en pacientes con malabsorcién o cuidados

infantiles debido a su rdpida digestion y provisién de energia [12-13].

Dados los diferentes destinos metabdlicos que presentan los acidos grasos en funcion
de su longitud de cadena, se ha comprobado una mejor absorcidn de los acidos grasos
de cadena media (AGCM) en comparacion con los acidos grasos de cadena larga
(AGCL). Por otro lado, estudios en humanos y animales han mostrado un incremento
en el gasto de energia postprandial luego del consumo de TCM a corto plazo. El
empleo de AGCM en nutricion animal a largo plazo permitié la reduccion del peso
corporal. Estas diferencias en el manejo metabdlico de AGCM frente a AGCL sugieren
un potencial uso de los TCM como agentes para la pérdida de peso [11]. Sin embargo,
el consumo de TCM a largo plazo resulta en deficiencia de acidos grasos de cadena

larga, en especial acidos grasos esenciales.

Diferentes alternativas han sido evaluadas en estudios de absorcidén, tales como
mezclas fisicas de TCM y TCL [14-15], triglicéridos interesterificados obteniendo TAG
con estructura al azar [16-18] vy triglicéridos con estructura especifica [19-20]. Mezclas
fisicas de TCM y TCL no proporcionaron mejoras en la absorcién de AGCL dado que
cada uno de los triglicéridos individuales mantiene su nivel de absorcidn original. Por
otro lado, los acidos grasos de cadena larga ubicados en posiciones primarias de los
triglicéridos con estructura al azar son pobremente hidrolizados. Sin embargo,

triglicéridos estructurados (TE) conteniendo AGCL en la posicién sn-2 y AGCM en las



posiciones sn-1y sn-3 han proporcionado beneficios metabdlicos en comparacién con
las mezclas fisicas [16-17] y los triglicéridos interesterificados [17]. En general, la
denominacién de TE hace referencia a triglicéridos cuya composicién de acidos grasos

ha sido determinada por un proceso de laboratorio o industrial.

Los triglicéridos estructurados del tipo MLM (antes mencionados como ABA, siendo M
un acido graso de cadena media y L un acido graso de cadena larga) han sido disenados
para mejorar la absorcién de AGCL en pacientes con malabsorcidon. TE con estructura
especifica enriquecidos con acido palmitico en posicién sn-2 han sido empleados en
féormulas infantiles (por ejemplo, Betapol) para imitar la estructura de la leche humana
[21]. Los TE también se han desarrollado con especial atencién en la generacién de
grasas de bajas calorias o sustitutos de grasas debido a los crecientes problemas de
obesidad y diabetes, ejemplos de estos productos son Olestra y Salatrim. Este ultimo
estd compuesto por TE de estructura al azar obtenidos por interesterificacidon de
aceites vegetales hidrogenados y triglicéridos conteniendo acidos grasos de cadena
corta (AGCC). Aceites de cocina conteniendo DAG y TAG compuestos por AGCM vy
AGCL con estructura aleatoria se encuentran comercialmente disponibles en Japén y
Estados Unidos. Se ha demostrado que aceites conteniendo alta proporcion de
diglicéridos y aceites compuestos por triglicéridos conteniendo AGCM y AGCL en la

misma molécula pueden prevenir la acumulacion de grasas [22-23]

1.1.2. Diglicéridos
Los diglicéridos (DAG) son componentes minoritarios de grasas y aceites comestibles

[24]. Tipicamente, el nivel de diglicéridos en aceites comestibles estd por debajo del



5% [24-25]. Los DAG, generalmente en una mezcla con monoglicéridos, son empleados

como aditivos alimentarios y se utilizan en gran medida como emulsionantes [26].

El método tradicional para producir diglicéridos es la interesterificacién de TAG con
glicerol en presencia de un catalizador inorgdnico a elevada temperatura [27]. Los
catalizadores alcalinos son los mas ampliamente empleados, tales como hidroxido de

sodio o potasio, metdxido de sodio y/o acetato de potasio.

1.1.2.1. 1,3-diglicéridos

Los diglicéridos pueden tener dos configuraciones, 1,3-diglicéridos (1,3-DAG) y
1,2(2,3)-diglicéridos (1,2(2,3)-DAG). En aceites naturales, 1,3-DAG constituyen
aproximadamente el 70% del total de DAG. De igual manera, en aceites comerciales
con alto contenido de diglicéridos, 1,3-DAG representan alrededor del 70% del total de
diglicéridos como resultado del equilibrio durante el proceso de refinado y

almacenamiento posterior al proceso de sintesis [28].

Los 1,3-DAG son intermediarios para la sintesis de varios compuestos con aplicaciones
farmacéuticas [26,29]. Profdarmacos de diglicéridos se pueden obtener cuando la
posicion sn-2 se esterifica con un farmaco que lleva un grupo carboxilico, tal como el
acido niflimico o acido acetilsalicilico empleados como antiinflamatorios [30-31], por
union covalente con un alcohol, como el bupranolol utilizado como B-bloqueante [32],
o por la union a la posiciéon sn-2 de fenitoina, que es un antiepiléptico de uso comun
[33], etc. Estas formas son absorbidas mas facilmente y tienen menores efectos

secundarios que las drogas originales [26,29-30,32-33]. De manera similar, los



triglicéridos  estructurados con un 4cido poliinsaturado como el acido
docosahexaenoico (DHA), el 4cido eicosapentaenoico (EPA) u otros, en posicidn sn-2 'y
AGCM en posiciones sn-1 y sn-3, pueden ser portadores de estos acidos terapéutica y

nutricionalmente valiosos [16].

Varios estudios sobre las propiedades nutricionales y los efectos del consumo de DAG
[22,34-36] han revelado que los diglicéridos, de los cuales 1,3-DAG es un componente
importante, comparados con los triglicéridos, tienen la capacidad de reducir las
concentraciones de TAG en suero [34] y como resultado, disminuir tanto el peso

corporal como la grasa visceral [22].

1.2. Propiedades buscadas en acilglicéridos

Las propiedades mas significativas de los acilglicéridos dependen de su uso final. Estas
son principalmente nutricionales o fisicas, aunque algunas veces también pueden
estudiarse propiedades quimicas. Las propiedades nutricionales son importantes en
triglicéridos y diglicéridos estructurados, alimentos funcionales, férmulas infantiles,
suplementos dietarios y en formulaciones orientadas al cuidado de la salud, asi como
también para el tratamiento de algunas enfermedades. Las propiedades fisicas son
importantes cuando se considera la dureza de los acilglicéridos, en especial en
triglicéridos, en las caracteristicas de grasas y aceites de cocina o fritura, y también son
importantes cuando se consideran las aplicaciones cosméticas y/o lubricantes de los

acilgliceroles.



1.2.1. Propiedades nutricionales

Los glicéridos son un componente importante de la alimentacion, y hay una creciente
concientizacion que la dieta en general y en particular los triglicéridos, son importantes
en el mantenimiento de una buena salud y en la evolucién y tratamiento de algunas
enfermedades. La importancia nutricional de los triglicéridos y diglicéridos atrae
mucho la atencién, mas cuando estas propiedades se revén cada afio, e incluso en
meses, debido al desarrollo de nuevos conocimientos en el area. Las propiedades de

potencial interés incluyen:

e valores totales de energia, con interés en obtener acilglicéridos con reducido
valor energético pero manteniendo las caracteristicas de los aceites y grasas
tradicionales

e |a composicién de acidos grasos, teniendo en cuenta los niveles de acidos
grasos saturados, isémeros cis y trans de los acidos, acidos grasos esenciales y
acidos insaturados de cadena larga, recomendados en base a la actual hipdtesis
nutricional

e estructura de glicéridos, donde la bio-disponibilidad es un punto importante en
este tema y la composicion de acidos grasos por si sola puede no ser suficiente

para definir valores nutricionales.

El concepto de que toda grasa es mala y que la mejor dieta es aquella que no contiene

grasas esta siendo actualmente debatido [37].



1.2.2. Propiedades fisicas

La importancia de las propiedades fisicas estd mds comunmente asociada con la
cristalizacién, la forma de los cristales y el comportamiento de derretimiento. Por
ejemplo, los aceites de frituras (y lubricantes) no deberian contener cristales y
deberian estar libres de triglicéridos que puedan cristalizar o promover la cristalizacién

[37]. La formacién de espuma resulta también un punto critico en aceites de fritura.

1.3. Lipasas.

Las lipasas, o triglicérido acilhidrolasas (EC 3.1.1.3), son enzimas que catalizan la
hidrélisis de triglicéridos en medio acuoso. Las lipasas se encargan del metabolismo de
los lipidos en los organismos vivos que las contienen, lo que justifica su amplia

distribucidn en la naturaleza [38].

Las lipasas fueron identificadas a principios del siglo XX por el microbidlogo C.
Eijkmann quien reporté que eran producidas por diferentes bacterias. Dicha presencia
en bacterias y hongos, se convirtid en una de sus principales ventajas, ya que permite
la produccidn de lipasas en cantidades industriales. Ademas, no requieren co-factores
[39]. Si bien poseen una alta regioespecificidad y estereoselectividad, una de las
caracteristicas mas exploradas de las lipasas es su “promiscuidad catalitica” referente a
la posibilidad de actuar en diferentes reacciones quimicas por cambios en las
condiciones como: el solvente de reaccién (acuoso-organico), la temperatura, el pH, la
presencia de liquidos idnicos o sales inorganicas, reacciones sin solvente, y con
sustratos en fase gas o solida [40]. Esto permite que las lipasas tengan un amplio

espectro de aplicaciones en industrias como la de detergentes, fdrmacos, cosméticos,



alimentos, sintesis organica y de polimeros, tratamiento de cuero y eliminacién de

residuos, entre otras [41].

En cuanto a su estructura, los estudios de difraccidon de Rayos X (DRX) muestran que en
general, las lipasas poseen un ensamblaje tipo a-B-hidrolasas con un nucleo de
cadenas B-plegadas paralelas rodeadas de cadenas a-hélice. Su sitio activo estd
formado por una triada catalitica consistente de los aminoacidos Serina (Ser), Histidina
(His) y acido Aspdrtico/Glutamico (Asp/Glu). Ademas, tiene cuatro “bolsillos de
enlazamiento” (sitios de unién) de sustrato: un hueco oxanidénico para acomodar los

TAG, y tres bolsillos para ubicar los acidos grasos en posicidn sn-1, sn-2 y sn-3 [40]

La principal caracteristica estructural de las lipasas es la existencia de una cadena de
aminodcidos que cubre el sitio activo, llamada LID o tapa. La LID es una cadena de
longitud variable para cada lipasa, y se postula que su movimiento da acceso al sitio en

un fendmeno denominado activacion interfacial [42-44].

1.3.1. Mecanismo de reaccién

En 1884 Emil Fischer propuso que la enzima y sus sustratos funcionan como un sistema
“llave-cerradura” refiriéndose al enlazamiento especifico que da lugar al proceso
catalitico enzimatico. Actualmente el modelo de “acoplamiento inducido” define que
el sustrato induce la orientacién de los residuos en el sitio activo para que ocurra el
proceso catalitico [45]. La Ecuacién 1.1 representa el mecanismo de accion valido para

un solo sustrato y un solo producto.
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E+S ES* — E+P (1.2)

Donde E representa la enzima, S el sustrato, ES* el complejo enzima sustrato (estado
de transicion), P los productos y ki, k; y k3 las constantes de formacion/disociacién de
las especies quimicas. Los enlaces temporales entre la enzima y el sustrato que forman
el estado de transicion facilitan el rompimiento de los enlaces del sustrato, de esta
forma la energia de activacidon necesaria para la obtencién del producto sera menor
(Figura 1.2) y la reaccion procederd mas rdpidamente que cuando la enzima no se

encuentra presente [46].

Reaccidn no catalizada Reaccidn catalizada

barrera de

37T energia
3 ~

barrera de
energia

reactivas

energla libre

productos productos

curso de la reaccidn curso de la reaccion

Figura 1.2. Representacion de la energia de activacién para una reaccidn con y sin enzima.

A pesar de la variedad de reacciones y sistemas en los que las lipasas han sido
empleadas, el mecanismo de reaccidn conserva lineamientos generalizados que
involucran el ataque nucleofilico de la Serina catalitica sobre el sustrato, la formacion
del complejo tetraédrico inestable que se hidroliza rdpidamente para formar el
intermediario acil-enzima, y finalmente la formaciéon del producto y reordenamiento
del sitio activo de la enzima. En la Figura 1.3 se muestra una representacién del

mecanismo de reaccién de lipasas [47].
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(a) (b) R'XH

Histidina Intermediario Acil-Enzima

Figura 1.3. Representacion del mecanismo de reaccién de lipasas [47].

A continuacion se detalla el mecanismo de reaccion:

a) La formacién del complejo de transicion en las lipasas implica re-
arreglamientos de la triada catalitica para potenciar la nucleofilicidad del
residuo hidroxilo de la Serina catalitica. El oxigeno hidroxilico del acido
Aspartico genera un enlace de hidrégeno con la Histidina. El nitrégeno de la
Histidina, puede por lo tanto desprotonar al residuo Serina, potenciado la
nucleofilicidad de su residuo hidroxilo. De esta forma el residuo hidroxilo de la
Serina podra iniciar el proceso catalitico sobre el sustrato [47]. El residuo
hidroxilo de la Serina ataca nucleofilicamente al carbono carbonilico del

sustrato (R-CO-XR’), formando un intermediario tetraédrico.
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b) Dado que el intermediario tetraédrico es un hemiacetal inestable, se hidroliza
rapidamente liberando R’X-H (que puede ser un alcohol, éster o amina
dependiendo de la naturaleza del sustrato) y formando el intermediario acil-
enzima. Para completar la reaccién, un segundo sustrato puede atacar
nucleofilicamente al complejo acil-enzima (en el esquema se presenta una
molécula de agua, aunque también puede ser un diglicérido, un alcohol o una

amina).

c) Este ataque nucleofilico permite la formacién de un segundo intermediario
tetraédrico inestable, que se hidroliza para liberar el producto final (en el caso
particular del esquema, un acido R-CO-OH), y regenerando el sitio activo de la
enzima. Dependiendo del sustrato nucledéfilo atacante, también se puede

obtener un TAG, un éster, un acido carboxilico o una amida.

Vale la pena resaltar que todo el mecanismo de reaccion debe estar precedido por el
movimiento de la LID que permite el acceso del sustrato al sitio activo y que facilita el
enlazamiento de la lipasa a la interfase lipidica por el incremento en el area de la

superficie hidrofébica [44,48].

1.3.2. Especificidad de las lipasas
La especificidad es una de las propiedades mas llamativas de las enzimas. La principal
ventaja de las lipasas, la cual diferencia a las reacciones catalizadas por lipasas de las

reacciones catalizadas quimicamente, es la especificidad de las mismas.
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La mayoria de las lipasas son selectivas hacia algun acido graso o clases de acidos, que
poseen una longitud de cadena hidrocarbonada especifica o un grado de insaturacién
dado. Este tipo de selectividad suele definirse como acilo-especificidad y ha sido
explotada para producir triglicéridos estructurados y enriquecer lipidos con acidos
grasos especificos para mejorar sus caracteristicas nutricionales [49]. Por ejemplo, la
especificidad de algunas lipasas por acidos grasos de cadena corta ha sido explotada

para sintetizar TE de bajas calorias [50].

Ciertas lipasas muestran especificidad posicional (regioespecificidad) hacia los grupos
acilos ubicados en una posicion particular de la molécula de triglicérido. Las lipasas
pueden ser clasificadas de acuerdo a su regio-selectividad como no regioespecificas o
sn-1,3 especificas hacia posiciones de los triglicéridos. Ejemplos de lipasas no
especificas incluye a aquellas lipasas provenientes de Candida cylindraceae,
Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus, Penicillium expansum y Pseudomonas
cepacia [51-53]. La hidrdlisis de triglicéridos utilizando lipasas no especificas conduce a
la completa descomposicidon de los mismos a glicerol y acidos grasos libres. Diglicéridos
y monoglicéridos son intermediarios, pero normalmente no se acumulan de manera
importante durante la reaccién, presumiblemente debido a que se hidrolizan mas
rapidamente que los triglicéridos. Como ejemplo de lipasas sn-1,3 especificas se
pueden citar a las provenientes de Mucor miehei, Mucor javanicus, Aspergillus niger,
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus delemar, Rhizopus arrhizus y lipasa pancreatica

[51-53]. Estas enzimas cortan sélo los acidos grasos de las posiciones sn-1 y sn-3 del
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esqueleto de glicerol. Asi, con estas lipasas, la hidrdlisis de triglicéridos permite

generar acidos grasos libres, 1,2 (2,3)-diglicéridos y 2-monoglicéridos.

OH
R, + Ri + Rs
ipasa 1,3-especifica OH
(Mucor miehei)
Ry OH
R Lipasa no especifica
2 TCnndicn cyﬁndrncenT H + Rl + R2 + R3
Ra Lipasa especifica por OH

idos grasos del tipo Rz
(Geotrichum candidum)

R1

Figura 1.4. Especificidad de las lipasas en hidrdlisis y esterificacion (R;, R, y R; = acidos
grasos/acilos) [53].

Las lipasas tienen la capacidad de distinguir entre sustratos enantiémeros. Esta forma
de selectividad es denominada estéreo-especificidad [54-55]. En la Figura 1.5 se
presentan diglicéridos analogos que pueden ser reconocidos por una lipasa estéreo-

especifica.
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H,C—C—CH,(CH,)15CH; Hzc_!!_CHz(CHz)e(:H:CH{CH2)7CH3
HO—CH ¢ HO—?H 0
I
H,C—C—CH,(CH;)sCH==CH(CH;),CH; H,C—C—CH,(CH;)15CH3

Figura 1.5. Diglicéridos enantidmeros, los cuales puede reconocer una lipasa estéreo-

especifica [54].

1.3.3. Aplicaciones de las lipasas

Reacciones catalizadas por estas enzimas fueron empleadas para la produccién de
triglicéridos utilizados para las formulaciones de grasa de confiteria y aplicaciones
nutricionales. En el area de las grasas de confiteria, la interesterificacion de aceite de
girasol alto oleico con acido estearico usando la lipasa inmovilizada de Rhizomucor
miehei produce principalmente 1,3-diestearoil-2-oleoil-glicerol (StOSt) [51]. Otros
reactivos fueron empleados para la produccién de triglicéridos Utiles como grasas de
confiteria. En particular, hay informes sobre la interesterificacion enzimatica de
fracciones de aceite de palma con acido estedrico o ésteres de estearato para producir
grasas que contienen con altas concentraciones de StOSt y 1-palmitoil-2-oleoil-3-
estearoilglicerol (POSt), que son los principales triglicéridos que componen la manteca
de cacao [51]. Sustitutos de manteca de cacao fueron sintetizados usando lipasas 1,3-
especificas a través de la aciddlisis de aceite de palma con acido miristico [56] o por

aciddlisis de aceite de oliva con acido palmitico [57].

Reacciones catalizadas por enzimas permitieron producir sustitutos de grasa de leche
humana para su uso en féormulas infantiles [58-60]. La aciddlisis de tripalmitina con una

mezcla de acidos grasos insaturados utilizando una lipasa sn-1,3 especifica como
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biocatalizador permite obtener triglicéridos totalmente derivadas de aceites vegetales
ricos en acido palmitico esterificado en la posicidon sn-2 y con grupos acilo insaturados
en las posiciones sn-1 y sn-3 [56]. Estos triglicéridos imitan estrechamente la
distribucién de acido graso que se encuentra en la grasa de leche humana, y, cuando
se utiliza en férmulas infantiles en lugar de grasas convencionales, la presencia de
palmitato en la posicidn sn-2 de los triglicéridos mejora la digestibilidad de la grasa y la

absorcién de otros nutrientes importantes tales como el calcio [21, 58].

Cuando lipasas no especificas fueron utilizadas como biocatalizadores para la
interesterificacion de mezclas de aceites, los TAG obtenidos son muy similares a los
generados por interesterificacion quimica [51]. Por lo tanto, la sustitucion de
interesterificacion quimica mediante un proceso enzimatico dando productos similares
es técnicamente viable, aunque todavia no se ha adoptado a escala comercial, en gran
parte debido a los costos relativamente altos del proceso asociados al biocatalizador

[61].

También fue descripta la fabricacidon de grasas y aceites que contienen acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) nutricionalmente importantes, tales como EPA y DHA. Por
ejemplo, empleando reacciones enzimaticas, aceites vegetales han sido enriquecidos
con EPA, mientras que a los aceites marinos (ricos en PUFA) se les ha incorporado
AGCM en la estructura de los TAG [62,63]. El uso de esta técnica se ha empleado para
producir TE estructurados con acidos AGCM y PUFA situados inespecificamente en
cualquiera posicién de los triglicéridos. Los procesos enzimaticos son particularmente

adecuados para la produccion y modificaciéon de lipidos que contienen PUFA, ya que
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estos acidos grasos son susceptibles a dafios en las condiciones mas severas utilizadas

para el procesamiento quimico.

Cuando se utilizaron lipasas regioespecificas para interesterificar mezclas de aceites,
los productos formados fueron diferentes de los obtenidos por interesterificacion
quimica, y pueden presentar mejores propiedades funcionales. Por ejemplo, la
interesterificaciéon de aceite de soja y triestearina, utilizando el Thermomyces
lanuginosa (lipasa 1,3-especifica) como biocatalizador, permitié la obtencién de
margarinas con bajo contenido de dacidos grasos trans y buenas propiedades fisicas

[64].

La sintesis de 1,3-diglicéridos también fue realizada empleando lipasas especificas, ya
gue no se pueden obtener altos rendimientos de 1,3-DAG por métodos quimicos
directos dado que carecen de selectividad posicional. Son necesarias reacciones de
multiples pasos, y se utilizan grandes cantidades de solventes como medio de reaccién
y para la purificacion de los productos [65,66]. La sintesis enzimatica se ha llevado a
cabo por diferentes métodos. Fue estudiada la esterificacidon directa de glicerol con
acidos grasos en sistemas libres de solvente [67], donde ciertos problemas como
inhibicidn acida o desactivacion de la lipasa por el alcohol pueden ocurrir. También fue
analizada la sintesis en dos etapas a partir de aceite de oliva, donde los tiempos de
reaccion son considerablemente elevados y la separacion de los productos de reaccion
es compleja [68]. El empleo de solventes polares y sélidos para remover el agua

generada durante la reaccion de esterificacion también se ha descripto [69],
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obteniendo bajos rendimientos a 1,3-DAG vy sin considerar problemas asociados al uso

de adsorbentes.

1.3.4. Sintesis de triglicéridos estructurados empleando lipasas

Con el nombre de triglicéridos estructurados se hace referencia a menudo a una nueva
generacioén de triglicéridos que pueden ser considerados como ''nutracéuticos" [70].
Nutracéutico es un término usado para describir a los alimentos que proporcionan
beneficios para la salud mas alld de las atribuidas a sus efectos nutricionales [71].
Independientemente de la definicion, los triglicéridos estructurados pueden ser
disefados para su uso como alimentos médicos o funcionales, asi como nutracéuticos,

dependiendo del tipo de aplicacién.

Una forma de sintesis de triglicéridos estructurados puede ser por hidrdlisis de una
mezcla de triglicéridos seguido por la re-esterificacién aleatoria del esqueleto de
glicerol [72]. Tipicamente, una variedad de acidos grasos se utilizan en este proceso,
incluyendo acidos grasos saturados, monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados,
en funcién del efecto metabdlico deseado. Por lo tanto, una mezcla de acidos grasos se
incorpora en la misma molécula de glicerol. Estos triglicéridos son estructural y
metabdlicamente muy diferentes de las mezclas fisicas simples de triglicéridos de
cadena media vy triglicéridos de cadena larga. Comenzando con un TCM y un TCL, seis
posibles combinaciones de 4acidos grasos podrian resultar en los triglicéridos

estructurados (Figura 1.6).
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Mezcla fisica
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|

TCM | TCL

Trigliceridos estructurados

Figura 1.6. Mezcla fisica de triglicéridos vy triglicéridos estructurados obtenidos por hidrélisis y
posterior re-esterificacion.

En base a su alta regioespecificidad, las lipasas son biocatalizadores eficaces para la
fabricacién de triglicéridos estructurados con composicion y distribucién de acidos
grasos en el esqueleto de glicerol predeterminadas. Los triglicéridos estructurados que
se asemejan a los TAG de la leche humana han sido producidos por transesterificacidon
de tripalmitina, con acido oleico o PUFA con el uso de lipasas sn-1,3 especificas como

biocatalizadores [58].

La interesterificacion de un TCL con un TCM o con un acido graso de cadena media
mediante una lipasa sn-1,3 especifica permite sintetizar triglicéridos que contienen
acilos de cadena media en las posiciones sn-1,3 y acidos grasos de cadena larga en la
posicion sn-2. Tales productos no se generan en la naturaleza y son dificiles de

sintetizar por reacciones catalizadas quimicamente. Dos métodos posibles para la
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sintesis de estos triglicéridos estructurados se muestran en la Figura 1.7. Un punto

clave para ambas estrategias es el empleo de lipasas sn-1,3 especificas.

a) Interesterificacion de TCL con TCM

L M o M L M L M L
Interesterificacion
EL . EH , . EL EM EL EM EM EL
L M  Uipass Li-especifica M L L M LM L
TCL TCM | |

Producto principal Sub-productos

b) Acidolisis de TCL con AGCM

L . M M L.
Acidolisis
EL + AGCM EL EI_, EL + AGCM + AGCL
L Lipasa 1.3-especifica M L L

Producto principal Sub-productos

Figura 1.7. Sintesis enzimatica de triglicéridos estructurados por reacciones de (a)
interesterificacion y (b) aciddlisis [61].

1.4. OBJETIVOS

Los multiples reportes sobre beneficios proporcionados por el consumo de 1,3-
diglicéridos, triglicéridos de longitud de cadena media vy triglicéridos estructurados, en
particular TE del tipo MLM, dan cuenta del creciente interés en la sintesis de glicéridos
con mejoradas propiedades nutricionales. Es por esta razon que en la presente tesis se

plantean los siguientes objetivos generales y especificos:

Objetivo general: Desarrollar un método de sintesis enzimatica en dos etapas de una
mezcla de acilglicéridos con alto valor nutricional empleando como sustrato de partida

glicerol.
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Objetivos especificos:

e optimizar las condiciones de sintesis y purificacién de 1,3-diglicéridos, en
particular 1,3-dicaprina, a partir de la esterificacion de glicerol con acido
caprico en un medio orgdnico,

e estudiar la reaccion de migracidn de acilos durante la esterificacion de glicerol,

e evaluar la actividad y selectividad de lipasas en la reaccién de esterificacion de
la posicién sn-2 de 1,3-dicaprina con acido palmitico,

e analizar la migracién de acilos durante la etandlisis de triglicéridos catalizada
por Novozym 435 y la regio- y acilo-selectividad de la lipasa en esta reaccién,

e estudiar las condiciones que favorecen la obtencion de una mezcla de
acilglicéridos de alto valor nutricional compuesta principalmente por 1,3-
diglicéridos, triglicéridos de cadena media y triglicéridos estructurados con alta
proporcién de acido palmitico en posicién sn-2 y acido caprico en posiciones

sn-1vysn-3.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. Materiales

2.1.1. Enzimas

Lipozyme RM IM, la cual es una forma comercial de la lipasa de Rhizomucor miehei
inmovilizada por adsorcion en una resina macroporosa de intercambio anidnico,
Duolite A-568, fue amablemente donada por Novo Nordisk A/S (Brasil). Novozym 435,
gue es una forma comercial de la lipasa B de Candida antdrctica inmovilizada sobre
una resina acrilica fue una gentil donacién de Novozyme (Bagsvaerd, Denmark,
sucursal Brasil). Las lipasas de Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens y
Candida rugosa comercialmente llamadas Lipase PS “Amano”, Lipase AK “Amano” y
Lipase AY “Amano” respectivamente fueron una generosa donacién de Amano Enzyme

Inc. (Nagoya, Japén).

2.1.2. Reactivos y Solventes

Glicerol, n-heptano y gel de silice fueron suministrados por Cicarelli Laboratorios.
Acido caprico, 1,2,4-butanotriol, tripalmitina y reactivos de sililacién se obtuvieron de
Fluka. Monocaprina, monooleina, dipalmitina, tricaprilina, tricaprina, trilaurina,
timiristina y trioleina fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Etil decanoato y etil
palmitato fueron provistos por SAFC. Etanol absoluto y éter etilico fueron
suministrados por Dorwil. Fenolftaleina, hidroxido de potasio y piridina fueron
comprados a Anedra S.A y quitosano fue provisto por Primex S.A. (Islandia). Todos los

productos fueron de grado analitico.
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2.2. Métodos

Dado el enfoque principalmente experimental de la presente tesis, y siendo un
objetivo central la obtencién de un producto o conjunto de productos, a continuacién
se detallan los métodos sobre los cuales se basaron las reacciones de sintesis y la

cuantificacién de los productos de reaccién.

A modo de guia, el siguiente esquema muestra los temas mads importantes que se
presentaran desde el punto de vista de la metodologia experimental, su disefio y

empleo de herramientas analiticas.

Sintesis de adlglicéridos con
dcido caprico y palmitico

Esterificacion de
glicerol con acido
caprico

Esterificacion de Etandlisis e hidrolisis) [ Estudio simple por
1,3-dicaprina con de triglicéridos RMN de “Ce H

acido palmitico modelo

Estudio de la
isomerizacion de

Reaccion y
separadon de los

productos de
reaccion

Adsorcion de

glicerol en gel
de silice

Uso de lipasa
inmovilizada
comercial u obtenida
en el laboratorio

Etil palmitato como

alternativa al acido
paimitico

Figura 2.1. Esquema de los temas mds importantes presentados en la metodologia
experimental.

30



2.2.1. Sintesis y purificacion de 1,3-dicaproil glicerol

2.2.1.1. Adsorcion de glicerol sobre gel de silice

Polialcoholes altamente hidréfilos generan pérdida de la actividad enzimatica. Esto
puede deberse a dos factores: (1) en un medio de reaccién hidréfobo, polioles se
adhieren al soporte de la lipasa (y/o a la superficie expuesta de la lipasa) generando
impedimentos para el acceso del acido al sitio activo, o (2) los grupos hidroxilos del
poliol interactuan fuertemente con el sitio activo de la enzima, directamente (o con su
entorno directo). Por esta razén el gel de silice se comporta como un "depdsito del
sustrato polar" y juega un papel protector para la enzima inmovilizada evitando su

bloqueo (parcial o no) debido a glicerol.

El glicerol fue adsorbido de la siguiente manera: 1 g de glicerol y 2 g de gel de silice

fueron mecdnicamente mezclados hasta lograr la completa adsorciéon en el sélido.

v

A

Figura 2.2. Adsorcion de glicerol en gel de silice. Derecha = gel de silice, Izquierda = gel de silice
con glicerol adsorbido.
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2.2.1.2. Esterificacion de glicerol con acido caprico

La esterificacion de glicerol se realizé en viales de 10 mL, los cuales fueron mantenidos
en bafos termostdticos con control de temperatura y agitacién magnética. El tiempo
de reaccion fue de 6 horas. La reaccion se llevd a cabo como sigue: 110 mg de acido
caprico se disolvieron en 3 mL de n-heptano, luego se afiadié la cantidad de glicerol,
adsorbido sobre gel de silice, fijado para cada reaccion en estudio. Cuando la mezcla
reactiva alcanzé la temperatura seleccionada, la reaccidn se inicid con la adicion de
50% de la cantidad total de enzima a estudiar (Tiempo 0). El 50% restante del
biocatalizador se afiadié a las 3 horas de reaccidn. Los valores de glicerol, dosis de
lipasa inmovilizada y temperatura de reaccién se establecieron de acuerdo al disefio

experimental que se describira en la Seccién 2.2.1.3.

La adicidn de la lipasa inmovilizada en dos etapas permite minimizar la desactivacién

de la enzima y maximizar el rendimiento del producto deseado.
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Figura 2.3. Equipo experimental. Bafio termostdtico con controlador de temperatura y
agitador magnético.

Figura 2.4. Viales de reaccion conteniendo los reactivos en 3 mL de n-heptano.

2.2.1.3. Diseio factorial de cribado

Para estudiar la esterificacion de glicerol con acido caprico se aplicé un diseno factorial
de tres niveles y tres factores con dos puntos centrales y un total de 10 experimentos.
Las variables y sus niveles fueron: glicerol adsorbido sobre gel de silice (G = 50-250
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mg), temperatura de reaccion (T = 40-60 °C) y carga de lipasa inmovilizada (E = 20-40
mg). Las respuestas estudiadas fueron la conversion de acidos grasos (%), la actividad
enzimatica (umol de &acido convertido/mg de lipasa inmovilizada), la produccién de
monocaprina, dicaprina y tricaprina (% molar respecto al total de productos), la
selectividad y rendimiento a dicaprina (% en moles) y los porcentajes de formacion de
1,2-dicaprina, 1,3-dicaprina y de 2,3-dicaprina (relativo al total de moles de dicaprina
sintetizados). El disefio experimental y el andlisis estadistico fueron realizados
utilizando el programa STATGRAPHICS Centurion en la versidon XV.2. Los factores y
niveles utilizados se presentan en la Tabla 2.1. El orden de los experimentos fue
completamente aleatorizado para proporcionar proteccién contra los efectos de

variables ocultas.

Tabla 2.1. Factores experimentales para la esterificaciéon de glicerol con acido caprico
catalizada por Lipozyme RM IM.

Numero de Factores
Corrida experimentales

G(mg) T(°C) E(mg)

1 50 40 20
2 150 50 30
3 250 40 20
4 250 40 40
5 250 60 40
6 150 50 30
7 250 60 20
8 50 60 20
9 50 60 40
10 50 40 40
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2.2.1.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico completo se realizd utilizando el software STATGRAPHICS
Centurion. Las respuestas se ajustaron por regresion multiple, y se utilizaron los
modelos generados para evaluar el efecto de los factores experimentales
seleccionados. La bondad de ajuste se evalu6 mediante el coeficiente de
determinacion (R?). El efecto estadisticamente significativo de las variables se probé
mediante la prueba estadistica ANOVA. Coeficientes no significativos fueron
eliminados (valor-p > 0.05) y los modelos se perfeccionaron aplicando la prueba del
valor-F. También se realizé un andlisis multi-respuesta a través de funciones de

deseabilidad.

2.2.1.5. Analisis de muestras

2.2.1.5.1. Evaluacion de la adsorcion de acido caprico sobre gel de silice

Con el fin de evaluar la adsorcién de acido caprico en gel de silice, se realizd la
siguiente experiencia: 110 mg de acido caprico, 100 mg de gel de silice y 3 mL de n-
heptano se colocaron en un vial de 10 mL. La mezcla se agité durante 3 h a 40 °C. La
fraccién de acidos grasos adsorbida se determiné mediante titulacion con el método

presentado en la Seccion 2.2.1.5.3.

2.2.1.5.2. Desorcion de acido caprico
Resultados preliminares indicaron que el acido caprico podria adsorberse sobre la
superficie del gel de silice. Con el fin de realizar la correcta la cuantificacion del acido

graso, el medio de reaccién se sometio a agitacidn intensa y posterior ultrasonido
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durante 15 min. Un volumen de muestra (0.5 mL) se separd para analizar por
cromatografia de gases (GC) siguiendo el protocolo presentado en la Seccién 2.2.1.5.4.
La muestra restante se diluyé con 20 mL de una soluciéon 1:1 (v/v) de etanol
absoluto:éter etilico. La mezcla se sometié a agitacion magnética durante 40 miny a
ultrasonido durante 20 min. La suspension se filtro para eliminar gel de silice y la
enzima inmovilizada, y se procedid a la titulacién de la solucidn recuperada siguiendo
el método presentado en la Seccién 2.2.1.5.3. Esta metodologia permite desorber el

99.9% del acido graso retenido en el gel de silice.

2.2.1.5.3. Determinacion de la conversion por titulacion

La titulacion de las muestras se realizd con una solucién etandlica de hidréxido de
potasio 0,03 M para determinar la cantidad de acido sin reaccionar. Fenolftaleina se
utilizé como indicador. El porcentaje de conversion de acido se obtuvo con un error de

1 1 punto porcentual mediante la Ecuacién 2.1.

X, = %C;ocf 100% (2.1)

Donde C es acido céprico.

2.2.1.5.4. Analisis cromatografico

Las muestras fueron diluidas con piridina y sililadas con N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA). El analisis de las muestras fue llevado a cabo en un
cromatégrafo de gases PerkinElImer AutoSystem XL equipado con inyeccién on-column,
detector por ionizacidn de flama (FID) y una columna capilar para alta temperatura ZB-

5HT Inferno (15 m x 0.32 mm, con un ID de 0.10 um), usando H, como gas carrier. La
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temperatura del detector fue mantenida a 380 °C. La temperatura inicial de la columna
se mantuvo en 50 °C por un minuto, elevada a 180 °C a una velocidad de 15 °C/min,
incrementada posteriormente a 230 °C a un ritmo de 7 °C/min y finalmente se llegé a
370 °C a 10 °C/min para mantenerse a esta temperatura por 5 min. Los resultados son
la media de dos inyecciones con un error relativo promedio inferior al 2%. Los tiempos
de elucién de reactivos y productos fueron determinados con estdndares de alta

pureza.

2.2.1.6 Evaluacion del rol de la lipasa en la migracion de acilos

2.2.1.6.1. Desactivacion de la lipasa

Cien miligramos de lipasa inmovilizada se colocaron en una estufa a 95 °C durante 30
min para desactivar completamente la lipasa de Rhizomucor miehei, siguiendo los
resultados previos del grupo de catalisis enzimatica [1]. Después de realizar la
desactivacion de la lipasa pudo ser evaluado el rol del soporte en la reaccién de

migracion de acilos.

2.2.1.6.2. Isomerizacidon de monooleina

La migracion de acilo catalizada por el soporte Lipozyme RM IM se estudié con
monooleina de pureza cromatografica con un 79% sn-2 monooleina y el 21% sn-1
monooleina (probado por cromatografia). Se mezclaron 15 mg de monooleina, 2 mL de
n-heptano y 40 mg del soporte obtenido con la lipasa desactivada, se adicionaron

inicialmente 20 mg y 20 mg después de 3 h de reaccion, como se realizd en la reaccién
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de esterificacién. La reaccién se llevd a cabo en viales de 10 mL con agitaciéon

magnética a 40 °C. Tiempo de reaccién total fue de 6 h.

2.2.1.6.3. Isomerizacidn en los productos de reaccion de esterificaciéon

Para llevar a cabo la reaccién de esterificacién se mezclaron 110 mg de acido caprico,
250 mg de glicerol adsorbidos en 500 mg de gel de silice y 3 mL de n-heptano en un
vial de 10 mL, posteriormente fue colocado en un bafio termostatico a 40 °C con
agitaciéon magnética (condiciones Optimas de reacciéon determinadas mediante el
disefio experimental). El tiempo de reaccién fue de 6 h y se inicié la misma con la
adicion de 20 mg Lipozyme RM IM, y después de 3 h de reaccion se adicionaron
nuevamente 20 mg del biocatalizador. Alcanzado el tiempo preestablecido, el matraz
se sometid a agitacion intensa y a ultrasonido durante 15 min para desorber sustratos

o productos, y el contenido se filtrd para separar la silice y la lipasa inmovilizada.

La solucion obtenida fue empleada para estudiar la reaccion de isomerizacién como
sigue: todos los compuestos disueltos en n-heptano se colocaron nuevamente en un
vial de 10 mL y el mismo fue colocado en un bafio a 40 °C con agitacién magnética. A
tiempo inicial se afiadieron 20 mg de la lipasa desactivada (soporte de Lipozyme RM
IM), vy 20 mg mas del mismo material se adicionaron después de 3 h. La muestra
recuperada contenia 53 mg de acido caprico, 11 mg monocaprina, 70 mg de dicaprina

y 12 mg tricaprina.
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2.2.1.7. Separacion de aciglicéridos

2.2.1.7.1. Evaluacion de solventes

Para estudiar la viabilidad de la separacion de acilgliceroles fueron evaluados nueve
solventes utilizando el programa Ecofac 1.0 (software de disefio molecular de
solventes) basado en parametros de interaccion UNIFAC, disefiado por Cismondi y

Brignole [2-4].

El log P es el logaritmo de la solubilidad de un compuesto no ionizado en octanol
respecto a su solubilidad en agua no ionizada y se conoce como “coeficiente de
reparto”. n-Heptano, cloroformo, dietil éter, t-butanol, propanol, acido acético,
acetona, etanol y metanol (ordenados en sus valores de log P) se evaluaron en un

proceso de extraccion liquido-liquido a 25 °C.

Siendo el glicerol polar y el acido cdprico no polar, sus solubilidades en distintos
solventes fueron muy diferentes. Esta etapa permitié explorar y determinar el mejor
solvente para la reaccidon de esterificacién de glicerol considerando pincipalmente la

solubilidad de los compuestos presentes en el medio de reaccién.

El modelo de contribucion grupal UNIFAC (Universal Funcién Actividad Coeficiente) [5]
y los correspondientes parametros se utilizaron para el cédlculo. Este enfoque a
contribucién grupal permite suponer que la mezcla no consiste en moléculas sino en
limitados grupos funcionales de los cuales se conocen los pardmetros de interaccidon
[6].
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El programa permitio la evaluacion del desempefio de los solventes para la separacién
de dos componentes, uno de los cuales se extrae con el disolvente y el otro es el

componente principal en la solucidon remanente.

Las mezclas propuestas para separar fueron:

e Extraccidn monocaprina con el solvente (de una mezcla que contiene dicaprina o
tricaprina),

e Extraccion de dicaprina con el solvente (de una mezcla que contiene monocaprina o
tricaprina), y

e Extraccién de tricaprina con el solvente (de una solucién que contiene monocaprinay

tricaprina).

Los parametros que permitieron evaluar el desempeiio de los disolventes utilizando
Ecofac fueron la selectividad, el poder solvente y el coeficiente de distribucion del

soluto. La selectividad estd definida por la Ecuacion 2.2 como sigue:

_ YBs MW 4
ﬁ = L (2.2)
Yas MWpg

El poder solvente es definido como muestra la Ecuacién 2.3:

1 MWy
Yas MWp

El coeficiente de distribucion del soluto estd definido por la Ecuacién 2.4:

Yap MWg
VZ?S MWg

(2.4)
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Donde:

MW, es el peso molecular del compuesto A (a ser extraido con el solvente)

MW:5; es el peso molecular del compuesto B (producto principal de la mezcla residual
producto)

MW:s es el peso molecular del solvente
o

VA4S es el coeficiente de distribucién a dilucién infinita del compuesto A en el solvente
o

VB.5 es el coeficiente de distribucién a dilucién infinita del compuesto B en el solvente

[£a]
VAB es el coeficiente de distribucién a dilucién infinita del compuesto A en el
compuesto B.

La pureza (P) fue calculada como sigue, empleando la Ecuacién 2.5:

P= DAG 100 (2.5)

" (C+MAG+DAG+TAG)

Donde:

DAG son los moles de dicaprina obtenida en el producto final del proceso de
separacion

C + MAG + DAG + TAG son los moles totales de acido caprico (C), monocaprina (MAG),

dicaprina (DAG) y tricaprina (TAG) presentes en el producto final de la separacion.

El rendimiento fue definido usando la Ecuacién 2.6

DAGy
DAG;

YDAG = . 100 (2.6)

Donde:
Ypac €s el rendimiento a dicaprina (recuperada) respecto a la cantidad inicial

DAG,; es la cantidad inicial de dicaprina
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DAGs es la cantidad recuperada de dicaprina.

2.2.1.7.2. Neutralizacion de acido caprico

La reaccion de esterificaciéon fue llevada a cabo en las condiciones dptimas
encontradas mediante el disefio experimental presentado en la seccién 2.2.1.3 (G =250
mg, T = 40 °C y E = 40 mg). Después de filtrar el contenido del matraz y obtener la
muestra para el analisis cromatografico, el acido caprico no consumido en la reaccién
se neutraliz6. Fue tomado un volumen de muestra de la reaccion de esterificaciéon (3
mL) y se afiadié igual volumen de una solucion acuosa de KOH. Se estudiaron
diferentes concentraciones de KOH (1, 0.5, 0.25, 0.1 y 0.05 M) para obtener una
solucion basica que permite la neutralizacién de la totalidad de acido, pero

minimizando la pérdida del compuesto de interés, en este caso, dicaprina.

Después de aiadir el volumen apropiado de solucién alcalina, la muestra fue sometida
a agitacién intensa y luego se centrifugd a 8000 rpm durante 15 min. La fase heptano
se recuperd y 100 pl se retiraron para analizar por cromatografia de gases. El volumen
restante de la muestra se utilizd para estudiar la separacidon de los acilglicéridos
mediante extraccién liquido-liquido con el protocolo presentado en la siguiente

seccion.

La etapa de neutralizaciéon se realizd por duplicado. El error promedio en la

determinacién del acido remanente en la fase de heptano fue del 3.4%.
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La cantidad de 4acido cdprico que queda después de la etapa de neutralizacion en la
fase organica es muy baja (y esta baja concentracion aumenta el error relativo de la

etapa de titulacién).

Fase Heptano

Fase Acuosa

Figura 2.5. Neutralizacién del acido céprico no reaccionado.

2.2.1.7.3. Extraccidn liquido-liquido.

A la solucion de n-heptano conteniendo los acilglicéridos, se afiadié un volumen igual
de una mezcla de etanol/agua (90/10 v/v). La pequeiia proporcién de agua permitiod la
separacion de fases, que de otra forma no ocurriria. La muestra se sometid a agitacion
intensa permitiendo el contacto entre las fases y luego se centrifugd durante 20 min a

8000 rpm.

La fase de heptano fue recuperada y 200 puL de la misma fueron tomados para analizar

mediante cromatografia de gases. La fase hidroetandlica se mantuvo a -20 °C. Este
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procedimiento con la fase heptano se llevd a cabo 3 veces como se muestra en la

Figura 2.6.

A continuacion, las tres fases hidroetandlicas recuperadas (Figura 2.6) se combinaron

y se sometieron a una extraccién con un volumen igual de n-heptano que permitié

eliminar la fraccién de tricaprina.

Por ultimo, las dos fases heptano se combinaron y se sometieron a un nuevo proceso

de extraccion con una solucion de etanol/agua como se muestra en la Figura 2.6.
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diferencia de los valores finales en las repeticiones fue del 5.2%.
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2.2.2. Evaluacion de catalizadores para la sintesis de mezclas de glicéridos

estructurados por esterificacidon de 1,3-dicaprina con acido palmitico.

2.2.2.1. Empleo de lipasas comerciales en forma libre o inmovilizada

Fue evaluada la actividad, en la reaccién de esterificacidon de la posicién sn-2 de 1,3-
dicaprina, de las lipasas de Burkholderia cepacia (BCL), Pseudomonas fluorescens (PFL)
y Candida rugosa (CRL). Las mismas se encuentran comercialmente disponibles en
forma no inmovilizada como Lipase PS “Amano”, Lipase AK “Amano” y Lipase AY
“Amano” respectivamente. Estas enzimas son presentadas en forma de polvo del cual
el componente mayoritario es dextrina (entre 80 y 90%), que es usada como
criopreservador durante el proceso de liofilizaciéon de las mismas [7]. También fueron
ensayadas dos lipasas disponibles en forma inmovilizada, Lipozyme RM IM (RML) y
Novozym 435 (CALB), que son formas comerciales de las lipasa de Rhizomucor miehei y

de la lipasa B de Candida antdrctica respectivamente.

La esterificacion de 1,3-dicaprina se realizd en viales de 10 mL, los cuales fueron
mantenidos en bafios termostaticos con control de temperatura y agitacion magnética.
El tiempo de reaccion fue de entre 6 y 24 horas. La reaccién se llevé a cabo como
sigue: 40 mg de dicaprina (mayoritariamente 1,3-dicaprina) y 56 mg de acido palmitico
se disolvieron en 2 mL de n-heptano. La temperatura de reaccién para todos los
ensayos fue fijada en 45 °C. Cuando la mezcla reactiva alcanzd la temperatura
seleccionada, la reaccion se inicié con la adicion de 10 mg (50%) de la enzima a

estudiar (Tiempo 0). El 50% restante del biocatalizador se afiadié a las 3 horas de
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reaccién. La adicion de la lipasa inmovilizada en dos etapas permitiria minimizar la

desactivacidn de la enzima y maximizar el rendimiento del producto deseado.

2.2.2.2. Andlisis de metodologias para la remocién de agua en el medio de reaccion

Fue estudiado el efecto, sobre la conversidn de diglicérido y la selectividad al producto
deseado, del empleo de metodologias convencionales para la remociéon de agua. A las
reacciones llevadas a cabo bajo las condiciones detalladas en la seccion anterior se les
adiciond algun adsorbente al inicio de la reaccion. Se analizé cémo el agregado de gel
de silice, tamiz molecular 13X y tamiz molecular 5A afectd a la sintesis de mezclas de
acilglicéridos con alto valor nutricional. Se fij6 una masa de adsorbente capaz de
remover el doble del volumen de agua que se generaria si se produce 100% de
conversion del diglicérido (10 mg de gel de silice, 15 mg de tamiz molecular 13X y 15

mg de tamiz molecular 5A).

2.2.2.3. Transesterificacion de dicaprina con palmitato de etilo

La reaccién de transesterificacidon se llevé a cabo como sigue: 30 mg de dicaprina y 56
mg de etil palmitato fueron disueltos en 2 mL de n-heptano. La temperatura de
reaccion fue fijada en 45 °C. Cuando la mezcla reactiva alcanzé esta temperatura, la
reaccion se inicio con la adicién de 10 mg (50%) de BCL (Tiempo 0). El 50% restante del
biocatalizador se anadié a las 3 horas de reaccién. A tiempo inicial también se

adicionaron 10 mg de tamiz molecular 13X.
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2.2.2.4. Remocion del agua contenida en la lipasa PS “Amano”

La lipasa comercial PS “Amano” se comercializé hasta 2006 en forma de polvo del cual
la mayor proporcién (alrededor del 90%) era tierra de diatomeas, a partir de ese afio la
lipasa de Burkholderia cepacia comenzd a ser provista en forma sélida, mezclada con
dextrina [7]. Segun los datos hallados en la literatura el contenido de proteina en el

polvo comercial denominado Lipase PS “Amano” ronda el 10% en peso [8].

La lipasa se tratd por 15 horas a 30 °C y vacio con el objetivo de eliminar el agua

contenida en el polvo comercial.

2.2.2.5. Inmovilizacidn de lipasas

BCL fue inmovilizada por adsorcion fisica sobre polipropileno comercial (en forma de
pellets) y sobre montomorillonita como se detalla a continuacién: 500 mg del polvo
comercial se dispersaron en 50 mL agua bidestilada de pH 6.5. Luego de agitar con
espatula se centrifugd hasta limpidez. Se separé el sobrenadante y se puso en contacto
con 1 g del sélido a evaluar como soporte. Esta mezcla se mantuvo por 1 hora con
agitacion a 400 rpm y 30 °C. Luego se filtrd para retirar el sélido y el mismo se secé por

15 horas a 30 °C.

La reaccion de esterificacién de dicaprina se llevé a cabo en iguales condiciones a las

presentadas en la Seccidn 2.2.2.1 pero empleando 100 mg de biocatalizador (50 mg a

Tiempo 0y 50 mg a las 3 horas de reaccion)
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2.2.2.6. Identificacion de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol y 1,2-dicaproil-3-palmitoil

glicerol por cromatografia gaseosa

Los isémeros 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol (CPC) y 1,2-dicaproil-3-palmitoil (CCP)

fueron sintetizados por dos vias diferentes

CPC se sintetizd a partir de 2-monopalmitina (GPG) esterificdndola
posteriormente con acido cdprico (C). Para ello se obtuvo el monoglicérido a
partir de la etandlisis controlada (para minimizar migracién de acilos) de
tripalmitina (PPP) catalizada por Novozym 435. Finalizada la reaccion el
catalizador se separa y el etanol es evaporado rapidamente aplicando vacio. Al
producto de reaccién se le adicionaron 2 mL de n-heptano y 100 mg de acido
caprico. La reaccion de esterificacidon fue catalizada por 10 mg de Lipozyme RM

IM, el tiempo de reaccién fue de 15 minutos y la temperatura se fijé en 45 °C.

CCP se sintetizd a partir de 1,2-dicaprina (CCG) esterificdndola con acido
palmitico (P). Para ello se obtuvo CCG mediante la etandlisis de CCC catalizada
por Novozym 435, finalizada la misma el catalizador fue separado del medio de
reaccion y el etanol evaporado rdpidamente aplicando vacio. Al producto
resultante se le adicionaron 2 mL de n-heptano y 100 mg de acido palmitico. La
reaccidon de esterificacidon fue catalizada por 10 mg de Lipozyme RM IM, el

tiempo de reaccién fue de 15 minutos y la temperatura 45 °C.
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2.2.2.7. Hidrdlisis de glicéridos catalizada por la lipasa de pancreas porcino

Finalizada la reaccion de esterificacion realizada tal como se describe en la Seccién
2.2.2.1, los acidos grasos libres fueron neutralizados con una soluciéon acuosa de KOH
0.1 M. A los 2 mL de n-heptano conteniendo el producto de reaccién se le adicionaron
2 mL de solucién alcalina, se agité intensamente y luego se centrifugd a 8000 rpm
durante 30 min. La fase orgdnica se recuperd y una segunda etapa de neutralizacién

fue realizada. Una vez eliminados los acidos grasos libres el solvente fue evaporado.

A la mezcla de glicéridos obtenida se le agregaron 1.9 mL de buffer pH 8.0 y 0.1 mL de
solucion acuosa de CaCl, al 22% en peso. La reaccion de hidrdlisis fue llevada a cabo a
30 °C, por 30 min y con agitacion magnética a 400 rmp, la misma se inicid con la
adicion de 20 mg de lipasa de pdancreas porcino (PPL). El producto de la hidrdlisis fue
analizado mediante cromatografia gaseosa empleando la metodologia descripta en la

Seccion 2.2.1.5.4.

2.2.2.8. Etandlisis de glicéridos catalizada por Novozym 435
Tal como se describié en la Seccién 2.2.2.7, los acidos grasos libres fueron

neutralizados y el solvente evaporado.

A la mezcla de glicéridos obtenida se le adicionaron 2 mL de etanol absoluto. La
reaccion de etandlisis fue llevada a cabo a 30 °C, por 90 min y con agitacién magnética
a 400 rmp, la misma se inicio con la adicion de 20 mg de Novozym 435. El producto de
la etandlisis fue analizado mediante cromatografia gaseosa siguiendo la metodologia

antes descripta.
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2.2.2.9. Resonancia magnética nuclear de 1Hy 13C

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es la herramienta analitica que proporciona
informacién estructural y estereoquimica en un tiempo asequible. La técnica no es
destructiva y tiene aplicaciones en todas las areas de la Quimica y en algunas de la
Biologia. Esta técnica espectroscépica puede utilizarse solo para estudiar nucleos
atédmicos con un numero impar de protones o neutrones (o de ambos). Esta situacion
se da en los atomos de *H, *C, °F y 3'P. Este tipo de nicleos son magnéticamente
activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los nuicleos poseen
carga positiva y poseen un movimiento de rotacidn sobre un eje que hace que se
comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de campo magnético, los
espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo cuando una muestra se coloca en
un campo magnético los nucleos con espin positivo se orientan en la misma direccidn
del campo, en un estado de minima energia denominado estado de espin a, mientras
gue los nucleos con espin negativo se orientan en direccidn opuesta a la del campo

magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de espin B.

La diferencia de energia entre los dos estados de espin a y B, depende de la fuerza del
campo magnético aplicado. Cuanto mayor sea el campo magnético, mayor diferencia
energética habra entre los dos estados de espin. Cuando una muestra que contiene un
compuesto organico es irradiada brevemente por un pulso intenso de radiacién, los
nucleos en el estado de espin a son promovidos al estado de espin B. Cuando los
nucleos vuelven a su estado inicial emiten senales cuya frecuencia depende de la

diferencia de energia entre los estados de espin a y B. El espectrdmetro de RMN
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detecta estas sefiales y las registra como una gréfica de frecuencias frente a

intensidad, que es el lamado espectro de RMN.

2.2.2.9.1. Apantallamiento, desplazamiento quimico y multiplicidad

En cualquier molécula, la nube electrénica que existe alrededor de cada nucleo actua
como una corriente eléctrica en movimiento que, como respuesta al campo magnético
externo, genera una pequefia corriente inducida que se opone a dicho campo. El
resultado de este hecho es que el campo magnético que realmente llega al nucleo es
mas débil que el campo externo, por tanto, se dice que el nucleo esta protegido o
apantallado. Este apantallamiento es muy importante desde el punto de vista
experimental ya que el campo magnético efectivo que siente un protén dentro de una
molécula es siempre menor que el campo externo. Por lo general, los efectos de
proteccion, o apantallamiento, de las nubes electrdnicas que rodean a cada protén son
diferentes, lo que provoca diferentes frecuencias de emision. El resultado es un
espectro de diversas frecuencias donde cada conjunto de nucleos especificos da origen
a una sefal unica de RMN. Las variaciones en las frecuencias de absorcion de
resonancia magnética nuclear, que tienen lugar debido al distinto apantallamiento de

los nucleos, reciben el nombre de desplazamientos quimicos.

En la practica es dificil medir el campo magnético al que un protén absorbe, con
suficiente exactitud para distinguir protones individuales, ya que las absorciones sdlo
varian en wunas pocas milésimas. Un método mas exacto para expresar
desplazamientos quimicos es determinar el valor respecto a un compuesto de

referencia que se anade a la muestra. La diferencia en la intensidad del campo
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magnético necesario para la resonancia de los protones de la muestra y de la
referencia se puede medir, ahora si, con mucha exactitud. De esta forma, el

desplazamiento quimico esta espresado por la Ecuacién 2.7:

Umuestra—VUreferencia

Desplazamiento quimico (ppm) = - 100 (2.7)

Ureferencia

El compuesto de referencia mas comun en resonancia magnética nuclear es el
tetrametilsilano ((CHz)4Si). Un desplazamiento de frecuencia tipico podria ser de 100
Hz, en comparacién con una frecuencia RMN fundamental de 100 MHz, por lo que el

desplazamiento quimico se expresa generalmente en partes por millén (ppm).

Como ya se indicado anteriormente un protdn en un espectro de resonancia
magnética nuclear estd sujeto tanto al campo magnético externo como al campo
inducido por los electrones que lo rodean. Pero, ademas, si en su entorno hay otros
protones, sus campos magnéticos, aunque sean pequefios afectan a la frecuencia de
absorcién del protdén que se estd observando. El desdoblamiento de sefales en
multipletes, denominado desdoblamiento de espin, se origina cuando los espines
magnéticos de dos tipos diferentes de protones interaccionan (en general protonces
ubicados 2 o 3 enlaces de distancia). Cuando esta interaccién ocurre se dice que los

protones estan acoplados magnéticamente.
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2.2.2.9.2. Efecto nuclear Overhauser.

El NOE (del inglés Nuclear Overhauser Effect) es un efecto basado en acoplamientos
dipolares, que son los que se producen a través del espacio, y a diferencia de los
escalares no suelen provocar acoplamientos, estos solo se dan cuando la distancia
entre los nucleos es inferior a la suma de radios de Van der Waals. El efecto NOE se
describe como la variacién de la intensidad que experimenta la sefial de un nucleo X al
irradiar un ndcleo A con el que X se encuentra en acoplamiento dipolar
(independientemente de que estuvieran o no en acoplamiento escalar). El efecto NOE
no es instantaneo, de forma que si el tiempo de irradiacién es corto, no aparecera este

efecto en los espectros de desacoplamiento.

2.2.2.9.3. Anadlisis de muestras

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y 3¢ fueron registrados
en un espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Avance lll equipado con
una sonda multinuclear de 5 mm con sintonizacién automatica a 30 °C para muestras
disueltas en cloroformo deuterado (CDCls). Los espectros fueron referenciados a la
sefial del solvente (7.26 ppm para *Hy 77.16 ppm para 3C). Se disolvieron 20-40 mg de
muestra en 0.5 mL de CDCl; para realizar los analisis de **C. Los espectros de RMN de
13C fueron registrados a 70 MHz y con desacoplamiento de pulso compuesto (la
secuencia de desacoplamiento de pulso compuesto usada para espectros de **C
incluye desacoplamiento de protones y comunmente se llama Waltz-16) y condiciones

estandares.
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El programa de pulsos zgig fue usado para suprimir los efectos Overhauser nucleares
mediante la inversa de la recoleccion del desacoplamiento de protones. Los
parametros de adquisicion fueron los siguientes: ancho espectral de 2008 Hz (16 ppm)
centrado sobre la regién del carbonilo a 171 ppm; 16384 puntos de datos del FID,
reales e imaginarios, colectados durante 6.8 s de adquisicion de datos del FID, seguido
por un tiempo de retardo de 25 s de recuperacion para asegurar un tiempo de
repeticion de pulso 5 veces mayor al tiempo de relajacién longitudinal T1 mas largo
esperado. Se recogieron un total de 1536 exploraciones, lo que requirié un tiempo

aproximado de 14 h por espectro.

La preparacion de muestras y recoleccion de los espectros de 1H y 13C fue realizada en
el INQUISUR-Departamento de Quimica de la Universidad Nacional del Sur con la

colaboracién del Dr. Raul Garay.

2.2.3. Migracion de acilos en etandlisis de triglicéridos

2.2.3.1. Reaccidn de etandlisis enzimaticamente catalizada

La reaccion de etandlisis se realizo en viales de 10 mL, los cuales se mantuvieron en un
bafo termostatico a 60 °C y agitacidon magnética. La reaccién se llevd a cabo como
sigue: 100 mg de triglicéridos se mezclaron con 2 mL de etanol absoluto. Cuando la
mezcla reaccionante alcanzé la temperatura seleccionada, la reaccién se inicid

mediante la adicidn de la cantidad de enzima a ser estudiada en cada prueba.
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Los valores de tiempo de reaccion, la longitud de cadena del acido graso del triglicérido
con y sin insaturacion, y la carga de lipasa inmovilizada (Novozym 435) se establecieron

de acuerdo con los disefos experimentales explicados en la seccion 2.2.3.2.

2.2.3.2. Diseiio Box-Behnken

2.2.3.2.1. Diseiio experimental 1 (DE1)

En este estudio se aplicd un disefio a tres niveles incluyendo un subconjunto de
corridas de un disefio factorial completo a tres niveles con un total de 15
experimentos. Las variables fueron tiempo de reaccién, carga de lipasa inmovilizada y
longitud de cadena del acido graso que compone el triglicérido. Los niveles estudiados
para estas variables se presentan en la Tabla 2.2. Las respuestas estudiadas fueron la
conversion del triglicérido (Xtag) y las fracciones molares de 1,2-diglicérido (1,2-DAG),
1,3-diglicérido (1,3-DAG), 2-monoglicérido (2-MAG), 1-monoglicérido (1-MAG), etil
éster de acido graso (FAEE) y glicerol (GGG). El orden de los experimentos fue
completamente aleatorizado para proporcionar proteccion contra los efectos de las

variables ocultas.

Tabla 2.2. Valores de las variables usadas en ED1.

Variables Independientes Simbolos Niveles de las variables

-1 0 +1
Cantidad de lipasa inmovilizada (mg) L 5 12.5 20
Tiempo de reaccion (min) T 30 60 90

Longitud de cadena de los
C C M L
triglicéridos saturados*

* C= Corto (Triacetina), M= Medio (Tricaprilina), L= Largo (Tripalmitina)
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2.2.3.2.2. Disefio experimental 2 (DE2)
Este disefio es similar al DE1, pero en este caso se cambid el triglicérido de cadena
larga (por trioleina) para estudiar el efecto de la insaturacién en la reaccién de interés.

Las variables y sus niveles se presentan en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Valores de las variables usadas en ED2.

Variables Independientes Simbolos Niveles de las variables
-1 0 +1
Cantidad de lipasa inmovilizada (mg) L 5 12.5 20
Tiempo de reaccion (min) T 30 60 90
Longitud de cadena del triglicérido* C C M L

* C= Corta (Triacetina), M= Media (Tricaprilina), L= Larga (Trioleina)

2.2.3.3. Método y enfoque tedrico

Se utilizé el programa de Mecanica Molecular v.2 (MM2) tal como se encuentra
implementado en Chem3D Ultra 5.0 (Cambridge Soft) para obtener los minimos
estérico conformacionales para cada configuracidn inicial explorada. Para una mejor
visualizacidn, se utilizé el programa ChemBioOffice 2008. La configuracién incluye la
estructura CALB, con los bolsillos de acidos grasos y alcohol en base a lo presentado
por Gudifo y colaboradores [9]. Ademas, se modelaron las estructuras completas de
tripalmitina, tricaprilina, triacetina y trioleina. Tres conformaciones diferentes para
cada triglicérido fueron obtenidas: en la entrada del sitio activo de CALB (en la
superficie de la enzima), en el "medio" del camino hacia la Serina catalitica (cerca de
las paredes de la triada catalitica), y cerca del grupo Serina de CALB. Después de la

etapa de minimizacion, para los triglicéridos se realiz6 un calculo PM3 (modelo
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parametrizado 3) para obtener la entalpia de formacién (AH®°) para cada minimo
conformacional. Este enfoque fue seleccionado para analizar los cambios estructurales
que sufren triglicéridos debido a la interaccidn con la lipasa en diferentes puntos del

recorrido hacia la triada catalitica.

Los AH° reportado para los triglicéridos se obtuvieron como sigue:

o _ o
AH f= AH conformacional de TAG

2.2.4. Sintesis de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol

2.2.4.1. Inmovilizacidn de la lipasa de Burkholderia cepacia sobre quitosano

La lipasa de Burkholderia cepacia (BCL) fue inmovilizada por adsorcidn fisica sobre
quitosano como se describe a continuacién: 500 mg del polvo comercial se dispersaron
en 50 mL agua bidestilada de pH 6.5. Luego de agitar con espatula se centrifugd hasta
limpidez. Se separd el sobrenadante y en un vaso de precipitados se puso en contacto
con 1 g del quitosano. La inmovilizacidn se llevé a cabo durante 1 hora, con agitacién a
400 rpm y a 35 °C. Luego la mezcla se filtré para retirar el sélido y el mismo secé por 15
horas a 30 °C. Posteriormente el biocatalizador obtenido se mantuvo en estufa a 45 °C

por 24 horas para eliminar el agua adsorbida en el soporte.

Durante el procedimiento descripto se tomaron muestras de la solucién inicial y del
sobrenadante al finalizar la inmovilizacidn con el objetivo de determinar el porcentaje
de lipasa adsorbida en funcion del contenido de azufre como se detalla en la Seccién

2.2.4.2.
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Figura 2.7. Inmovilizacion de lipasa de Burkholderia cepacia. lzquierda = inmovilizacion,
derecha = catalizador obtenido.

2.2.4.1.1. Evaluacion de la desorcion de lipasa en n-heptano

Se colocaron 100 mg de la lipasa inmovilizada en un vial de reaccidn junto con 2 mL de
n-heptano, el mismo se mantuvo en bafio termostatico a 50 °C durante 6 horas y con
agitacién magnética a 700 rpm. Luego de transcurrido el tiempo fijado el
biocatalizador se separd y el contenido del vial fue analizado ICP-AES para determinar

contenido de azufre.

2.2.4.1.2. Eliminacidn de la lipasa débilmente adsorbida

El biocatalizador obtenido fue colocado en 50 mL de agua destilada pH 6.5 y sometido
a agitaciéon magnética durante 1 min. Este procedimiento de lavado se realizé en dos
oportunidades. Posteriormente se procedid al secado del biocatalizador colocandolo a

30 °C por 15 horas y luego 24 horas a 45 °C para retirar el agua adsorbida en el
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quitosano. Se tomaron muestras del sobrenadante de ambos lavados para su posterior

analisis por ICP-AES

2.2.4.2. Determinacidn de porcentaje de inmovilizacion mediante la cuantificacion de
azufre elemental por ICP-AES

La masa de lipasa fue determinada en funcién del contenido de azufre en la estructura
de la proteina siguiendo la metodologia desarrollada por Paula Nicolds en su tesis
doctoral (tesis en ejecucidn). El contenido total de azufre fue determinado por
espectrometria de emisidon atdomica por plasma inducido (ICP-AES, Inductively Coupled
Plasma-Atomic Emission Spectrometry) empleando un Espectrometro de Emision
Atomica por Plasma de Acoplamiento Inductivo Shimadzu 9000 Simultdneo de Alta
Resolucion, estos estudios fueron realizados en el Laboratorio de Analisis Quimicos
(LANAQUI-CERZOS-UNS-CONICET), a cargo de la Ing. Qca. Miryam B. Crespo y del Dr.

Claudio N. Ferrarello.

2.2.4.3. Analisis del biocatalizador por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier-Reflectancia difusa

La determinacién de la presencia de grupos funcionales caracteristicos en la lipasa
inmovilizada se realizd empleando el equipo Nicolet 6700 Thermo scientific
acondicionado para medidas de reflectancia difusa (DRIFTS, Diffuse Reflectance
Infrared Fourier Transform Spectroscopy) en polvo, usando el software OMNIC versién
7.1 para la recoleccion y procesamiento de espectros. Para evitar la saturacién de la
sefial registrada, la muestra se diluydo al 1% con KBr, previamente tratado

térmicamente para eliminar agua.
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2.2.4.4. Esterificacion de dicaprina con acido palmitico

La esterificacion de dicaprina (1,3-dicaprina = 80%, 1,2/2,3-dicaprina = 20%,
aproximadamente) se realizd en viales de 10 mL, cerrados, los cuales fueron
mantenidos en bafios termostdticos con control de temperatura y agitacion magnética.
El tiempo de reaccidn fue de 6 horas. La reaccion se llevd a cabo como sigue: 50 mg de
dicaprina se disolvieron en 2 mL de n-heptano, luego se anadié la cantidad de acido
pamitico fijado para cada reaccién en estudio. Cuando la mezcla reactiva alcanzo la
temperatura seleccionada, la reaccion se inicié con la adicion del biocatalizador. Los
valores de la relacién molar 4cido palmitico/dicaprina (Relacién P/Dicaprina), dosis de
lipasa inmovilizada (L) y temperatura (T) de reaccidén se establecieron de acuerdo al

diseifo experimental que se describird en la Seccién 2.2.4.5.

2.2.4.5. Diseio factorial de cribado

Para estudiar la esterificacién de dicaprina (y en especial 1,3-dicaprina) con acido
palmitico se aplicé un diseio factorial de tres niveles y tres factores con dos puntos
centrales y un total de 10 experimentos. Las variables y sus niveles fueron: relacion
molar acido palmitico/dicaprina (1:1-3:1), temperatura de reaccion (40-60 °C) y carga
de lipasa inmovilizada (50-150 mg). Las respuestas estudiadas fueron los micromoles
consumidos de: 1,3-dicaprina (CGC), 1,2-dicaprina (CCG), acido palmitico (P) y 1-
monocaprina (CGG), los micromoles generados de: acido céprico (C), glicerol (GGG),
monopalmitina (PGG + GPG), 2,3-dicaprina (GCC), 1-caproil-2-palmitoil glicerol + 1-
caproil-3-palmitoil glicerol (CPG + CGP), tricaprina (CCC), dipalmitina (PPG y PGP), 1,3-
dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol (CPC + CCP) y 1-caproil-

2,3-palmitoil glicerol (CPP) y la selectividad y rendimiento a CPC + CCP. El disefio
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experimental y el andlisis estadistico fueron realizados utilizando el programa
STATGRAPHICS Centurion en la version XV.2. Los factores y niveles utilizados se
presentan en la Tabla 2.4. El orden de los experimentos fue completamente

aleatorizado para proporcionar proteccion contra los efectos de variables ocultas.

Tabla 2.4. Factores experimentales para la esterificacion de dicaprina con 4acido palmitico
empleando como catalizador la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano.

Numero de Factores experimentales
Corrida L(mg) T(°C) P/Dicaprina
1 150 60 1
2 50 60 3
3 50 60 1
4 150 40 1
5 50 40 3
6 150 60 3
7 100 50 2
8 150 40 3
9 100 50 2
10 50 40 1

L = miligramos de lipasa inmovilizada, T = temperatura en °C y P/Dicaprina = relacion
en moles de acido pamitico/dicaprina.
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3. SINTESIS ENZIMATICA DE 1,3-DICAPROILGLICEROL MEDIANTE ESTERIFICACION DE

GLICEROL CON ACIDO CAPRICO EN SOLVENTE ORGANICO

3.1. Introduccién

El uso de diglicéridos (DAG) como emulsionantes no idnicos en alimentos, cosmética y
farmacia es bien conocido, y a menudo una mezcla de monoglicéridos (MAG) y DAG se
utiliza para estas aplicaciones debido al menor costo y el correcto desempeiio de la

misma [1,2].

Los DAG son también un componente natural menor de diversos aceites comestibles
[3]. Desde 1999, un aceite de cocina compuesto principalmente por diglicéridos se
encontrd disponible en el mercado japonés. En enero de 2005 fue lanzado en Estados
Unidos un aceite constituido aproximadamente por un 80% de diglicéridos y el resto
triglicéridos [4]. Lamentablemente, debid ser retirado del mercado por problemas

asociados a la presencia de un compuesto no triglicérido.

Estudios recientes sobre las propiedades nutricionales y la influencia del consumo de
aceites basados en DAG han demostrado algunos efectos beneficiosos. Andlisis
comparativos de la ingesta de aceites basados en diglicéridos y aceites convencionales
en animales y humanos han mostrado una reduccion de la concentracién de grasa
corporal y en el higado después de la ingesta de los aceites compuestos
principalmente por DAG [5-8]. Los DAG estan presentes en varias formas isoméricas,
sn-1,2 (2,3)-DAG vy sn-1,3-DAG, con wuna relacién isomérica natural de

aproximadamente 3:7. La forma 1,3-DAG es responsable de los efectos beneficiosos
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dado que esta se metaboliza a lo largo de una ruta metabdlica diferente de los

triglicéridos y 1,2-DAG [5].

Aceites compuestos por una combinacion de mono- y diglicéridos pueden obtenerse
quimicamente usando altas temperaturas (220-260 °C) y catalizadores inorganicos,
basados en sodio, potasio o calcio [9]. Otro enfoque es el uso de reacciones catalizadas
por lipasas, que proporcionan varias ventajas tales como mayor selectividad, mayor
pureza y calidad del producto, menor consumo energético y evitan el empleo de

catalizadores toxicos.

La sintesis de acilgliceroles parciales catalizada por lipasas se ha estudiado,
principalmente con el objetivo de obtener MAG con un alto rendimiento [10-12]. Sin
embargo, son pocos los informes disponibles que reportan la sintesis de DAG como

objetivo primario.

En el presente capitulo, se sintetizé 1,3-dicaproilglicerol por esterificacién directa del
glicerol con acido céaprico (C) en un solvente orgdnico usando una forma inmovilizada
comercial de lipasa de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) como catalizador. Siendo
glicerol un subproducto de bajo costo de la industria del biodiesel, emplearlo como
sustrato es altamente eficiente en términos econdmicos. Ademas, ya que ésta es una
reaccion de esterificacién con sustratos simples, tales como glicerol y acido caprico, la
complejidad del medio de reaccion vy aspectos analiticos se reducen
considerablemente. En esta sintesis se estudid el efecto de los parametros

seleccionados (alimentacidon de glicerol, dosaje de enzima y temperatura de reaccion)
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en la conversion de acido, selectividad y rendimiento a diglicéridos, asi como en el
proceso de migracion de acilo. El estudio se realizd con un disefio factorial de cribado

de tres factores y tres niveles.

Algunos estudios en la literatura se han focalizado en la sintesis de 1,3-DAG mediante
esterificacion catalizada por una lipasa [13,14], pero sin incluir en esos trabajos un
cuidadoso analisis de los efectos de la adsorcidn del acido graso o el monoglicérido en
la silice (utilizada como reservorio de glicerol). Tampoco fue considerado ni discutido el
impacto del procedimiento de toma de muestras en los resultados. El efecto de errores
en la toma de muestra puede ser muy importante en el caso de sistemas libres de
solvente o en sistemas con sustratos o solventes volatiles. El mecanismo de la reacciéon
de migracion de acilos, considerando la participacion de las enzimas en la misma, no se
ha descripto con el nivel de detalle presentado en esta tesis. Watanabe y
colaboradores [15] estudiaron la sintesis de 1,3-DAG a partir de una mezcla de acidos
grasos utilizando la lipasa inmovilizada de R. miehei en un sistema libre de solvente.
Fue analizada la cinética de la sintesis de 1,3-DAG a partir de acido graso y glicerol. Los
autores destacaron que la enzima es regioselectiva a posiciones sn-1,3, pero también
reportan que los tiempos de reaccion largos, altas temperaturas y altas
concentraciones de enzima inmovilizada aumentaron la migracién de acilo, la
produccién de triglicéridos y la reduccion de la pureza de 1,3-DAG. La pureza se redujo
de 94% a 68% cuando el contenido de lipasa inmovilizada se varié de 2,5% a 20%, sin
embargo no se incluyd ningun analisis de la migracién de acilo de las posiciones sn-1 o
sn-3 a sn-2. Tampoco se discute si la migracion de acilo, responsable de la generacién

de los triglicéridos, fue inducida por el soporte de la lipasa inmovilizada o por la misma
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lipasa. Otros autores [16,17] estudiaron las condiciones de reaccién para la
esterificacion catalizada por Lipozyme RM IM. Reducciones en el rendimiento del
diglicérido especifico se encontraron debido a la migracién de acilo causada por la
cantidad de biocatalizador, pero no fue incluida ninguna discusion de las causas de

esta reaccion.

En este capitulo de la presente tesis se han considerado (a) los problemas de la
utilizacidn de gel de silice y los errores que pueden estar presentes de no llevar a cabo
correctamente las tomas de muestras (se pueden encontrar errores de hasta el 20% o
mas en la conversién de acidos grasos debido a la adsorcién de éstos en la silice, un
fendmeno no tenido en cuenta o por lo menos no informado adecuadamente en la
literatura publicada), (b) una nueva explicacién del mecanismo de migracién de acilo
(del cual no se registran antecedentes en la revisidn bibliografica realizada), y (c) un
cuidadoso andlisis de la distribucidon de isémeros de 1,3-DAG con cromatografia de

gases.

3.2. Adsorcidn de acido caprico sobre gel de silice

En estudios preliminares, se observd que el acido céprico se adsorbe en la superficie
del gel de silice. Si este fendmeno no es considerado, puede generarse un error
importante en la determinacién de acidos grasos, con una posterior sobreestimacion

de la conversion de los mismos.

El estudio de adsorcion, realizado en las condiciones que se presentaron en la Seccién

2.2.1.5.1, indic6 que 12.7 mg de acido caprico se adsorben en 100 mg de gel de silice a
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40 °C. Esto representa una adsorcion de 0.074 mmol de acido graso por 100 mg de
silice. En la literatura soélo se encontré un articulo que informd de la posibilidad de

adsorcién de acido cdprico en gel de silice [18].

3.3. Identificacién de productos

Los productos mas simples a esperar de la esterificacion enzimatica de glicerol (GGG)
con acido caprico (C) son monocaprina (CGG) y el producto deseado: 1,3-dicaprina
(CGQ). A su vez, la migracidn de acilo hace que sea posible la obtencion de otras dos
configuraciones isoméricas de dicaprina: 1,2-dicaproiglicerol (CCG) vy 2,3-
dicaproiglicerol (GCC), que son productos de reaccién indeseables. Tricaprina (CCC) se
genera cuando estos diglicéridos no deseados son esterificados (mds informacién
sobre migracién de acilos se presenta en la Seccién 3.4). La columna capilar utilizada
diferencia isdmeros de posicion, y su identificacion fue posible tomando como
referencia el trabajo presentado por Bruschweiler y Dieffenbacher [19], quienes
proponen un método para la determinacidn de mono- y diglicéridos por cromatografia

de gases.

Un tipico cromatograma de los productos de reaccidén y sustratos sin reaccionar se

muestra en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Tipico cromatograma de los productos de reaccidn y reactivos no consumidos en la
esterificacién enzimdatica de glicerol y acido caprico usando Lipozyme RM IM. EI 1 y El 2:
patrones de calibracidn interna (EI 1 = 1,2,4-butanotriol, El 2 = tripalmitina). Condiciones
experimentales: glicerol: 250 mg (adsorbido en gel de silice), temperatura: 60 °C y enzima: 20
mg, tiempo de reaccién: 6 h.

3.4. Reaccion de migracion de acilos

La especificidad posicional de lipasas para atacar las posiciones sn-1 y sn-3 se debe a
limitaciones estéricas que impiden que los glicéridos coordinen con el sitio activo de la
lipasa a través del acilo esterificado en posicién sn-2 [20]. Sin embargo, se puede
observar en la Figura 3.1 que la produccidon de tricaprina no fue despreciable. La
reaccion que generd tricaprina en este sistema es la migracién de acidos grasos a partir
de las posiciones sn-1 y sn-3 a la posicion sn-2, incluso cuando la migracién favorecida
termodindmicamente es de la posicidén sn-2 a las posiciones sn-1/sn-3 [21]. En la
sintesis de los diglicéridos de tipo MGM (4cidos grasos de longitud de cadena media
(M) ubicados en las posiciones sn-1,3), la migracién de acilo implica la migracion de los

acidos grasos a partir de sn-1y sn-3 a la posicidn sn-2 y re-migracion desde la posicidon
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sn-2 a sn-1y sn-3. La migracidn de acilo se considera una reaccién no enzimdtica [19].
Hay muchos factores que influyen en la migracién de acilo, tales como la temperatura,
el tiempo de reaccién, la longitud de cadena de acido, la actividad de agua, el tipo de
reactor, la acidez del medio de reaccion, la actividad de la lipasa, la polaridad del
solvente y el tipo de soporte de inmovilizacién [21,22]. En particular, se ha considerado
gue la temperatura tiene una profunda influencia en la reaccién de migracion puesto
gue la misma se considera un proceso espontaneo termodindmicamente, no catalizado
en solventes no polares [21]. La Figura 3.2 muestra el mecanismo propuesto para la
reaccion de esterificaciéon entre glicerol y 4acido caprico catalizada por una lipasa
inmovilizada, sobre la base de los conceptos propuestos por Watanabe et al. [23].
Incluso utilizando una lipasa sn-1,3 especifica, la migracion de acilo conduce a la
formacién de tricaprina (CCC) y mono- y diglicéridos inespecificos. La flecha en la

Figura 3.2 destaca la ruta de esterificacion para obtener el 1,3-diglicérido.
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Figura 3.2. Esquema de reaccién para la esterificacion de glicerol con acido cdprico usando

Lipozyme RM IM.

3.5. Efecto de las variables sobre las respuestas estudiadas y modelos de ajuste

Los experimentos se llevaron a cabo en las condiciones disefadas en la Seccién 2.2.1.3.

Los factores experimentales y respuestas obtenidas, correspondientes a mediciones

realizadas a 6 h de reaccion, se dan en la Tabla 3.1. El tiempo de reaccién se optimizé

en un estudio previo, para maximizar la obtencion de DAG deseado. Los modelos

obtenidos para cada variable de respuesta se analizan en detalle en los apartados

siguientes. En primer lugar se analizaron las principales tendencias y correlaciones

entre factores y respuestas. Posteriormente se introdujeron modelos de segundo
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orden con el objetivo de ajustar los datos experimentales y detectar efectos no
previsibles. Los modelos de segundo grado fueron refinados aplicando la prueba del

valor-F, también llamada test de Fisher o Fisher-Snedecor.

En estadistica se denomina prueba F a cualquier prueba en la que el estadistico
utilizado sigue una distribucién F si la hipdétesis nula no puede ser rechazada. En
muchos casos, el test F puede resolverse mediante un proceso directo. Se requieren
dos modelos de regresién, uno de los cuales restringe uno o mas de los coeficientes de
regresion conforme a la hipdtesis nula. El test del valor-F entonces se basa en un
cociente modificado de la suma de cuadrados de residuos de los dos modelos como

sigue:

( RS88p—RS5Sq )

F _ T
( l—RS.S'ﬂ)
n—k (3.1)
donde:

RSSo se refiere al coeficiente de determinacion del modelo sin restringir (R?)
RSS; se refiere al coeficiente de determinacién del modelo restringido (R?)
m se refiere al nUmero de restricciones impuestas a los coeficientes estimados

(coeficientes restringidos).

k se refiere al nUmero de coeficientes estimados en el modelo sin restricciones.

n se refiere al nUmero de observaciones del modelo.

El valor resultante debe entonces compararse con el valor correspondiente de la tabla
de valores criticos. Si Feaiculado > Frablas, €mpleando los datos tabulados de distribucidn F,

el modelo restringido realiza un mejor ajuste de los parametros.
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0 agregacion

del acido graso (Xc). Durante este estudio no se detect

en el rango de temperatura seleccionado no se observé desnaturalizacién de la lipasa.

La mayor conversion de dacido cdprico se obtuvo para el maximo valor de los tres
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factores (glicerol adsorbido = 250 mg, temperatura = 60 °C y lipasa inmovilizada = 40
mg), esto no coincide con la combinacién de factores que conducen a la mayor
selectividad a diglicéridos (como se discutira en la Seccién 3.5.2.2). Los valores de
conversidon de acido cdprico tomaron valores comprendidos entre el 38 y 75%

dependiendo de las condiciones de reaccion.

Luego de identificar los principales efectos se aplicd un modelo cuadratico. El modelo
de ajuste cuadratico que contiene todas las variables y combinaciones de las mismas

esta representado por la Ecuacién 3.2.

Xae = Ag + A1G + A;T + A3E + ALGE + AGT + AGET + A,G? + AgE? + AoT? (3.2)

donde G es glicerol, T es la temperatura y E es la cantidad de enzima inmovilizada.

Este modelo se ajustd mediante seleccion por pasos (prueba de Fisher explicada en la
seccion 3.5), eliminando las variables a fin de encontrar el mejor modelo que contiene
sélo variables estadisticamente significativas. La prueba comienza con un modelo
donde participan todas las variables especificadas y, a continuacién, se elimina una
variable a la vez en funcién de su significancia estadistica en el modelo actual. La
Ecuacion 3.3 se obtuvo después de realizada la seleccién por pasos. Dado que el valor-
p para el modelo resultdé menor a 0.05, hubo una relacién estadisticamente
significativa entre las variables y la respuesta con un nivel de confianza superior al
95.0%. El coeficiente de determinacién R? indica que el modelo puede explicar el

97.33% de la variabilidad en la conversion de acido cdaprico. El estadistico R? ajustado,
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que es mas apropiado para comparar modelos con diferente nUmero de variables

independientes, fue 95.20%.

X, = —14.1 + 0.430G + 0.325E + 0.600T — 0.00105G> (3.3)

La Figura 3.3 muestra los gréaficos de superficie de respuesta para el modelo de
segundo orden, presentando los efectos de la cantidad de glicerol (adsorbido en gel de
silice), la temperatura y la cantidad de biocatalizador. Se puede observar en las graficas

una amplia region donde la conversion supera el 70%.
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Figura 3.3. Superficies de respuesta utilizando modelo cuadratico (Ec. 3.3) para conversion de
acido caprico: (a) factores glicerol y temperatura, E = 40mg; (b) factores glicerol y enzima, T =

60 °C, (c) factores temperatura y enzima, G = 50 mg.

3.5.2. Fracciones de acilglicéridos

3.5.2.1. Fraccién de monocaprina respecto al total de productos

La cantidad de glicerol adsorbido fue el principal factor que afectd positivamente la

sintesis de monocaprina. La temperatura no tuvo practicamente ningun efecto sobre

la sintesis del monoglicérido. A bajas concentraciones de glicerol, el efecto negativo de

la cantidad de lipasa inmovilizada se hizo importante, probablemente porque el

monoglicérido es esterificado mas rapidamente para dar dicaprina. La sintesis de

monocaprina se ve favorecida por

temperaturas y bajas dosis de biocatalizador.
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Un modelo de segundo orden fue adoptado para ajustar esta respuesta. Una expresion
igual a la Ecuacidén 3.2 se obtuvo por regresidon multiple. Se realizé la prueba de Fisher
con el fin de obtener una expresion que contenga sélo variables estadisticamente
significativas. La Ecuacién 3.4 muestra la expresion obtenida para ajustar los datos de

la fraccion molar de monocaprina.

%MAG = 15.3 + 0.101G — 0.352E + 0.00142GE — 0.000357G? (3.4)

El valor-p para este modelo fue inferior a 0.05 y hubo una relacién estadisticamente
significativa entre las variables y la respuesta con un nivel de confianza superior al
95%. Este modelo fue capaz de explicar 87.81% de la variabilidad de la fraccion molar
de monocaprina generada (basado en el coeficiente R?). El valor del estadistico R’

ajustado fue 78.05.

M

=]

nocaprina (%)

- ]
[=1] o
T

LUIBEITOE |

Monocaprina (%)

40

P 36

e ] 32

20 E (mg)

G (mg)

Figura 3.4. Superficie de respuesta utilizando un modelo de segundo orden para fraccién de
monocaprina en producto de reaccion de esterificacion de glicerol con acido caprico utilizando
Lipozyme RM IM.

La superficie de respuesta obtenida para el porcentaje molar de monocaprina en los

productos de esterificacion se muestra en la Figura 3.4. La temperatura no se
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considerdé en el modelo debido al minimo efecto que produce sobre la respuesta
analizada. La region comprendida entre 150 y 250 mg de glicerol adsorbido muestra
altas fracciones de monocaprina para cualquier valor de temperatura y dosaje de

lipasa inmovilizada.

3.5.2.2. Fraccidn de dicaprina respecto al total de productos

El incremento de la concrentacion de glicerol influyd positivamente en la sintesis de
dicaprina, mientras que el aumento de la temperatura y de la cantidad de
biocatalizador afectaron negativamente a esta respuesta. Al parecer una alta
proporcién de glicerol inicial propicia la generacién de monocaprina y posteriormente
1,3-dicaprina, mientras que el incremento de la temperatura y la masa de
biocatalizador favorecen la generacién de 1,2/2,3-dicaprina (por migracion de acilos) y
la rapida esterificacion de éstos a tricaprina (como se verd en las Secciones 3.5.2.3 y

3.5.4).

La cantidad de glicerol adsorbido sobre gel de silice fue el principal factor que afectd la
sintesis de dicaprina. A bajas concentraciones de glicerol adsorbido, los efectos
negativos del aumento de la temperatura y de la cantidad de lipasa inmovilizada se
volvieron importantes. Los efectos de la temperatura y de la cantidad de enzima

inmovilizada fueron similares.

Un modelo de segundo orden fue propuesto para ajustar los datos experimentales

obtenidos para esta respuesta. La Ecuacion 3.5 es el resultado de dicho ajuste. El
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coeficiente de determinacion R? fue 96.72% vy el estadistico R? ajustado alcanzé un

valor de 90.16%.

%DAG = 132 — 0.0968G — 1.03T — 0.960E + 0.00296GE + 0.00333GT — 0.000303G?> (3.5)

La mayor fraccién de dicaprina (para las condiciones ensayadas) se obtuvo con la
mayor proporcion de glicerol adsorbido, la cantidad minima de lipasa inmovilizada y la
temperatura mas baja. Estas condiciones no se corresponden con los que maximizan la

conversion de 4cido caprico y que fueron antes mencionadas en la Seccién 3.5.1.

En la Figura 3.5 se presentan graficos de superficie de resupesta para la fraccion molar
de dicaprina ajustada utilizando el modelo de segundo orden representado por la
Ecuacién 3.5. En los mismos puede observarse el efecto de las variables sobre esta

respuesta, los cuales fueron ya descriptos.
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Figura 3.5. Superficies de respuesta utilizando modelo cuadratico para fraccidn de dicaprina en
el producto de reaccién: (a) factores glicerol y temperatura, E = 20mg; (b) factores glicerol y
enzima, T =40 °C.

3.5.2.3. Fraccidn de tricaprina respecto al total de productos

El contenido inicial de glicerol adsorbido sobre gel de silice fue el principal factor que
afectd la sintesis de tricaprina, y el incremento del mismo tuvo un efecto negativo
sobre esta respuesta. El aumento de la temperatura de reacciéon y de la masa de

biocatalizador favorecieron la formacion de tricaprina.
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Como se menciond en secciones anteriores, llevar a cabo la reaccidon de esterificacion
con alta proporcion de glicerol inicial favorece la sintesis de monocaprina y 1,3-
dicaprina, mientras que elevada temperatura y alta dosis de biocatalizador promueven

la migracion de acilos y la posterior obtencién del triglicérido.

El efecto positivo, sobre esta respuesta, del incremento del la temperatura y de la
masa de biocatalizador sdélo fueron significativos cuando la sintesis se realizé con bajas
concentraciones de glicerol adsorbido. La Ecuacién 3.6 se obtuvo mediante el ajuste
de los datos con un modelo de segundo orden y refinado para incluir sélo variables

significativas.

%TAG = —50.5 + 1.09T + 1.31E — 0.00437GE — 0.00345GT + 0.000666G> (3.6)

El nivel de confianza para la relacidn entre las variables para este modelo superd el
99.9% (valor-p 0.0009). El coeficiente de determinacion R® permite explicar el 98.54%

de la variabilidad de la fraccidn de tricaprina, y el estadistico R* ajustado fue 96.71%.

En la Figura 3.6 se presentan graficos de superficie de respuesta, para la formacién de
tricaprina, obtenidos a partir de la Ecuacion 3.6 donde se muestran los efectos de la
masa de glicerol y la temperatura para una cantidad fija de biocatalizador (Figura 3.6a)
y los efectos de la masa de gicerol y la cantidad de lipasa inmovilizada para una dada

temperatura de reaccion (Figura 3.6b).
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Figura 3.6. Superficies de respuesta utilizando modelo cuadratico para fraccidn de tricaprina
en el producto de reaccidn: (a) factores glicerol y temperatura, E = 40mg; (b) factores glicerol y
enzima, T =60 °C.

Resumiendo, el incremento del contenido de glicerol favorecié la sintesis de mono- y
diacilglicéridos, mientras que los aumentos del dosaje de lipasa inmovilizada y de la

temperatura se mostraron a favor de la reaccidon de migracién de acilo y la sintesis de

tricaprina.
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3.5.3. Produccion de dicaproilglicerol

La selectividad a dicaprina (opag) se vio favorecida por el aumento del contenido de
glicerol, mientras que el incremento de la dosis de enzima inmovilizada y de la
temperatura de reaccién redujeron la selectividad al diglicérido. Como se menciond en
secciones anteriores los efectos generados por la temperatura y por la masa de
biocatalizador se hicieron evidentes a bajas concentraciones de glicerol. Los mayores
valores de selectividad (dentro del intervalo estudiado) se obtuvieron llevando a cabo
la sintesis con la mayor concentracion de glicerol, minima cantidad de lipasa

inmovilizada y menores valores de temperatura.

Cuando se considera el rendimiento a dicaprina (Ypag), la masa de glicerol adsorbido
sobre gel de silice fue la variable que presenté mayor insidencia en esta respuesta. El
rendimiento a DAG tomd valores que variaron entre 18 y 55% dependiendo de las

condiciones de reaccion.

Los efectos producidos por la temperatura y la cantidad de biocatalizador en la
selectividad refuerzan la idea del impacto de estas variables sobre la migracion de
acilo. El incremento en los valores de las mismas favorecid la migracion de los grupos
acilo de las posiciones sn-1 y sn-3 a la posicidén sn-2, lo que permite la generacién de
diglicéridos no especificos y luego tricaprina, reduciendo asi la selectividad hacia el
producto deseado. La Ecuacién 3.7 permitid ajustar los datos de selectividad, y el
coeficiente R? indica que con este modelo fue posible explicar 99.07% de la

variabilidad en esta respuesta, y el valor ajustado R? fue 97.91%. La Figura 3.7a
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muestra un grafico de superficie de respuesta obtenido a partir de la Ecuacién 3.7,

donde la masa de biocatalizador se fijé en 20 mg y se variaron los restantes factores.

Opac = 138 — 1.16T — 1.25E + 0.00370GE + 0.00334GT — 0.000575G? (3.7)

En el caso del rendimiento, en el modelo refinado sélo se considera la cantidad inicial
de glicerol adsorbido como variable independiente (Ecuacién 3.8) y el mismo ajusto
94.03% de los cambios en el rendimiento a dicaprina, y el valor del coeficiente R?
ajustado fue 92.32%. La Figura 3.7b muestra el grafico de superficie de respuesta para

este modelo.

Ypac = 4.18 + 0.437G — 0.000998G? (3.8)

Enzima = 20 mg

Selectividad (%)
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Figura 3.7. Selectividad y rendimiento a dicaprina. (a) Modelo de segundo orden para
selectividad a dicaprina; factores: glicerol (G) y la temperatura (E), enzima 20 mg, (b) modelo
de segundo orden para el rendimiento a dicaprina.
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3.5.4. Isémeros de dicaproilglicerol

Aunque la lipasa utilizada en esta reaccidn es especifica para las posiciones sn-1y sn-3,
la reaccién de la migracidon de acilo permite la existencia de acido graso esterificado en
la posicion sn-2. Asi, ademas del diglicérido deseado (1,3-dicaproilglicerol), también se
obtuvieron dos formas isoméricas de dicaprina (1,2-dicaproilglicerol y 2,3-

dicaproilglicerol).

La generacién de isdmeros estuvo influenciada por combinaciones de factores. En
términos generales, aumentar la cantidad de glicerol promovié la sintesis del isémero
especifico, mientras que el aumento de la dosis de biocatalizador y de la temperatura
favorecieron la sintesis de los otros isémeros. Los factores que promovieron la sintesis
de isdmeros no especificos también favorecieron la reaccidn de esterificacion y la
conversidn de los mismos a tricaprina. Las fracciones de cada isémero respecto al total

de diglicéridos se analizan en detalle a continuacion.

La temperatura no tuvo prdacticamente ningln impacto sobre la fraccién de 1,2-
dicaprina, siendo la cantidad inicial de glicerol adsorbido y el dosaje de lipasa
inmovilizada los factores que influyeron en la generacion de este isémero. El
contenido de glicerol redujo la formacion de 1,2-dicaprina mientras que los efectos
causados por la cantidad de biocatalizador y la temperatura se hicieron mas
importantes cuando la concentracion de glicerol fue baja. Altas temperaturas tienen
un efecto negativo en la fraccion del isémero inespecifico. Aparentemente, aunque la
temperatura favorece la migracién de acilo, incrementa ain mas la velocidad de

esterificacion y 1,2-dicaprina se convierte rapidamente en tricaprina.
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Un modelo simple de segundo orden en G ajusté el 98.11% de los datos obtenidos
para la fraccién 1,2-dicaprina, y el estadistico R? ajustado fue 95.76%. Este modelo est3

representado por la Ecuacién 3.9.

% 1,2 DAG = —4.02 + 0.376T — 0.00227GT + 0.00214GE — 0.00531ET + 0.000250G* (3.9)

La generacion de 2,3-dicaprina estad relacionada con la migracidon de acilos de la
posicién sn-1 a las sn-2, en 1,3-dicaprina. El aumento en el contenido inicial de glicerol
permitié reducir este tipo de migracién. El incremento de la temperatura y de la masa
de lipasa inmovilizada favorecieron la formaciéon de 2,3-dicaprina. Al igual que lo
mencionado para la generacién de 1,2-DAG, los efectos causados por la temperatura y
la carga de biocatalizador se hicieron considerablemente importantes cuando la
reacciéon fue llevada a cabo con bajo contenido de glicerol. Un modelo de segundo
orden en E (Ecuacién 3.10) permitid explicar el 96.52% de la variabilidad de la fraccién

molar de 2,3-dicaprina, y el valor de R? ajustado fue 92.16%.

% 2,3 DAG = 71.1 + 0.203G — 7.44E + 0.156E* — 0.0101GE + 0.0194TE (3.10)

La sintesis de ambos isdmeros no deseados se vid favorecida por el incremento de la
masa de lipasa inmovilizada empleada, lo que permite presumir la participacién del
catalizador en la reaccidon de migracidn de acilos. El efecto de esta variable sobre esta
reaccion secundaria fue incluso mayor que el producido por la temperatura de

reaccion.

La generacién de 1,3-dicaprina estuvo favorecida por el aumento de la cantidad de
glicerol adsorbido sobre gel de silice. El aumento de la temperatura tuvo un ligero

efecto positivo sobre la sintesis del diglicérido deseado, probablemente porque, para
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el tiempo de reaccidn estudiado, favorece la esterificacion de monocaprina mas que la
migracion de acilos. Coincidiendo con lo observado en las otras formas isoméricas, el
incremento en la masa de biocatalizador empleado favorecié la reaccién de migracién
de acilos, por lo tanto influyd negativamente en la obtencién de 1,3-DAG. El efecto
negativo de la temperatura se vuelve importante a bajas concentraciones de glicerol.
Un modelo de segundo orden en G, representado por la Ecuacidon 3.11, permitid
ajustar el 97.04% de los datos experimentales para la fraccién de 1,3-dicaprina,

mientras que el valor del estadistico R” ajustado fue 94.67%.

% 1,3DAG = 117 + 0.00723GE + 0.00669GT — 0.0490ET — 0.00160G? (3.11)

En la Figura 3.8 se muestra el efecto de la masa de glicerol y de la dosis de
biocatalizador para cada uno de los isémeros de dicaprina cuando se lleva a cabo la
reaccion de esterificacién a 50 °C. Los efectos antes mencionados pueden observarse

en los correspondientes graficos.
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Temperatura = 50 °C

a) 1,2-dicaprina
3,3
4,3
5,3
6,3
7,3
8,3
9,3
10,3
11,3
12,3
13,3
14,3

-
uu
w
T
/ II

-
(=4 =
[+ [+
i

TT T T T T

f
|
i‘\

[N FUNE ENEE N

| IREATRLATARTE |

1,2-dicaprina (%)

40

3,3 Ll
; 32
UK\\ 28
50 24

Temperatura = 50 °C

2,3-dicaprina (%)

LI

2,3-dicaprina (%)

Temperatura = 50 °C

c)

1,3-dicaprina (%)
0,0

1

10,0
100
80
60
40

LI,

I WS N N

20

1,3-dicaprina (%)

40

0 . 28
50 100 150 200 250 20 22 E(mg)

G (mg)

Figura 3.8. Graficos de superficies de respuesta para las fracciones de isdmeros de
diacilglicerol. (a) fraccion de 1,2-dicaproilglicerol, (b) fraccion 2,3-dicaproilglicerol, y (c)

fraccion de 1,3-dicaproilglicerol.
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3.6. Analisis multirespuesta a través de funciones de deseabilidad.

En las secciones anteriores, se evaluaron los efectos de las variables experimentales
sobre diferentes respuestas al llevar a cabo la esterificacién enzimatica de glicerol con
acido caprico. Fueron desarrolladas regresiones de segundo grado para cada
respuesta, y se obtuvieron las condiciones dptimas para las mismas. En esta seccién,
las respuestas fueron analizadas con el objetivo de obtener un 6ptimo global. Sin
embargo, al considerar todas las respuestas al mismo tiempo, es poco probable lograr
el éptimo en el mismo lugar, sobre todo cuando algunas de las respuestas se deben
maximizar y otras minimizar. Para este analisis se utilizé el enfoque basado en una
funciéon de utilidad llamada "funcion de deseabilidad". La funcidon de deseabilidad fue
introducida por primera vez por Harrington [22], quien sugirié el cdlculo de los valores
de deseabilidad asociada a cada resultado de un experimento. En la presente seccién
se ha intentado construir un modelo que maximiza las variables de respuesta
seleccionadas (conversién de acido caprico, selectividad y rendimiento a dicaprina,
etc.), minimizando al mismo tiempo otras variables (fraccion de mono- y diglicéridos
no especificos y tricaprina). Aunque el niumero de experimentos en este trabajo es
limitado (10 experimentos), hay informes en la literatura sobre el éxito de las
aplicaciones de disefio factorial con un numero reducido de experimentos para el
analisis multi-respuesta con funciones de deseabilidad [24]. La Figura 3.9a y 3.9b
muestra la funcidon de deseabilidad obtenida por la maximizacién de: la conversion de
acido, la selectividad y el rendimiento a dicaprina, la fraccién de dicaprina del producto
de reaccién y la fraccién la 1,3-dicaprina respecto al total de isdmeros, y minimizando
la fraccion de mono- y tricaprina y el porcentaje de isdmeros inespecificos de

dicaprina. Al llevar a cabo la sintesis con la mas alta concentracion de glicerol
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estudiado, la funcién de deseabilidad alcanzé valores mayores a 0.53 para todo el
rango de temperaturas y dosaje de biocatalizador (Figura 3.9a), alcanzando un valor de
0.80 para la esterificacion con 250 mg de glicerol adsorbido sobre gel de silice, 20 mg
de lipasa inmovilizada y en 60 °C. La Figura 3.9b muestra que la cantidad de glicerol fue
el principal factor que afecta la funcion de deseabilidad, ya que promueve la sintesis
de dicaprina, pero a su vez minimiza la reaccién de migracién de acilo y la consiguiente
produccién de tricaprina. En la Figura 3.9c se presenta la respuesta multivariable
resultante de maximizar la conversidon y la fraccion del diglicérido especifico vy
minimizar las fracciones de los restantes isdbmeros. En este caso, la funcidn
deseabilidad alcanza valores superiores a 0.95 cuando la esterificacion se realizé con
250 mg de glicerol, 20 mg de lipasa inmovilizada y a una temperatura de 60 °C. En las
condiciones anteriores, los valores de la funcidon de deseabilidad superaron el 0.92
para la mayoria de los casos. Sélo cuando se impuso la minimizacién de la fraccién de
monocaprina el valor de la funcidon de deseabilidad descendié a 0,8. La minimizacién
de la fraccibn monocaprina afecta fuertemente los valores de la funcién de
deseabilidad. Sin embargo, cabe sefalar que todos los resultados y las conclusiones
extraidas de las funciones de deseabilidad estan absolutamente condicionados por el
rango de los valores experimentales utilizado en este trabajo. Como las funciones de
deseabilidad se basan en modelos generados a partir de los datos experimentales
obtenidos dentro de un cierto rango, deben ser analizadas cuidadosamente antes de
su aplicacidon a casos reales o intervalos extendidos, ya que los modelos obtenidos
sugieren que los niveles altos de reactivos y las altas temperaturas favorecen la sintesis

de diglicéridos especificos, pero no tienen en cuenta los efectos de la inactivacién

90



térmica, la inhibicion por acido, o los problemas de transferencia de masa que podrian

producirse debido al alto contenido de glicerol y de gel de silice.
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Il 00
Il 01
0.2
. o 0.3
g g 0.4
3 3 0.5
o o
§ § 0.6
o 0.7
0.8
Il 09
G (mg) Bl 10
Deseabilidad
N 00
Il 01
0.2
03
§ 04
8 05
o
§ 06
07
08
Il 09
| K]

Figura 3.9. Graficos de superficie de respuesta para las funciones de deseabilidad resultantes
de: (a y b) maximizacién de Xac, Ypac, Ooac,6DAG y 1,3-DAG, y la minimizacion de %$MAG, %
TAG, 1,2-DAG y 2,3-DAG, (c) maximizacién de Xac, y 1,3-DAG y minimizacidn de 1,2-DAG y 2,3-
DAG.

3.7. Evaluacion del rol del soporte en la reaccion de migracion de acilos

La reaccidén de migracién de acilos fue la responsable de la generacién de isémeros no
deseados de dicaprina y hasta incluso tricaprina (como se mostré en secciones
anteriores). La alternativa a esto seria considerar que la RML no actia como 1,3
especifica, lo cual no estd de acuerdo ni con la literatura ni con los resultados
obtenidos en éste y otros trabajos del grupo. La existencia de esta reaccién secundaria
provoca una importante pérdida de rendimiento al diglicérido deseado, una de las

principales causas de esta reaccion ha sido el incremento de la masa de biocatalizador
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empleado. En las secciones siguientes se analiza en rol del soporte de Lipozyme RM IM

en la reaccidon de migracion de acilos.

3.7.1. Migracidn de acilos en monooleina

La lipasa contenida en Lipozyme RM IM fue desactivada siguiendo la metodologia
presentada en la Seccion 2.2.1.6.1 y posteriormente el sélido se puso en contacto con
monoleina de pureza cromatografica tal como se detalla en la Seccién 2.2.1.6.2. La
monooleina puede adsorberse sobre el soporte de Lipozyme RM IM principalmente
por fuerzas hidrofdbicas, por lo cual al finalizar la reaccién la temperatura se
incrementd a 70 °C y la muestra se sometié a agitacion magnética intensa para

promover la desorcién del monoglicérido.

Después de 6 h de reaccion, la composicion final del monoleina fue del 71% sn-2
monooleina y el 29% sn-1 monooleina (se encontré migracion de la posicion sn-2 a la
posiciéon sn-1). Esta migracion fue esperada ya que la migracién de acilo de la posicion
sn-2 a las posiciones sn-1/sn-3 esta mas favorecida termodinamicamente. No se
observé migracion de acilo de sn-1 a sn-2, este tipo de migracién es necesaria para
explicar la formacién de isémeros de 1,3-dicaprina (esto es 2,3 y 1,2 diglicéridos),

isdmeros de monoglicéridos 1-MAG v tricaprina.

Se concluye que en estas condiciones el soporte de Lipozyme RM IM no promovié la

migracion de acilos de sn-1 a sn-2 en monocaprina.
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3.7.2. Isomerizacion en los productos de reaccion de esterificacion

Del total de monocaprina sintetizado, el 97% correspondié a sn-1 monocaprina y sélo
el 3% a sn-2 monocaprina. Para el caso del diglicérido, 96% fue 1,3-dicaprina y 4% fue
1,2-dicaprina. Después de 6 h de reaccidn utilizando Lipozyme RM IM desactivada
(siguiendo el protocolo presentado en la Seccidn 2.2.1.6.1), la temperatura se elevé a
70 °C y se intensifico la agitacion magnética para liberar reactivos que podrian
encontrarse adsorbidos en la superficie del sdlido. La concentracién de acido no
mostré ningun cambio, lo que confirma la desactivacion total de la lipasa. La masa
total de acilgliceroles tampoco cambié. Isémeros de monocaprina tuvieron la misma
composicidn que la inicial, mientras que en el caso de dicaprina, 95% se trato de 1,3-
dicaprina y el 5% restante fue 1,2-dicaprina. La diferencia entre la composicion inicial y
final fue menor que el error detectado en las mediciones experimentales de la
concentracion por cromatografia gaseosa (1.6%). Estos resultados mostraron que el
soporte (lipasa desactivada) no presentd ninguna actividad en la isomerizacién de acilo
desde las posiciones sn-1/sn-3 a la posicién sn-2 en sn-1 (sn-3) mono- o 1,3-

diglicéridos.

3.8. é{Puede la lipasa de Rhizomucor miehei catalizar la migracion de acilo desde las
posiciones sn-1/sn-3 a la posicion sn-2 en sn-1 (sn-3) mono- y 1,3-diglicéridos?

En varios manuscritos se ha informado el aumento de la migracidon de acilo con la
temperatura y la cantidad lipasa, pero no se presentaron estudios con el objetivo de
explorar este tema en profundidad [13-15]. La falta de participacién del soporte del
biocatalizador en la migracién de acilo hacia la posiciéon sn-2 abre la posibilidad de que

la lipasa se comporte como catalizador para la isomerizacidon por migracion de acilo. La
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reaccidon podria ser cinéticamente controlada y esto podria estar realacionado con las

condiciones locales encontradas en el entorno a la lipasa inmovilizada.

Se consideré la estructura de la RML del Protein Data Bank y se analizé el ambiente

préximo al sitio activo, en conjunto con la Serina e Histidina de la triada catalitica.

Teniendo en cuenta que RML es 1,3-especifica en disolvente organico (como n-

heptano) para que la reaccion de isomerizacion sea posible deben darse algunas

condiciones importantes:

la Serina con el grupo hidroxilo debe estar disponible para coordinar con el 1,3-
diglicérido ¢ el sn-1/sn-3 monoglicérido. Para que esta reaccion sea posible, el
mono- o diglicérido debe estar presente a la distancia de enlace del grupo Serina.
Cuando la acil enzima esta presente (por ejemplo por reaccién del acido graso con
la Serina), reacciona con glicerol o con el monoglicérido/diglicérido. En el caso de
reaccionar con el sn-1 monoglicérido con el OH en la posicidn sn-3 se genera el
mismo estado de transicién que en el caso de la reaccién de 1,3-dicaprina a través

del acilo en posicidn sn-3 (ver Figura 3.14).

Una alta concentracién local de 1(3)-monoglicérido entorno a la triada catalitica.
En el caso del monoglicérido, la reaccion preferida seria la esterificacion de las
posiciones sn-1 o sn-3 del monoglicérido en comparacién con la reaccién de
isomerizacién, especialmente cuando la concentracion de acido caprico es altay la

acil enzima estd presente. Esta seria la explicacion de la baja cantidad de 2-
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monoglicérido final encontrado en la reaccién de esterificacién de glicerol (3% de

sn-2 monocaprina).

Una alta concentracién local de 1,3-diglicérido entorno a la Serina con el grupo
hidroxilo disponible en vez de la acil enzima. Esto es muy probable después de la
esterificacion del sn-1 o sn-3 monoglicérido y la regeneracién del grupo de Serina
de la triada catalitica. La RML es una enzima hidrolitica con alta actividad en la
hidrdlisis de ésteres [26]. El carbono central de 1,3-dicaprina es aquiral, por lo
tanto el hidroxilo estad libre en la solucién, pero en el entorno de la lipasa la
coordinaciéon de 1,3-dicaprina es importante para comprender la isomerizacién.
Con la coordinacion de la posicion sn-1 o la posicion sn-3 y la formacién de un
intermedio tetraédrico enzimatico, el potencial del cambio de hidroxilo de la
posicidn sn-1 o sn-3 a sn-2 esta presente. Cuando la Serina ataca uno de los grupos
terminales C=0, el carbono central del glicerol se convierte en quiral (véase la
Figura 3.13 y 3.14). Sin la presencia de la enzima, el intermedio tetraédrico no se
forma, y esta es la razén de la dependencia de la migracién de acilo de sn-1 (sn-3)
a sn-2 con la cantidad de lipasa. La formacion de isémeros de diglicéridos es una
reaccion en serie con la formacion de 1,3-dicaprina o por reaccién de los
monoglicéridos con la acil enzima. Basados en los resultados experimentales,
parece que 2,3-dicaprina fue generada principalmente a altas temperaturas y alto
contenido de enzima pero a baja concentracién de glicerol, mientras que 1,2-
dicaprina fue generada a temperaturas mas bajas, elevado contenido de enzimay

alta concentracién de glicerol.
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La Figura 3.10 muestra la isomerizaciéon espontdnea de 1,2-DAG a 1,3-DAG y de 2-

MAG a 1-MAG, tal como fue presentado por Laszlo y colaboradores para glicéridos

derivados de acidos grasos de cadena larga [27].
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Figura 3.10. Isomerizacion (migracion de acilo) de 1,2-DAG (a) y 2-MAG (b) [27].

En el mencionado trabajo se propuso la formacién de un intermediario denominado

intermediario cetal, para la isomerizacién de 1,2 DAG a 1,3 DAG, como se muestra en

la Figura 3.11.
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1.3-DAG OH

R

Figura 3.11. Mecanismo de isomerizacidn de acilo para 1,2 DAG a 1,3 DAG [27]. Se destaca en
rojo la estructura del intermediario cetal.

El mecanismo a través de un intermediario cetal se ha planteado en estado liquido (no
tienen lugar en estado sélido). Se supone que podria estar catalizado por grupos acidos
0 basicos. Este mecanismo podria tener lugar en forma espontanea no catalizada en el
medio de reaccién. En el caso de la enzima, debemos considerar la estructura del sitio

activo y la ubicacion del compuesto en las cercanias del mismo.
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En funcién a la informacién disponible en Protein Data Bank 3tlg [28] a cerca de la
estructura de la RML, es posible observar que esta lipasa tiene en su triada catalitica a
una Serina en posicién 144, Histidina en 257 y Aspartato en 203, ubicados
espacialmente en forma particular. La Figura 3.12 muestra la coordinacién del 1,3-

DAG a la Serina de la triada catalitica.
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Figura 3.12. Esquema de 1,3-DAG con OH del C2 posicionado cerca de la Histidina. I) Migracion
de acilos con participacién de la Serina y II) migracién de acilos mediada por la distribucion de
cargas del entorno de la triada catalitica.

En la Figura 3.12 se representan con linea punteada roja la migracion y los nuevos

enlaces que se generarian. En ambos casos el DAG se coordind a la Serina y formé el
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intermediario. En los esquemas, la coordinacién de 1,3-dicaprina se produce a través
del carbonilo en posicién sn-1, sin embargo se plantean dos posibilidades de
migracion. En la Figura 3.121 se muestra la migracion del acilo en sn-1, el producto de
esta migracion se muestra en la Figura 13a. Sin embargo, en la Figura 3.12II se
muestra la migracién de acilo posible desde sn-3 que podria estar catalizada por la
distribucién de cargas del entorno de la triada catalitica. El diglicérido resultante de esta

reaccion se muestra en la Figura 3.13b.
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Figura 3.13. Migracion de acilos en 1,3-dicaprina. Coordinacion a través de la posicion sn-1, a)
formacién de 1,2-dicaprina y b) generacién de 2,3-dicaprina.
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Si bien las posiciones sn-1 y sn-3 de 1,3-dicaprina son indistinguibles en solucién, vy el
carbono en sn-2 resulta no quiral, cuando se produce la reaccién con la Serina y la
formacién del intermediario tetraédrico, el C2 pasa a ser quiral. El intermediario
formado es distinto dependiendo de la posicion atacada. En las Figuras 3.12 y 3.13 el
intermediario se generd con el OH del C2 cerca de la Histidina. Con el objetivo de
observar las diferencias en el intermediario tetraédrico, en la Figura 3.14 se
esquematiza la reaccion de migracion de acilos mediada por la enzima cuando el OH

del C2 se encuentra cerca de la Serina.
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Figura 3.14. Esquema de migracién de acilo en 1,3 DAG con OH de C2 posicionado hacia el lado
de la Serina.
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En funcién a lo observado en las Figuras 3.12, 3.13 y 3.14, es claro que la interaccién
por el C1 (Figura 3.12 y 3.13) y la migracién de acilo es mucho mas simple que en el
caso de la interaccion por el C3 (Figura 3.14), en donde la migracion de acilo estaria
menos favorecida debido a impedimentos estéricos. Este impedimento es claramente
visible en la Figura 3.15, donde se muestra un visidén tridimensional simplifica de la
coordinacion de la Serina con 1,3-diacetina (como modelo). En la Figura 3.15a se
esquematiza la coordinacién a través del acilos en posicion sn-3, donde el
impedimento estérico para la migracién es mayor. Mientras que en la Figura 3.15b se
representa la coordinacion de la Serina con el acilo en posicidn sn-1, situacién en la

cual la migraciéon de acilos seria mas plausible.

Figura 3.15. Representacion tridimensional de la coordinacién de 1,3-diacetina con la Serina de
la triada catalitica. a) Interaccion a través del acilo en posicion sn-3 y b) interaccién a través del
acilo en posicién sn-1.

La formacidén del intermediario tetraédrico puede ocurrir por:
e por coordinacion de 1,3 DAG, sobre todo a través de la posicién sn-1, en funcién a

lo antes descripto.
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por coordinacion de un monoglicérido a la acil enzima (Figura 3.16)

!
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Figura 3.16. Migracidn de acilos luego de la coordinaciéon de monoglicéridos con la acil enzima.

a) generacioén de 2,3-dicaprina y b) formacién de 1,2-dicaprina

Luego de la interaccion del monoglicérido con la acil enzima, la isomerizacidn de acilo
seria el mecanismo por el cual se generarian 1,2-diglicérido y 2,3-diglicérido. Mediante

una simple visualizacidn, es claro que la formacién de 2,3-diglicérido se encuentra

estéricamente favorecida.
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En funcidn al andlisis del entorno estérico del sitio activo de lipasa resulta evidente que
la migracidn de acilos por coordinacién de diglicéridos con la Serina es mds probable
cuando la misma ocurre a través de la posicion sn-1. Tanto la Serina de la triada
catalitica como el entorno del sitio activo podrian participar en la migracién. Cuando se
considera la participacion de los grupos Serina en la isomerizacién de 1,3-dicaprina, el
producto formado es 1,2-dicaprina. Cuando la migracién de acilos ocurre
posteriormente a la reaccién de la acil enzima con monoglicéridos, el producto mas

probable es 2,3-dicaprina.

Los resultados experimentales mostraron que la sintesis de isémerios se vio afectada
principalmente por la masa de la enzima y la temperatura, como es de esperar si la
isomerizacién se controla cinéticamente. La migracién de acilo fue mayor cuando el
glicerol estuvo presente en baja concentracion, en estas condiciones la concentracidn
relativa de tricaprina fue muy alta, sobre todo con cantidades altas de enzima.
Después del tiempo de reaccién, fue encontrada la 1,2-dicaprina remanente. Al

parecer la tricaprina se formo por esterificacién de la posicidén sn-3 de 1,2 dicaprina.

Los resultados experimentales muestran que la posicion sn-1 es la preferentemente

esterificada en glicerol. Sin embargo, cuando la posicion sn-2 se encuenta esterificada,

la posicién sn-3 parece ser la preferencialmente esterificada. Esto implica que la

propuesta para la formacion de tricaprina es:

GGG--->CGG--->CGC--->CCG --->CCC
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y en menor proporcién

GGG--->CGG--->CGC--->GCC--->CCC

Siendo G posiciéon con OH y C posicién ocupada por acido caprico en el glicérido. Tal
propuesta coincide con los resultados obtenidos en reacciones llevadas a cabo con
baja concentracion de glicerol y elevada carga de biocatalizador (Tabla 3.1, ensayos 9y

10).

La propuesta presentada aqui pretende evaluar cdmo el entorno estérico en
proximidades al sitio activo de la enzima puede generar las condiciones para explicar,
aunque parcialmente, los resultados experimentales. Se planea continuar con el
analisis de migracion de acilos promovida por la lipasa mediante el empleo de técnicas
de simulacién molecular. Cabe destacar que la isomerizacién analizada es la
correspondiente a la migracion de acilos de las posiciones sn-1/sn-3 a sn-2, sin
embargo la migracién termdédinamicamente mas favorecida (de sn-2 a sn-1/sn3)
también podria estar presente. La composicidon de productos finales es consecuencia

de ambas.

Como comentario final, la acidélisis de triglicéridos es mucho menos eficiente que la
esterificacion de glicerol en términos de productividad, pero casi no hay migracion de
acilo, especialmente con acido caprico [29]. Esto hace evidente que la presencia de un
hidroxilo en la posicidon sn-2 en los glicéridos es clave para hacer esta propuesta

posible.
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3.9. Conclusiones

El estudio realizado en este capitulo mostré que la forma comercial inmovilizada de Ia
lipasa 1,3-especifica de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) es un buen catalizador
para la sintesis de 1,3-dicaproilglicerol mediante la esterificacidon de glicerol con acido
caprico en solvente organico. El analisis de los efectos de algunos de los parametros de
reaccidon seleccionados utilizando un disefio experimental mostré que la sintesis de
1,3-dicaproilglicerol se vio favorecida por el uso de altas cantidades de glicerol
adsorbido sobre gel de silice. El aumento de la temperatura exhibido un efecto
ligeramente positivo sobre la produccién de 1,3-dicaprina, mientras que el incremento
de la dosis de lipasa inmovilizada tuvo un efecto negativo sobre la fraccién final de este
isomero. Los resultados también mostraron que, dependiendo de las condiciones
experimentales, el porcentaje molar de tricaprina en el producto de reaccién varié
entre 4% y 52% La productividad relativa maxima de 1,3-dicaprina fue del 55%. Los
datos experimentales permitieron respaldar la propuesta de que el intermedio
tetraédrico de la sintesis enzimatica de 1,3-dicaprina pueden sufrir la migracién de
acilo, mientras que el soporte de Lipozyme RM IM no fue activo para catalizar la

reaccion de isomerizacion.

Los resultados y conclusiones del presente capitulo dieron origen a la siguiente
publicacion:

Sdanchez, D. A., Tonetto, G. M., Ferreira M. L. (2014). Enzymatic synthesis of 1,3-
dicaproyglycerol by esterification of glycerol with capric acid in an organic solvent
system. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 100:7—18.
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4. SEPARACION Y PURIFICACION DE DIACILGLICERIDOS OBTENIDOS MEDIANTE

ESTERIFICACION ENZIMATICA USANDO EXTRACCION CON SOLVENTE

4.1. Introduccién
La presente tesis se centra en la sintesis en dos etapas de mezclas de acilglicéridos con
alto valor nutricional mediante reacciones enzimdticas, de las cuales el triglicérido

estructurado del tipo MLM es un componente muy importante.

Los triglicéridos estructurados (TE) conteniendo una mezcla de 4acidos grasos de
cadena media (AGCM) y acidos grasos de cadena larga (AGCL) en la misma molécula
han sido disefiados para fines médicos y nutricionales. La colocacion de un acido graso
de cadena larga (L) en la posicién sn-2 del esqueleto de glicerol, particularmente si estd
saturado, aumenta la digestibilidad de los triglicéridos del tipo MLM, estando en la
posicién sn-1 y sn-3 un acido graso de cadena media (M). Como se ha indicado en los
capitulos anteriores, estos TE son utiles para el sistema inmunolégico y mejoran la
eliminacion de lipidos en los tejidos, teniendo aplicacion en la prevencion de la

obesidad y sus trastornos médicos asociados [1-3].

Varios autores han informado de un proceso de dos etapas para la sintesis de estos
TAG [4-7]. En el primer paso, se obtienen 2-monoacilgliceroles (2-MAG) (a partir de
aceites vegetales o de triglicéridos con los acidos grasos deseados) por alcohdlisis
enzimatica utilizando lipasas 1,3-especificas. En el segundo paso, se afiaden AGCM en
las posiciones extremas del 2-MAG por esterificacién enzimatica 6 también puede

llevarse a cabo con un catalizador heterogéneo.
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La recuperacion de los intermediarios de reaccion también ha sido estudiada. Esteban
y colaboradores [8] reportaron un proceso de extraccion. Sin embargo, se centraron en
la recuperacion de monoglicéridos, separandolos de etil ésteres. Un procedimiento
similar fue descrito por Irimescu y colaboradores [9], pero utilizando solventes téxicos
como cloroformo. La neutralizacion del acido cadprico remanente también se ha
estudiado como una etapa de purificacion previa [10]. Sin embargo, no fue estudiada
la concentracién apropiada de la solucién de KOH, debido a que la muestra evaluada

contenia sdlo triglicéridos.

La sintesis enzimatica de 1,3-diacilgliceroles (1,3-DAG) puede ser el primer paso para la
sintesis del triglicérido estructurado MLM deseado. Pero los 1,3-DAG son importantes
en si mismos. Las caracteristicas metabdlicas de DAG han sido ampliamente
estudiadas. Resultados de estudios clinicos mostraron que 1,3-DAG son eficaces en la
prevencion de la obesidad [11,12] y reducen la acumulacidn de triglicéridos en tejidos

[13,14].

En este capitulo se presentan los estudios relacionados con la separacion de los
productos de reaccién de la sintesis de 1,3-diacilglicerol, especificamente 1,3-dicaprina
(CGC). La misma se llevé a cabo mediante esterificaciéon enzimatica de glicerol con
acido caprico (C) usando como biocatalizador una forma inmovilizada de una lipasa de
Rhizomucor miehei, especifica para las posiciones sn-1 y sn-3 (Lipozyme RM IM) tal
como se presentd en la Seccion 2.2.1.2 y analizada en detalle en el Capitulo 3. Sin
embargo, para maximizar la obtencidn de un triglicérido especifico, es necesario

purificar el producto intermediario de reaccion, ya que en la primera etapa, ademas
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del diglicérido especifico generado se obtienen monocaprina, diglicéridos inespecificos
(generados por la migracion de acilo) y tricaprina (CCC). Por supuesto, también hay

gue considerar el acido graso remanente.

Se evaluaron diferentes solventes utilizando un programa computacional para
seleccionar aquellos que permitieran la separacidon de dicaprina del resto de los
productos presentes en la mezcla. Una vez seleccionados los solventes (teniendo en
cuenta la toxicidad de los mismos), se llevd a cabo la separacion de acilgliceroles
presentes en el producto de reaccidon, realizando previamente la neutralizacion de

acido caprico remanente con una soluciéon de KOH.

4.2. Seleccion de solvente

Usando el programa Ecofac 1.0 se obtuvieron los valores de selectividad, poder
solvente, y coeficiente de distribucion del soluto para evaluar cada separacién y
solvente propuesto. Basados en estos resultados, se selecciond la combinacion mas

adecuada de solventes para maximizar la separacion.

La Tabla 4.1 muestra los resultados obtenidos para la extraccion con solvente del
monoglicérido de una mezcla de monocaprina y dicaprina. Los solventes marcados en
gris permitirian una adecuada extraccién liquido-liquido. La mezcla resultante o

I”

solucién mezcla residual se identifica como “mezcla residual” de aqui en adelante.
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Tabla 4.1. Extraccion con solvente de monocaprina de una mezcla conteniendo monocaprina-
dicaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente Coef. de Distribucion
Metanol 2.65 3595.36 120.28

Acido acético 1.48 3139.38 105.02

Etanol 2.61 1183.92 39.61
Propanol 1.63 806.76 26.99
Acetona 0.25 730.83 24.45
t-Butanol 1.25 513.71 17.19
Cloroformo 0.01 240.40 8.04
Dietiléter 0.03 181.18 6.06
n-Heptano 0.01 0.77 0.03

La Tabla 4.2 muestra los resultados de la evaluacién de los solventes adecuados para la
separacion de monocaprina de una mezcla conteniendo mono- y tricaprina. Una vez

mas, solventes destacados en gris son los mejores candidatos para esta separacion.

Tabla 4.2. Extraccidn con solvente de monocaprina de una mezcla conteniendo monocaprina y
tricaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente Coef. de Distribucion
Metanol 26.05 3595.36 620.19

Acido acético 6.58 3139.38 541.54

Etanol 20.95 1183.92 204.22
Dietiléter 0.00 941.32 162.38
Propanol 8.50 806.76 139.17
Acetona 0.23 730.83 126.07
t-Butanol 5.15 513.71 88.61
Cloroformo 0.00 240.40 41.47
n-Heptano 0.00 0.77 0.13

Metanol, dcido acético, etanol y propanol se presentan como los mejores solventes
para la extraccion de monocaprina, separandola de los restantes acilglicéridos. De los
mencionados solventes, etanol seria el mas apropiado debido a su baja toxicidad y alta

presion de vapor a temperaturas bajas y presion atmosférica.
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En las Tablas 4.3 y 4.4 se presentan los resultados obtenidos al evaluar la extraccién
con solvente de dicaprina separdndola de mono- y tricaprina, respectivamente. Entre
los solventes ensayados no hay un Unico solvente que permite la extracciéon de la

dicaprina, separandolo de los restantes acilglicéridos presentes en la mezcla.

Tabla 4.3. Extraccidn con solvente de dicaprina de una mezcla conteniendo monocaprina y
dicaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente  Coef. de Distribucion
Cloroformo 108.48 26078.22 383.22
Dietiléter 34.16 6189.71 90.96
Acetona 3.99 2918.95 42.89

Acido acético 0.67 2116.78 31.11
Metanol 0.38 1356.12 19.93
Propanol 0.61 493.70 7.25

Etanol 0.38 454.20 6.67
t-Butanol 0.80 409.83 6.02
n-Heptano 81.01 62.44 0.92

Tabla 4.4. Extraccién con solvente de dicaprina de una mezcla conteniendo dicaprina vy
tricaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente  Coef. de Distribucién
Cloroformo 0.03 26078.22 533.59
Dietiléter 0.11 6189.71 126.65
Acetona 0.91 2918.95 59.72

Acido acético 4.44 2116.78 43.31
Metanol 9.83 1356.12 27.75
Propanol 5.20 493.70 10.10

Etanol 8.04 454.20 9.29
t-Butanol 4.11 409.83 8.39
n-Heptano 0.06 62.44 1.28

Las Tablas 4.5 y 4.6 muestran los resultados tedricos obtenidos con el programa Ecofac
1.0 para evaluar el desempefio de los solventes en la extraccion de tricaprina de
mezclas con monocaprina y dicaprina, respectivamente. Cloroformo, éter dietilico,
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acetona y n-heptano se presentaron como posibles solventes para extraer el
triglicérido, siendo n-heptano el mas adecuado debido a su baja toxicidad relativa y a

la posibilidad de extraccién en vacio.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el programa, el procedimiento de

extraccidn se disefiéd usando combinaciones de n-heptano y etanol.

Tabla 4.5. Extraccion con solvente de tricaprina de una mezcla conteniendo monocaprina y
tricaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente Coef. de Distribucion
Cloroformo 3842.57 - -
Dietiléter 301.43 54612.23 3968.04
Acetona 4.37 3194.51 232.11
n-Heptano 1434.83 1106.07 80.36

Acido acético 0.15 477.13 34.67
Metanol 0.04 138.02 10.03
t-Butanol 0.19 99.73 7.25
Propanol 0.12 94.96 6.90

Etanol 0.05 56.51 4.11

Tabla 4.6. Extraccidn con solvente de tricaprina de una mezcla conteniendo dicaprina y
tricaprina.

Solvente Selectividad Poder Solvente Coef. de Distribucion
Cloroformo 35.42 = --
Dietiléter 8.82 54612.23 617.73
Acetona 1.09 3194.51 36.13
n-Heptano 17.71 1106.07 12.51

Acido acético 0.23 477.13 5.40
Metanol 0.10 138.02 1.56
t-Butanol 0.24 99.73 1.13
Propanol 0.19 94.96 1.07

Etanol 0.12 56.51 0.64
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Con n-heptano, los triglicéridos pueden ser extraidos y los restantes acilglicéridos
permanecen en la fase etandlica. Después de la separacion de la tricaprina, la dicaprina
y monocaprina podrdn ser separadas empleando los mismos solventes. En las
siguientes secciones del presente capitulo se estudia la extraccién con solvente
utilizando sélo n-heptano y etanol con el fin de verificar los resultados tedricos.
Volumenes relativos de muestra y solventes y el nimero de etapas de tratamiento se

analizaran como parametros importantes en el procedimiento general.

4.3. Neutralizacion de acido caprico

La mezcla final de esterificacién contiene monocaprina, dicaprina, tricaprina y acido
caprico remanente. Todos estos compuestos estdn disueltos en el solvente de
reaccién, n-heptano. Los productos fueron detectados siguiendo el método
cromatografico presentado en la Seccién 2.2.1.5.4 y la identificacién de cada uno de

los productos se detallé en la Seccién 3.3.

La purificacion de dicaprina, obtenida como el producto de la reaccién de
esterificacion, se realizd mediante extraccion con solventes. El acido sin reaccionar se
neutralizd previamente con una solucion acuosa de KOH tal como se describe en la
Seccién 2.2.1.7.2. La Tabla 4.7 muestra el desempefio de las soluciones alcalinas con

diferentes concentraciones.

Puede observarse que la solucién de hidréxido no sdlo permite la neutralizacion del
acido y la eliminacién del mismo de la fase de heptano, sino que también permite la

eliminacidn del monoglicérido.
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Tabla 4.7. Desempeiio de diferentes soluciones de KOH para la neutralizacion de acido caprico
y extraccién de acilglicéridos.

Concentracion de Neutralizacion Porcentaje de Porcentaje Eliminacion

KOH de acido (%) eliminacion de de pérdida porcentual de
monocaprina  de dicaprina tricaprina

1M 100 99 53 38

0.5M 99 97 7 5

0.25M 98 92 5 2

0.1M 93 82 3 0

0.05M 40 38 0 0

La solucién de KOH debe ser capaz de neutralizar la totalidad del acido, y a la vez
minimizar las pérdidas de los productos de interés, en este caso el diglicérido. Con este
objetivo, se realizaron dos etapas de lavado con una solucién alcalina de concentracién
0,1 M. La primera etapa permitid la neutralizacion y separacion de 93% del acido
caprico y 82% del monoglicérido con la pérdida de 3% de diglicérido y sin extraccion de
triglicéridos. La segunda etapa permite la eliminaciéon del 99.5% de total de acido y
95% de monocaprina. En este proceso de neutralizacion se perdié 4.5% de dicaprina 'y

4% de tricaprina.

La Figura 4.1 muestra los cromatogramas de la muestra antes y después de la

neutralizacidn con solucién acuosa 0,1 M de KOH.
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Figura 4.1. Cromatogramas correspondientes a las muestras de reaccidon de esterificacion
antes y despues de la neutralizacidon en dos etapas con solucién 0.1M de KOH. La muestra
inicial contenia 52 mg de 4cido cdprico, 4 mg de monocaprina, 28 mg de dicaprinay 12 mg de
tricaprina.

4.4, Extraccion liquido-liquido
Una muestra inicial conteniendo 122 mg de dicaprina y 74 mg de tricaprina disueltos
en n-heptano, con volumen total de 12.5 mL , se sometid al proceso de separacién

como se describe en el Capitulo 2 (Seccién 2.2.1.7.3).

En la primera etapa de extraccion se recuperd 94% de la dicaprina inicial (115 mg) con
una pureza del 89%. Para aumentar la pureza de la diglicérido extraido, las fases
etandlicas obtenidas se combinaron, y se lavaron con un volumen igual de n-heptano.
En esta etapa se perdieron 47 mg de dicaprina, pero la pureza del diglicérido aumenté

al 97%.
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Una tercera etapa de separacion se llevd a cabo con el objetivo de recuperar una
mayor proporcién de dicaprina y con alta pureza. En esta etapa 45 mg de dicaprina se
recuperaron, sin embargo, la pureza fue sélo del 80%. Usando el procedimiento
general (con las tres etapas de extraccidn), 113 mg del diglicérido se recuperaron con
89% de pureza. Es evidente entonces que los resultados arrojados por un proceso en
tres etapas no representan ninguna mejora en comparacién con un proceso

consistente sélo en la primera etapa.

Las Figuras 4.2, 4.3 y 4.4 muestran un esquema del procedimiento y el rendimiento de

cada una de las etapas de separacion.

Muestra Inicial. V=12,5 ml
(122 mg dicaprina, 74 mg tricaprina)

1V de etanol/agua (90/10 v/v)
Agitacion intensa + centrifugado

Fase Etandlica Fase Heptano
F
58 mg dicaprina 64 mg dicaprina
3 mg tricaprina 71 mg tricaprina

1V de etanol/agua (90/10 v/v)
Agitacién intensa + centrifugado

Fase Etandlica Fase Heptano
A 4 r
37 mg dicaprina 27 mg de dicaprina
= 5 mg tricaprina 66 mg de tricaprina

1V de etanol/agua (90/10 v/v)
Agitacidon intensa + centrifugado

Fase Etandlica Fase Heptano
r
20 mg dicaprina 7 mg dicaprina
6 mg tricaprina 60 mg tricaprina

I 115 mg dicaprina | Recuperado: 94% |
1 14 mg tricaprina I Pureza: 89% I

Figura 4.2. Esquema y resultados de la primera etapa de extraccion.
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Fases Etandlicas, V=34.2 ml
115 mg dicaprina, 14 mg tricaprina

1V de n-heptano
Agitacion intensa + centrifugado

A

68 mg dicaprina
2 mg tricaprina

Fase Etandlica

Recuperacién: 56%

Pureza: 97%

A

Fase Heptano

47 mg dicaprina
12 mg tricaprina

Figura 4.3. Esquema y resultados de la segunda etapa de extraccion

Muestra Inicial. V=48.3 ml
(54 mg dicaprina, 72 mg tricaprina)

1V de etanol/agua (90/10 v/v)
Agitacion intensa + centrifugado

Fase Etandlica

A

31 mg dicaprina
6 mg tricaprina

1V de etanol/agua (90/10 v/v)
Agitacion intensa + centrifugado

45 mg de dicaprina
12 mg de tricaprina

A 4

23 mg dicaprina
66 mg tricaprina

Fase Heptano

A 4

14 mg dicaprina
6 mg tricaprina
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Figura 4.4. Esquema y resultados de la tercera etapa de extraccion

Fase Heptano

h 4

9 mg de dicaprina
60 mg de tricaprina




Como era de esperar, existe una estrecha relacién entre la fraccién de dicaprina
recuperada y la pureza de la misma. Llevando a cabo sdlo la primera etapa fue posible
recuperar 94% de la dicaprina presente en la muestra después de la neutralizacién con
una pureza del 89%. En la busqueda de un producto de mayor pureza, dos etapas de
separacion permitieron una recuperacion del 56% de la dicaprina con una pureza del
97%. Un producto con 89% de pureza se obtiene con una tercera etapa de extraccion,

recuperando sélo 93% de la dicaprina presente al comienzo de la primera etapa.

4.5. Conclusiones

Se llevd a cabo la separaciéon de acilgliceroles obtenidos como resultado de la
esterificacion de glicerol con acido caprico catalizada por Lipozyme RM IM con un
proceso simple empleando solventes de baja toxicidad. Fue posible la recuperacion de

dicaprina, separandola de mono- y tricaprina.

Se realizd una seleccién preliminar de los solventes empleando el programa Ecofac 1.0.
Los solventes escogidos se estudiaron experimentalmente y mostraron un buen
desempeiio para la extraccién liquido-liquido. Una etapa previa a la extraccion fue la
neutralizacion del acido caprico remanente. Se aplicd un proceso en dos etapas con
una solucion de KOH 0,1 M, permitiendo la eliminacién del 99.5% del acido y 95% de la

monocaprina, con pérdidas de 4.5% y 4% de di-y tricaprina, respectivamente.

Con un procedimiento de separacién en tres pasos simples, es posible recuperar 94%
de la dicaprina con 89% de pureza. Si se requiere una mayor pureza, una etapa

adicional de extraccion permite aumentarla a 97%, pero con una disminucion
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considerable en el rendimiento a dicaprina. Una condicidn intermedia se consigue
mediante la realizacidén de un paso de la tercera etapa, en la que se recupera 81% de la
dicaprina con una pureza del 93%. Un paso adicional no mejord la pureza o el
rendimiento. Teniendo en cuenta el proceso general, llevando a cabo la neutralizacién
y solo la primera etapa de extraccidén fue posible recuperar 90% de la dicaprina inicial

con 89% de pureza.

Los resultados y conclusiones del presente capitulo dieron origen a la siguiente
publicacion:

Sdnchez, D. A., Tonetto, G. M., Ferreira M. L. (2014). Separation of acylglycerides
obtained by enzymatic esterification using solvent extraction. Journal of the American
Oil Chemists' Society, 91:261-270.
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http://link.springer.com.sci-hub.io/article/10.1007/s11746-013-2374-1
http://link.springer.com.sci-hub.io/article/10.1007/s11746-013-2374-1

4.6. Referencias

[1] Jandacek, R. J., Whiteside, J. A., Holcombe, B. N., Volpenhein, R. A., Taulbee, J. D.
(1987). The rapid hydrolysis and efficient absorption of triglycerides with octanoic acid
in the 1 and 3 positions and long-chain fatty acid in the 2 position. The American
journal of clinical nutrition, 45:940-945.

[2] Ikeda, I., Tomari, Y., Sugano, M., Watanabe, S., Nagata, J. (1991). Lymphatic
absorption of structured glycerolipids containing medium-chain fatty acids and linoleic
acid, and their effect on cholesterol absorption in rats. Lipids, 26:369-373.

[3] Porsgaard, T., Hgy, C. E. (2000). Lymphatic transport in rats of several dietary fats
differing in fatty acid profile and triacylglycerol structure. The Journal of
nutrition, 130:1619-1624.

[4] Schmid, U., Bornscheuer, U. T., Soumanou, M. M., McNeill, G. P., Schmid, R. D.
(1998). Optimization of the reaction conditions in the lipase-catalyzed synthesis of
structured triglycerides. Journal of the American Oil Chemists' Society, 75:1527-1531.

[5] Soumanou, M. M., Bornscheuer, U. T., Schmid, R. D. (1998). Two-step enzymatic
reaction for the synthesis of pure structured triacylglycerides. Journal of the American
Oil Chemists' Society, 75:703-710.

[6] Irimescu, R., Furihata, K., Hata, K., lwasaki, Y., Yamane, T. (2001). Utilization of
reaction medium-dependent regiospecificity of Candida antarctica lipase (Novozym
435) for the synthesis of 1, 3-dicapryloyl-2-docosahexaenoyl (or eicosapentaenoyl)
glycerol. Journal of the American Oil Chemists' Society, 78:285-290.

[7] Irimescu, R., Furihata, K., Hata, K., lwasaki, Y., Yamane, T. (2001). Two-step
enzymatic synthesis of docosahexaenoic acid-rich symmetrically structured
triacylglycerols via 2-monoacylglycerols. Journal of the American Oil Chemists'
Society, 78:743-748.

[8] Esteban, L., del Mar Munio, M., Robles, A., Hita, E., Jiménez, M. J., Gonzdlez, P. A.,
Molina, E. (2009). Synthesis of 2-monoacylglycerols (2-MAG) by enzymatic alcoholysis
of fish oils using different reactor types. Biochemical Engineering Journal, 44:271-279.

[9] Irimescu, R., lwasaki, Y., Hou, C. T. (2002). Study of TAG ethanolysis to 2-MAG by
immobilized Candida antarctica lipase and synthesis of symmetrically structured
TAG. Journal of the American Oil Chemists' Society, 79:879-883.

[10] Hita, E., Robles, A., Camacho, B., Ramirez, A., Esteban, L., Jiménez, M. J., Molina, E.
(2007). Production of structured triacylglycerols (STAG) rich in docosahexaenoic acid
(DHA) in position 2 by acidolysis of tuna oil catalyzed by lipases. Process
Biochemistry, 42:415-422.

122



[11] Yasukawa, T., Yasunaga, K. (2001). Nutritional Functions of Dietary
Diacylglycerols. Journal of Oleo Science, 50:427-432.

[12] Maki, K. C., Davidson, M. H., Tsushima, R., Matsuo, N., Tokimitsu, I., Umporowicz,
D. M., Frost, S. D. (2002). Consumption of diacylglycerol oil as part of a reduced-energy
diet enhances loss of body weight and fat in comparison with consumption of a
triacylglycerol control oil. The American journal of clinical nutrition, 76:1230-1236.

[13] Watanabe H., Nagao T., Yasukawa T., Shimasaki H. (2001). Studies on the role of
dietary diacylglycerols in human nutrition. World Rev Nutr Diet., 88:155-162

[14] Tomonobu, K., Hase, T., Tokimitsu, I. (2006). Dietary diacylglycerol in a typical

meal suppresses postprandial increases in serum lipid levels compared with dietary
triacylglycerol. Nutrition, 22:128-135.

123



5. ESTUDIO DE CATALIZADORES PARA LA SINTESIS DE MEZCLAS DE GLICERIDOS
ESTRUCTURADOS CON ALTO VALOR NUTRICIONAL POR ESTERIFICACION DE 1,3-

DICAPRINA CON ACIDO PALMITICO

5.1. Introduccion

Los triacilgliceroles (TAG) constituyen la mayor contribuciéon energética aportada por
los lipidos dietarios. Los triglicéridos de longitud de cadena media (TCM) 6 MMM
(siendo M un &cido graso de C6 a C12) han sido empleados como grasas de rapida
digestion para proporcionar energia especialmente en pacientes con malabsorcién y
en cuidados infantiles [1-3]. Sin embargo, el uso a largo plazo de MCT puede resultar
en deficiencia de acidos grasos esenciales [4,5] y puede tener efectos secundarios,
como acidosis metabdlica. Por lo tanto, triacilglicéridos alternativos tales como
mezclas fisicas de TCM y aceite vegetal convencional, grasas interesterificadas
obteniendo TAG de estructura al azar y TAG estructurados especificos con acidos
grasos de cadena media (AGCM) ubicados en las posiciones sn-1,3, han sido utilizados
en estudios de absorcidn [6-9] y nutricidn clinica [10]. La estructura del TAG afecta su
digestion y absorcion [8,9,11]. Los triglicéridos estructurados (TE) especificos con
acidos grasos de cadena larga localizados en la posicion sn-2 proporcionan una fuente
de acidos grasos poliinsaturados de facil adsorcién [7-9]. Por lo tanto, el valor
nutricional de un TAG depende tanto de la composicion de acidos grasos como de la

distribucién posicional de los grupos acilo dentro de la molécula del TAG.

La modificacién de triglicéridos puede realizarse para obtener grasas con reducido

contenido caldrico para dar respuesta al creciente interés de los consumidores hacia
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alimentos mas saludables. Ejemplos de lipidos modificados con menor densidad
caldrica disponibles en el mercado son Caprenina (Procter & Gambler, Estados Unidos),
Salatrim (Nabisico Foods, Estados Unidos), Neobee MCT (Aarhus United, Estados

Unidos), Vivdla (Forbes-Med, Canada) y Diacylglycerol oil (Kao Corp., Japdn) [12].

Los acidos grasos de longitud de cadena media son metabolizados mas rapidamente en
comparacion con los acidos de cadena larga (AGCL). AGCM son transportados al higado
via vena porta. Posteriormente sufren un proceso de B-oxidacién generando cetonas,
una fuente rapida de energia. Esto provoca un aumento de la termogénesis y la
saciedad inducida por la alimentaciéon [13-14]. Mientras que los AGCL son ciclados
nuevamente en los conductos linfaticos intestinales, se incorporan a los quilomicrones
y se transfiere a la circulacién principalmente a través del conducto tordcico,
practicamente sin pasar por el higado lo que permite que se acumulen en el cuerpo

como grasa.

Los triglicéridos conteniendo sélo acidos grasos de cadena media no son adecuados
para su uso en cocina, tales como aceites para freir, debido a la formacién de espuma.
Es por eso que AGCL son incorporados a los TCM para superar estos inconvenientes,
dando lugar a los denominados triglicéridos de longitud de cadena media y larga
(TCML), donde cada triglicérido contiene acidos grasos de cadena media y larga en la
misma molécula. Estos productos son o pueden producirse a través de aciddlisis,

esterificacion o interesterificacion enzimatica [15-17].
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El uso de lipasas no especificas permitira la obtencidn de triglicéridos estructurados
con configuraciones al azar. Estos TCML pueden presentar 6 configuraciones (MLM,
MML, LLM, LML, LLL, y MMM), pero el uso de lipasas 1,3-especificas permitiria la

generacién de TE con composicion especifica [18].

En la molécula de TCML, el acido graso de cadena larga es proporcionada por un aceite
vegetal (tal como canola, soja, semilla de algoddn, girasol, mani, oliva, maiz, semilla de
cartamo, salvado de arroz o aceite de sésamo). La fuente de acido graso de cadena
media es un triglicérido de cadena media (coco o palma kernel) o dcidos grasos como
el 4cido caprico o caprilico. El dcido graso de cadena larga proporcionado por el TCL
permite incrementar el punto de humo de los TCM y por lo tanto se puede aplicar para

freir [18].

Healthy Resseta es un aceite compuesto por TCML (transesterificacion de TCM con
aceite de colsa) comercialmente disponible en Japdn y Estados Unidos para ser
empleado como aceite de cocina. El mismo se produce en Japon desde 1999 por
Nisshin Oillio Group Ltd. Este TCML fue reconocido como seguro (GRAS) en 2006
teniendo en cuenta lo dispuesto por la Administracion de Alimentos y Farmacos de

Estados Unidos.

En 2010, Koh y colaboradores obtuvieron un aceite con 59.76% en peso de TCML
llevando a cabo la esterificacidén de glicerol con acidos grasos de cadena corta y larga,
empleando 10% de enzima, 70 °C, relacion molar acidos grasos/glicerol 3.5:1 y con un

tiempo de reaccion de 14 horas [18]. Dos afios mas tarde, Arifin y coautores llevaron a
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cabo el modelado y optimizacién de la reaccidn estudiada antes por Koh, logrando un
producto con 58% de TCML y estableciendo como condiciones &ptimas una
temperatura de reaccién de 65 °C, relacion molar acidos/glicerol 3:1, tiempo de

reaccidon 13.61 horas y carga de lipasa 8% en peso [19].

Por otro lado, los diglicéridos (DAG) son componentes naturales de diversos aceites
comestibles, y son moléculas tensioactivas ampliamente utilizados como
emulsionantes en la industria alimentaria [20]. Se ha demostrado que el consumo de
aceites ricos en DAG, especialmente en el 1,3-isémero, tiene efectos positivos sobre la
salud humana, entre ellos, la disminucidn de triglicéridos en suero postprandial (TG) y

la reduccion de acumulacién de grasa corporal [21,22].

Con lipasas 1,3-especificas, la mayor parte del acido graso puede ubicarse en
posiciones sn-1,3. De esta manera, como se vio en el Capitulo 3 pudo llevarse a cabo la
sintesis de 1,3-DAG, en particular 1,3-dicaprina, empleando Lipozyme RM IM. Luego de
un apropiado (incluso simple) proceso de extraccion con solventes, presentado en el
Capitulo 4, 1,3-dicaprina se separd y se obtuvo con el grado de pureza necesario. Este
diglicérido, mas alld de su propio valor nutricional, puede ser esterificado en la
posicidn sn-2 con un acido graso de cadena larga para obtener TCML con estructura
particular. Es necesaria una lipasa no especifica para llevar a cabo esta segunda etapa.
Claramente, la composicion final incluird tri- y diglicéridos, e incluso otros productos
obtenidos como resultado de la reaccién de hidrdlisis. La composicion de la mezcla

final debe ser analizada con el objetivo de elegir el catalizador que maximice los
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productos deseados y minimice los indeseados, en el contexto de una alta conversién

de 1,3-DAG.

En este capitulo se propone estudiar la sintesis enzimdtica de una mezcla de glicéridos
nutricionalmente valiosos a través de la esterificacion de un 1,3-DAG 6 MGM (con M =
acido caprico, C 6 10:0) con un acido graso de cadena larga (L) saturado,
particularmente acido palmitico (P) 6 16:0. Se presentan aqui los resultados obtenidos

mediante el ensayo (screening) de lipasas comerciales, en forma libre e inmovilizada.

El objetivo del presente capitulo es maximizar la sintesis del triglicérido MLM (1,3
dicaproil-2-palmitoil glicerol o CPC), con M = 10:0 y L = 16:0, en una mezcla de TG y
DAG. Ademas del producto deseado, cantidades menores de MMM (tricaprina o CCC),
MML (1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol o CCP) y MLL (1 caproil-2,3-dipalmitil glicerol o
CPP) o LLM (1,2-dipalmitoil-3-caproil glicerol o PPC) también serian aceptables,
especialmente debido al impacto en la salud de los TCM y siendo M un acido graso
saturado. También tendria alto valor nutricional la presencia de 1,3 DAG,
especialmente formados por uno o dos acidos grasos de cadena media (MGM o CGC,
MGL (1-caproil-3-palmitoil glicerol o CGP) / LGM (1 palmitoil-3-caproil glicerol o PGC).
Los productos de reaccién fueron agrupados en funcion de la reaccién que los genera:
esterificacion, hidrdlisis e hidrélisis con posterior esterificacion. Los triglicéridos y
diglicéridos de alto valor nutricional se presentaran por separado. También los
productos no deseados se analizaron para caracterizar los diferentes sistemas
cataliticos explorados, buscando minimizar la formacion de LLL y LGL (tripalmitina y

1,3-dipalmitoil glicerol). La incorporacidn de acido palmitico en la posicion sn-2 de los
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productos finales se exploré llevando a cabo hidrélisis de los productos deseados
catalizada por la lipasa de pancreas porcino (PPL), etandlisis catalizada por la lipasa B

de Candida antarctica (CALB) y resonancia magnética nuclear de *H y *3C.

5.2. Evaluacion de catalizadores

El empleo de diferentes lipasas, en forma libre e inmovilizada, estuvo principalmente
orientado a la obtencién de un producto y no a un estudio basico. Es por esta razén
gue no se ha realizado un estudio cinético que permita comparar biocatalizadores en
términos de unidades de actividad enzimatica (U). Ademas, el empleo de reacciones
test para comparar actividad enzimdtica de cada catalizador no brinda informacidn

certera del comportamiento de los mismos en el sistema de reaccién a ser empleados.

En los estudios presentados a continuacidon se evallan masas fijas de diferentes
catalizadores como una forma de comparar los productos generados por cada uno de
ellos, a sabiendas de que pueden presentar diferente actividad especifica, o diferentes

problemas difusionales.

5.2.1. Empleo de lipasas comerciales en forma libre o inmovilizada

La esterificacion de 1,3-dicaprina con acido palmitico fue llevada a cabo siguiendo el
protocolo presentado en el Capitulo 2 (Seccion 2.2.2.2). La identificacion de los
productos se realizd mediante cromatografia de gases siguiendo la metodologia
presentada en la Seccién 2.2.1.5.4. El avance de la reaccion no pudo seguirse mediante
titulacién simple ya que, ademas de consumirse acido palmitico en la reaccién de

esterificacion, se presenta en forma paralela la reaccidn de hidrdlisis.
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En la Figura 5.1 se presentan cromatogramas donde se muestran los picos
correspondientes a los reactivos y los productos tipicos de la reaccion de esterificacion
de dicaprina con acido palmitico catalizada por lipasas. Ademas del producto deseado,
1,3-dicaproil-2-palmitoilglicerol (CPC), se obtienen otros productos debido a la
reaccion de hidrdlisis y posterior re-esterificacion. Entre los productos secundarios se
detecta acido caprico (C), 1-caproil-3-palmitoilglicerol (CGP), 1-caproil-2-
palmitoilglicerol (CPG), 1,3-dipalmitoilglicerol (PGP) y 1,2-dipalmitoilglicerol (PPG), 1-
caproil-2,3-palmitoilglicerol (CPP) y tripalmitina (PPP). Probablemente también se

obtenga 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol (CCP).

P
C
CGC
EI
CPC
CPP
| cgp €C€C
PGP
CPG PPG PP
JL - A

— S———
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Figura 5.1. Cromatogramas correspondientes a reactivos (Negro) y productos (Rojo) al llevar a
cabo la esterificacion enzimatica de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de
Pseudomonas fluorescens. El: estandar de calibracion (tricaprilina).
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En la Tabla 5.1 se presenta el desempefio de cada uno de los biocatalizadores en la

reaccion de sintesis del triglicérido deseado luego de 12 horas de reaccién.

Tabla 5.1. Reactivos y productos (umoles) en la reaccidn de esterificacion de dicaprina con
acido palmitico catalizada por diferentes lipasas luego de 12 horas de reaccion.

Reactivos Concentracion Lipasas
y inicial

productos CRL CALB RML BCL PFL

(umoles)
GGG 0.00 0.00 22.25 0.00 0.00 18.40
C 1.74 6.55 149.30 135.65 116.65 104.65
P 218.41 213.35 101.82 104.79 119.33 98.47
CGC 112.33 90.99 18.01 18.55 22.96 27.10
CPG+CGP 0.00 3.15 24.24 19.54 22.67 22.64
Ccc 9.01 20.00 1.00 0.00 6.08 0.00
PPG+PGP 0.00 0.00 12.58 6.94 7.75 5.55
CPC 0.00 1.90 20.43 30.79 26.04 36.32
CpP 0.00 0.00 14.29 18.59 9.92 14.49
PPP 0.00 0.00 4.15 3.43 0.00 2.10
Xoac (%) - 19 84 83 80 76

CRL = Lipasa de Candida rugosa (Lipase AY “Amano”), CALB = Lipasa B de Candida antarctica
(Novozym 435), RML = Lipasa de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), BCL = Lipasa de
Burkholderia cepacia (Lipase PS “Amano”) y PFL = Lipasa de Pseudomonas fluorescens (Lipase
AK “Amano”). Xpac = porcentaje de conversion del diglicérido.

En la Figura 5.2 se resume graficamente el desempefio de cada uno de los
biocatalizadores ensayados en esta reaccion considerando la conversidn de dicaprinay
el rendimiento a CPC. Las mayores conversiones del diglicérido se obtuvieron con las
lipasas inmovilizadas, aunque también con estas enzimas fue mds importante la
reaccion de hidrdlisis, tal como se observa en la generacién de acido caprico y de los

productos secundarios.

La mayor selectividad al 1,3-dicaproil-2-palmitoilglicerol se obtuvo con la lipasa de

Pseudomonas fluorescens (42.6%), aunque también la tasa de hidrdlisis es elevada
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generando otros productos en altas proporciones. El rendimiento a CPC logrado con

esta lipasa fue 32%

Todos los biocatalizadores analizados en esta seccién permitieron conversiones de
DAG superiores al 75%, a excepcidon de CRL que no resultd adecuada para esta reaccion
ya que se trata de una lipasa naturalmente preparada para llevar a cabo reacciones de
hidrdlisis. En funcién de los resultados presentados en la Tabla 5.1 la lipasa de
Burkholderia cepacia (BCL) se presenta como uno de los mejores catalizadores para
llevar a cabo la sintesis de una mezcla de glicéridos de alto valor nutricional. Si bien el
rendimiento a CPC logrado con el uso de esta enzima es menor que empleando la
lipasa de Pseudomonas fluorescens o Lipozyme RM IM, la composicidon de la mezcla
obtenida resulta sumamente atractiva ya que no contiene tripalmitina (PPP), posee la
menor proporciéon de CPP y a su vez contiene tricaprina (CCC) y una fraccién

interesante de diglicéridos.
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Figura 5.2. Esquema del desempefio de los biocatalizadores en la reaccidn de esterificacion de
dicaprina con acido palmito.

5.2.3. Metodologias para el control del agua en el medio de reaccién
Con el objetivo de reducir la reacciéon de hidrélisis y maximizar la sintesis del
triglicérido estructurado CPC se propusieron diferentes técnicas para el control del

agua en el medio de reaccién.

En primer lugar, la reaccion de esterificacion se llevd a cabo siguiendo el método
descripto en la Seccion 2.2.2.1 pero con el agregado de 10 mg de gel de silice como
agente removedor de agua. En estas condiciones, la reaccion procedié mas lentamente
y mediante los andlisis cromatograficos se hizo evidente la adsorcion de reactivos y

productos en el gel de silice.
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En la Tabla 5.2 se muestra el rendimiento a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol al llevar a

cabo la reaccidn de esterificacién con el agregado de gel de silice.

Tabla 5.2. Rendimiento a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol al llevar a cabo la esterificacién de
dicaprina con acido palmitico catalizada por diferentes lipasas y utilizando gel de silice como
agente removedor del agua en el sistema de reaccion.

Lipasa Rendimiento a CPC
Burkholderia cepacia 20%
CALB (Novozym 435) 12%
Pseudomonas fluorescens 20%
RML (Lipozyme RM M) 18%
Candida rugosa 0%

Para verificar el porcentaje de adsorcidon de reactivos en el gel de silice, 50 mg de
dicaprina y 56 mg de acido palmitico se disolvieron en 2 mL de n-heptano y luego se
adicionaron 10 mg de gel de silice. La mezcla se mantuvo en bano termostatico a 45 °C
y con agitacion magnética por 6 horas. Alcanzado este tiempo se tomd una muestra
para analizar por cromatografia gaseosa determinando que 99% del acido palmitico y
70% de la dicaprina se adsorbieron sobre el gel de silice. Se hace evidente entonces
gue esta metodologia para el control del agua durante la reaccién de esterificaciéon

limita la disponibilidad de los reactivos y en consecuencia el progreso de la reaccion.

Como segunda metodologia para el control del agua se reemplazé al gel de silice por
tamiz molecular 13X. El ensayo de adsorcién de reactivos anteriormente descripto se
realiz6 nuevamente pero empleando este tamiz. El andlisis cromatografico permitid
determinar que 59% del acido palmitico y 7% de dicaprina se adsorbieron sobre el

tamiz molecular.
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En la Figura 5.3 se presentan los miligramos de reactivos y productos en funcién del
tiempo de reaccion al llevar a cabo la esterificacion de dicaprina con acido palmitico
empleando BCL como catalizador y tamiz molecular 13X para controlar el contenido de
agua en el sistema de reacciéon y minimizar la reaccidn de hidrdlisis. Los productos de
reaccion fueron analizados por cromatografia gaseosa en intervalos de 3 horas. En la
misma puede observarse que después de 12 hs de reacciéon, la hidrdlisis aumenta
considerablemente, con un fuerte incremento de la cantidad de &cido caprico
generado. La conversién de acido palmitico practicamente se detiene después de 15
hs, incluso cuando la conversién de dicaprina continda hasta las 18 hs. El maximo
rendimiento a CPC tiene lugar a las 15 horas de reaccidn, a este tiempo el rendimiento
a CPC fue 27% y a CPP 15%, mientras que si se consideran los productos de reaccién a
las 12 horas de iniciada la misma el rendimiento a CPC fue 22% y a CPP 2%. La
reduccion en la fraccién de tricaprina y la generacidn de dipalmitina, CPP y tripalmitina
estdn estrechamente relacionadas con la reacciéon de hidrélisis y los cambios se

vuelven importantes a partir de las 15 hs.
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Como ultima metodologia para la remocion de agua del medio de reaccidn se empled
tamiz molecular 5A. Nuevamente se evalud la adsorcion de reactivos en el tamiz sin el
agregado de lipasa. Mediante el andlisis cromatografico se pudo determinar que no
existié adsorcion de los reactivos en el tamiz 5A. La reaccidn de esterificacion se llevé a
cabo en las condiciones indicadas en la Seccién 2.2.2.1 con la adicién de 15 mg de
tamiz molecular 5A, en este caso el tiempo de reaccion se fijé en 12 horas en funcién
de los resultados obtenidos con el tamiz 13X (importante incremento de la reaccién de
hidrdlisis a mayores tiempos). Finalizada la reaccion se logrd una conversién del 80%

de la dicaprina inicial, con un rendimiento a CPC del 23%.

Las metodologias tradicionales, encontradas en la literatura, propuestas para la
remocién de agua, tales como el uso de gel de silice o tamices moleculares 13X o 5A no

introdujeron mejoras en la selectividad a triglicéridos estructurados.

Esta claro que la presencia de adsorbentes cambia la relacién molar de sustratos en el
seno del medio de reaccidon, de esta manera no soélo se ve afectada la cinética sino
también la selectividad. La conversién de DAG es menor empleando tamices
moleculares debido a la adsorcion de sustratos en los mismos, probablemente la

adsorcién de productos también es posible como ya se vio en el Capitulo 3.

En varios trabajos se ha reportado el uso de gel de silice o tamices moleculares como
sélidos para adsorber el agua que se genera como producto de la esterificacion de
glicerol o glicéridos [23-27]. Sin embargo, en estos manuscritos no se ha considerado la

posibilidad de que compuestos polares puedan ser adsorbidos por estos solidos. Las
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sustancias mencionadas incluyen dacidos grasos (saturados o insaturados,
poliinsaturados, acidos grasos de cadena corta, dcidos grasos de cadena media y acidos
grasos de cadena larga), también monoglicéridos y diglicéridos. Estas moléculas tienen
grupos carboxilicos (COOH) y grupos hidroxilo (OH) que pueden ser adsorbidos sobre
los tamices moleculares o gel de silice, ademds del agua como producto de la
esterificacion. Como resultado de la adsorcién de sustratos en los sdlidos, la relaciéon
molar de acidos a glicerol o glicéridos en el seno del solvente es diferente a la nominal,

afectando entonces la cinética y la selectividad de la reaccién.

Varios estudios han examinado el uso de vacio o el empleo de sistemas bifasicos para
remover el agua formada y aumentar la conversién de sustratos en la esterificacién de

glicerol, mono- y diglicéridos [28-30].

La adsorcién de acidos grasos y diglicéridos sobre gel de silice y tamiz molecular 13X es
un problema serio que afecta la relacién molar in situ. En la mezcla de sustratos y
productos presentes en el medio de reaccion, varios de ellos pueden ser adsorbidos
por algun sélido, incluyendo el soporte sobre el que las enzimas se encuentran
inmovilizadas. Inicialmente P y CGC pueden ser adsorbidos, pero cuando la reaccidn
procede también puede adsorberse C, los mono- y diglicéridos generados. Los
triglicéridos no son adsorbidos en sdlidos polares, hidroxilados o acidos (de Lewis o
Brgnsted). Esta complicacidn es inevitable y produce una grave pérdida de sustratos y
falta de control de la relacién molar entre reactivos durante la reaccion, de tal manera

gue tanto la cinética como la selectividad se ven afectadas.
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Como se vio el empleo de gel de silice y tamiz 13X reduce de manera drastica la
concentracion de P en el solvente orgdnico, mientras que la concentracién de CGC se
ve también afectada pero siempre se mantiene relativamente mas elevada.
Probablemente el agua también se adsorba en gran medida sobre los sdlidos,
permitiendo que la reaccién de esterificacidon esté mas favorecida que la hidrélisis, sin
embargo la productividad de compuestos deseados y la conversion total se ven

afectadas considerablemente, incrementando los costos operativos.

5.2.4. Transesterificacion de dicaprina empleando palmitato de etilo

Como se mostré en la seccidn anterior, la reaccidn de hidrdlisis y posterior generacion
de productos no deseados no pudo reducirse empleando metodologias convencionales
para el control del agua. Como alternativa se propuso el empleo de etil palmitato en
lugar de acido palmitico, generando etanol en lugar de agua como producto de la
reaccidn con dicaprina. Se empleé tamiz molecular 13X como metodologia de control
del etanol generado ya que la adsorcion de diglicéridos sobre este sélido es baja y el

palmitato de etilo no se adsorbe sobre el tamiz.

La reaccién de transesterificacion se llevd a cabo como se presentd en el Capitulo 2
(Seccién 2.2.2.3). En la Tabla 5.3 se presentan los reactivos y productos obtenidos en
funcién del tiempo de reacciéon. El rendimiento a 1,3-dicaproil-2-pamitoil glicerol fue
solo del 8% a las 12 horas de reaccién, el maximo rendimiento se obtuvo a las 10 hs

(9%).

139



Tabla 5.3. Reactivos y productos en funcion del tiempo de reaccidn para la transesterificacién

de dicaprina con etil palmitato catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia empleando
tamiz molecular 13X.

Reactivos y Tiempo de reaccion (h)
productos
(% molar) 0 2 4 6 8 10 12
C 0.00 0.79 1.22 1.82 2.44 2.47 2.69
P 71.59 70.94 69.13 68.17 66.61 66.06 65.56
CGC 25.55 19.45 16.22 13.42 11.68 10.73 9.51
CPG+CGP 0.00 0.00 1.29 1.34 1.93 2.18 2.42
CCC 2.87 6.34 7.82 8.73 8.60 7.97 7.69
PPG+PGP 0.00 0.00 0.00 0.16 0.20 0.27 0.30
CPC 0.00 0.64 1.16 1.61 2.36 2.48 2.66
CPP 0.00 0.00 0.00 0.07 0.14 0.17 0.17
PPP 0 0 0 0 0 0 0

5.2.5. Remocidn del agua contenida en la lipasa PS “Amano”.

Los altos niveles de hidrdlisis registrados en las reacciones antes estudiadas pueden ser
asignados a un elevado contenido de agua presente en la lipasa comercial. Siguiendo el
procedimiento de secado presentado en la Seccidn 2.2.2.4 se obtuvo una reduccién de
peso del 1.2% que puede atribuirse al agua removida del biocatalizador. La lipasa asi
obtenida fue ensayada en la reaccién de esterificacidon en iguales condiciones a las

descripta en la Seccién 2.2.2.1.

Luego de 9 horas de reaccién el rendimiento a CPC cae de 20% en la lipasa sin tratar a
5% en la lipasa a la que se elimind el agua. No sélo se registraron cambios en la
actividad del catalizador (como se muestra en la Tabla 5.4) sino que también su
selectividad se vio afectada: reduccién en la produccién de CGP y CPC e incremento en

la generacion de CCC.
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Tabla 5.4. Conversion de DAG y rendimiento a CPC al llevar a cabo la esterificaciéon de
dicaprina con acido palmitico empleando BCL con y sin tratamiento para remover el agua en el
catalizador.

BCL Sin Tratar BCL Tratada
Conversion de DAG 61% 17%
Rendimiento a CPC 20% 5%

Aparentemente, retirar el agua que forma parte del biocatalizador provoca una

importante rigidizacidn de la lipasa con la consiguiente pérdida de actividad.

En funcién a los resultados hasta aqui presentados en este capitulo, las reacciones de
esterificacion que se presentan en las secciones subsiguientes fueron llevadas a cabo

sin aplicar ninguna metodologia para el control del agua en el medio de reaccidn.

5.2.6. Empleo de la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada

BCL fue inmovilizada sobre polipropileno comercial y sobre montmorillonita (drea
superficial especifica 750-800 mz/g) como se describe en la Seccién 2.2.2.5 y la
reaccion de esterificacion se llevd a cabo como se indica en la Seccién 2.2.2.1 pero
empleando 100 mg del biocatalizador obtenido (50 mg al inicio y los restantes 50 mg a

las 3 horas)

Empleando la lipasa inmovilizada sobre polipropileno se logré 48% de conversién del

DAG con 10% de rendimiento a CPC, la manipulacién y recuperacion del biocatalizador

es sencilla ya que se encuentra en forma de pellets.

141



Por su parte, BCL inmovilizada sobre montmorillonita permitié la conversién del 82%
del DAG con un rendimiento a CPC del 24%. En la préctica el uso de este biocatalizador
se vuelve complejo debido al pequeiio tamafio de particula de la montmorillonita que
puede generar problemas como agregacion, dificultades en la separacion para la

reutilizacidn y potenciales problemas practicos en un escalado.

La diferencia en la actividad registrada en estos catalizadores puede atribuirse al
porcentaje de inmovilizacion de lipasa logrado en cada uno de ellos. Al realizarse la
inmovilizacién en una solucién acuosa, el contacto del polipropileno con la misma es
bajo y el polimero tiende a mantenerse en la superficie del liquido, altas velocidades
de agitacidn son necesarias para favorecer el contacto, lo que afecta no sélo el proceso
de inmovilizacion sino que también puede afectar la actividad de la lipasa. Por otro
lado, la montmorillonita se dispersa facilmente en agua y el mezclado de esta arcilla en
la solucidon conteniendo la lipasa es muy bueno, incluso a bajas velocidades de
agitacién. Estas diferencias entre los sélidos probablemente han favorecido mayor

porcentaje de inmovilizacidn de lipasa en la montmorillonita que en el polipropileno.

Al ser planteado como estudio exploratorio, se eligieron condiciones de inmovilizacion
puntuales y no era el objetivo la optimizacion de la etapa de inmovilizacion o un
estudio exhaustivo de caracterizacion de los soportes. Se pretendié comparar el
caracter superficial (hidrofébico organico en el polipropileno, hidrofilico en el caso de
guitosano (empleado en el Capitulo 7) e inorganico en el caso de la montmorillonita).
Trabajos previos del grupo permitieron establecer que el quitosano es un excelente

soporte (aun con soélo 4 % de area BET).
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5.3. Evaluacion de catalizadores: analisis de la conversion de dicaprina y de los
productos de reaccion en funcion de la reaccion que les da origen

En esta seccidén y en las siguientes, los productos de reaccién seran cuidadosamente
descriptos y analizados. Mdas adelante se analizard la presencia de isdmeros, hasta
tanto se empleard la nomenclatura que se detalla a continuacién para proseguir con el
analisis de DAG y TAG:

CGC = dicaprina total, incluyendo mayoritariamente 1,3-dicaprina y menores
proporciones de 1,2-y 2,3-dicaprina en el sustrato.

CPC = incluye el producto deseado (CPC) y posible presencia de CCP y PCC

CPP = incluyendo CPP, PCP y PPC

CGP = incluyendo CGP y PGC, también CPG y PCG, y ademas GPCy GCP

PGP = dipalmitina considerando la totalidad de los isémeros (1,2-, 1,3- y 2,3-

dipalmitina)

La Unica via para obtener DAG o TAG con acido caprico en posiciéon sn-2 (excluyendo
las menores proporciones de 1,2-DAG y 2,3-DAG presentes en el sustrato) son:
e migracion de acilos de las posiciones sn-1/sn-3 a la sn-2 en CGC o CGP, una
reaccidn paralela a la de esterificacion y a la hidrdlisis
e esterificacion de la posicidon sn-2 con acido caprico en lugar de palmitico,
una reaccion en serie en la cual primero ocurre la hidrdlisis de DAG (CGC) o

TAG (CCC) formados por 4cido céaprico.

Con excepcion de CRL, todas las otras lipasas mostraron conversiones del DAG

superiores al 60%. Las lipasas comerciales provistas por Novo, Lipozyme RM IM (RML)
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y Novozym 435 (CALB), permitieron obtener porcentajes de conversién de dicaprina
cercanos al 84%, mientras que las lipasas libres de Amano, BCL y PFL, lograron
conversiones de 76 y 80% del diglicérido respectivamente. La lipasa de Burkholderia
cepacia inmovilizada sobre montmorillonita BCL-MONT) permitié incrementar la

conversion de DAG a 82%.

Aun cuando la relacién molar se sustratos fue seleccionada de modo tal de promover
la esterificacion de CGC con P para producir CPC, la reaccion de hidrdlisis permite
generar sn-1/sn-3 monocaprina, acido caprico y glicerol, y reacciones en serie de
hidrélisis y posterior esterificacion que promueven la generacién de CGP, PGP y CPP y

PPP.

Considerando la presencia de fracciones de 1,2- y 2,3-dicaprina en el sustrato de
partida y la posibilidad de existencia de la reaccidn de migracidon de acilos en los
productos de reaccidn, es factible encontrar CPP (ademds de CPC), y los isémeros GCP,

GPC, CCP y PPC o incluso PCP.

En la Figura 5.4 se muestra la distribucion de productos, en porcentaje en peso,
teniendo en cuenta la reaccién que los genera (no se consideran los remanentes de
CGC, P y CCC). Considerando:

e Hidrdlisis Pura = C + GGG

e Esterificacion Pura = CPC

e Hidrolisis + Esterificacion = CGP+PGP+CPP+PPP
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Figura 5.4. Productos formados, agrupados de acuerdo a la reaccién por la cual fueron
generados al llevar a cabo la esterificacion de dicaprina con acido palmitico empleando
diversos catalizadores, tiempo de reaccién = 12 horas.

A partir de esta figura varios puntos pueden destacarse respecto a las reacciones de

esterificacion, hidrdlisis e hidrélisis con posterior esterificacion para diferentes
enzimas:

e A pesar que PFL y CRL tienen diferentes actividades y conversiones finales,

la distribucidon de productos de las reacciones de hidrdlisis, esterificacion e

hidrdlisis + esterificacién (26,7-28,9% / 34,4-31,6% / 38,9-39,6 %, para cada

reaccion y lipasa respectivamente) son muy similares.

e RML tiene una distribucién de productos muy similar a BCL y a BCL

inmovilizada sobre montmorillonita (BCL-MONT) (hidrdlisis: 33-35-36%,
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esterificacion: 26,7-27,6-25,9% e hidrodlisis con posterior esterificacion:

40,2-37,4-38,1%).

e Cuando se llevd a cabo la sintesis empleando BCL y tamiz molecular 13X se
obtuvo la mayor produccidn relativa de CPC. Este resultado es comprensible
considerando que el agua, acido cdprico y palmitico estan adsorbidos sobre
el tamiz favoreciendo la reaccidn de esterificacion frente a la de hidrdlisis.
Con el uso de tamices moleculares 13X, la mezcla final contiene 54% de
CPC, mientras que sin ellos solo el 27% del total de productos es CPC
empleando BCL. El control cinético a través de la baja concentracion de
sustratos en el medio de reaccién, que se da al emplear tamices, hace que
la conversion de dicaprina sea considerablemente menor que en los casos

donde no se utilizan metodologias para el control del agua.

e CALB produce el menor porcentaje relativo del producto deseado CPC
(16,9%), siendo las reacciones de hidrdlisis e hidrdlisis con posterior

esterificacion mucho mas importantes.

5.4. Evaluacidn de catalizadores: analisis de la composicidn final de CPC, CPP y CCC
La Figura 5.5 muestra el perfil de los tres triglicéridos principales que se encuentran en

el medio de reaccién: CCC, CPCy PPC.
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Figura 5.5. Principales triglicéridos sintetizados mediante la esterificacién de dicaprina con
acido palmitico empleando diversos catalizadores, tiempo de reaccién = 12 horas.

Varios puntos importantes se pueden destacar respecto a las tendencias que revela el
grafico cuando la reaccion fue detenida a las 12 horas:

e Para todas las lipasas estudiadas, la sintesis de CPC y CPP tienen perfiles

similares, siendo la cantidad de CPP formada mucho madas baja que la de

CPC, luego de 12 horas. Esto permite presumir que la generacién de CPP

esta relacionada con una reaccién en serie de hidrdlisis de CPC para generar
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CPG vy posterior esterificacion de la posicién sn-3 con P para dar el

triglicérido CPP.

El comportamiento de la sintesis de CCC es claramente diferente de las
tendencias observadas CPC y PPC. Hay dos posibles vias para la generacién
de CCC: la esterificacién de CGC con C en sn-2 por una lipasa no especifica
(que necesitaria la presencia de C en concentraciones competitivas para ser
esterificado antes que P) o la reaccidén en serie migracion de C desde sn-
1/sn-3 a sn-2 para producir GCC o CCG vy, finalmente, la esterificacion de
ellos con C en posicién sn-1 o sn-3. La reaccién de isomerizacién de sn-1 a
sn-2, como se mostré6 en el Capitulo 3, puede ser catalizada
enzimaticamente cada vez que un glicérido tiene un grupo hidroxilo en la
posicion sn-2. Teniendo en cuenta lo antes mencionado, la segunda via
pareceria la mas probable debido a las altas concentraciones iniciales de
CGC. Desde el comienzo de la reaccion, la migracién de C desde las
posiciones sn-1/sn-3 a sn-2 es una reaccion paralela a la esterificacion de P
y estas dos son reacciones paralelas a la hidrélisis de CGC. Como se mostrd
en la Figura 5.3 a mayores tiempos de reaccién la hidrdlisis de CCC se vuelve

importante con la consiguiente liberacion de C.

La presencia de estos triglicéridos en el producto final de reaccion permite elevar el

valor nutricional de la mezcla obtenida. Lee y coautores han informado sobre los

beneficios del consumo de triglicéridos compuestos por acidos grasos de cadena media

y acidos grasos de cadena larga en la misma molécula [12].
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5.5. Evaluacion de catalizadores: analisis de la composicion final de diglicéridos

La Figura 5.6 muestra la sintesis de CGP y el consumo de CGC para las lipasas
estudiadas, con fines comparativos también se presenta la formaciéon de CPP en el
mismo grafico. Cabe recordar que la denominaciéon CGP incluye los diglicéridos CGP,

PGC, CPG, PCG, GPCy GCP (ver pagina 143).

Las tendencias que se observan en la Figura 5.6 dan sustento a la propuesta
presentada en la seccién anterior, la existencia de la reaccion en serie:

CGC>CPC>CPG—>CPP.

Diferentes aplicaciones de diglicéridos en la industria alimentaria han sido
recientemente reportadas [31]. Los productos alimenticios mas importantes
conteniendo diglicéridos y, quizds los mas rentables, son los aceites de cocina
conteniendo una alta proporcién de DAG. Nishide y colaboradores han desarrollado un
aceite conteniendo entre 60 y 100% de DAG [32], el mismo ha sido desarrollado para
mejorar los niveles de colesterol en sangre, restringir la acumulacion de grasa corporal
y prevenir la adiposidad. Este aceite cuenta ademas con un contenido elevado de

antioxidantes y fitoesteroles.

149



30

25 A

20 -

=¢=CGC consumida

Consumo de CGC y sintesis de CGP y CPP (mg)

15 -
== CGP
CPP
10 -
\l
5 4
0 T T T T T T 1
. A ~ N v o S\
‘b(}, Q,(J\/ ‘b(J

Catalizadores

Figura 5.6. CGC consumido y CGP generado (se incluye la formacién de CPP con fines
comparativos) al llevar a cabo la esterificacién de dicaprina con acido palmitico por 12 horas
empleando diferentes catalizadores.

5.6. Evaluacidn de catalizadores: produccion de glicéridos con alto valor nutricional

Dada la composicion de la mezcla al finalizar la reaccién de esterificacion, en n-
heptano, un tratamiento con una solucién acuosa alcalina permite extraer el acido
caprico y palmitico presente. El producto final serd entonces una mezcla de alto valor
nutricional compuesta por TAG (CPC, CCC y CPP) y DAG (CGC, CGP). Un objetivo
importante es reducir al minimo la produccién de PGP y PPP. La digestién y el
metabolismo de acido palmitico en sn-1 y sn-3 posicidn se han correlacionado con

efectos adversos en los lactantes alimentados con sustitutos de leche [33].
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La literatura referida a triglicéridos de cadena media y larga (TCML) se ha vuelto cada
vez mas importante en los ultimos 10 afios. Como se ha mencionado previamente,
TCM y TCML son una fuente de energia de rdpida absorcién y desfavorecen la
acumulacién de grasa en los seres humanos [34]. Por esta razén es importante hacer
una clasificacion entre los “glicéridos deseables” y los llamados aqui “glicéridos
indeseables” (con alto contenido de P) a fin de encontrar el mejor biocatalizador en la
produccién de TCM y TCML (CPC, CCC, CPP) junto con diglicéridos de cadena media
(DCM, particularmente CGC) y diglicéridos de cadena media y larga (DCML, en
particular CGP). La Figura 5.7 muestra la distribucién de productos considerando todos
los compuestos presentes en la mezcla al finalizar la reaccién, y la Figura 5.8 presenta
la concentraciéon de la mezcla basada sdlo en el total de glicéridos deseables e

indeseables

60 -~

30 -
M Glicéridos deseados

20 A mC+P

Concentracion (% en peso)

M Glicéridos no deseados
10 -

Catalizadores

Figura 5.7. Concentracion de glicéridos deseados, indeseados y acidos grasos libres luego de
12 horas de reaccién con diferentes catalizadores.
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Figura 5.8. Concentracidn de triglicéridos, diglicéridos deseados y glicéridos no deseados luego
de 12 horas de reaccién con diferentes catalizadores y luego de separar los acidos grasos
libres.

En funcion de la informacién disponible en la literatura sobre el metabolismo de
triglicéridos estructurados [35], en el producto final C10:0 debe mantenerse
principalmente en posiciones sn-1 y sn-3 mientras que C16:0 debe mantenerse en una
alta proporcién en posicion sn-2 para ser facilmente disponibles a través del

metabolismo.

La férmula infantil comercialmente disponible como Betapol™, un TAG
interesterificado con C16:0 en la posicidn sn-2, favorece la absorcion de triglicéridos y
reduce las pérdidas de calcio. Otras grasas han sido disefiadas para ser pobremente

absorbidas y favorecer la pérdida de peso, tales como triglicéridos con composicién al
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azar conteniendo C18:0 y acidos grasos de cadena corta (C2:0 a C4:0). Salatrim™ o

Caprenin™ contienen acido caprilico, caprico y behénico.

En este estudio, con la excepcidn de CRL, y su bajo conversiéon de dicaprina, el
contenido de trigicéridos estructurados alcanzé valores comprendidos entre 53 a 63%
(% en peso), el contenido de diglicéridos estuvo entre 26 y 36% y los peores resultados
en la selectividad se obtuvieron con RML y CALB (con aproximadamente 10 y 15% de
productos no deseados respectivamente). Los mejores resultados se obtuvieron con

BCL empleando tamiz molecular 13X.

El metabolismo de los TAG implica el ataque de las posiciones sn-1y sn-3 de glicéridos
con C10:0 en estas posiciones, pero también el ataque de esas posiciones cuando
C16:0 se encuentra esterificado en ellas. El porcentaje de C10:0 y C16:0 liberado
después de la hidrélisis teniendo en cuenta la composicion final de la mezcla de
reaccién (sin los acidos grasos C y P, extraidos previamente con solucién alcalina) se
muestra en la Figura 5.9. Con este proceso de sintesis, el porcentaje en peso de C
potencialmente liberado por el metabolismo de esta mezcla fluctia entre 64 a 98% vy el
porcentaje de acido palmitico (no deseado) que potencialmente se podria liberar varia
entre 2 a 36% dependiendo del catalizador que se utilice para llevar a cabo la sintesis.
Bajo este analisis, los mejores catalizadores son las enzimas solubles PFL y BCL, esta
ultima en particular cuando se emplea con tamiz 13X. Finalmente los resultados

obtenidos con BCL-MONT también podrian ser aceptables.
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Figura 5.9. Acido caprico y palmitico potencialmente liberados durante el metabolismo de la
mezcla nutricional obtenida con cada catalizador. Comparacidn con el maximo porcentaje de
acido palmitico liberado durante la digestion de la grasa de leche materna humana (LMH).

Es importante el andlisis de la composiciéon de los sustitutos de grasas nutricionales
disponibles para evaluar las potenciales aplicaciones de la mezcla obtenida en este
estudio. La Tabla 5.5 muestra los principales sustitutos de las grasas dietéticas

comerciales [36-37].
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Tabla 5.5. Sustitutos comerciales de grasas alimentarias, usos y composicion de acidos grasos.
Comparacion con la mezcla nutricional obtenida en este capitulo.

Tipo de Nombre Aplicaciones Comentarios % AGCM® % AGCL® % AGCC"
sustituto Comercial
Triglicérido Benefat Industria Acidos Grasos Cortos C18:0 C2,C4
Estructurado (antes Alimentaria = acético, propidnico y
Salatrim)
Acidos Grasos Largos
= aceite
hidrogenado(canola,
soja, algodon)
Triglicérido Caprenin Caramelos C8-C10 (C22:0)
Estructurado (43-45)% (43-45%)
Triglicérido Bohenin Confeccion de C18:1-C20
Estructurado dulces
TCM Neobee C8-C10
Captrin C8-C10
Captex C8, C10 C18:2
Miglyol c8
(50-65%)
Cc10
(30-45%)
Aceite de Enova Aderezo para Discontinuado
DAG ensaladas
En este C10- Ci6 NO
estudio (64 298% ) (2-36%)

? AGCM = Acidos grasos de longitud de cadena media
® AGCL = Acidos grasos de longitud de cadena larga
¢ AGCC = Acidos grasos de longitud de cadena corta

En la Tabla 5.6 se presenta la distribucién de acidos grasos en triglicéridos

comunmente empleados en alimentacidn humana, mientras que en la Figura 5.10 se

presenta la concentracién de acido palmitico en la mezcla final y su concentracién en

la posicién sn-2.
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Tabla 5.6. Distribucién posicional de acidos grasos en triglicéridos alimentarios [38-39].

Acidos Grasos (% molar)

Fuente Posicion Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. a-
Miristico Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolenico
C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Aceite de 1 60 3 27 9 -
Palma 2 13 <1 68 18 -
3 72 8 14 3 -
Aceite de 1 13 3 72 10 1
Oliva 2 1 - 83 14 1
3 17 4 74 5 -
Aceite de 1 4 6 23 48 9
Soja 2 1 <1 22 70 7
3 13 6 28 45 9
Manteca ly3 4 80 10 5 -
de Karité 2 1 3 79 17 -
Manteca 1 34 50 12 1 1
de Cacao 2 2 2 87 9 -
3 37 53 9 <1 -
Grasa 1 1 10 30 51 6 -
Porcina 2 4 72 2 13 3 -
(extra 3 i i 7 23 8 )
muscular)
Carne 1 4 41 17 20 4 1
vacuna 2 9 17 9 41 5 1
(intra
muscular) 3 22 24 37 5 1
Leche de 1 11 36 15 21 1 -
vaca 2 20 33 6 14 3 -
3 7 10 4 15 <1 -
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Figura 5.10. Concentracion de acido palmitico presente en los glicéridos que componen la
mezcla nutricional y concentracién de este acido en posicion sn-2 de esos glicéridos.
Comparacion con la concentracién de acido palmitico en posicion sn-2 en la grasa de leche

vacuna [40].
La linea en la Figura 5.10 muestra la concentracidn de P en posicidn sn-2 en la leche de

vaca. RML y BCL inmovilizada lograron producir una mezcla que podria contener 47-

48% de P en sn-2.

De la Figura 5.10 se hace evidente que las tendencias que se registran para las mezclas
obtenidas con BCL sin tamiz molecular, RML y BCL sobre montmorillonita son similares.
Llevando a cabo la esterificaciéon con BCL con el agregado de tamiz 13X se logré una
alta proporcién de P en posicidn sn-2, sin embargo el porcentaje de acido palmitico en

la mezcla nutricional es bajo. Las mezclas finales obtenidas con CALB y CRL claramente
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no presentan comportamientos similares a otras. La mezcla nutricional obtenida en el
presente capitulo tiene mayor porcentaje de P en la posicion sn-2 que la grasa de leche
de vaca, y la fraccion molar de P en sn-2 se encuentra entre la correspondiente a la
grasa de leche de vaca (33%) y la de los triglicéridos porcinos (72%) y lejos de cualquier
féormula nutricional enriquecida con aceites vegetales (P en sn-2 para aceites vegetales

entre 1y 13%, ver Tabla 5.7).

5.7. Identificacion del acido graso esterificado en la posicion sn-2

Un aspecto sumamente importante en la sintesis de acilglicéridos estructurados es la
correcta identificacion del cido graso esterificado en la posicién sn-2. En primer lugar,
un cuidadoso andlisis de muestras se realizd por cromatografia de gases.
Posteriormente, metodologias tradicionales fueron evaluadas. La hidrdlisis de
glicéridos empleando lipasa de pancreas porcino [41,42] o la etandlisis catalizada por
Novozym 435 [43-45] son las metodologias mas ampliamente reportadas para la
identificacion de 4cidos grasos esterificados en posicidn sn-2. Ambas técnicas
permitirian la generacion de 2-monoglicéridos al liberar los acidos grasos esterificados

en posiciones sn-1y sn-3.

5.7.1. Identificacion de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol y 1,2-dicaproil-3-palmitoil
glicerol por cromatografia gaseosa

Dado que la columna empleada ha podido detectar isémeros de posicidn para el caso
de mono- y diglicéridos se planted la sintesis de 1,3-dicaproil-2-palmitoilglicerol (CPC) y
1,2-dicaproil-3-palmitoilglicerol (CCP) mediante la metodologia presentada en la

Seccion 2.2.2.6.
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La Figura 5.11 muestra dos cromatogramas correspondientes a la sintesis de CPC por

esterificacion de 2-monopalmitina con acido caprico.
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Figura 5.11. Sintesis de CPC por esterificacion de 2-monopalmitina con acido caprico catalizada
por Lipozyme RM IM. a) Inicio de la reaccién, b) 15 minutos de reaccién

Un grafico igual al presentado en la Figura 5.11 pero considerando la sintesis de CCP
mediante la esterificacion de 1,2-dicaprina con acido palmitico se muestra en la Figura
5.12. Finalmente, en un mismo grafico, se presentan los cromatogramas para los
productos de ambas reacciones (Figura 5.13). Donde se hace evidente que la columna

no es capaz de diferenciar estos isbmeros de posicion.
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Figura 5.12. Sintesis de CCP por esterificacidon de 1,2-dicaprina con acido palmitico catalizada
por Lipozyme RM IM. a) Inicio de la reaccién, b) 15 minutos de reaccion
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Figura 5.13. Cromatogramas para muestras del producto final de la reaccién de sintesis de CPC
y de CCP. Referencias: Negro: muestra con CPC, Rojo: muestra con CCP.
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Es evidente que la columna empleada sélo permite la diferenciacién de la posicion de
grupos OH y no de acidos grasos. De esta manera es posible diferenciar todos los
isdmeros de diglicéridos puros por ejemplo, los isdmeros de dicaprina, CCG CGC GCC.
Sin embargo, cuando se trata de diglicéridos estructurados sélo es posible la
diferenciacién de la posicién del grupo OH y no de los acidos grasos. El tiempo de

retencién de CPG y PCG es el mismo, de igual manera GPC y GCP.

5.7.2. Identificacion de acido graso esterificado en posicidon sn-2 mediante hidrdlisis
con lipasa de pancreas porcino

La hidrdlisis de glicéridos con lipasa de pancreas porcino (PPL) se llevé a cabo como se
indica en la Seccién 2.2.2.7. En la Figura 5.14 se presentan los cromatogramas de la

muestra de glicéridos iniciales y los productos de la hidrélisis.

C ccc
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P cCcG CPG
CPP
GP
GCG CGC
CGG PGP
PGG PPG
GGG | GPG, | GCC || L M._l L
10 11 1 1 14 15 16 1 18 19 21
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Figura 5.14. Cromatogramas correspondientes a la mezcla nutricional (Negro) y al producto de
la hidrdlisis de la misma con PPL (Azul).
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Varios aspectos importantes pueden destacarse de la Figura 5.14. Se observa una alta
proporcién de 2-monocaprina y 1,2-dicaprina, probablemente generada a partir de
hidrolisis de tricaprina presente en la mezcla nutricional. Por otro lado, la mayor
proporciéon de acido caprico que de acido palmitico liberado, indica que C se encuentra
mayoritariamente en posiciones sn-1 y sn-3 y P se encuentra en menor proporcién en
estas posiciones. El incremento de CPG indica que una alta proporciéon de P se
encuentra en la posicion sn-2 y que la hidrdlisis de la posicidn sn-3 es mas factible que
la de la posicion sn-1. Finalmente la presencia de 1-monopalmitina, 1-monocaprina y
glicerol sélo pueden explicarse en término de la reaccidon de migracion de acilos ya que
la lipasa de pancreas porcino ha sido ampliamente reconocida como 1,3-especifica

[46].

El empleo de PPL para la identificacion de acidos grasos en la posicidon sn-2 se
encuentra limitado por la ocurrencia de la reaccién de migracién de acilos. La
proporciéon de 2-monopalmitina generada es considerablemente baja ya que la
hidrdlisis de la posicidn sn-1 resulta mas dificil que la de la posicién sn-3, por lo cual la
hidrdlisis de 1,2-DAG es compleja, en especial por la preferencia de PPL por acidos
grasos de cadena corta [46]. Aumentar el tiempo de reaccion para favorecer la

hidrdlisis de diglicéridos también favoreceria la migracion de acilos de sn-2 a sn-1.

5.7.3. Identificacion de acido graso esterificado en posicidn sn-2 mediante etandlisis
con Novozym 435.
La etandlisis de glicéridos catalizada por Novozym 435 se llevé a cabo como se indica

en la Seccién 2.2.2.8. En la Figura 5.15 se presentan los cromatogramas
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correspondientes a la muestra de glicéridos iniciales y los productos generados por la

etandlisis de la misma.

Coincidiendo con lo observado durante la hidrélisis realizada con PPL, la presencia de
1-monocaprina, 1-monopalmitina y glicerol sélo puede explicarse en base a la reaccidn
de migracidén de acilos. Aun a tiempos cortos y baja temperatura la migracion de acilos
fue importante lo que impide la correcta determinacién del porcentaje de dacido

palmitico esterificado en sn-2.
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Figura 5.15. Cromatogramas correspondientes a la mezcla nutricional (Negro) y al producto de
la etandlisis de la misma con Novozym 435 (Azul).
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5.8 Resultado del andlisis de muestras por resonancia magnética nuclear
La preparacion de las muestras y la obtencién de los espectros de resonancia
magnética nuclear (RMN) fueron realizadas con la colaboraciéon del Dr. Raul Garay

siguiendo la metodologia descripta en la Seccién 2.2.2.9.

El andlisis por *C RMN para triglicéridos muestra dos conjuntos de resonancias para
los carbonos carbonilicos. El conjunto de alta frecuencia incluye las cadenas
esterificados en posiciones sn-1(3) del glicerol, mientras que el set de baja frecuencia
incluye las cadenas que se ubican en la posiciéon sn-2. En particular, las sefiales de los
carbonos carbonilicos ubicadas en posiciones sn-1/3 se desplazan en
aproximadamente 0,42 ppm a mayor frecuencia que las de los carbonilos de la

posiciéon sn-2 del glicerol.

Dentro de cada conjunto de sefiales, la correspondiente a acidos grasos saturados,
oleico y linoleico aparecen de mayor a menor frecuencia en ese orden, de acuerdo con

las asignaciones sobre la base de modelos sintéticos de triglicéridos.

La espectroscopia de triglicéridos por RMN **C de alta resolucion por el andlisis de
carbonos carbonilicos ha permitido el estudio de la distribucion posicional de acidos
grasos en los TAG. Fue introducida como un nuevo método analitico para detectar la
adulteracion de aceites de oliva virgenes con aceites sintéticos esterificados. En estos
aceites, que deben mostrar una distribucion aleatoria de 4acidos grasos entre
posiciones de glicerol (una distribucién aleatoria predice que el 33,3% de cada acido

graso se encuentra la posicién sn-2), los porcentajes de cadenas saturadas en la
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posicidn sn-2 fueron mas altos que el valor maximo de 1,3% encontrado en un aceite
de oliva virgen extra donde las cadenas saturadas estdn esterificadas

predominantemente en las posiciones sn-1/sn-3 [47].

La resonancia de carbonos carbonilicos fue utilizada para estudiar la estructura
molecular de los triglicéridos de aceites de oliva monovarietal. Las resonancias
integradas de cadenas de carbonilo saturado, oleilo y linoleilo fueron empleadas para
llevar a cabo el andlisis regioespecifico de los triglicéridos mediante el calculo de la
composicion total, la distribucidn entre las posiciones sn-1/sn-3 y la posicién sn-2 del
glicerol y la especificidad hacia la posicién sn-2 del glicerol de acidos grasos con

insaturaciones.

La Figura 5.16 muestra la distribucidn de los picos en el espectro de 13C RMN para un

aceite de oliva que contiene acidos grasos saturados (S), oleico (O) y linoleico (L)

O
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Figura 5.16. Region de carbono carbonilico (172-174 ppm) del espectro de **C a 300 MHz de
una muestra de aceite de oliva. Se indican las resonancias de cadenas saturadas (S), oleil (O) y
linoleil esterificadas en posiciones sn-1/sn-3 y sn-2 [47].
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El espectro de RMN de B3¢ de una muestra de aceite de oliva contiene las resonancias
de carbonos de la fraccidn de triglicéridos del aceite de oliva, es decir, las resonancias
de acidos grasos. Las resonancias de carbono-13 se agrupan en cuatro conjuntos de
sefiales: carbonos carbonilicos de 172 a 174 ppm, dtomos de carbono insaturados en el
intervalo de 124 a 134 ppm, carbonos del esqueleto de glicerol de 60 a 72 ppm vy

carbonos alifaticos de 10 a 35 ppm.

Se analizaron las siguientes muestras, tanto por RMN *H como por RMN *C:

e Tripalmitina patrén (PPP), comercial.

e Mezcla de 1,3-dicaprina (CGC) con 1,2-dicaprina (CCG), caracterizada por
cromatografia gaseosa.

e Mezcla de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol (CPC) y 1,2-dicaproil-3-palmitoil
glicerol (CCP) de la segunda etapa de obtencién de triglicéridos
estructurados MLM.

e Mezcla de CGC y CCG esterificada con acido oleico (O) para generar COCy

CCO.

Del andlisis preliminar de la literatura consultada resulté evidente que la RMN de 'H
puede indicarnos la presencia de insaturaciones en los triglicéridos. Esto es, en
presencia de un acido graso insaturado, podia confirmarse la incorporaciéon del mismo
al triglicérido por la aparicion de sefiales caracteristicas de hidrégeno asociado al
carbono etilénico (resonancia a 5.2-5.5 ppm). Como el objetivo especifico era
encontrar una técnica que nos permitiera analizar la incorporacion de un acido graso

de cadena larga en la posicién sn-2, en primer lugar los estudios por RMN de *H no
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fueron concluyentes en ese sentido. Siendo P y C saturados, es muy dificil poder

diferenciar en funcién al largo de cadena los distintos acidos grasos incorporados.

5.8.1. Resonancia magnética nuclear de tripalmitina

Los espectros de RMN para tripalmitina (PPP) se presentan a continuacién. En la Figura

5.17 se muestra el espectro de 'H.
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Figura 5.17. Espectro de RMN de 'H de tripalmitina.
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Figura 5.18. Espectro de RMN de *C de tripalmitina.
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Figura 5.19. Espectro de RMN de *C de tripalmitina, zona de carbonos carbonilicos.

168



La Figura 5.19 muestra el espectro de B3¢ de tripalmitina en la regién de carbonos
carbonilicos, tal espectro es sélo cualitativo ya que aun contiene el efecto nuclear
Overhauser (descripto en la Seccion 2.2.2.9.1). Esta zona (172 a 174 ppm) es la mas
importante para poder detectar diferencias en la posicidn sn-2. Para PPP, las sefales
del carbonilo del acido palmitico en las posiciones sn-1 y sn-3 aparecen en 173.45,
mientras que la seiial del carbonilo correspondiente al acido palmitico en sn-2 aparece

en 173.03.

5.8.2. Resonancia magnética nuclear de CGC y CCG
La muestra analizada contiene no sélo diglicéridos sino también una fraccion menor de
tricaprina. En la Figura 5.20 se presenta el espectro de H para esta muestra, mientras

que en las Figuras 5.21, 5.22 y 5.23 se muestran los espectros de B,
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1 {pam)
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Figura 5.20. Espectro de RMN de 'H de CGC y CCG.

169



174.03
173.89
173.57

{

Region de carbonos carbonilicos

T T T T T

I‘;':l I.:‘U '.;E‘ J}.O I.rEU 140 JIB’:I I.rZU '..!.ﬂ J'I:(‘ 9’0 ;U el &0 50 40 0 20 a
Desplazamiento quimico (ppm)
. 13
Figura 5.21. Espectro de RMN de ~C de CGCy CCG.
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Figura 5.22. Espectro de RMN de **C de CGC y CCG mostrando la regién de carbonos

carbonilicos.
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En la Figura 5.23 se presenta una ampliacion aun mayor de la zona de carbonilos y

donde se han suprimido los efectos Overhauser, lo que permite la cuantificacion.
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Figura 5.23. Espectro de RMN de C de CGC y CCG ampliacién de la regiéon de carbonos
carbonilicos.

La muestra analizada contenia 63% de CGC, 33 % de CCG(GCC) y 4 % del triglicérido
CCC. En la Figura 5.21 se detectan picos a 173.45 ppm correspondientes a los
carbonilos de acido caprico (C) esterificado en posiciones sn-1 y sn-3, mientas que a
173.03 se detecta el pico correspondiente al carbonilo de C esterificado en posicion sn-
2. Estos resultados confirman que con la técnica empleada, bajo estas condiciones, el

equipo no posee la capacidad de discriminar entre acido cdprico y acido palmitico.
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El pico detectado a 173.59 ppm es asignable al carbonilo de C en posicidn sn-2 en
CCG(GCC), mientras que el pico en 173.89 ppm se asigna a C esterificado en sn-1 en
CCG o en sn-3 de GCC. Finalmente en 174.04 ppm, aparece el pico correspondiente a

carbonilos de acido céprico esterificado en posiciones sn-1/sn-3 de 1,3-dicaprina.

5.8.3. Resonancia magnética nuclear de CPCy CCP

Los triglicéridos CPC y CCP fueron obtenidos por esterificacion de la muestra
conteniendo CGC y CCG. En la Figura 5.24 se presenta el espectro de 'H
correspondiente a estos TAG, donde se observan la resonancia de las H del glicerol y

no se detectan protones oleofinicos (como es de esperar).

B e
50 4.5 4.0 1.5 1.0
1 [Py
Resonancia de protones del glicerol

o

= : : : ; 7 3 3 T 7 T T T T : - v 7 T T T
85 %p &5 B0 A5 70 G5 G0 55 50 45 40 3% A0 25 &0 L5 LD 65 60 0§
Desplazamiento quimico [ppm)

Figura 5.24. Espectro de RMN de 'H de CPCy CCP.
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Figura 5.25. Espectro de RMN de *C de CPCy CCP.
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Figura 5.26. Espectro de RMN de **C de CPC y CCP, regién de carbonos carbonilicos
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Los picos detectados a 173.87 ppm y 174.01 ppm son asignables a diglicéridos
remanentes (1,3 y 1,2 DAG). Dos picos bien diferenciados aparecen a 173.40 ppm (sn-
1/sn-3) y 172.99 ppm (sn-2). En este caso no es posible determinar si la posicion sn-2

se encuentra esterificada con acido caprico o palmitico.

En funcion a los resultados hasta aqui presentados, resulta claro que la técnica no
puede contribuir en la diferenciacion de acidos grasos saturados de distinta longitud
de cadena esterificados en posicidn sn-2 de triglicéridos. Esto se confirmé al realizar la
sintesis de CCP desde CCG, en donde el Unico pico que no aparece en relacion al ultimo

espectro presentado es el ubicado a 174.04 ppm (espectro no mostrado).

Teniendo en cuenta que el método puede discriminar entre acidos grasos saturados e
insaturados, se considerd el andlisis de una mezcla de triglicéridos obtenida por

esterificacion de dicaprina (mayoritariamente CGC) con acido oleico.

5.8.4. Resonancia magnética nuclear de COCy CCO

La muestra a analizar fue obtenida por esterificacién de dicaprina, conteniendo 80% de
CGC y 20% de CCG, con &cido oleico. En la Figura 5.27 se presenta el espectro de *H
correspondiente a esta muestra en donde se detecta la presencia de hidrdgenos

oleofinicos
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Figura 5.27. Espectro de RMN de *H de COC y CCO.

La presencia de los picos en la zona de comprendida entre 5.2 a 5.5 ppm en el espectro
de RMN de *H permite confirmar la incorporacién de acido oleico en el triglicérido ya
qgue los protones olefinicos -CH=CH- de 4cidos grasos insaturados con intensidad

media en esta zona [47].
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Figura 5.28. Espectro de RMN de **C de COCy CCO.
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Figura 5.29. Espectro de RMN de *C de COC y CCO, regién de carbonos carbonilicos.

A parte de los picos a 173.0 ppm, 173.39 ppm, 173.42 ppm y 174.03 ppm en esta
muestra, en la zona de 172 a 174 ppm en el espectro de RMN de 3¢, fue posible

detectar:

e unhombroen 172.97
e unpicoen173.54

e unpicoen173.9

e unpicoen 173.98

Uno de los puntos mas importantes es correlacionar estos datos con resultados de la

cromatografia gaseosa asociados, que se muestran en la Tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Composicién de la mezcla en la esterificacidon de dicaprina con acido oleico.

Reactivos y Muestra
productos (umoles)

Inicial Final
C 0.30 6.00
CGG 0 0
0 19.5 14.92
0GG 0 0
GOG 0 0
CCG 4.10 0.96
CGC 15.33 2.79
GCC 0.07 0.59
CGO 0 2.29
CPG 0 0
CcC 1.68 4.83
00G 0 0
OGO 0 0.49
COC (CCO) 0 4.13
Ccoo 0 0

En funcién a los resultados de la cromatografia gaseosa se observa que se han
detectado:
e Diglicéridos : CCG-GCC, CGC remanentes; CGO y OGO (en bajas cantidades)

e Triglicéridos: CCC, COC(CCO)

El pico en 173.59 ppm es asignable a C esterificado en sn-2 en CCG, mientras que el
pico en 173.9 ppm se asigna a C esterificado en sn-1 en CCG. Finalmente en 174.03
ppm, aparece el pico correspondiente a acido cdprico esterificado en posiciones sn-

1/sn-3 en CGC.

El pico en 173.45 ppm es atribuible al 4cido céprico esterificado en posiciones sn-1/sn-
3 de tricaprina con contribucidn del acido caprico en posicion sn-1 de CCO, mientras
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que el pico en 173 ppm corresponde al carbonilo del dcido caprico esterificado en
posicién sn-2 de CCC con contribuciones del carbonilo de C en sn-2 de CCO. El hombro
detectado en 172.97 ppm es asignable al carbonilo del 4cido oleico esterificado en sn-2

en COC.

El pico en 173.39 se asigna a una contribucién del carbonilo del acido oleico en
posicion sn-3 de CCO y de los carbonilos de C en posiciones sn-1/sn-3 en COC. El pico
en 173.98 ppm es asignable al carbonilo en sn-1 en CGO y el de 173.54 ppm al

carbonilo en posicion sn-2 en CCG. El pico en 173.89 se asigna a C en sn-1 en CGO.

En el rango comprendido entre 124 y 134 ppm, del espectro de 13C de RMN, de la
muestra conteniendo COC y CCO aparecen los picos pertenecientes a los carbonos
olefinicos del acido oleico, confirmando nuevamente la incorporaciéon del mismo en el

triglicérido final.

El objetivo del empleo de esta técnica fue hallar un método no destructivo para
estudiar y caracterizar triglicéridos debido a las dificultades encontradas en el empleo
de técnicas convencionales, como hidrélisis o etandlisis regioespecificas de
triglicéridos. El principal problema estd asociado con existencia de migracién de acilos,
aun a tiempos cortos de reaccién. Fue evidente que la técnica no permite diferenciar
entre acidos grasos saturados de distinta longitud (diferencias entre Cy P) en esta zona
especifica del espectro. Pero es posible emplearla para estudiar el impacto de
saturados frente a insaturados o poliinsaturados, tal como se ha descripto en la

literatura, e incluso determinar la incorporacién de un grupo insaturado en la posicidn
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sn-2 del glicerol, aun en mezclas que incluyen un triglicérido saturado como tricaprina

(CCC).

La reaccién de incorporacién de acido oleico es mucho mas lenta que la de acido
palmitico, tanto en posicion sn-3 como en posicién sn-2. La propuesta aqui fue
confirmar la presencia de acido oleico en posicién sn-2. Esto permitiria suponer una
alta incorporacidon de acido palmitico en posicién sn-2 dado que la produccién de
triglicérido estructurado es considerablemente mayor en menores tiempos. Se
esperaria entonces que la relacién CGC a CCG en el material de partida se mantenga en
los triglicéridos obtenidos (es decir la relacion CPC a CCP), o cambie muy poco, dado
que a elevadas relaciones molares relativas de acido palmitico se minimizan reacciones

secundarias (como se vera en el Capitulo 7).

Se plantea continuar con este trabajo para lograr un estudio exhaustivo por RMN

13¢/*H de sistemas modelos de triglicéridos estructurados.

Es importante entonces considerar que, la forma de optimizar la reaccién es maximizar
la proporcion de 1,3 diglicérido de la mezcla inicial y llevar a cabo la reaccion con la
mayor relaciéon de acido palmitico a sustrato que sea posible. De esta forma, aunque
primero se esterifique CCG, la reacciéon favorecida en segunda lugar sera la formacién

de CPC antes que la hidrdlisis.
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5.9. Conclusiones
En el presente capitulo se evaluaron diferentes lipasas, en forma libre o inmovilizada,
para llevar a cabo la esterificacion de 1,3-dicaprina con acido palmitico en un medio

con solvente orgdnico obteniendo conversiones de dicaprina de entre el 19 y el 84%.

La reaccidn de hidrdlisis redujo el rendimiento a glicéridos con alto valor nutricional.
Por esta razén, diferentes técnicas para el control del agua en el medio de reaccion
fueron evaluadas. Si bien se registraron mejoras en la composiciéon de la mezcla final

obtenida, la conversién y el rendimiento se redujeron considerablemente.

Se llevd a cabo la inmovilizacion de la lipasa de Burkholderia cepacia sobre
polipropileno y sobre montmorillonita. En el primer caso, el catalizador obtenido
resulté de facil manipulacion y separacion del medio de reaccion pero los valores de
conversion y rendimiento no fueron satisfactorios. La inmovilizacién sobre
montmorillonita generd un catalizador con muy buena actividad, sin embargo el
pequefio tamano de particula del sdlido lo vuelve inviable desde el punto de vista

practico y por ello no se utilizé.

Todos los catalizadores fueron evaluados en funcidon de la composicion de la mezcla
final obtenida por la esterificacion de dicaprina (principalmente 1,3-dicaprina) con
acido palmitico. Varios de ellos resultaron sumamente interesantes para sintetizar una
mezcla que actle como sustituto de grasas compuesta mayoritariamente por TCM,
TCML, 1,3-DAG de cadena media y 1,3-DAG de cadena media y larga, con bajas o nulas

proporciones de dipalmitina y tripalmitina.
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Con la técnica cromatografica empleada no fue posible diferenciar isémeros de
triglicéridos estructurados. Las metodologias tradicionales para la identificacién del
acido graso esterificado en la posicién sn-2 permitieron observar una alta proporcion
de acido palmitico esterificado en posiciéon sn-2 en forma cualitativa. Sin embargo la
baja velocidad de reaccién y la ocurrencia de migracién de acilos limitan la
aplicabilidad de estas técnicas para cuantificar correctamente el porcentaje de P en sn-
2. Se exploré el uso de RMN como herramienta adicional de caracterizacién de

productos y se planea continuar con el desarrollo de la misma.
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6. ESTUDIO DE LA REACCION DE MIGRACION DE ACILOS DURANTE LA ETANOLISIS DE

TRIGLICERIDOS CATALIZADA POR NOVOZYM 435

6.1. Introduccién

La reaccién de migracidn de acilos afecta no sélo a la sintesis de diglicéridos
especificos, como fue presentado en el Capitulo 3, sino que también afecta a las
reacciones que permiten evaluar acidos grasos en la posiciéon sn-2 en triglicéridos
como se mostré en el Capitulo 5. Es evidente entonces que la migracion de acilos es
una reaccién que requiere un estudio detallado, especialmente cuando esta presente

en reacciones sumamente estudiadas.

Las reacciones de etandlisis de triglicéridos catalizadas por enzimas han sido
ampliamente estudiadas en los ultimos afios para la produccién de biodiesel usando
un alcohol de cadena corta que se puede obtener sin tener que recurrir a los
combustibles fdsiles [1-6]. El objetivo de esta reaccidn puede ser también la
generacion de acilglicéridos (mono- y diglicéridos especificos) [7-9], o para la sintesis

de ésteres de etilo utilizado en diferentes aplicaciones industriales [10].

Sin embargo, no se ha dado la debida consideracién a la reaccion de migracién de
acilos que ocurre durante la etandlisis. Esta reaccidn es responsable de la generacién
de isdbmeros no deseados durante la sintesis de acilglicéridos [11-12]. A su vez, es una
reaccion deseada durante la produccién de biodiesel, porque la mayoria de las lipasas
empleadas en este proceso de sintesis son especificas por alguna posicidon del

esqueleto de glicerol [13-15]. De no existir la migracién de acilo, los rendimientos a
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biodiesel no superarian el 66 % y las concentraciones de monoglicéridos serian

elevadas.

En este capitulo se estudian los principales factores que afectan a la reaccion de la
migracion de acilo durante el etandlisis de triglicéridos. Se analizdé el tiempo de
reaccion, la longitud de cadena del acido graso saturado en el triglicérido y la carga
biocatalizador. También se estudi® cédmo la presencia de insaturaciones en el
triglicérido afecta a esta reaccion. Comprender cdmo estos factores influyen en la
migracion de acilo permitiria minimizar o maximizar esta reaccién de acuerdo con el

producto de interés.

6.2. Identificacion de productos

Los productos esperados de la etandlisis enzimatica de triglicéridos catalizadas por
Novozym 435 fueron 1,2-diglicérido (1,2-DAG), 2,3-diglicérido (2,3-DAG), 2-
monoglicérido (2-MAG) vy el éster etilico del acido graso (Et). La migracion de acilos
permite la obtencién de otro isémero de diglicérido (1,3-diglicérido (1,3-DAG)) y dos

isdmeros de monoglicérido: 1-monoglicérido (1-MAG) y 3-monoglicérido (3-MAG).

La columna capilar utilizada en este estudio permite la diferenciaciéon entre los
isdmeros de posicién con la presencia de grupos hidroxilo. La Figura 6.2 presenta un
cromatograma tipico de la etandlisis de tripalmitina, mostrando los reactivos y

productos de reaccion.
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En la Figura 6.1, a modo de recordatorio, se esquematiza la primera etapa de la

reaccion de etandlisis de triglicéridos cataliza por lipasas.

+ CH;CH, OH

J I
O
H O
N 7
T d
R—C—D—|2— +  CHyCH;0 R
HMJiD—H
H

Figura 6.1. Representacion de la primera etapa de la etandlisis de triglicéridos catalizada por
lipasas.

Luego, en una segunda etapa, reacciona el grupo acilo del 1,2-DAG y genera 2-MAG

con una lipasa 1,3 especifica.
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Figura 6.2. Cromatograma tipico de los reactivos y productos de reaccién en la etandlisis
enzimatica de tripalmitina utilizando Novozym 435. GGG = glicerol, EtP = etil palmitato, GPG =
2-monopalmitina, PGG = 1-monopalmitina, PPG = 1,2-dipalmitina, PGP = 1,3-dipalmitina, PPP =
tripalmitina y El = estandar de calibracidn interna (tricaprilina). Condiciones experimentales del
ensayo catalitico: tripalmitina: 100 mg, etanol: 2 mL, temperatura: 60 °C, enzima: 20 mg,
tiempo de reaccién: 60 min.

Este cromatograma tipico muestra que los productos mayoritarios son, a los 60
minutos, el DAG PPG y el MAG GPG. Se supone que, con una enzima 1,3 especifica,

PGP y PGG se generan por isomerizacién de acilo.

6.3. Reaccion de migracidon de acilos

La lipasa B de Candida antarctica (CALB) ha sido reportada como una lipasa 1,3-
especifica en reacciones de alcohdlisis [16-21], de modo que para la etandlisis de
triglicéridos se esperaria obtener 1,2- y 2,3-diglicéridos y 2-monoglicéridos. Sin
embargo, como se observa en la Figura 6.1, se obtuvieron 1,3-DAG, 1-MAG e incluso
glicerol (GGG). Como se menciond anteriormente, la formacion de estos glicéridos y
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glicerol puede explicarse en términos de la reaccién de migracion de acilo. La
migracion observada en este trabajo se produjo principalmente de la posicion sn-2 a
posicién sn-3, y en menor medida, de sn-2 a sn-1. Estas reacciones han sido

consideradas como termodindmicamente mas favorecidas [22].

Un mecanismo para la etandlisis de triglicéridos catalizada por Novozym 465 se

muestra en la Figura 6.3. La flecha gris indica la ruta de reaccién si la migracion de acilo

no ocurriera.

. p— . OH
Etandlisis Etanalisis
R «——— MR +——— R
Transesterificacion Transesterificacio
R —OH OH
Triglicerido 1,2-Diacilglicerol 2-Monoacilglicerol
—OH Iy
=R
— R
2,3-Diacilglicerol
Migracion Migracion
de acilo de acilo
v v
—R — R OH
Etanolisis Etandlisis
_— —
—0H —OH H
i ransesterificacion Transesterificacio
R —OH H
1,3-Diacilglicerol 1-Monoacilglicerol Glicerol
—=0OH OH
Ethanolisis
e
—OH OH
Transesterificacion
—R OH
3-Monoacilglicerol Glicerol

Figura 6.3. Esquema de la etandlisis de triglicéridos catalizada por Novozym 435.
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6.4. Importancia del analisis de las muestras

Dado que la migracion de acilos de la posicidon sn-2 a sn-1 o sn-3 es una reaccién
relativamente rapida, las muestras se deben almacenar el menor tiempo posible. La
migracion de acilo se ha observado en las muestras almacenadas a -20 °C por 24-48 h,

sobre todo en condiciones iniciales alejadas del equilibrio.

En la Figura 6.4 se muestran dos cromatogramas obtenidos para las muestras de
reaccion de etandlisis de tricaprilina catalizada con 20 mg de Novozym 435 durante 90
minutos. En trazo negro se presenta el resultado del andlisis cromatografico de la
muestra al finalizar la reaccién, y en rojo para la misma muestra después de 48 h de

almacenamiento a -20 °C.

>| / 1,2-DAG

1 /N

T ot D U U T R DO s

EE [\ 2-MAG
El |

Figura 6.4. Cromatogramas para evaluar migracion de acilo durante el almacenamiento. En
negro la muestra al finalizar la reaccién y en rojo la muestra luego de 48 h de almacenamiento
a-20°C.
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Como se puede observar, la migracion de acilo puede ocurrir finalizada la reacciéon
incluso a temperaturas considerablemente bajas. Es por ello que las muestras deben
ser analizadas en el menor tiempo posible para evitar que la migracién de acilo se

produzca durante el almacenamiento de las muestras.

6.5. Efecto de las variables sobre las respuestas estudiadas y modelos de ajuste

Los experimentos se llevaron a cabo en las condiciones presentadas en la Seccién
2.2.3.1. Los factores estudiados y las respuestas medidas se presentan en las Tablas 6.1
y 6.2 para el disefio experimental 1 (DE1l) y el disefio experimental 2 (DE2),
respectivamente. Los resultados de los modelos obtenidos para cada variable de
respuesta se analizan en detalle en las siguientes secciones. Las respuestas se

ajustaron utilizando modelos de segundo orden como muestra la Ec. 6.1:

Rta.= Ag+ A;L + A,T + A3C + ALLT + AGLC + AgTC + A;L? + AgT? + AgC? (6.1)

donde L es la masa de la lipasa, T es el tiempo de reaccion, y C la longitud de cadena de

los acidos grasos que constituyen el triglicérido.

Esta ecuacién fue refinada para cada respuesta usando una seleccidon decreciente por

pasos realizando la prueba del valor-F tal como se explicd en la Seccién 3.5.
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Tabla 6.1. Factores evaluados y respuestas obtenidad en la etandlisis de triglicéridos catalizada
por Novozym 435 de acuerdo al disefio experimenta 1 (DE1).

Factores Variables de respuesta
experimentales

L T C | Xme (%) 1,2-DAG" 1,3-DAG" 2-MAG® 1-MAG® FAEE’ GGG’
1.0 1.0 0.0] 65.00 26.68 0.00 8.46 0.07 45.03 0.52
1.0 -1.0 0.0| 42.18 22.64 0.43 3.69 0.17 33.54 1.10
0.0 10 10| 26.88 15.20 0.39 2.59 0.65 25.68 1.15
-1.0 1.0 0.0] 29.09 19.95 0.00 1.97 0.10 23.74 0.16
0.0 0.0 0.0 29.93 22.97 0.00 0.09 0.00 22.96 0.00
-1.0 -1.0 0.0| 8.28 7.35 0.00 0.28 0.02 7.61  0.00
0.0 -1.0 10| 14.34 9.02 0.70 1.11 0.54 15.94 0.69
0.0 00 0.0] 27.87 21.48 0.00 0.10 0.00 22.59 0.00
1.0 0.0 1.0| 297 15.81 0.82 2.79 0.69 27.71 136
0.0 0.0 0.0] 29.44 22.74 0.00 0.13 0.00 22.31 0.00
-1.0 0.0 -1.0] 8.27 6.83 0.00 0.22 0.07 8.72 0.44
1.0 0.0 -1.0| 43.28 25.40 0.00 3.07 0.29 3293 0.27
0.0 -1.0 -1.0| 13.37 10.87 0.00 0.47 0.10 12.72 0.24
-1.0 0.0 1.0] 9.11 5.83 0.89 0.65 0.52 9.28 0.37
0.0 10 -1.0| 37.47 23.47 0.00 2.33 0.26 29.61 0.32

®Porcentaje molar respecto al total de compuestos presentes en la muestra de reaccién
L = masa de biocatalizador (1=20mg,0=12.5mgy -1 =5mg)

T =tiempo de reaccion (1 =90 min, 0 = 60 miny -1 = 30 min)

C = longitud de cadena del triglicérido (1 = larga, 0 = media y -1 = corta)
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Tabla 6.2. Factores evaluados y respuestas obtenidas en la etandlisis de triglicéridos catalizada
por Novozym 435 de acuerdo al disefio experimenta 2 (DE2)

Factores Variables de respuesta
experimentales

L T C | Xme (%) 1,2-DAG* 1,3-DAG" 2-MAG® 1-MAG® FAEE’ GGG’
1.0 1.0 0.0] 65.00 26.68 0.00 8.46 0.07 45.03 0.52
1.0 -1.0 0.0] 42.18 22.64 0.43 3.69 0.17 33.54 1.10
0.0 10 10| 9.28 7.17 0.00 0.12 0.00 10.66 0.00
-1.0 1.0 0.0] 29.09 19.95 0.00 1.97 0.10 23.74 0.16
0.0 00 0.0] 29.93 22.97 0.00 0.09 0.00 2296 0.00
-1.0 -1.0 0.0| 8.28 7.35 0.00 0.28 0.02 7.61  0.00
0.0 -1.0 10| 252 1.61 0.00 0.32 0.00 5.59  0.00
0.0 0.0 0.0] 27.87 21.48 0.00 0.10 0.00 22.59 0.00
1.0 0.0 1.0]| 15.18 11.21 0.12 0.98 0.23 15.34 0.32
0.0 0.0 0.0] 29.44 22.74 0.00 0.13 0.00 22.31 0.00
-1.0 0.0 -1.0] 827 6.83 0.00 0.22 0.07 8.72 044
1.0 0.0 -1.0] 43.28 25.40 0.00 3.07 0.29 3293 0.27
0.0 -1.0 -1.0| 13.37 10.87 0.00 0.47 0.1 12.72  0.24
-1.0 0.0 10| 0.94 0.55 0.00 0.31 0.00 1.72  0.00
0.0 10 -1.0| 37.47 23.47 0.00 2.33 0.26 29.61 0.32

®Porcentaje molar respecto al total de compuestos presentes en la muestra de reaccién
L = masa de biocatalizador (1 =20 mg,0=12.5mgy -1 =5 mg)

T =tiempo de reaccion (1 =90 min, 0 = 60 miny -1 = 30 min)

C = longitud de cadena del triglicérido (1 = larga con insaturacién, 0 = media y -1 = corta)

Cabe recordar que los triglicéridos de la tabla 6.1 son triacetina (corto), tricaprilina

(medio) y tripalmitina (largo). Mientras que los correspondientes a la tabla 2 son

triacetina (corto), tricaprilina (medio) y trioleina (largo con insaturacion)
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6.5.1 Conversion del triglicérido

El incremento en la carga biocatalizador y del tiempo de reaccién favorecieron la
conversion de triglicéridos. Por otro lado, el aumento de la longitud de la cadena de los
acidos grasos que constituyen los triglicéridos tuvo un efecto negativo sobre esta
respuesta. En principio se supuso que existian factores estéricos que afectan el
ingreso de triglicéridos de cadenas largas al sitio activo de CALB. Este fendmeno le

confiere a esta lipasa marcada preferencia por acidos grasos de cadena corta.

La Ecuacién 6.2 describe el comportamiento de la conversidn de triglicéridos cuando la
etandlisis se llevd a cabo considerando solamente triglicéridos saturados (DE1), y se

obtuvo después de realizar la seleccion por etapas como se describié anteriormente:

Xrag = 29.1 4 15.7L + 10.0T — 2.79C — 9.81C? + 3.74T? + 3.3212 — 3.61LC — 2.89TC (6.2)

Dado que el valor-p fue inferior a 0.05, hubo una relacidon estadisticamente
significativa entre las variables y la respuesta con un nivel de confianza superior al
95.0%. Este criterio fue aplicado a todos los modelos que se presentan en este
capitulo. El coeficiente de determinacién R? indicé que este modelo puede explicar

98.96% de la variacion en la conversién de triglicéridos.

Cuando se considera la presencia de una insaturacion (DE2), el efecto de las variables
fue similar al mencionado anteriormente, pero el impacto negativo de la longitud de
cadena de los acidos grasos en la conversién aumentd. Al parecer, la presencia de

insaturaciones en los acidos grasos elimina la linealidad en la molécula del acido
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cuando estas no existen. La estructura del triglicérido se vuelve mas compleja,

aumentando los impedimentos para llegar al sitio activo de CALB (ver Figura 6.5).

SerOH —/

™

: /_/—F

\)JQ-HL{I'W
0

¢

Trioleina 0 Tripalmitina

Figura 6.5. Estructura esquematica de trioleina y tripalmitina cerca de la Serina del sitio activo.

La Ecuacidn 6.3 se utilizé para ajustar la conversion triglicéridos para DE2:
Xrac = 33.1 + 149L + 9.31T — 9.31C — 16.8C2 (6.3)

Este modelo pudo explicar el 94.70% de los cambios que ocurren en la conversién de

los triglicéridos.

Los efectos del contenido de biocatalizador y de la longitud de cadena del triglicérido

sobre la conversion para DE1 (a) y DE2 (b) son mostrados en la Figura 6.6.
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Figura 6.6. Variacidon en la conversion de triglicéridos durante la etandlisis catalizada por
Novozym 435 luego de 90 minutos de reaccidn. Variables: carga biocatalizador y longitud de la
cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.

6.5.2. Sintesis de diglicéridos

Como se menciond anteriormente, esta lipasa ha sido reportada en varios trabajos
como una lipasa especifica para las posiciones sn-1 y sn-3 [16-20]; sin embargo, al
llevar a cabo la etandlisis de triglicéridos, se pudo observar una marcada selectividad
hacia la posicidn sn-3. La alcohdlisis de la posicion sn-1 fue considerablemente mas
lenta y esta situacion se volvié mas importante cuando la longitud de la cadena de los
acidos que constituyen el triglicérido aumentd. Este fendmeno se intensificd con la

presencia de una insaturacion en el acido graso.
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Los resultados obtenidos coinciden con los datos presentados en varios trabajos donde
se informa la preferencia de CALB para los acidos grasos de cadena corta [23-25]. Los
productos de reaccién de etandlisis de tripalmitina se muestran en el cromatograma
presentado en la Figura 6.2, donde se puede observar la ausencia de 2,3-dipalmitina

(GPP), y se hace evidente que la posicion sn-3 es la principalmente atacada.

6.5.2.1. Formacion de 1,2-diglicérido

Al analizar solamente triglicéridos saturados (DE1), la fraccion molar de 1,2-diglicéridos
se vio favorecida por el incremento del tiempo de reaccidn y la carga de Novozym 435.
El aumento de la longitud de cadena del triglicérido tuvo un significativo efecto
negativo en la fraccién de este diacilglicérido, mostrando nuevamente la preferencia

de esta lipasa para triglicéridos compuesto de acidos grasos de cadena corta.

La Ecuacidn 6.4 se utilizo para ajustar la fraccion de 1,2-DAG, explicando el 98.54% de

las variaciones en esta respuesta (basado en RZ):

1,2-DAG = 21.8 + 6.32L + 4.43T — 2.59C — 2.13L? — 6.64C? — 2.14LT — 2.15LC — 1.61TC (6.4)

Cuando se tuvo en cuenta no solo el efecto de la longitud de cadena, sino también de
la presencia de una insaturacién en el acido graso, la influencia de las variables en esta
respuesta fue similar. Pero como en el caso de la conversién de triglicéridos, la
existencia de la insaturaciéon aumenté el efecto negativo del incremento de la longitud
de la cadena en la fraccion de 1,2-diacilglicerol. Como ya se menciond, las

insaturaciones podrian limitar la conversidon en esta reaccién.
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La Ecuacidn 6.5 se utilizd para describir la relacién entre la fraccidon de 1,2-diglicérido y

las variables estudiadas teniendo en cuenta la presencia de insaturaciones en el TG con

acidos grasos de cadena larga (DE2). Con esta sencilla ecuacion fue posible explicar

93.51% de los cambios en la fraccién de este diglicérido (basado en R?).

1,2-DAG = 20.5 + 6.41L + 4.35T — 5.75C — 9.66C?

(6.5)

En la Figura 6.7 se presentan dos graficos de superficie de respuesta que muestran la

variacion de la fraccion molar de 1,2-diacilglicérido en funcién de la carga

biocatalizador y longitud de cadena de triglicérido. La Figura 6.7a corresponde al DE1 y

la 6.7b al DE2.
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Figura 6.7. Variacion en la fraccion molar de 1,2-DAG en la etandlisis de triglicéridos catalizada

por Novozym 435 después de 90 min de reaccién. Variables: carga biocatalizador y longitud de

la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.
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6.5.2.2. Formacion de 1,3-diglicérido

El aumento de la longitud de cadena de los triglicéridos favorecid la formacién de 1,3-
DAG. Esto muestra que los acidos de cadena larga favorecen la migracidon de acilo,
porque la formacién de este isdmero se explica Unicamente en términos de esta
reaccion. Al parecer, la etanélisis en la posicidn sn-1 es compleja cuando se encuentra
esterificada con acidos grasos de cadena larga, y esta situacién hace posible la

migracion de acilo de la posicidén sn-2 a la posicién sn-3.

El aumento de la carga de biocatalizador tuvo un efecto positivo sobre esta respuesta,
lo que permite suponer que la lipasa interviene en la reaccién de migracién de acilo

como se indico en el Capitulo 3 para el caso de Lipozyme RM IM.

Por otra parte, el aumento del tiempo de reaccidon tuvo un efecto negativo en la
formacién de 1,3-diglicérido. Aunque uno de los principales factores que influyen en la
migracion de acilo es el tiempo de reaccidn, el hecho de que tenga un efecto negativo
en esta respuesta indica que la velocidad de la etandlisis en la posicidon sn-3 fue mas
rapida que la migracién, y por lo tanto el 1,3-diacilglicérido se convirti6 en 1-

monoglicérido.

La combinacion de los factores carga de biocatalizador y tiempo de reaccién tuvo un
efecto negativo en esta respuesta. Esto ocurrié no porque no afecten a la migracion de
acilo, sino porque favorecen la reaccidén de etandlisis y la posicidén sn-3 del diglicérido

es atacada rapidamente.
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El comportamiento observado fue similar para los dos disefios experimentales, aunque
la presencia de insaturaciones tuvo un efecto negativo sobre esta respuesta.
Probablemente este impacto negativo esta relacionado con la menor conversiéon que

se observd para este tipo de triglicéridos.

Las Ecuaciones 6.6 y 6.7 se utilizaron para ajustar la fraccién 1,3-diglicérido para DE1 y

DE2, respectivamente:

1,3-DAG = —0.0146 — 0.0925T + 0.350C + 0.133L? + 0.298C? — 0.108LT (6.6)

1,3-DAG = 0.0685L — 0.0538T + 0.0688L% + 0.0388T% — 0.0388C? — 0.108LT (6.7)

El coeficiente de determinacion R? indicé gue el modelo representado por la Ecuacion
6.6 puede explicar el 92.19% de la variacion en la fraccion 1,3-DAG, mientras que el
representado por la Ecuacién 6.7 sélo puede explicar el 76.37% de los cambios en esta
fraccién. A pesar de que, como se mencioné anteriormente, el comportamiento fue
similar para triglicéridos saturados y triglicéridos con insaturaciones, la diferencia en el
ajuste indica que la formacién de 1,3-DAG, cuando se consideran estos ultimos, no
puede ser completamente explicada a través de regresion multiple con las variables
estudiadas. Para explicar estos resultados, al menos un parametro adicional deberia

ser incluido.

6.5.3. Sintesis de monoglicéridos
La sintesis de 2-monoacilglicéridos de longitud de cadena larga ha sido estudiada por
varios autores [17, 26-27]. Este monoglicérido es un precursor importante para la

sintesis de triglicéridos estructurados. Sin embargo, la reaccion de la migracion de acilo
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no ha recibido la debida consideracién para esta sintesis y, en general, se asume que el
acido graso de cadena larga estd esterificado en la posicion sn-2 del glicerol, cuando se
obtiene por la alcohdlisis de un triglicérido con lipasas 1,3-especificas. Esto se refleja
en la literatura especifica y en el uso de cromatografia en capa fina para el estudio de

etandlisis con lipasas 1,3 especificas (sin utilizar cromatografia gaseosa o liquida).

6.5.3.1. Formacion de 2-monoglicérido

Los principales factores que influyeron en la formacidn 2-monoglicérido fueron la
carga de biocatalizador y el tiempo de reaccidn. Ambas variables tuvieron un efecto
positivo en sobre esta respuesta. El aumento de la longitud de cadena del triglicérido
tuvo un impacto negativo, aunque no muy significativo (como se puede ver en la
Ecuaciéon 6.8). Esto coincide con las observaciones reportadas anteriormente, donde
se vid acidos grasos de cadena larga favorecieron la migraciéon de acilo, ya sea en el
diglicérido a partir de 1,2-DAG a 1,3-DAG y luego la generacidon de 1-monoglicérido por
etandlisis de la posicién sn-3, o directamente en monoglicéridos mediante Ia

conversion 2-MAG a 1-MAG.

El comportamiento de esta respuesta con respecto a las variables estudiadas fue
similar para DE1 y DE2. Sin embargo, la presencia de insaturaciones en triglicéridos de
cadena larga (ED2) nuevamente remarcé el efecto negativo producido por el aumento

de la longitud de la cadena.

Las Ecuaciones 6.8 y 6.9 describen la relacion entre la fraccién molar de 2-MAG vy las

variables estudiadas para DE1 y DE2, respectivamente:
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2-MAG = 0.107 + 1.86L + 1.23T + 1.78L% + 1.72T% — 0.200C* + 0.770LT (6.8)

2-MAG = 0.107 + 1.68L + 1.02T — 0.545C + 1.91L? + 1.58T? — 0.876C? + 0.770LT (6.9)

En base al valor del estadistico R, los modelos propuestos para DE1 y DE2 permitieron
explicar 93.27 y 85.75% de la variacion en la fraccion molar de 2-MAG,
respectivamente. La variacién de esta fraccién con respecto a la carga biocatalizador y
longitud de cadena del triglicérido para ambos disefios experimentales se presenta en

la Figura 6.8.

2-MAG (%)
'S
[

C - E =Tripalmitina
0 [t i Tricaprilina
5 12. =

Triacetina
2 c

LA,

2-MAG (%)

L (mg)

Figura 6.8. Variacidn en la fraccion molar de 2-MAG en la etandlisis de triglicéridos catalizadas
por Novozym 435 después de 90 min de reaccidn. Variables: carga biocatalizador y longitud de
la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.
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6.5.3.2. Formacion de 1-monoglicérido

La formacién de 1-MAG puede explicarse en términos de la reaccion de migracién de
acilo. 1-MAG puede generarse por la migracién de acilo a partir de 1,2-DAG al 1,3-DAG
y posterior etandlisis de la posicidn sn-3, o por la migracidn de acilo de la posicidon sn-2

a la posicion sn-1 en el monoglicérido.

De acuerdo con las observaciones reportadas anteriormente, tanto el aumento en la
carga de biocatalizador como el incremento de la longitud de cadena de los
triglicéridos favorecieron la migracién de acilo, y por lo tanto tuvieron un efecto
positivo en la formacion de 1-MAG. Los triglicéridos de longitud de cadena larga con
insaturaciones han tenido un efecto negativo sobre esta respuesta indicando que La
presencia de insaturaciones podria estar limitando el acceso del sustrato al sitio activo

de la lipasa.

La Ecuacion 6.10 describe la relacidén entre la fraccién molar de 1-MAG vy las variables

estudiadas para el DE1:

1-MAG = 0.0638L + 0.0312T + 0.210C + 0.0475L* + 0.0425T? + 0.345C? (6.10)

El coeficiente de determinacion R? para este modelo tuvo un valor de 96.64%.

La Ecuacion 6.11 describe la relacién entre la fraccién molar de 1-MAG y las variables

estudiadas para el DE2:

1-MAG = 0.01 + 0.0712L + 0.0175T — 0.0612C + 0.0725L? + 0.0725C%? — 0.0450LT — 0.04CT

(6.11)
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Con esta ecuacion fue posible explicar 83.07% de la variacidon de la fraccion de 1-

monoglicérido.

6.5.4. Formacion de glicerol

La formacidn de glicerol durante la etandlisis de triglicéridos catalizadas por Novozym
435 fue el resultado de la reaccion de migracién de acilo. Con el fin de detectar la
presencia de este polialcohol, es necesario realizar una cuidadosa toma de las
muestras de reaccion y un analisis adecuado de las mismas. El glicerol se encuentra
solubilizado en etanol, sin embargo para realizar el andlisis de la muestra por
cromatografia este solvente debe ser evaporado. La muestra en general suele diluirse
en heptano, de ser asi el glicerol quedara adherido a las paredes del vial y el mismo no
serd detectado en el andlisis. Todas las muestras de reaccién fueron evaporadas y

posteriormente diluidas en piridina para poder analizar su composicién.

El aumento del tiempo de reaccion, de la carga de biocatalizador y de la longitud de
cadena de los triglicéridos favorecieron la formacion de glicerol. Una vez mds se hace
evidente que las tres variables estudiadas promovieron la migracion de acilo cuando se
consideraron solamente triglicéridos saturados. La Ecuacidon 6.12 se utilizé para

modelar la fraccién molar de glicerol para DE1:

GGG = 0.285L + 0.288C + 0.228L% + 0.218T? + 0.382C? — 0.185LT + 0.290LC (6.12)

El valor de R? indica que el modelo puede explicar 92.39% de los cambios en la fraccion

GGG.
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Cuando se considera el efecto de la insaturacién en los acidos grasos de que
componen el triglicérido (DE2), el efecto del tiempo de reacciéon y la carga de
biocatalizador favorecieron la formacién de GGG. Sin embargo, la presencia de la
insaturaciéon tuvo un efecto negativo en esta respuesta. Probablemente el acceso de
los acilglicéridos formados por acidos grasos insaturados al sitio activo de la lipasa esta

restringido, lo que limita el progreso de las reacciones.

La Ecuacién 6.13 representa la relacién entre la fraccion molar de glicerol y las

variables estudiadas para DE2.

GGG = —0.0146 + 0.201L — 0.0425T — 0.119C + 0.283L%* + 0.166T% — 0.185LT + 0.122LC(6.13)

El valor de R? para este modelo fue de 80.20%

6.5.5. Sintesis de etil éster

La produccidon de biodiesel a partir de un alcohol de cadena corta que se puede
obtener sin recurrir a los combustibles fdsiles es una alternativa interesante. La
generacion de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) se vio favorecida por el aumento
del tiempo de reacciéon y de la carga de biocatalizador, ya sea considerando

triglicéridos saturados o con insaturaciones.

El aumento de la longitud de cadena influyd negativamete en la formacion de etil
éster. Como fue mencionado anteriormente, CALB es selectiva a acidos grasos de
cadena corta. Cuando los acidos grasos de cadena larga de los triglicéridos presentan

una insaturacién, el efecto negativo de la longitud de cadena se incrementd, porque al
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parecer el acceso de estos acidos al sitio activo de la lipasa es limitado. Las Ecuaciones
6.14 y 6.15 describen la relacion entre la fraccion de FAEE y las variables estudiadas

para DE1y DE2, respectivamente:

FAEE = 22.6 + 11.2L + 6.78T + 1.77L% + 3.09T% — 4.73C* — 1.44LC — 1.79TC (6.14)

FAEE = 22.62 + 10.6L + 6.20T — 6.33C + 2.451% + 2.41T? — 10.4C? — 2.65LC — 2.96TC (6.15)

Utilizando la Ecuacidn 6.14 fue posible explicar el 99.10% de la variaciéon en la fraccion
FAEE, mientras que la Ecuacion 6.15 explica 98.99% de los cambios en esta fraccidon (en

base a los coeficientes de determinacion R?).

En la Figura 6.9 se presentan dos graficos de superficie de respuesta para la fraccidn

FAEE, donde se muestran los efectos de la carga biocatalizador y de la longitud de

cadena del triglicérido a un tiempo de reaccidon de 90 min.
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Figura 6.9. Variacion en la fraccion molar de FAEE en la etandlisis de triglicéridos catalizada por
Novozym 435 después de 90 min de reaccidn. Variables: carga biocatalizador y longitud de la
cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.

6.6. Analisis multirespuesta usando funciones de deseabilidad

En las secciones anteriores se evaluaron los efectos de las variables experimentales
sobre diferentes respuestas al realizar la etandlisis enzimatica de triglicéridos. Se
desarrollaron regresiones de segundo orden para cada respuesta, y se obtuvieron las
condiciones dptimas para las mismas. En esta seccidn, las respuestas se analizan con el

objetivo de obtener un éptimo global.
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Se busca desarrollar dos modelos con objetivos opuestos: uno que maximice la
conversion de triglicéridos, la fraccidon de FAEE y la fraccién molar de glicerol (centrado
en la sintesis enzimatica de biodiesel), y otro que maximice la conversion de
triglicéridos y la fraccion 2-MAG, minimizando la fraccion molar de glicerol y de 1-MAG

(centrado en la sintesis de 2-MAG minimizando la migracidn de acilo).

En la Figura 6.10 se muestran graficos de la superficie estimada de la funcion de
deseabilidad para la maximizacién de la sintesis de etil ésteres. Como se puede
observar en la Figura 6.10a, los valores mas altos de la funciéon de deseabilidad se
obtuvieron cuando la sintesis se llevd a cabo con triglicéridos de cadena larga y con
alta carga de biocatalizador. Los valores de deseabilidad también aumentaron con el

tiempo de reaccién (no se muestra en la Figuras 6.10a y 6.10b)
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Figura 6.10. Graficos de superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad maximizando

conversion, fraccién molar de etil ésteres y fraccidn molar de glicerol en la etandlisis de
triglicéridos para un tiempo de reaccion de 90 min. Variables: carga de biocatalizador y
longitud de cadena de los triglicéridos. Referencias: a) DE1, b) DE2.

La conversion de TG formados de acidos grasos de cadena larga con insaturaciones fue
baja debido a las restricciones que estos presentan para acceder al sitio activo de la
lipasa. En la Figura 6.10b puede observarse que la funciéon deseabilidad exhibié los
valores mds altos cuando el tiempo de reaccion y la carga de biocatalizador se
encontraban en los niveles maximos analizados, pero para triglicéridos de longitud de

cadena corta o media.

Los graficos de la superficie de respuesta estimada para la maximizacién de la fraccion
2-MAG vy la minimizacion de la migraciéon de acilo se muestran en la Figura 6.11. En

estos graficos solo fueron considerados los triglicéridos saturados (DE1), dado que la
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presencia de insaturaciones restringe fuertemente la conversién de triglicéridos y la

fraccién 2-MAG observada.

Al maximizar la formacion de 2-MAG, la funcion de deseabilidad alcanzé los valores
mas altos cuando la carga biocatalizador y el tiempo de reaccién se encontraban en los
niveles maximos evaluados en este trabajo (Figura 6.11a) y con triglicéridos de cadena

corta y media (Figura 6.11b).
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Deseabilidad
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0 k\ ricaprilina
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20_' riacetina
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Figura 6.11. Grafico de superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad maximizando la
formacién de 2-MAG. a) etandlisis de triacetina considerando variaciones en la carga de
biocatalizador y el tiempo de reaccidn, b) etandlisis de triglicéridos luego de 90 min de
reaccion, considerando el efecto de la longitud de cadena de los triglicéridos y la carga de
biocatalizador.
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6.7. Resultados del modelo tedrico
Con el objetivo de comprender la selectividad hacia acidos grasos de cadena cortay la
alta especificidad hacia la posicién sn-3 se aplicé un modelo tedrico tal como fue

descripto en la seccién 2.2.3.3.

La Tabla 6.3 muestra los resultados de las tres conformaciones diferentes para cada
triglicérido: en la entrada del sitio activo de CALB (posicién I), en el "medio" del
camino hacia la Serina catalitica (posicidon II), y cerca del grupo Serina de la triada

catalitica de CALB (posicion I1I).

Tabla 6.3. Entalpias de formacidn (AH®) para las conformaciones seleccionadas para cada uno
de los triglicéridos estudiados.

Triglicérido Posicion 1 Posicion 11 Posicion 111
AH® (kcal/mol) AH®% (kcal/mol) AH® (kcal/mol)
Triacetina -249.6 -246 -239.5
Tricaprilina -338.6 -337.8 -336.2
Tripalmitina -468.2 -462.1 -464.0
Trioleina -419.0 -387.0 -409.0

Las etapas de minimizacion generaron estructuras que claramente no son muy
diferentes, excepto que son “compactadas” a través de un proceso como el que ocurre
en un fuelle para los triglicéridos saturados. Para el caso de la trioleina, existe una
notable diferencia de entalpia entre las posiciones 1 y 11 y entre la II y III. Esta
diferencia indica que la posicién 11, en la cual la trioleina se mueve hacia la Serina, es
la menos favorecida. La interaccién de los dobles enlaces de las cadenas

hidrocarbonadas de la trioleina con las paredes de CALB es fuerte cuando este
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triglicérido esta ingresando en el sitio activo de la lipasa. La baja conversién de
trioleina podria estar relacionada con la llegada del sustrato al sitio activo debido que

el movimiento de éste se ve fuertemente impedido.

Este estudio tedrico simple sugiere posibles explicaciones de dos hechos principales

gue mostraron los datos experimentales:

a) la menor actividad de CALB en Novozym 435 para trioleina (incluso con selectividad

similar a otros triglicérios):

Del disefio experimental resulta claro que la selectividad de CALB es similar cuando se
consideran triglicéridos saturados o insaturados, pero la actividad es mucho menor
para trioleina que para los otros triglicéridos estudiados. Las supuestas causas de esta
diferencia fueron las caracteristicas estéricas y electrénicas de la trioleina frente a los
triglicéridos saturadas. La Figura 6.12 muestra las diferentes conformaciones
encontradas para la tripalmitina en la superficie de la lipasa en el camino hacia el sitio
catalitico (posicion 1) y cerca de la Serina (posiciéon III) y para la trioleina en la
superficie de la lipasa (posiciéon I) y situado en las paredes de los bolsillos del sitio
activo de CALB (posicién 11I). Las estructuras que se muestran se obtuvieron después
de la minimizacién estérica del sitio activo de CALB y el entorno, mas el triglicérido
coordinado cerca de la entrada al sitio activo (estructuras I y II) o cerca de la Serina

(estructura I1I).

La tripalmitina (Figura 6.12a) sélo cambia la apertura de las 3 cadenas largas de

hidrocarburos mientras recorre el camino hacia la Serina. El caso de la trioleina es mas
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complejo (Figura 6.12b). La estructura esta “doblada” y por lo tanto los dobles enlaces
introducen restricciones estéricas para la porcidn central del TAG para llegar a la Serina

del sitio activo.

Figura 6.12. Representacién esquematica de tripalmitina (a) y trioleina (b) en la superficie de
CALB (posicion A), cerca de la Serina (posicion C) y situado en la entrada del tunel hacia la
triada catalitica de CALB (posicion B).

Los factores que pueden influir en las diferencias de actividades son:
e difusion del triglicérido desde el exterior hacia el entorno de la enzima,
o difusion de triglicérido a través de la Lid o “tapa” abierta hacia la triada
catalitica y las interacciones con grupos laterales de aminoacidos
pertenecientes a aminoacidos que constituyen la entrada al sitio activo de

la enzima, la Lid y el tunel alrededor de la triada catalitica,
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e adsorcidn del triglicérido cerca de la Serina de la triada catalitica de CALB

por el lado de los carbonilos

b) la especificidad de CALB hacia a posicidon sn-2:

Estd claro que CALB tiene estereoselectividad hacia la posicién sn-3 para todos los
triglicéridos. Tratando de encontrar una explicacién, se analizd6 detenidamente la

estructura de triacetina

3 i 3 3
2
1 1
C b a
——
S 2 )
Ser-OH d

Triacetina cerca del sitio activo de CALB

Hidrégenos no mostrados

Figura 6.13. Representacion esquemadtica de triacetina (sin hidrégenos) en: a) Posicion I, by c)
Posicion 11y d) Posicion I11.

La Figura 6.13 muestra una posible explicacion para la selectividad sn-3 en CALB. Los
pasos desde a) hasta c) muestran cémo la triacetina puede torcerse sin impedimento

estérico sustancial alrededor. Los principales cambios tienen lugar en la estructura del
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esqueleto remanente del glicerol en la triacetina y los enlaces se giran sin romperse o

cambiar.

El impedimento estérico con las paredes de CALB haria imposible acomodar triacetina
para poder coordinar el grupo unido al C1 del glicerol con la Serina. En su lugar, la
coordinacidn del grupo unido al C3 de glicerol permite la ubicacién correcta de los
restantes grupos del TAG con el espacio adecuado para evitar fuertes interacciones

con los bolsillos de alcohol y de los acidos grasos de CALB.

Una vision mas detallada se presenta en la Figura 6.14. En la misma, empleando

triacetina como triglicérido modelo, se muestra la coordinacién del triacilglicérido con

la triada catalitica de CALB y la formacion de intermediarios en la reaccién.
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Figura 6.14. Intermediarios de reaccion de triacetina con la triada catalitica de CALB. a)
Triacetina, b) intermediario por coordinacion a través de la posicién sn-1, c) intermediario por
coordinacion a través de la posicidn sn-3.
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Al parecer la interaccion estérica resulta mds importante cuando el triglicérido se
coordina con la Serina catalitica a través de la posicidn sn-1. Como puede verse en la
Figura 6.14b el acilo esterificado en posicidon sn-2 interaccionaria con las paredes del
sitio activo de CALB o incluso con la Histidina impidiendo la coordinacién de la Serina
con el acilo esterificado en posicién sn-1. Sin embargo, cuando la coordinacién se
realiza a través de la posicién sn-3, en posicidon sn-2 se encuentra un hidrégeno
orientado hacia el sitio activo, lo que generaria impedimentos considerablemente
menores (Figura 6.14c). Las restricciones probablemente se vuelvan mas importantes a
medida que la longitud de los acidos grasos en el triglicérido aumenta. Este modelo
simple nos permitiria comprender la alta selectividad a la posicidn sn-3 que la lipasa B

de Candida antarctica ha mostrado.

En la Figura 6.15 se presenta la formacidon de intermediarios de diglicéridos al
reaccionar con el sitio activo de CALB. En la Figura 6.15c se presenta el intermediario
de reaccidn que se generaria por la coordinacién del 1,2-diglicérido a través del acilo
en posicidn sn-1, nuevamente se hace evidente que esta reaccién podria encontrarse
limitada por interacciones estéricas debido a la presencia del acilo esterificado en sn-2
y que se encuentra orientado hacia el sitio activo de la lipasa. Este modelo simple
permitiria explicar la baja conversién de 1,2-DAG observada en las reacciones llevadas

a cabo en este capitulo como en el Capitulo 5.
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Figura 6.15. Intermediarios de reaccion de diacetina con la triada catalitica de CALB. a) 1,2-
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Finalmente en las graficas presentadas en las Figuras 6.15d y 6.15e se muestran los
intermediarios que se forman cuando 1,3-dicaprina reacciona por sn-3 y por sn-1
respectivamente. Al parecer es mas factible la etandlisis de 1,3-dicaprina cuando la
reaccion de ésta con la Serina del sitio activo se produce a través del acilo esterificado
en posicién sn-3. En esta situacion el impedimento estérico es menor que si la reaccién
procediera por sn-1. Lo que permite comprender la formacion de 1-monoglicérido por

etandlisis de 1,3-diglicérido, tal como fue observado en este capitulo.

6.8. Conclusiones

En base a los resultados presentados en este capitulo se puede indicar que:

e La presencia de glicerol en los productos de reaccidn es una indicacién clara
de la migracioén de acilo con enzimas supuestamente 1,3 especificas. Es muy

importante realizar un muestreo adecuado para detectar este polialcohol.

e El andlisis de las muestras de reaccidon debe llevarse a cabo en el menor
tiempo posible. La migracidén de acilos de la posicion sn-2 a sn-1 o sn-3 se
produce espontaneamente durante el almacenamiento de las muestras,

aun a una temperatura tan baja como -20 °C.

e La formacion de 2-MAG por etandlisis de triglicéridos se ve favorecida por

los tiempos de reacciéon mas largos y mayores cargas de biocatalizador con

triglicéridos saturados de cadena media o corta. En el caso de triglicéridos
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de cadena larga, la formacién de este monoglicérido esta severamente

limitada por la migracién de acilo.

e La migracidn de acilos aumenta el rendimiento de etil ésteres y minimiza el
contenido de mono- y diglicéridos en el biodiesel. Se recomienda la sintesis
enzimdtica de biodiesel si los aceites que se utilizan estdn compuestos
principalmente por triglicéridos de cadena larga, dado que favorecen la
migracion de acilo. Con el fin de maximizar el rendimiento, tiempos de
reaccion considerablemente largos y grandes cargas de biocatalizador son

necesarios.

e La conversién de acilglicéridos formados por acidos grasos de cadena larga
con insaturaciones es relativamente baja debido probablemente a las

restricciones para el acceso de éstos al sitio activo de la lipasa.

Los resultados y conclusiones del presente capitulo dieron origen a la siguiente
publicacion:

Sdnchez, D. A., Tonetto, G. M., Ferreira M. L. (2016). An insight on acyl migration in
solvent-free ethanolysis of model triglycerides using Novozym 435. Journal of
Biotechnology, 220:92-99.
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7. SINTESIS DE 1,3-DICAPROIL-2-PALMITOIL GLICEROL CATALIZADA POR LA LIPASA DE
BURKHOLDERIA CEPACIA INMOVILIZADA POR ADSORCION FiSICA SOBRE

QUITOSANO.

7.1. Introduccion
El valor nutricional de los triglicéridos (TAG) y sus propiedades fisicoquimicas no sdlo

se determinan por la composicidon de acidos grasos (AG) sino que también dependen

de la distribucidn de los grupos acilos en el esqueleto de glicerol (GGG) [1].

En lo referente a la nutricidn humana, en el intestino, triacilgliceroles de cadena larga
(TCL), tales como los procedentes de aceites vegetales, grasas animales o aceites de
pescado, son hidrolizados por varias enzimas en monoacilgliceroles y acidos grasos
libres y se incorporan en micelas mezcladas con dacido biliar y posteriormente son
absorbidos [2-4]. Por otro lado se ha sugerido que los triacilgliceroles de cadena media
(TCM) sufren una hidrélisis casi completa para ser absorbidos predominantemente
como acidos grasos libres [5,6]. En ausencia o deficiencia de la lipasa pancreatica,
algunos estudios han indicado que una gran fraccion de TCM pueden ser absorbido
como triacilgliceroles, mientras que los TCL no se absorben [5]. Por esta razén, TCM se
han utilizado para ciertos grupos de pacientes o nifios debido a su rapida digestién y
aporte de energia [5,7-9]. Sin embargo, una alta dosis de TCM ha causado ciertos
efectos toxicos en los experimentos con animales [10]. Por lo tanto, triglicéridos
alternativos se han utilizado en estudios de absorcion, tales como mezclas fisicas de

TCM y TCL, aunque las mismas no han generado mejora en la absorcién de acidos
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grasos de cadena larga dado que cada uno de los triglicéridos individuales mantiene su

tasa de absorcidn inicial [11].

Una alternativa a la mezcla fisica surgié a partir de los triglicéridos estructurados (TE).
Los TE pueden ser clasificados como aceites o grasas modificadas o sintéticas, por
cualquier metodologia, tales como hidrogenacidn, fraccionamiento, interesterificacion,
esterificacion, e incluso producidos por plantas modificadas genéticamente. Aunque
usualmente la definicion de TE hace referencia a triglicéridos cuya composicién de
acidos grasos (AG) ha sido determinada por un proceso de laboratorio o industrial. Los
mismos pueden ser obtenidos a partir de reestructuracion de aceites o grasas
naturales, o a partir de acidos grasos, teniendo funcionalidad o propiedades

nutricionales especiales para alimentacién o propdsitos farmacéuticos [12].

Los TE pueden ser clasificados en varios tipos: AAA, ABA, AAB y ABC, siendo A, By C

diferentes acidos grasos.

Los triglicéridos estructurados del tipo ABA, formados por AG de longitud de cadena
media en posiciones sn-1 y sn-3 y acidos grasos de cadena larga en posicion sn-2
(MLM) han recibido especial atencidn en los ultimos afios [13-15]. Se ha probado que
este tipo de triglicéridos presentan beneficios metabdlicos respecto a triglicéridos
naturales, mezclas fisicas o triglicéridos estructurados con composicion al azar [16-17].
En particular, en nutricion infantil, los TE con acido palmitico en posicién sn-2 son
mejor adsorbidos que cuando se encuentra esterificado en posiciones sn-1 o sn-3 [14-

15].
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La mayor parte del 4cido palmitico en grasa de leche humana se encuentra esterificado
en posicion sn-2 [18-20]. Sin embargo, practicamente todas las férmulas infantiles
contienen acido palmitico predominantemente en posiciones sn-1,3 y la liberacion del
mismo durante la digestion estd asociada con la formacién de jabones de calcio que
son pobremente adsorbidos, y resultan responsables de constipacion en lactantes. De
modo que el desarrollo de nuevas férmulas enriquecidas con acido palmitico en
posicién sn-2 permitiria evitar los trastornos antes mencionados y proveer rdpida

energia [21-23].

Una variedad de métodos para la sintesis enzimatica de estos compuestos han sido
descriptos [24,25]. Estos incluyen acidélisis de triglicéridos [26,27] o interesterificacion
entre dos triglicéridos [28,29]. Desafortunadamente, los rendimientos a TAG de tipo
MLM son bajos, y se generan un gran nimero de subproductos, que son dificiles de
separar del producto deseado. Métodos de sintesis de triglicéridos del tipo MLM en
dos etapas han sido desarrollados con el objetivo de reducir la generacién de
productos no deseados. Los métodos mas ampliamente estudiados incluyen una
primera etapa de alcohdlisis o hidrdlisis de triglicéridos de cadena larga con lipasas 1,3-
especificas y posterior esterificacion de estas posiciones con acidos grasos de cadena
corta o media [30]. Sin embargo la reaccién de migracion de acilos que puede ocurrir
durante la primera o segunda etapa no ha tenido una adecuada consideracién (como
fue mostrado en el Capitulo 6), y suele asumirse la obtencion de productos especificos
sin el apropiado analisis cuantitativo en detalle [31-33]. Mas aun, la especificidad de
las enzimas no se ha evaluado en cada uno de los medios de reaccién empleados

siendo que la misma puede variar con el tipo de sustrato y/o dependiendo del uso de
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solventes. Tampoco se ha considerado apropiadamente la posibilidad de inhibicion por

alcohol o aun por acido graso [34-39].

En esta seccidn, la sintesis de TE del tipo MLM, particularmente 1,3-dicaproil-2-
pamitoil glicerol (CPC) fue estudiada por un metodologia diferente. En primer lugar, un
diglicérido 1,3-especifico formado por acidos grasos de longitud de cadena media fue
sintetizado a partir de las condiciones dptimas obtenidas en el Capitulo 3 y purificado
mediante el procedimiento presentado en el Capitulo 4. El producto obtenido fue
esterificado con acido palmitico empleando como catalizador la lipasa de Burkhoderia
cepacia (BCL) inmovilizada por adsorcion fisica sobre quitosano. El empleo de n-
heptano como solvente permitiria orientar la reaccidn de esterificacién a la posicidn

sn-2 tal como fue demostrado por Biy colaboradores [40]

Un Unico trabajo donde se ha estudiado este tipo de sintesis empleando BCL
inmovilizada sobre tierra de diatomeas fue hallado luego de una extensa revision [41].
En el mismo los autores han estudiado la sintesis de 1,3-dicapriloil-2-oleil-glicerol
(CaOCa) y 1,3-dilauroil-2-oleil-glicerol (LaOLa) y han reportaron que empleando acido

oleico en la segunda etapa la reaccidn practicamente no procedio.

7.2. Inmovilizacién de la lipasa de Burkholderia cepacia sobre quitosano

De los muchos materiales que han sido estudiados como soportes en la literatura de
inmovilizacion de enzimas (organicos o inorgdnicos, hidrofébicos o hidrofilicos,
naturales o sintéticos) la quitina y el quitosano han recibido gran interés debido a sus

numerosas propiedades que los vuelven atractivos para su uso como soportes de
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enzimas. En este aspecto, quitina y quitosano ofrecen ventajas importantes como son
la versatilidad de formas en las que puede obtenérselo (polvo, geles, granos, fibras,
mebranas), la baja biodegradabilidad, la alta afinidad por las proteinas, la no-toxicidad

y el bajo costo.

En cuanto al origen de estos materiales, la quitina es el principal constituyente de las
cascaras de crustdceos, los exoesqueletos de los insectos y de las paredes celulares de
los hongos. Es un poliaminosacarido natural hidrofilico que constituye una de las
fuentes orgdnicas renovables mds cuantiosa del planeta. Se estima que la quitina se
sintetiza y degrada en la biésfera a razén de al menos 10 Gt al afio. En referencia a su
féormula quimica, la quitina se compone de unidades de N-acetil-D-glucosamina,
formando una larga cadena de polimero, insoluble en la mayoria de los solventes. El
quitosano es el principal derivado de la quitina, el cual se obtiene por su N-
deacetilacién parcial (80-85 %). La quitina y el quitosano pueden considerarse andlogos
quimicos de la celulosa, en la cual el hidroxilo en el carbono 2 fue reemplazado por
grupos acetamino y amino respectivamente [42]. La Figura 7.1 muestra las estructuras

moleculares de los monémeros de quitina, quitosano y celulosa.
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Figura 7.1. Mondmeros de celulosa, quitina y quitosano [43].

Comercialmente, la quitina se obtiene relativamente a bajo costo a partir de cdscaras
de crustaceos (principalmente cangrejos, camarones, langostinos y langostas), que son
desechos de la industria del procesamiento de mariscos. Basicamente el proceso
consiste en la deproteinizacion de las cascaras con una solucion diluida de NaOH y en
la decalcificacion con una solucion diluida de HCI. Para obtener el quitosano, la quitina
se N-deacetila parcialmente por tratamiento con una solucién de NaOH al 40-45%,

seguida de procedimientos de purificacién [42].

El quitosano posee propiedades quimicas y biolégicas distintivas. En sus cadenas
lineales de poliglucosamina de alto peso molecular, el quitosano tiene grupos amino e
hidroxilos reactivos, favorables para la modificacién quimica. Adicionalmente, los
grupos amino convierten al quitosano en uno de los pocos polielectrolitos catidnicos
encontrados en la naturaleza. Las propiedades bioldgicas Unicas del quitosano como la

biocompatibilidad, la biodegradabilidad a productos inocuos, la no-toxicidad, la
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afinidad por proteinas, la hidrofilicidad, etc., confieren al quitosano un extraordinario
potencial en numerosas aplicaciones. En las Ultimas dos décadas se ha examinado la
aplicacion de diversos materiales basados en quitina y quitosano, habiéndose
desarrollado productos de aplicacion potencial en el tratamiento de aguas de desecho,
en la industria alimenticia, en la agricultura, en la industria de la pulpa de papel y en la

de los cosméticos.

Debido a sus incomparables propiedades biolégicas, los usos mas atractivos de los
materiales basados en quitina y quitosano recaen en las dreas de la medicina y la
biotecnologia. Como soportes de enzimas, la quitina y el quitosano han sido usados en
forma de polvos, escamas, pellets y geles de diversas configuraciones geométricas

[42].

La elecciéon de este soporte para la inmovilizacion de enzimas radicd en las ya
mencionadas propiedades del quitosano. A su vez, la relativa alta resistencia mecanica
de las escamas de quitosano y la facil recuperacién del mismo del sistema de reaccién

fueron otras caracteristicas que condicionaron la eleccién.

La lipasa de Burkholderia cepacia se inmovilizd sobre quitosano en escamas siguiendo
la metodologia detallada en la Seccién 2.2.4.1. En este tipo de inmovilizacién se
descarta que la unién establecida sea de tipo covalente. A la temperatura de
inmovilizacion (30 °C), no resulta factible que se hayan establecidos enlaces quimicos
entre las lipasas y los grupos amino del quitosano. Mds bien se estima que la unién

generada involucra fuerzas del tipo van der Waals, aunque no se descarta el
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establecimiento de enlaces del tipo idnico entre los aminoacidos expuestos de las
lipasas y las especies NH,/NHs" del quitosano. Los aminoécidos hidréfobos, que en
medio acuoso no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica,

no pueden intervenir en la unién.

El procedimiento de inmovilizacion se llevd a cabo por triplicado manteniendo las
condiciones descriptas en la Seccién 2.2.4.1. Si bien el porcentaje de enzima
inmovilizada no fue analizado en cada uno de los biocatalizadores obtenidos, si fue
evaluada la actividad de cada uno de ellos en la reaccion de esterificacion de 1,3-
dicaprina con acido palmitico en n-heptano (12 horas, 45 °C, 100 mg de biocatalizador
y relacién molar acido palmitico/dicaprina 2:1) obteniendo valores de conversion de
diglicérido (82%) y rendimiento a CPC/CCP (28%) completamente reproducibles.
Ademas, la actividad del biocatalizador se mantuvo inalterable durante el

almacenamiento (a -4 °C) por periodos de tiempo superiores a los 6 meses.

Si bien el porcentaje de lipasa contenida en cada catalizador podria variar debido a la
evaporacion del agua durante el procedimiento de inmovilizacién, al llevar a cabo el
mismo a 35 °C y sdlo por el lapso de 1 hora es probable que este efecto no sea

importante.

7.2.1. Cuantificacion de la lipasa inmovilizada
La cuantificacion de la masa de lipasa inmovilizada sobre quitosano se realizé6 en

funcion del contenido de azufre de la estructura proteica de la enzima. La
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concentracion de azufre fue determinada por espectroscopia de emisién atdomica de

plasma acoplado por induccién (ICP-AES) como se indic en la Seccién 2.2.4.2.

En la Figura 7.2 se presenta la secuencia de aminodacidos para la lipasa de Burkholderia
cepacia [44]. A partir de la misma se identificd la presencia de 2 residuos cisteina y un
residuo metionina (cisteina y metionina son los Unicos aminoacidos proteinogénicos

gue contienen azufre), de modo que existen 3 moles de azufre por mol de lipasa.
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Figura 7.2. Secuencia de aminoacidos de la lipasa de Burkholderia cepacia. La grafica fue
obtenida de Protein Data Bank (PDB) [44].
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Estudios realizados mediante ICP-AES permitieron determinar que 500 mg de lipasa
PS-Amano contienen 0.282 mg de Azufre (S), luego del procedimiento de
inmovilizacion descripto en la seccion 2.2.4.1 se recuperaron 0.182 mg de S (Tabla 7.1).
Considerando que el peso molecular de BCL es 34.1 KDa [45] fue posible determinar
que el proceso de inmovilizacién se inicié con 99.97 mg de lipasa. Luego de finalizar el
proceso de inmovilizacidén se recuperaron 64.52 mg de lipasa. De modo que 35.45 mg
de lipasa quedaron absorbidos sobre 1000 mg de quitosano. En funcidon a esta
informacién es posible determinar que se obtuvo un biocatalizador con

aproximadamente 3.4% en peso de lipasa.

Tabla 7.1. Determinacién de azufre por ICP-AES en las distintas etapas de proceso de
inmovilizacion.

Etapa Azufre (mg)
Inicio 0.282
Final inmovilizacion 0.182
100 mg en heptano S/L 0.00164
19 Lavado 0.005
29 Lavado 0.005
100 mg heptano C/L 0

S/L = sin lavados, C/L = con lavados

7.3. Lixiviacion de la lipasa débilmente adsorbida

En la seccion 2.2.4.1.1 se presentd un procedimiento para evaluar el porcentaje de
lipasa que se desorbe al emplear la misma en un sistema con n-heptano. El andlisis por
ICP-AES de la solucion permitié determinar la presencia de 0.00164 mg de azufre
(Tabla 7.1), que corresponden a 0.58 mg de lipasa (un porcentaje de pérdida

equivalente al 16.4%).
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Con el objetivo de evitar contaminar el producto final con lipasa desorbida se
realizaron dos lavados como se indica en 2.2.4.1.2. En el sobrenadante de ambos
lavados se detectaron 0.005 mg de azufre que corresponden a 1.77 mg de lipasa cada
uno. Por lo que finalmente se obtuvo un biocatalizador conteniendo 31.90 mg, que

corresponde a un porcentaje en peso del 3.09%.

Finalmente se llevd a cabo una nueva prueba siguiendo la metodologia descripta en la
seccion 2.2.4.1.1. El sobrenadante fue nuevamente analizado por ICP-AES
determinando que el contenido de azufre fue inferior a los limites de deteccion del
equipo de modo que podriamos asumir que no existié pérdida de lipasa luego de

retirar la enzima débilmente adsorbida.

7.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia difusa

Se obtuvieron espectros infrarrojos por transformada de Fourier-Reflectancia difusa
(DRIFTS) del quitosano, de la lipasa de Burkholderia cepacia, y de la lipasa inmovilizada
sobre quitosano empleando la metodologia indicada en la Seccidn 2.2.4.3. La radiacién
medida en el espectro esta relacionada con la concentracion, pero depende de varias
propiedades de la muestra como el tamafio de particula y la humedad [46]. El aumento
en el tamafo de particula reduce la dispersién de la luz y la radiacién penetra mas
profundamente, con lo cual se produce un desplazamiento en el eje de las ordenadas
como funcion del tamafio de particula [46]. La presencia de agua provoca la aparicidon
de bandas caracteristicas y ademas cambia el indice de refracciéon del medio variando
la dispersién del haz [46]. Es por estas razones que el analisis derivado del espectro es

sélo una contribucidn cualitativa a la determinacién de la inmovilizacién de lipasa.
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Las muestras conteniendo lipasa se secaron parcialmente por 15 horas a 45 °C antes
de medir el espectro. Este procedimiento de secado es muy suave y por lo tanto es
esperable observar la contribucién de las moléculas de agua en los espectros. En la
regién 3600-3400 cm™ se observan las sefiales de tensién del enlace O-H de la
molécula de agua. La muestra conteniendo sélo quitosano se secd a 100 °C por 15

horas para eliminar el contenido de agua.

En la Figura 7.3 se presenta un espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

de quitosano [47].
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Figura 7.3. Espectro FTIR de quitosano con identificacion de las bandas.
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En la Figura 7.3 se observan las bandas de los grupos funcionales caracteristicos de la
molécula de quitosano. Se aprecian las bandas correspondientes a los estiramientos O-
Hy N-H (3.250-3.600 cm™), caracteristicos de alcoholes, aminas y amidas presentes en
la estructura del sélido. En el espectro se observan también bandas del estiramiento C-
Ha 2842 cm™ y otras originadas por estiramientos C=0 y N-H, caracteristicos de grupos
amida, entre 1.650-1.550 cm™. La banda caracteristica a 1645 cm™ se relaciona con el
grupo C=0 presente en un grupo amida | y la asignada a 1432 cm™ se debe a un grupo
amida Il. La banda de absorcién relativa a deformaciones del grupo amino se observa a
1565 cm™, mientras gue la banda centrada en 1367 cm™ surge de vibraciones del
estiramiento del grupo metil (C-H) presente en el grupo acetamida (R-NHCOCH;)
residual, que estd alli debido a la desacetilacidn parcial de la quitina, o debido a grupos
O-H unidos a los anillos. La banda observada a 1081 cm™ se debe a la presencia del

grupo pirandsico.

En la Figura 7.4 se presentan los espectros correspondientes a la lipasa de Burkholderia

cepacia y al quitosano, mientras que en la Figura 7.5 se muestran los espectros del

quitosano y de la lipasa inmovilizada sobre este sélido.
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Figura 7.5. Espectros DRIFTS de la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada y del quitosano.

En las Figuras 7.4 y 7.5, a 3300-3000 cm™ se observan las bandas de amida A y B
caracteristicas de las proteinas y que corresponden con sefales de estiramiento de los

enlaces N-H de aminas y amidas primarias y secundarias [48], esperables debido a la
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presencia de residuos aminacidicos nitrogenados. En la regiéon de 3000-2800 cm™ se
pueden observar las sefales adjudicadas a vibraciones de estiramiento simétrico y

asimétrico presentes en el enlace C-H con hibridacién sp®y sp®.

En todos los espectros de muestras conteniendo proteina se pueden observar las
bandas caracteristicas de amida I, Il y Ill. En la banda de amida | (1700-1600 cm™)
sobresale la contribucion de los modos vibracionales del estiramiento del grupo
carbonilo (C=0) con una minima contribucién de la vibracién de estiramiento fuera del
plano del enlace C-N, la deformacién CCN y el enlace N-H en el plano. La banda de la
amida | estd afectada fuertemente por la naturaleza de las cadenas laterales y esto
depende de la estructura secundaria del esqueleto proteico (a-hélice, B-plegada y
estructuras al azar). Por lo tanto, su estudio exhaustivo usando técnicas de ATR vy
analisis de reduccidon de ancho de banda y segunda derivada, permite hacer un
examen detallado de los cambios en la estructura secundaria de la enzima, y asi
acercar conclusiones sobre su estabilidad frente a procesos de inmovilizaciéon o

inactivaciéon térmica [48-50].

En cuanto a la banda de la amida Il, se encuentra centrada a 1550 cm™ y corresponde a
una combinacién de sefiales de flexion en el plano de N-H y estiramiento de C-N con
pequefias contribuciones de flexién en el plano de C=0 y estiramiento C-C y N-C. A
diferencia de la banda de amida I, no es sencillo hacer correlaciones entre la estructura

y las sefiales observadas en la deconvolucidn de los picos [48].
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La banda de la amida Ill (1400-1200 cm™) es una combinacién de la vibracién de la
flexion de N-H y estiramiento de C-N con pequeiia contribuciones de la flexién en el
plano de C=0 vy el estiramiento de C-C. Estas bandas son complejas y no permiten una
correlacién directa con la estructura de la proteina. Los picos de la banda de amida lll
se resuelven mejor después de deuterar porque se elimina el acoplamiento por la

vibracién de N-H [49].

En los espectros sobresale una banda entre 1300-1450 cm™. La banda puede
adjudicarse a la flexiéon en el grupo —CH, adyacente al carbonilo y estiramiento de C-N.
Este tipo de grupos pueden estar presentes en algunos residuos de las cadenas
laterales de aminodacidos tales como los acidos glutdmico y aspartico, las amidas

glutamina y asparagina, fenilalanina y triptéfano [48].

En la regidon de 1260-1000 cm™ se pueden encontrar las sefiales correspondientes al
estiramiento del enlace C-O de alcoholes primarios, secundarios, terciarios y fendlicos.
De igual manera las sefiales observadas en la regién de 750-630 cm™ pueden ser
asignadas a flexién fuera del plano del enlace O-H de un alcohol [51]. Este tipo de

enlaces pueden encontrarse en los aminoacidos serina, treonina y tirosina.

Como puede observarse en las Figuras 7.3, 7.4 y 7.5 las senales caracteristicas de la
lipasa y del quitosano son similares, de modo que la identificacion de la enzima sobre
este soporte resulta compleja, en especial teniendo en cuenta la baja concentracién de

proteina inmovilizada.

240



Si bien la técnica de FTIR no permitié corroborar la presencia de lipasa, los resultados
de ICP-AES, y la alta actividad del biocatalizador (como puede verse en la Tabla 7.4), no
dejan lugar a duda sobre la presencia de lipasa de Burkholderia cepacia sobre

quitosano.

7.5. Identificacién de productos de reaccién

Como producto de la esterificacion de 1,3-dicaprina (CGC) con 4acido palmitico (P) se
espera obtener 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol (CPC), a su vez a partir la fraccién
menor de 1,2-dicaprina (CCG) presente en el reactivo de partida se esperaria obtener

1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol (CCP), luego de la esterificacion con acido palmitico.

Si bien la lipasa inmovilizada fue tratada térmicamente para remover el agua
débilmente adsorbida, la reaccidn de hidrdlisis no pudo ser evitada dando lugar a la
generacioén de acido caprico (C) y glicerol (GGG). Debido a la existencia de reacciones
de hidrdlisis y posterior esterificacién, en el medio de reaccion también fueron
identificados otros productos: monopalmitina (GPG y PGG), 1-caproil-2-palmitoil
glicerol (CPG), 1-caproil-3-pamitoil glicerol (CGP), tricaprina (CCC), dipalmitina (PPG y

PGP) y 1-caproil-2,3-palmitoil (CPP).

Como ya fue discutido en las Secciones 5.6 y 5.7, la columna capilar empleada permite
identificar isdmeros en funcién de la posicion del grupo hidroxilo, es por ello que ha
sido posible identificar y cuantificar isdmeros de mono- y diglicéridos pero no asi

isdmeros de triglicéridos.
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Un tipico cromatograma de los productos de reaccién y reactivos sin reaccionar se

muestra en la Figura 7.6.
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Figura 7.6. Tipico cromatograma de los productos de reaccidn y reactivos no consumidos en la

esterificacién enzimatica de dicaprina y acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia

cepacia. El: patrédn de calibracidn interna. Condiciones experimentales: dicaprina = 50 mg,

relacién acido palmitico/dicaprina = 3:1, temperatura = 40 °C y enzima = 150 mg, tiempo de

reacciéon =6 h.

7.6. Importancia del correcto analisis de muestras

La reaccién de hidrélisis permitio la generacién de glicerol. Dado que las reacciones se

llevaron a cabo en un sistema con solvente organico no polar, el polialcohol (altamente

polar) tiende a adherirse sobre el biocatalizador o sobre las paredes del vial de

reaccion.
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Tal como se destaco en el Capitulo 6, el uso de un solvente que permita solubilizar
acidos grasos, acilglicéridos y glicerol es necesario para un adecuado andlisis de las

muestras.

En la Figura 7.7 se presentan dos cromatogramas donde se compara una toma de

muestra directa del vial de reaccidn con una muestra solubilizada en piridina.
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Figura 7.7. Cromatogramas de una muestra extraida directamente del sistema de reaccion
(Negro) y una muestra extraida luego del agregado de piridina (Rojo). En el recuadro se amplia
la regién donde se observa la elucién de glicerol.

7.7. Efecto de las variables sobre las respuestas estudiadas y modelos de ajuste

Los experimentos se llevaron a cabo en las condiciones indicadas en la Seccién 2.2.4.5
Los factores experimentales y respuestas obtenidas correspondientes a mediciones
realizadas a 6 h de reaccién se dan en la Tabla 7.2, 7.3 y 7.4. Se llevd a cabo un analisis

detallado de las tendencias y correlaciones entre factores y respuestas. Los resultados
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de los modelos obtenidos para cada respuesta se analizan en detalle en los apartados
siguientes. Modelos de segundo orden permitieron obtener un buen ajuste de los
datos experimentales. Los mismos fueron refinados aplicando la prueba del valor-F,
también llamada test de Fisher o Fisher-Snedecor detallada previamente en la seccién

3.5.

El modelo de ajuste cuadratico que contiene todas las variables y combinaciones de las

mismas estd representado por la Ecuacién 7.1.

Xpe = Ag + AL + A;T + AsRyy + A4LT + AsLRy + A¢TRy + A;L? + AgT? + AgRy,> (7.1)

Donde L es masa de lipasa inmovilizada, T la temperatura de reaccidn y Ry la relacién

molar P/Dicaprina.

Tabla 7.2. Factores experimentales establecidos y reactivos consumidos durante esterificacién
enzimatica de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia
inmovilizada sobre quitosano a 6 h de reaccion.

Ensayo Factores experimentales Reactivos consumidos (umoles)

N® L (mg) T(°C) Ry (mol/mol) | CCG CGC P CGG®
1 150 60 1 11.20 54.74 39.95 0.24
2 50 60 3 17.77 49.10 37.74 0.00
3 50 60 1 13.73 38.26 31.32 0.20
4 150 40 1 10.33 52.52 47.48 0.24
5 50 40 3 13.71 31.50 3832 -0.22
6 150 60 3 14.83 56.50 62.85 0.81
7 100 50 2 10.79 46.68 50.62 0.18
8 150 40 3 12.62 44,5 66.70 0.51
9 100 50 2 10.92 47.80 49.60 0.19
10 50 40 1 11.44 34.82 35.12 -0.30

a Los valores negativos indican que en la reaccidn se generé 1-monocaprina
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Tabla 7.4. Factores experimentales establecidos y pardmetros evaluados durante esterificacion
enzimatica de dicaprina con 4cido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia
inmovilizada sobre quitosano a 6 h de reaccién.

Ensayo Factores experimentales Conversion (%) Selectividad (%) Rendimiento (%)
Ne L (mg) T(°C) Ry (mol/mol) | CCG CGC CPC + CCP CPC +CCP
1 150 60 1 85 86 27 22.62
2 50 60 3 88 65 26 17.78
3 50 60 1 79 58 29 17.98
4 150 40 1 78 77 33 25.26
5 50 40 3 87 48 36 19.90
6 150 60 3 94 87 30 26.14
7 100 50 2 89 78 31 24.53
8 150 40 3 91 80 38 31.06
9 100 50 2 90 80 29 23.39
10 50 40 1 87 52 30 17.47

7.7.1. Reactivos consumidos

7.7.1.1. Conversion de 1,3-dicaprina

Como se menciond anteriormente, este diglicérido es consumido por dos vias, por un
lado la esterificacion de la posicidn sn-2 que permitié la generacion del triglicérido
estructurado deseado y por otro lado la reaccién de hidrdlisis que llevd a la obtencién

de monocaprina, acido caprico e incluso glicerol.

El incremento de todas las variables favorecio la conversidn de 1,3-dicaprina (Xcgc), sin
embargo el efecto del aumento de la relacion molar fue practicamente insignificante
sobre esta respuesta. Los valores de conversién para 1,3-dicaprina estuvieron entre
48% vy 87%.

Si bien para todas las respuestas fue planteado un modelo como el representado por la

Ec. 7.1, luego de realizar regresion multiple y aplicar la prueba del valor-F se obtuvo un
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modelo simple en el que todas las variables resultaron estadisticamente significativas.
El mismo permitidé explicar el 97.50% de los cambios observados en la conversion de

1,3-dicaprina y estd representado por la Ecuacién 7.2.
Xcge = —11.6 + 1.06L + 0.488T - 0.00395L2 (7.2)

En la Figura 7.8 se presenta un grafico de superficie de respuesta obtenido mediante la

Ec. 7.2.
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Figura 7.8. Conversidon de CGC al realizar la esterificacién de dicaprina con acido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. Variables: masa
de biocatalizador y temperatura de reaccidn, relacién molar P/Dicaprina = 3:1.

7.7.1.2. Conversion de 1,2-dicaprina

En las condiciones optimas encontradas para la sintesis de 1,3-dicaprina, en el Capitulo
3, la relacién 1,3-dicaprina/1,2(2,3)-dicaprina en el producto es 9:1. Sin embargo, en el
proceso de separacién el diglicérido perdido es mayoritariamente 1,3-dicaprina
(verificado por cromatografia gaseosa), por lo cual la fraccién de 1,2-DAG al inicio de
esta etapa es mayor, tal como se indicé en la Seccién 2.2.4.4.
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La esterificacion de la posicidn sn-3 con acido palmitico probablemente resulte mas
simple que la esterificacion de la posicion sn-2, de modo que se espera que este
diglicérido se consuma mayormente para generar 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol y en

menor proporcion debido a la hidrdlisis de la posicidn sn-1 para generar monocaprina.

La conversion de este diglicérido (Xccg) se vio afectada positivamente por el
incremento de todas las variables estudiadas. El aumento en el valor de los factores
podria favorecer la reaccién de esterificacion, la hidrélisis o ambas. Sin embargo a
bajas temperaturas la conversiéon de 1,2-dicaprina si vié desfavorecida por el
incremento de la masa de biocatalizador, probablemente la conversiéon no sea menor
con el aumento del dosaje de lipasa, sino que este diglicérido puede generarse por
migracion de acilos a partir de 1,3-dicaprina. Los valores de conversién de 1,2-

dicaprina variaron entre 78% y 94%.

Aplicando regresion multiple y el test de Fisher fue obtenido un modelo de segundo
orden en L que permitié explicar 89.75% de la variabilidad en la conversion de 1,2-
dicaprina (en funcion del estadistico R?). La Ecuacién 7.3 representa dicho modelo de

ajuste.

Xeee = 94.5 — 0.0012912 — 0.436T + 0.00433TL + 0.0203TRy + 0.0294LRy (7.3)

En la Figura 7.9 se presentan graficos de superficie de respuesta que muestran el
comportamiento de esta respuesta en funcion de los factores estudiados. En el grafico
mostrado en la Figura 7.9.a se representan la conversién de 1,2-dicaprina luego de 6

horas de reaccion empleando 100 mg de lipasa inmovilizada en funcion de la
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temperatura y la relacion P/Dicaprina. En la Figura 7.9.b la misma respuesta se

presenta en funcién de la masa de biocatalizador y de la temperatura para una

3:1.
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Figura 7.9. Conversidon de CCG al realizar la esterificacién de dicaprina con acido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables:
relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg,
b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar P/Dicaprina = 3:1.

7.7.1.3. Conversion de acido Palmitico

En el sistema de reaccién en estudio el acido palmitico se consumid no sélo para dar
los productos tedricamente esperados (1,3-dicaproil-2-pamitoil glicerol y en menor
proporcién 1,2-dicaproil-3-palmitoilglicerol) sino que debido a la reaccion de hidrdlisis

y posterior esterificacion este acido reacciond para dar otros productos tales como
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monopalmitina, dipalmitina, 1-caproil-2-palmitoil glicerol, 1-caproil-3-palmitoil glicerol

y 1-caproil-2,3-dipalmitoil glicerol.

La relacion molar de acido palmitico respecto a dicaprina (P/Dicaprina) se varid entre
1:1 y 3:1 con el objetivo de evaluar la influencia de este parametro sobre el

rendimiento al triglicérido estructurado deseado.

El incremento en el contenido de lipasa inmovilizada y de la relacién 4cido
palmitico/dicaprina favorecieron la conversion de acido palmitico. Al parecer ambos
factores tuvieron impacto positivo sobre la reaccidon de esterificacion. El aumento de la
temperatura mostré un efecto negativo sobre el consumo de este acido durante la
reaccidén, aunque esta ultima variable tuvo baja incidencia sobre la respuesta aqui
estudiada. Probablemente la reaccidn de hidrélisis sea mas favorecida por el

incremento de la temperatura que la esterificacidn.

La Ecuacién 7.4 se obtuvo luego de realizar regresién multiple y eliminacién de
variables paso a paso, este modelo sencillo de segundo orden respecto a la masa de
biocatalizador permitié explicar el 99.02% de los cambios observados en los
micromoles de acido palmitico consumidos luego de 6 horas de reaccién. Graficos de
superficie de respuesta empleando el modelo generado son presentados en la Figura

7.10.

P = 6.23 — 0.00268L2 + 0.682L — 0.00193LT + 0.0680LR,, (7.4)
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Figura 7.10. Consumo de dacido palmitico al realizar la esterificacién de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a)
Variables: relacién acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador
de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacion molar
P/Dicaprina = 3:1.
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7.7.1.4. Reactividad de 1-monocaprina
Una baja proporcion de monocaprina estd presente en el sustrato de partido. La
misma se generd durante la sintesis estudiada en el Capitulo 3 y no fue

completamente removida en la etapa de purificacion presentada en el Capitulo 4.

Como puede verse en la Tabla 7.2 los cambios en los micromoles de monocaprina han
sido minimos, probablemente este monoglicérido se genere por hidrélisis de 1,2/1,3-
dicaprina pero luego sea rapidamente esterificado y es por ello que practicamente no

se detectaron variaciones a las 6 horas de reaccion.

Cuando la sintesis fue llevada a cabo a bajas temperaturas, baja relacién acido
palmitico/dicaprina y bajo contenido de biocatalizador, se generé 1-monocaprina. En
estas condiciones la velocidad de la reaccion de esterificacion se reduce. En las
restantes condiciones ensayadas la velocidad de esta reaccion es mayor y el
monoglicérido es consumido (los valores negativos de monocaprina presentados en la

Tabla 7.2 indican que el monoglicérido fue generado y no consumido).

Los cambios en los micromoles de 1-monocaprina fueron ajustados por regresién lineal
multiple y posterior eliminacion de las variables estadisticamente no significativas. Se
obtuvo un modelo lineal simple que permitié explicar el 93.03% de la variabilidad de

esta respuesta (en funcion del R?), tal modelo es representado por la Ecuacién 7.5.

CCG = —0.632 + 0.0128T - 0.170Ry, + 0.00260LRy (7.5)
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En la Figura 7.11 se presentan graficos de superficie para los cambios en el nimero de
micromoles de 1-monocaprina en funciéon de los factores estudiados, en la Figura
7.11.a se muestra la variacién de esta respuesta luego de 6 horas de reaccién
empleando 100 mg de biocatalizador mientras que en la Figura 7.11.b puede
observarse la respuesta de esta variable a los cambios en la masa de biocatalizador y la

temperatura para una relacion P/Dicaprina = 3:1.

1-monocaprina

a) - 0,04
. 0,01
= [ 0,06
3 o046f == 0,11
e : == 0,16
g 0,36 [ g,g;
E 0% 1 0,31
1]
E o =k
g 006 [ 0,46
e 60 0,51
S 0,04

48
1 14 1,8 44 Temperatura (°C)

2,2 2,6 3 40

1-monocaprina

b) . 0.3
0,18
- 0,06
2 09 1 0,06
E o7 == 0.18
o ’ == 0,3
S 05 0 0,42
E — 0,54
s 03 ] 0,66
s = 0,78
g . 0,9
o 0,1 = 60 1,02
E -0,3 o © 56
- 50 70 90 110 130 150 > 40 44 Temperatura (°C)
Lipasa (mg)

Figura 7.11. Variacién en el numero de micromoles de 1-monocaprina al realizar la
esterificacidon de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia
inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacién acido palmitico/dicaprina y temperatura
para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador vy
temperatura para una relacion P/Dicaprina = 3:1.
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7.7.2. Productos generados por hidradlisis

7.7.2.1. Formacidn de acido caprico

Durante la reaccién de esterificaciéon de dicaprina con acido palmitico una reaccion
secundaria, y no menor, tuvo lugar. Si bien el sistema de reaccidon no contiene agua, la
reaccion de hidrdlisis ha sido importante en durante este estudio, ain cuando el agua
débilmente adsorbida ha sido removida del biocatalizador con la metodologia indicada
en la Seccion 2.2.4.1. El agua contenida en la lipasa inmovilizada, fundamental para
conservar su actividad, podria permitir que la reacciéon de hidrélisis ocurra. Por otro

lado la esterificacidon genera agua como producto.

Esta reaccion no deseada, que tuvo lugar al llevar a cabo la esterificacién de dicaprina
con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre

quitosano, puede ser evaluada en funcién de la generacién de acido caprico.

El incremento de la temperatura y de la masa de lipasa inmovilizada tuvieron un efecto
positivo sobre la formacién de acido caprico, mientras que elevar la relacidon acido
palmitico/dicaprina impactd negativamente sobre esta respuesta. El aumento del
contenido de acido palmitico inicial parece favorecer la reaccién de esterificacion y

minimizar la hidrdlisis, como era de esperar.

Se obtuvo un modelo simple de segundo orden en la relacion 4acido
palmitico/diglicérido luego de eliminar las variables estadisticamente no significativas

del modelo representado por la Ec. 7.1. El mismo esta representado por la Ecuacién
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7.6 y permitié explicar el 93.23% de los cambios observados en esta respuesta (en
funcion del estadistico R?). Los graficos de superficie presentados en la Figura 7.12
muestran el efecto de las variables sobre la respuesta estudiada de acuerdo al ajuste

realizado por la Ecuacién 7.6.

C= —248 + 0.833L — 6.26Ry? — 0.164RyL + 0.862RyT — 0.00672LT (7.6)
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Figura 7.12. Acido caprico generado por hidrdlisis durante la esterificacién de dicaprina con
acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano.
a) Variables: relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador
de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacion molar
P/Dicaprina = 3:1.
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7.7.2.2. Formacion de Glicerol
La generacion de glicerol es un claro indicio de lo importante que ha sido la reaccion
de hidrdlisis, sin embargo como se indicé en la seccion 7.6 la detecciéon de este

polialcohol requiere de una correcta preparacién de la muestra.

Al igual que en la generacién de acido caprico, el incremento de la temperatura y del
contenido de lipasa inmovilizada favorecieron la reaccién de hidrdlisis y en este caso la
sintesis de glicerol. Sin embargo, cuando el contenido inicial de acido palmitico fue
elevado la formacidon de glicerol no aumentdé con el incremento del dosaje de
biocatalizador. Probablemente el glicerol generado sea reesterificado debido a la alta
concentraciéon de P. Finalmente, el aumento en el contenido de acido palmitico
permitié reducir la generacién del polialcohol. Como se indicé anteriormente una alta
proporcién de acido palmitico inicial pareciera favorecer la reaccidén de esterificacién

frente a la hidrdlisis.

La Ecuacién 7.7 fue obtenida por regresion multiple y refinada mediante eliminacién
de las variables estadisticamente no significativas, la misma permitié explicar el

95.76% de los cambios en los moles de glicerol generado (en funcién al R?).

GGG = —7.24 + 0.240L — 7.25Ry - 0.108LRy, + 0.325TRy (7.7)

En la Figura 7.13 se presentan graficos de superficie que muestran el comportamiento
de la respuesta en estudio en funcién de las variables analizadas. En la grafica a se
muestra el comportamiento de esta respuesta en funcién de la relaciéon acido

palmitico/dicaprina y la temperatura cuando la reaccion de esterificacion fue llevada a
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cabo empleando 100 mg de lipasa inmovilizada como catalizador, y en la Figuras 7.13.b
y 7.13.c se representa la generacidn de glicerol en funcidn de la masa de biocatalizador
y la temperatura para una relacién molar acido palmitico/dicaprina = 1:1 y 3:1

respectivamente.
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Figura 7.13. Generacién de glicerol por hidrdlisis durante la esterificacion de dicaprina con

acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano.

a) Variables: relaciéon acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador

de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar

P/Dicaprina = 1:1 y c) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar

P/Dicaprina = 3:1.
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7.7.3. Productos generados a partir de hidrdlisis y posterior esterificacion

7.7.3.1. Generacion de monopalmitina

Luego de la hidrdlisis de dicaprina y generacidn de glicerol, este uUltimo es esterificado
con acido palmitico para generar monopalmitina, mayoritariamente 1-monopalmitina
y en menor proporcidén 2-monopalmitina (monoglicéridos no mostrados

individualmente en Tabla 7.3).

La generacién de este monoglicérido se vio afectada positivamente por el incremento
en la relacién acido palmitico/dicaprina y por el incremento del dosaje de lipasa
inmovilizada. El incremento de la temperatura tuvo un impacto negativo sobre la
sintesis de monopalmitina. Como se menciond anteriormente, esta variable presentd
un efecto muy importante sobre la reaccién de hidrdlisis, lo que explicaria este

comportamiento.

El efecto de las variables seleccionadas sobre la formacion de monopalmitina se ajusté
por regresion multiple y posterior eliminacién por pasos. Se obtuvo asi un modelo de
segundo orden en la relacién molar que permitié explicar el 94.57% de los cambios
observados en esta respuesta (en funcién al estadistico R?). Tal modelo es
representado por la Ecuacién 7.8, graficos de superficie de respuesta obtenidos a

partir de la misma son presentados en la Figura 7.14.

Monopalmitina = 1.38 - 0.392Ry? + 1.40Ry - 0.000142LT + 0.00503LRy (7.8)

258



Monopalmitina
a) . 2,0
2,12
- e 2,24
o 32 O 2,36
E 3 e 248
e o 2,6
2 28 O 2,72
E 1 2,84
g 26 1 2,96
s 24 /1 3,08
E i 4 [ )
g 22r 60 NN 3,32
c 2 Lt = 56
= .,E\\\\\ 48 %2
14 1,8 2,2 2.6 3 40 44 Temperatura (°C)
Relacion P/Dicaprina (mol/mol)
Monopalmitina
b) . 23
I 2,42
- e 2,54
2 3.5F O 2,66
E 33| % g;a
. 7
L 31+ O 3,02
E 20 i = — 3,14
s o i 1 3,26
= 27t - . 1 3,38
E N 4 I 35
g 250 o [ 362
S 2,3\ g2
= = 48
50 70 90 110 130 150 40 4“4 Temperatura (°C)
Lipasa (mg)

Figura 7.14. Formacion de monopalmitina durante la esterificacién de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a)
Variables: relacidn acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador
de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar fija 3:1.

7.7.3.2. Generacion de diglicéridos formados por acido caprico y acido palmitico

La reaccion de hidrdlisis, que ocurrié principalmente en posicién sn-3, permitid la
generacién de 1-monocaprina. Posiblemente el monoglicérido pudo haber sido
rapidamente esterificado con &acido palmitico en posicién sn-3 dando lugar a la
obtencidn de 1-caproil-3-palmitoil glicerol (CGP), en especial cuando la sintesis se llevo

a cabo con altas concentraciones del acido.
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También fue obtenido otro diglicérido combinando acido cdprico y palmitico en el
esqueleto de glicerol, 1-caproil-2-palmitoil glicerol (CPG). EI mismo pudo haberse
generado a partir de la esterificacién con acido palmitico de la posiciéon sn-2 de 1-
monocaprina, o bien a través de la hidrdlisis de la posicién sn-3 del triglicérido
estructurado deseado. En esta seccién ambos diglicéridos han sido cuantificados en

forma conjunta.

El incremento de la relacion d&cido palmitico/dicaprina y del contenido de
biocatalizador propiciaron la sintesis de estos diglicéridos, ambos factores favorecieron
la reaccion de esterificacion de P, coincidiendo con lo antes reportado. Por otro lado,
el aumento de la temperatura impactd negativamente sobre esta respuesta,
mostrando nuevamente que temperaturas elevadas producen un incremento

importante de la velocidad de la reaccién de hidrdlisis.

Estos diglicéridos son unos de los productos obtenidos en mayor proporcién durante el
presente estudio (sin considerar los productos de hidrdlisis pura que pueden ser

facilmente removidos luego de finalizar la reaccién).

Un modelo de segundo orden en la masa de biocatalizador fue obtenido por regresiéon
multiple y refinado eliminando variables sin efectos estadisticamente significativos, el
mismo permitié explicar el 95.93% de los cambios observados en estos diglicéridos
(Ecuacidén 7.9). Gréficos de superficie de respuesta para este modelo se presentan en la

Figura 7.15.

CPG + CGP = 1.77 - 0.00128L? + 0.310L- 0.00131LT + 0.0161LRy (7.9)
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Figura 7.15. Generacion de 1-caproil-3-palmitoil glicerol + 1-caproil-2-palmitoil glicerol durante
la esterificacién de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia
cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacidon dicaprina:acido palmitico vy
temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador
y temperatura para una relacién molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

7.7.3.3. Generacion de dipalmitina
La formacién de dipalmitina podria atribuirse a la esterificacién de glicerol (generado
por hidrélisis de dicaprina) con acido palmitico. Como se muestra en la Figura 7.6 se

obtuvo mayoritariamente 1,3-dipalmitina y en menor proporcion 1,2-dipalmitina.

El incremento de la masa de biocatalizador y de la relacién acido palmitico/dicaprina

favorecieron la generacion de este diglicérido, mientras que la temperatura influyé
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negativamente sobre esta respuesta, aunque el efecto de esta ultima variable no fue

significativo excepto cuando la relacién molar de acido palmitico a sustrato fue baja.

La Ecuacion 7.10 fue obtenida luego de realizar una regresién lineal multiple y sélo
variables con efectos significativos estadisticamente fueron consideradas. Este modelo
permitid explicar el 99.93% de los cambios en esta respuesta (evaluacién hecha en

funcion del R?).

Dipalmitina = 1.35 — 0,000368L% + 0.0719L - 0.05075T - 1.50Ry, + 0.0142LRy + 0.0170TR(7.10)

Gréficos de superficie de respuesta obtenidos a partir del modelo generado se
muestran en la Figura 7.16. En el grafico presentado en la Figura 7.16.a se muestra la
formacion de dipalmitina en funcién de la relacion acido palmitico/dicaprina y de la
temperatura cuando se lleva a cabo la reaccién empleando 100 mg de lipasa
inmovilizada, mientras que en la Figura 7.16.b se representa la generacion en funcion
de la masa de biocatalizador y de la temperatura cuando la reaccidn se lleva a cabo

con la mayor proporcion de acido palmitico ensayado.
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Figura 7.16. Generacion de dipalmitina durante la esterificacién de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a)
Variables: relacion molar acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de
biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una
relacién molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

7.7.3.4. Formacion de tricaprina

El acido cdprico generado por hidrdlisis es reesterificado para generar tricaprina.
Posiblemente la posicidon sn-3 de 1,3-dicaprina es hidrolizada facilmente y el acido
caprico liberado es esterificado en la posicion sn-3 de 1,2-dicaprina dando lugar asi a

este triglicérido.
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El incremento de la temperatura de reaccién favorecié la generacién de tricaprina, en
especial cuando la concentracidn de acido palmitico es baja, lo que muestra que alta
relacion P/Dicaprina favoreceria la esterificacion de acido palmitico. Por otro lado,
llevar a cabo la sintesis con bajo contenido de biocatalizador tuvo un impacto negativo
sobre esta respuesta, mientras que altas dosis favorecieron la generacién de
tricaprina. Probablemente se da una competencia entre la reaccidon de hidrdlisis y de
esterificacion que podria orientarse hacia una u otra en funcion del dosaje de lipasa
inmovilizada. Finalmente, el incremento de la concentracién de acido palmitico influyé
negativamente sobre la generacion de tricaprina. Como se ha mencionado
anteriormente, el aumento en los valores de este factor propicia la esterificacion de

acido palmitico en lugar de acido caprico.

La Ecuacidn 7.11 representa el modelo obtenido mediante regresién lineal multiple
para describir la relacién entre los micromoles de tricaprina generados y los factores

seleccionados (R? para el modelo obtenido = 93.70%).

CCC = 30.1 4+ 0.00202L - 0.573L + 0.0216LRy; - 0.0648TRy + 0.00207LT (7.11)

En la Figura 7.17.a se presenta un grafico de superficie para la respuesta aqui
estudiada, donde se evalian los cambios en funcién de la temperatura y la relacién
P/Dicaprina luego de 6 horas de reaccion empleando 100 mg de biocatalizador,
mientras que la grafica b presentada en la misma figura muestra el comportamiento
de esta respuesta frente a cambios en la masa de biocatalizador y de la temperatura
luego de 6 horas de reaccién con el maximo contenido de acido palmitico inicial

estudiado.
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Figura 7.17. Generacion de tricaprina durante la esterificacién de dicaprina con acido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables:
relacién molar acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador de
100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacion molar fija 3:1.

7.7.3.5. Generacion de 1-caproil-2,3-dipalmitoil glicerol
La esterificacion con acido palmitico de diglicéridos formados por acido caprico y acido
palmitico en la misma molécula (Secciéon 7.5.3.2) permite la generacion de 1-caproil-

2,3-palmitoil glicerol (CPP).
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En el caso de CGP puede ocurrir la esterificacidon de la posicidén sn-2 o bien migracién
de acilo de la posicidn sn-3 a la sn-2 y posterior esterificacion de la posiciéon sn-3,

mientras que en CPG la posicidn sn-3 pareciera ser esterificada mas facilmente.

Todos los factores analizados influyeron positivamente sobre esta respuesta. Un
modelo simple obtenido por regresién multiple y posterior aplicacidon de test de Fisher
permitio explicar el 96.41% de los cambios en la generacién de CPP. Dicho modelo es

representado por la Ecuacién 7.12.

CPP = —0.484 + 0.00970LRy + 0.000213LT (7.12)

Si bien se han propuesto modelos de segundo orden, sdélo las variables

estadisticamente significativas se consideran luego de realizar la prueba del valor-F.

En la Figura 7.18 se muestran graficos de superficie de respuesta para la formacion de

1-caproil-2,3-dipalmitoil glicerol generados empleando en modelo obtenido

anteriormente.
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Figura 7.18. Formacién de 1-caproil-2,3-dipalmitoil glicerol durante la esterificacion de
dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada
sobre quitosano. a) Variables: relacion dcido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje
de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una
relacién molar acido palmitico/dicaprina = 3:1
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7.7.4. Productos generados a partir de la esterificacion de dicaprina con acido

palmitico

7.7.4.1. Formacion de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol y 1,2-dicaproil-3-palmitoil
glicerol

La dicaprina empleada como reactivo estuvo compuesta aproximadamente en un 80%
por 1,3-dicaprina y 20% por 1,2-dicaprina. La posicion sn-3 es, en general, mas
rapidamente esterificada que la posicion sn-2, por lo cual se espera que parte del
triglicérido estructurado sea 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol (CCP). La esterificaciéon de
la posicion sn-2, de 1,3-dicaprina, con acido palmitico permite la generacién de 1,3-

dicaproil-2-palmitoil glicerol (CPC), siendo este el triglicérido estructurado deseado.

Los resultados de las reacciones de hidrdlisis y etandlisis de las muestras de reaccidn,
en conjunto con los analisis realizados por resonancia magnética nuclear (Capitulo 5)
permitieron detectar una alta proporcién de acido palmitico esterificado en la posicién

sn-2 en los triglicéridos estructurados obtenidos.

Para maximizar la fraccion de CPC frente a CCP es fundamental minimizar el contenido

de 1,2-dicaprina en el diglicérido de partida.

El incremento del contenido de biocatalizador y de la relacion &cido
palmitico/dicaprina favorecieron la sintesis de estos triglicéridos, mientras que el
aumento de la temperatura afectd negativamente a esta respuesta. Estos resultados

coinciden con lo observado previamente: alto contenido de acido palmitico inicial, alta
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proporcion de biocatalizador y baja temperatura favorecen la reacciéon de

esterificacion de acido palmitico frente a la reaccién de hidrélisis.

Un modelo simple obtenido por regresién lineal multiple y refinado mediante
seleccion por pasos para considerar solo variables estadisticamente significativas
permitié obtener la Ecuacién 7.13 con un valor de R* de 96.18%. Empleando este
modelo fueron generados los graficos de superficie de respuesta que se presentan en

la Figura 7.19.

CPC+ CCP =10.3 + 0.101L + 0.0263TRy - 0.00101LT (7.13)
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Figura 7.19. Generacidn de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol
por esterificacion de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia
cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacién &acido palmitico/dicaprina y
temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador
y temperatura llevando a cabo la reacciéon con la mayor proporcion de 4acido palmitico
evaluada en este estudio.

7.7.4.2. Selectividad y rendimiento a CPC + CCP
La selectividad a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol fue

calculado mediante la Ecuacion 7.14.

micromoles generados de CPC+CCP

100 (7.14)

0, = .
CpC+CCP micromoles convertidos de dicaprina
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Esta respuesta se vio favorecida por el incremento del contenido de biocatalizador y de
la relacion acido palmitico/dicaprina, mientras que la temperatura tuvo un efecto

fuertemente negativo sobre la misma.

La maxima selectividad a CPC + CCP lograda fue 38%.

Un modelo lineal simple fue obtenido mediante regresion mdultiple y posterior
seleccion por pasos, el mismo es representado por la Ecuacién 7.15 y permitié explicar

el 92.40% de la variabilidad observada en la selectividad a CPC + CCP.

Sepcacep = 29.9 + 6.80Ry - 0.142RyT - 0.000340LT + 0.0163RyL (7.15)

En la Figura 7.20a se presenta un grafico de superficie de respuesta donde se muestran
los cambios ocurridos en la selectividad en funcion de la relacién molar acido
palmitico/dicaprina y de la temperatura luego de 6 horas de reaccion empleando 100
mg de lipasa inmovilizada. En la grafica presentada en la Figura 7.20b se muestra la
selectividad a CPC + CCP en funcion de la masa de biocatalizador y de la temperatura
de reaccién luego de 6 horas de reaccion llevando a cabo la misma con la mayor

proporcién de acido palmitico.
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Figura 7.20. Selectividad porcentual a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-
palmitoil glicerol generados durante la esterificacion de dicaprina con dacido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables:
relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg,
b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar acido
palmitico/dicaprina = 3:1.

El rendimiento a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol fue

calculado mediante la Ecuacion 7.16.

Micromoles generados de CPC+CCP

Yepctcer = 100 (7.16)

Micromoles iniciales de dicaprina

Al igual que lo ocurrido con la selectividad, el rendimiento se vio beneficiado por el

aumento del dosaje de lipasa inmovilizada y de la relacién acido palmitico/dicaprina,
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mientras que la temperatura afecté negativamente a esta respuesta. Lo antes
mencionado coincide con la informacién recabada durante este estudio: llevar a cabo
la reacciéon con la mayor masa de biocatalizador, la mayor proporcién de acido
palmitico y la minima temperatura ensayada favorecié la reaccion de esterificacion

frente a la reaccién de hidrdlisis.

Mediante un modelo lineal simple fue posible ajustar esta respuesta, el estadistico R?
para el mismo fue 95.06%, indicando una buena relacién entre los factores y la
respuesta. El modelo obtenido por regresién lineal multiple y posteriormente refinado

mediante seleccidn por pasos es representado por la Ecuacién 7.17.

Yepcscep = 14.6 + 0.110L + 0.0151LRy - 0.00121LT (7.17)

Graficos de superficie de respuesta son presentados en la Figura 7.21. Las condiciones
en las que se evalua el rendimiento en la Figura 7.21.ay 7.21.b coinciden con las antes
mencionadas para la selectividad a CPC + CCP y para las restantes respuestas

previamente evaluadas.
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Figura 7.21. Rendimiento porcentual a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-
palmitoil glicerol generados durante la esterificacion de dicaprina con 4acido palmitico
catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables:
relacién acido palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg,
b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relacién molar acido
palmitico/dicaprina = 3:1.

7.7.5. Migracion de acilos durante la reaccion
La generacién de 2,3-dicaprina fue observada durante este estudio, la misma podria
atribuirse a migracién de acilos de la posicion sn-1 a sn-2 en 1,3-dicaprina,

potencialmente catalizada por la lipasa.

El aumento de la relacion molar favorecié la generacién de 2,3-dicaprina, mientras que

el incremento de la temperatura y de la masa de lipasa inmovilizada afectaron
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negativamente a esta respuesta. Durante el desarrollo de la presente tesis se hizo
evidente que la reaccién de migracién de acilos se ve favorecida por altas
temperaturas e incluso las lipasas podrian participar en la misma. Sin embargo, esta
respuesta no se incrementd con los parametros antes mencionados. Este hecho no
implica que no hayan favorecido la migracién, sino que la reaccién de hidrdlisis se ve
mas favorecida que la migraciéon. Mas aun, cuando la sintesis fue llevada a cabo con
alta concentracidon de acido palmitico, la hidrdlisis se ve desfavorecida y en estas

condiciones la generacidon de 2,3-dicaprina es mayor.

Mediante regresién lineal multiple se obtuvo un modelo de segundo orden en la
relacidn acido palmitico/dicaprina que permitié explicar el 96.08% de los cambios en
los micromoles de 2,3-dicaprina (en funcién del R?). La ecuacién 7.18 representa a

dicho modelo.

GCC = —1.81 — 0.115Ry? + 0.0229L + 0.0543T + 0.00705LRy - 0.000752LT (7.18)

7.7. Analisis multirespuesta a través de funciones de deseabilidad

En las secciones anteriores fueron evaluados los efectos de las variables
experimentales sobre diferentes respuestas al realizar la esterificacion de dicaprina
con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada por
adsorcidn fisica sobre quitosano. Se elaboraron regresiones de diferente complejidad
para cada respuesta y las condiciones éptimas para las mismas fueron obtenidas. En
esta seccién se analizan las respuestas en conjunto con el objetivo de obtener un

Optimo global. Como se mencioné en las secciones 3.6 y 6.6, cuando se consideran
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todas las respuestas al mismo tiempo, es poco probable que alcancen el éptimo en el
mismo punto, especialmente cuando algunas de las respuestas se deben maximizar y
otras minimizar. Para este analisis se utilizd nuevamente el enfoque basado en una

funcién de utilidad conocida como “funcién de deseabilidad”.

En este trabajo se ha intentado generar un modelo que permita maximizar las
variables de respuesta seleccionadas (por ejemplo; consumo de acido palmitico,
conversion de 1,3-dicaprina, selectividad a CPC + CCP, rendimiento a CPC + CCP, etc) y
minimizar otras (generacién de glicerol, acido caprico, tricaprina, dipalmitina, etc). Si
bien el numero de experimentos en el presente trabajo es limitado (10 experimentos)
hay reportes en la literatura sobre aplicaciones de disefio factorial con cantidad
reducida de experimentos para realizar analisis multirespuesta con funciones de

deseabilidad [52].

En la Figura 7.22 se presenta la funcidn de deseabilidad obtenida utilizando
Statgraphics Centurion donde se realizé optimizacién de respuestas multiples
maximizando el consumo de acido palmitico, la conversion de 1,3-dicaprina y el
rendimiento a CPC + CCP y minimizando la generacion de acido cdprico y glicerol

(minimizacién de hidrélisis).
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Figura 7.22. Grafico de superficie de respuesta para funcién de deseabilidad maximizando los
micromoles de acido palmitico consumidos, los micromoles de 1,3-dicaprina convertidos vy el
rendimiento a CPC + CCP, y minimizando la generacién de acido céprico y glicerol. a) variables:
masa de lipasa inmovilizada y temperatura, manteniendo fija la relacién acido
palmitico/dicaprina (3:1) y b) variables: masa de lipasa inmovilizada y relacién acido
palmitico/dicaprina, manteniendo fija la temperatura en 40 °C.

La funcién de deseabilidad alcanzé valores superiores a 0.8 llevando a cabo la
esterificacion a la menor temperatura ensayada, con la maxima relacién acido

palmitico/dicaprina y el mayor contenido de lipasa inmovilizada.
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Cabe sefalar que todos los resultados y las conclusiones obtenidas a partir de las
funciones de deseabilidad estan absolutamente condicionados por el intervalo
experimental utilizado en este trabajo, ya que las funciones deseabilidad se basan en
modelos generados con los datos experimentales obtenidos en un cierto rango, deben
entonces, analizarse cuidadosamente antes de su aplicacidn a casos reales e intervalos
ampliados, ya que estos modelos sugieren que altos contenidos de acido palmitico y
alta carga de biocatalizador favorecen la sintesis del triglicérido estructurado deseado,
sin embargo no se han tenido en cuenta los posibles efectos de inhibicion acida o

posible agregacién de la lipasa inmovilizada.

De los resultados de RMN de **C e *H presentados en el Capitulo 5, se hace evidente
que en la mezcla producida de CCP y CPC esta compuesta mayoritariamente por CPC.
Esto esta avalado por:
e |a presencia de 2 MAG al realizar la hidrdlisis con lipasa de pancreas porcino
de los productos de esta reaccién
e presencia de CPG en los productos de reaccion (proveniente
probablemente de la hidrélisis en posicién sn-3 de CPC)
e |os tiempos cortos de reaccion utilizados y la proporcidn alta relativa de

acido palmitico presente

7.8. Conclusiones
Mediante un proceso simple la lipasa de Burkholderia cepacia fue inmovilizada sobre
guitosano mediante fuerzas de van de Waals y probablemente enlaces idnicos,

obteniendo un catalizador con aproximadamente 3% en peso de lipasa.
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El catalizador obtenido mostré alta actividad en el sistema de reaccion, logrando

conversiones de diglicérido cercanas al 90%.

Como resultado de este estudio se obtuvo una mezcla de acilglicéridos compuesta
mayoritariamente por acido caprico en posiciones sn-1y sn-3 y acido palmitico en alta

proporcién en posicién sn-2.

La reaccién de hidrélisis favorecié la generacion de acilglicéridos no deseados.
Controlar esta reaccion es fundamental para maximizar la selectividad al producto

deseado.

La presencia de 1,2-dicaprina en el material de partida propicié la rapida generacién de
1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol entre los productos de reacciéon. Minimizar el
contenido inicial de este diglicérido permitiria la obtenciéon de un producto final con

menor proporcion del isémero del triglicérido estructurado deseado.

Finalmente podemos concluir que llevar a cabo la reaccién a la menor temperatura
ensayada y con el mayor contenido de biocatalizador y la mayor relacion molar de
acido palmitico/dicaprina evaluados favorecié la reaccién de esterificacion frente a la

de hidrdlisis posibilitando una mayor obtencion de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol.

279



7.9. Referencias

[1] Schmid, U., Bornscheuer, U. T., Soumanou, M. M., McNeill, G. P., Schmid, R. D.
(1998). Optimization of the reaction conditions in the lipase-catalyzed synthesis of
structured triglycerides. Journal of the American Qil Chemists' Society, 75:1527-1531.

[2] Small, D. M. (1991). The Effects of Glyceride Structure on Absorption and
Metabolism. Annual review of nutrition, 11:413-434.

[3] Mattson, F. H., Volpenhein, R. A. (1964). The Digestion and Absorption of
Triglycerides. Journal of Biological Chemistry, 239:2772-2777.

[4] Kayden, H. J., Senior, J. R., Mattson, F. H. (1967). The Monoglyceride Pathway of Fat
Absorption in Man. The Journal of Clinical Investigation 46:1695-1702.

[5] Bach, A. C., Babayan, V. K. (1982). Medium-Chain Triglycerides: An Update.
American Journal of Clinical Nutrition, 36:950-962.

[6] Papamandjaris, A. A., MacDougall, D. E., Jones, P. J. H. (1998). Medium Chain Fatty
Acid Metabolism and Energy Expenditure: Obesity Treatment Implications. Life
sciences, 62:1203-1215.

[7] Babayan, V. K. (1987). Medium Chain Triglycerides and Structured Lipids. Lipids
22:417-420.

[8] Mascioli, E. A., Bistrian, B. R., Babayan, V. K., Blackburn, G. L. (1987). Medium Chain
Triglycerides and Structured Lipids as Unique Nonglucose Energy Sources in
Hyperalimentation. Lipids, 22:421-423.

[9] Merolli, A., Lindemann, J., Vecchio, A. J. D. (1997). Medium-chain Lipids: New
Sources, Uses. Inform, 8:597-603.

[10] Henwood, S., Wilson, D., White, R., Trimbo, S. (1997). Developmental Toxicity
Study in Rats and Rabbits Administered an Emulsion Containing Medium Chain
Triglycerides as an Alternative Caloric Source. Fundamental and Applied Toxicology,
40:185-190.

[11] Sakono, M., Takagi, H., Sonoki, H., Yoshida, H., Iwamoto, M., lkeda, I., Imaizumi, K.
(1997) Absorption and Lymphatic Transport of Interesterified or Mixed Fats Rich in
Saturated Fatty Acids and Their Effect on Tissue Lipids in Rats. Nutrition Research,
17:1131-1141.

[12] Hey C-E, Xu X. (2001). Structured triacylglycerols. In: Gunstone FD, editor.
Structured and modified lipids. New York: Marcel Dekker. 209-40.

[13] Jandacek, R. J., Whiteside J. A., Holcombe B. N., Volpenhein R. A., Taulbee J. D.
(1987). The Rapid Hydrolysis and Efficient Absorption of Triacylglycerides with

280



Octanoic Acid in the 1 and 3 Positions and Long-Chain Fatty Acid in the 2-Position.
American Journal of Clinical Nutrition, 45:940-945

[14] Lien, E. L., Boyle F. G., Yuhas R., Tomarelli R. M., Quinlan P. (1997). The Effect of
Triglyceride Positional Distribution on Fatty Acid Absorption in Rats. Journal of
Pediatric Gastroenterology & Nutrition, 25:167-174.

[15] AoeS., Yamamura J., Matsuyama H., Hase M., Shiota M., Miura S. (1997). The
positional distribution of dioleoyl-palmitoyl glycerol influences lymph chylomicron
transport, composition and size in rats. Journal of Nutrition, 127:1269-1273.

[16] Christensen, M. S., Hgy, C. E., Becker, C. C., Redgrave, T. G. (1995). Intestinal
Absorption and Lymphatic Transport of Eicosapentaenoic (EPA), Docosahexaenoic
(DHA), and Decanoic Acids: Dependence on Intramolecular Triacylglycerol Structure.
American Journal of Clinical Nutrition, 61:56-61.

[17] Christensen, M. S., Miillertz, A., Hay, C. E. (1995). Absorption of Triglycerides with
Defined or Random Structure by Rats with Biliary and Pancreatic Diversion. Lipids,
30:521-526.

[18] Jensen R. G., Hagerty M. M., McMahon K. E. (1978) Lipids of human milk and
infant formulas: a review. American Journal of Clinical Nutrition, 31:990-1016.

[19] Innis S. M., Dyer R., Quinlan P., Diersen-Schade D. (1995). Palmitic acid is absorbed
as sn-2 monopalmitin from milk and formula with rearranged triacylglycerols and
results in increased plasma triglyceride sn-2 and cholesteryl ester palmitate in piglets.
Journal of Nutrition, 125:73-81.

[20] Renaud S. C., Ruf J. C., Petithory D. (1995). The positional distribution of fatty acids
in palm oil and lard influences their biologic effects in rats. Journal of Nutrition,
125:229-237.

[21] Filer L. J., Mattson F. H., Fomon S. J. (1969). Triglyceride configuration and fat
absorption by the human infant. Journal of Nutrition, 99:293-298.

[22] Lucas A., Quinlan P., Abrams S., Ryan S., Meah S., Lucas P. J. (1997). Randomised
controlled trial of a synthetic triglyceride milk formula for preterm infants. Archives of
Disease in Childhood, 77:F178—F184

[23] Lien, E. L., Boyle F. G., Yuhas R., Tomarelli R. M., Quinlan P. (1997). The Effect of
Triglyceride Positional Distribution on Fatty Acid Absorption in Rats. Journal of
Pediatric Gastroenterology & Nutrition 25:167-174.

[24] Bornscheuer, U. T., Adamczak M., Soumanou M. M. (2002). Lipase-Catalyzed

Synthesis of Modified Lipids. Lipids as Constituents of Functional Foods, edited by F.D.
Gunstone, F.D., PJ Barnes & Associates, Bridgwater, United Kingdom. 149-182.

281



[25] Xu, X. (2000). Production of Specific-Structured Triacylglycerols by Lipase-
Catalyzed Reactions: A Review. European Journal of Lipid Science and Technology,
1002:287-303.

[26] Akoh, C. C., Jennings B. H., Lillard D. A. (1995). Enzymatic Modification of
Trilinolein: Incorporation of n-3 Polyunsaturated Fatty Acids. Journal of the American
Oil Chemists' Society, 72:1317-1321.

[27] Shimada, Y., Sugihara A., Nakano H., Yokota T., Nagao T., Komemushi S., Tominaga
Y. (1996). Production of Structured Lipids Containing Essential Fatty Acids by
Immobilized Rhizopus delemar Lipase. Journal of the American Oil Chemists' Society,
73:1415-1420.

[28] Fomuso, L. B., Akoh C. C. (1998). Structured Lipids: Lipase-Catalyzed
Interesterification of Tricaproin and Trilinolein. Journal of the American Oil Chemists'
Society, 75:405-410.

[29] Soumanou, M. M., Bornscheuer U. T., Menge U., Schmid R. D. (1997). Synthesis of
Structured Triglycerides from Peanut Oil with Immobilized Lipase. Journal of the
American Oil Chemists' Society, 74:427-433.

[30] Hayes, D. G., Gulari E. (1992). Formation of Polyol-Fatty Acid Esters by Lipases in
Reverse Micellar Media. Biotechnology and bioengineering, 40:110-118.

[31] Irimescu, R., Furihata, K., Hata, K., lwasaki, Y., Yamane, T. (2001). Two-step
enzymatic synthesis of docosahexaenoic acid-rich symmetrically structured
triacylglycerols via 2-monoacylglycerols. Journal of the American Oil Chemists'
Society, 78:743-748.

[32] Irimescu, R., lwasaki, Y., Hou, C. T. (2002). Study of TAG ethanolysis to 2-MAG by
immobilized Candida antarctica lipase and synthesis of symmetrically structured
TAG. Journal of the American Oil Chemists' Society, 79:879-883.

[33] del Mar Muiio, M., Robles, A., Esteban, L., Gonzalez, P. A., Molina, E. (2009).
Synthesis of structured lipids by two enzymatic steps: ethanolysis of fish oils and
esterification of 2-monoacylglycerols. Process Biochemistry, 44:723-730.

[34] Goh, S. H., Yeong, S.K., Wang, C. W. (1993). Transesterification of cocoa butter by
fungal lipases: effect of solvent on 1,3-specificity. Journal of the American Oil Chemists’
Society, 70:567-570.

[35] Garcia-Alles, L. F., Gotor, V. (1998). Alcohol inhibition and specificity studies of
lipase B from Candida antarctica in organic solvents. Biotechnology and

bioengineering, 59:163-170.

[36] Bellot J. C., Choisnard L., Castillo, E., Marty, A. (2001). Combining solvent
engineering and thermodynamic modeling to enhance selectivity during

282



monoglyceride synthesis by lipase-catalyzed esterification. Enzyme and microbial
technology, 28:362-369.

[37] Kuo, S. J., Parkin, K. L. (1996). Solvent polarity influences product selectivity of
lipase-mediated esterification reactions in microaqueous media.Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 73:1427-1433.

[38] Rendodn, X., Lopez-Munguia, A., Castillo, E. (2001). Solvent engineering applied to
lipase-catalyzed glycerolysis of triolein. Journal of the American Qil Chemists'
Society, 78:1061-1066.

[39] Liao, H. F., Tsai, W. C., Chang, S. W., Shieh, C. J. (2003). Application of solvent
engineering to optimize lipase-catalyzed 1,3-diglyacylcerols by mixture response
surface methodology. Biotechnology letters, 25:1857-1861.

[40] Bi, Y. H., Wang, Z. Y., Duan, Z. Q., Zhao, X. J., Chen, X. M., Nie, L. H. (2015). An
insight into the solvent effect on the positional selectivity of the immobilized lipase
from Burkholderia cepacia in 1,3-diolein synthesis. RSC Advances, 5:23122-23124.

[41] Wongsakul, S., Aran, H., Bornscheuer, U. T. (2004). Lipase-catalyzed synthesis of
structured triacylglycerides from 1,3-diacylglycerides. Journal of the American Oil
Chemists' Society, 81:151-155.

[42] Krajewska, B. (2004). Application of chitin-and chitosan-based materials for
enzyme immobilizations: a review. Enzyme and microbial technology, 35:126-139.

[43] Kumar, M. N. R. (2000). A review of chitin and chitosan applications. Reactive and
functional polymers, 46:1-27.

[44] http://www.rcsb.org/pdb/explore/remediatedSequence.do?structureld=10IL

[45] Bornscheuer, U., Reif, O. W., Lausch, R., Freitag, R., Scheper, T., Kolisis, F. N.,
Menge, U. (1994). Lipase of Pseudomonas cepacia for biotechnological purposes:
purification, crystallization and characterization. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
General Subjects, 1201:55-60.

[46] Macho, S. (2002). Metodologias analiticas basadas en espectroscopia de infrarrojo
y calibracion multivariante (Doctoral dissertation, Tesis doctoral. Departamento de
Quimica Analitica | Quimica Organica. Universitat Rovirai Virgili, Espaiia.

[47] Macea, R. B., Hoyos, C. F. D., Montes, Y. G., Fuentes, E. M., Ruiz, J. I. R. (2015).
Sintesis y propiedades de filmes basados en quitosano/lactosuero. Polimeros Ciéncia e

Tecnologia, 25:58-69.

[48] Barth, A. (2007). Infrared spectroscopy of proteins. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Bioenergetics, 1767:1073-1101.

283



[49] Collins, S. E., Lassalle, V., Ferreira, M. L. (2011). FTIR-ATR characterization of free
Rhizomucor meihei lipase (RML), Lipozyme RM IM and chitosan-immobilized
RML. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 72:220-228.

[50] Natalello, A., Ami, D., Brocca, S., Lotti, M., Doglia, S. (2005). Secondary structure,
conformational stability and glycosylation of a recombinant Candida rugosa lipase

studied by Fourier-transform infrared spectroscopy. Biochemical Journal, 511-517.

[51] Yadav, L. D. S. Organic Spectroscopy. Kluwer academic publishers. New Delhi,
India (2005).

[52] Bas, D., Boyaci, i. H. (2007). Modeling and optimization I: Usability of response
surface methodology. Journal of Food Engineering, 78:836-845.

284


http://scholar.google.com.secure.sci-hub.io/citations?user=NgBgJGEAAAAJ&hl=es&oi=sra
http://scholar.google.com.secure.sci-hub.io/citations?user=X7Tq8AQAAAAJ&hl=es&oi=sra

8. CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis estuvo orientado a la sintesis de acilglicéridos de alto valor
nutricional empleando reacciones enzimdticas. La obtencién de una mezcla de
glicéridos se evalud en un proceso de sintesis en dos etapas, incluyendo etapas de
purificacion de productos intermedios. Los principales componentes, nutricionalmente
valiosos, en la mezcla de acilglicéridos fueron: triglicéridos estructurados compuestos
mayoritariamente por acido palmitico en posicidn sn-2 y acido caprico en posiciones

sn-1/sn-3, triglicéridos de cadena media y 1,3-diglicéridos.

La primera etapa de sintesis consistié en la obtenciéon de 1,3-dicaprina. La forma
comercial inmovilizada de la lipasa 1,3-especifica de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM
IM) resulté un buen catalizador para la sintesis de 1,3-dicaproilglicerol mediante la
esterificacion de glicerol con acido caprico, en solvente organico. La sintesis de este
diglicérido especifico se vio favorecida por el uso de altas cantidades de glicerol
adsorbido sobre gel de silice, mientras que el incremento de la dosis de lipasa
inmovilizada tuvo un efecto negativo sobre la fraccion final de este isémero. El
rendimiento maximo de 1,3-dicaprina fue del 55% luego de 6 horas de reaccidn. Los
datos experimentales permitieron respaldar la propuesta de que el intermedio
tetraédrico de la sintesis enzimatica de 1,3-dicaprina pueden sufrir la migracion de

acilo.

La esterificacion de 1,3-dicaprina con acido palmitico se planedé con el objetivo de

obtener triglicéridos con alta proporcién de acido céprico en posiciones sn-1/sn-3 y
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acido palmitico en posicion sn-2. A fin de maximizar el rendimiento a este triglicérido
estructurado, se llevé a cabo la purificacion del diglicérido sintetizado en la primera
etapa. La neutralizacién del acido cdprico remanente se realizé con una solucién
acuosa de KOH 0.1M en dos etapas, lo que permitié la remocién del acido y el
monoglicérido. Se realizd una seleccién preliminar de los solventes empleando el
programa Ecofac 1.0. Fueron elegidos etanol y n-heptano, mostrando un buen
desempeiio para la extraccién liquido-liquido en estudios experimentales. Con un
procedimiento de separacion en tres pasos simples, fue posible recuperar 94% de la
dicaprina con 89% de pureza. Si se requiere una mayor pureza, una etapa adicional de
extraccion permite aumentarla a 97%, pero recuperando sélo el 56% de dicaprina.
Teniendo en cuenta el proceso general, llevando a cabo la neutralizacién y sélo la
primera etapa de extraccidn fue posible recuperar 90% de la dicaprina inicial con 89%

de pureza.

Se evaluaron diferentes lipasas para llevar a cabo la esterificacion de 1,3-dicaprina con
acido palmitico en un medio con solvente organico, obteniendo conversiones de
dicaprina de hasta el 84%. Todos los catalizadores fueron evaluados en funcién de la
composicion de la mezcla final obtenida por la esterificacion de dicaprina
(principalmente 1,3-dicaprina) con 4acido palmitico. Varios de ellos resultaron
sumamente interesantes para sintetizar una mezcla que actie como sustituto de
grasas compuesta mayoritariamente por triglicéridos estructurados ricos en acido
palmitico en posicion sn-2 y acido cdprico en posiciones sn-1/sn-3, triglicéridos de
cadena media, 1,3-diglicéridos de cadena media y 1,3-diglicéridos de cadena media y

larga, con bajas o nulas proporciones de dipalmitina y tripalmitina. Burkholderia
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cepacia fue la lipasa con mejor desempefio, y se realizd su inmovilizacion sobre
polipropileno y sobre montmorillonita. El biocatalizador obtenido con polipropileno
resulté poco activo, mientras que la inmovilizacién sobre montmorillonita generd un
catalizador con muy buena actividad, sin embargo el sélido obtenido resulté de dificil
empleo por ser un polvo con reducido tamafio de particula. Las metodologias
tradicionales para la identificacion del acido graso esterificado en la posicién sn-2
permitieron observar una alta proporcion de acido palmitico en esta posiciéon en forma
cualitativa. Se exploré el uso de RMN como herramienta adicional para la

caracterizacion de productos.

Se analizé en detalle la esterificacién de 1,3-dicaprina con acido palmitico en solvente
orgdnico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano.
La inmovilizacion de la enzima se realizd con un proceso simple y la misma se une al
soporte mediante fuerzas de van de Waals y probablemente enlaces idnicos,
obteniendo un catalizador con aproximadamente 3% en peso de lipasa. Este
biocatalizador mostré alta actividad, con conversiones de diglicérido cercanas al 90%
luego de 6 horas de reaccién. La generacién de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol se
maximizé al operar con alta concentracién de 4acido palmitico, alta carga de
biocatalizador y temperaturas relativamente bajas. Reducir al maximo el contenido de
1,2-dicaprina en el sustrato de partida resulta fundamental para minimizar la

generacion de 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol.

Adicionalmente, la migracién de acilos que tiene lugar durante etandlisis de

triglicéridos catalizada por Novozym 435 fue analizada en detalle. Esta reaccidn
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secundaria es muy importante en los procesos empleados para la sintesis de glicéridos
parciales con estructura especifica. La presencia de 1,3-diglicéridos, 1-monoglicéridos e
incluso glicerol a cortos tiempos de reaccién, fue un claro indicador de la existencia e
importancia de esta reaccidn. La formacién de 2-MAG por etandlisis de triglicéridos se
vio favorecida por tiempos de reaccidon mads largos y mayores cargas de biocatalizador
con triglicéridos saturados de cadena media o corta. Asimismo, la conversién de
acilglicéridos formados por acidos grasos de cadena larga con insaturaciones fue
relativamente baja, debido probablemente a las restricciones para su acceso al sitio

activo de la lipasa.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente
tesis surgen potenciales trabajos a futuro tales como:

e exploracion de biocatalizadores no comerciales con el objetivo de reducir
costos,

e evaluar el reuso del biocatalizador empleado en cada etapa,

e estudio del escalado de las diferentes etapas del proceso de sintesis,

e sintesis de acilglicéridos portadores de dacidos grasos poliinsaturados
nutricional y terapéuticamente valiosos, como por ejemplo DHA (acido
docosahexaenoico, 22-6 n-3) y EPA (acido eicosapentaenoico, C20:5 n-3),

e |levar a cabo un detallado estudio por RMN 13¢/*H de sistemas modelos de
triglicéridos estructurados,

e continuar y profundizar el analisis de migracién de acilos promovida por la
lipasa mediante el empleo de técnicas de simulacion molecular (incluyendo
métodos semiempiricos de célculo).
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AG:

MAG:

DAG:

TAG:

TCL:

TCM:

TCML:

AGCM:

AGCL:

AGCC:

TE:

GGG:

1,3-DAG:

1,2-DAG:

2,3-DAG:

1-MAG:

2-MAG:

3-MAG:

FAEE:

PUFA:

DHA:

EPA:

LISTADO DE ABREVIATURAS

Acido graso/s
Monoacilglicérido/s
Diacilglicérido/s
Triacilglicérido/s
Triglicéridos de cadena larga
Triglicérido de cadena media
Triglicéridos de cadena media y larga
Acido graso de cadena media
Acido graso de cadena larga
Acido graso de cadena corta
Triglicerido estructurado
Glicerol

1,3-diacilglicerol
1,2-diacilglicerol
2,3-diacilglicerol
1-diacilglicerol
2-diacilglicerol
3-diacilglicerol

Etil éster de acido graso
Acido graso poliinsaturado
Acido docosahexaenoico

Acido eicosapentaenoico
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Ser: Serina

His: Histidina

Asp: Acido aspartico

Glu: Acido glutamico

BCL: Lipasa de Burkholderia cepacia
CRL: Lipasa de Candida rugosa

PFL: Lipasa de Pseudomonas fluorescens
RML: Lipasa de Rhizomucor miehei
PPL: Lipasa de pancreas porcino
CALB: Lipasa B de Candida antarctica
C: Acido caprico

P: Acido palmitico

O: Acido oleico

CGG: 1-monocaprina

GCG: 2-monocaprina

CGC: 3-monocaprina

CCG: 1,2-dicaprina

CGC: 1,3-dicaprina

GCC: 2,3-dicaprina

CCC: Tricaprina

CPC: 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol
CCP: 1,2-dicaproil-3-palmitoil glicerol
CPP: 1-caproil-2,3-palmitoil glicerol
CGP: 1-caproil-3-palmitoil glicerol
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CPG:

PPP:

PPG:

PGP:

GPP:

GPG:

PGG:

GGP:

COC:

CCO:

CGO:

OGO:

1-caproil-2-palmitoil glicerol
Tripalmitina

1,2-dipalmitina
1,3-dipalmitina
2,3-dipalmitina
2-monopalmitina
1-monopalmitina
2-monopalmitina
1,3-dicaproil-2-oleoil glicerol
1,2-dicaproil-3-oleoil glicerol
1-caproil-3-oleoil glycerol

1,3-dioleina
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DAG y minimizacion de 1,2-DAG y 2,3-DAG.

Figura 3.10. Isomerizacién (migracion de acilo) de 1,2-DAG (a) y 2-MAG (b).

Figura 3.11. Mecanismo de isomerizacion de acilo para 1,2 DAG a 1,3 DAG. Se destaca
en rojo la estructura del intermediario cetal.
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Figura 3.12. Esquema de 1,3-DAG con OH del C2 posicionado cerca de la Histidina. 1)
Migracién de acilos con participacion de la Serina y II) migracién de acilos mediada por
la distribucion de cargas del entorno de la triada catalitica.

Figura 3.13. Migracién de acilos en 1,3-dicaprina. Coordinacion a través de la posicién
sn-1, a) formacion de 1,2-dicaprina y b) generacién de 2,3-dicaprina.

Figura 3.14. Esquema de migracién de acilo en 1,3 DAG con OH de C2 posicionado
hacia el lado de la Serina.

Figura 3.15. Representacion tridimensional de la coordinacion de 1,3-diacetina con la
Serina de la triada catalitica. a) Interaccién a través del acilo en posicién sn-3 y b)
interaccion a través del acilo en posicion sn-1.

Figura 3.16. Migracion de acilos luego de la coordinaciéon de monoglicéridos con la acil
enzima. a) generacion de 2,3-dicaprina y b) formacidén de 1,2-dicaprina.

Figura 4.1. Cromatogramas correspondientes a las muestras de reaccidon de
esterificacion antes y despues de la neutralizacién en dos etapas con solucién 0.1M de
KOH. La muestra inicial contenia 52 mg de acido caprico, 4 mg de monocaprina, 28 mg
de dicaprina y 12 mg de tricaprina.

Figura 4.2. Esquema y resultados de la primera etapa de extraccién.

Figura 4.3. Esquema y resultados de la segunda etapa de extraccion

Figura 4.4. Esquema y resultados de la tercera etapa de extraccion

Figura 5.1. Cromatogramas correspondientes a reactivos (Negro) y productos (Rojo) al
llevar a cabo la esterificacién enzimatica de dicaprina con acido palmitico catalizada

por la lipasa de Pseudomonas fluorescens. El: estandar de calibracion (tricaprilina).

Figura 5.2. Esquema del desempefio de los biocatalizadores en la reaccién de
esterificacion de dicaprina con acido palmito.

Figura 5.3. Concentraciones de reactivos y productos en funcién del tiempo de
reaccion para la esterificacién de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa
de Burkholderia cepacia empleando tamiz molecular 13X como metodologia de
control.
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Figura 5.4. Productos formados, agrupados de acuerdo a la reaccién por la cual fueron
generados al llevar a cabo la esterificacién de dicaprina con acido palmitico empleando
diversos catalizadores, tiempo de reaccién = 12 horas.

Figura 5.5. Principales triglicéridos sintetizados mediante la esterificacion de dicaprina
con acido palmitico empleando diversos catalizadores, tiempo de reaccion = 12 horas.

Figura 5.6. CGC consumido y CGP generado (se incluye la formaciéon de CPP con fines
comparativos) al llevar a cabo la esterificacidon de dicaprina con acido palmitico por 12
horas empleando diferentes catalizadores.

Figura 5.7. Concentracién de glicéridos deseados, indeseados y acidos grasos libres
luego de 12 horas de reaccién con diferentes catalizadores.

Figura 5.8. Concentracién de triglicéridos, diglicéridos deseados y glicéridos no
deseados luego de 12 horas de reaccidon con diferentes catalizadores y luego de
separar los acidos grasos libres.

Figura 5.9. Acido céprico y palmitico potencialmente liberados durante el metabolismo
de la mezcla nutricional obtenida con cada catalizador. Comparaciéon con el maximo
porcentaje de acido palmitico liberado durante la digestion de la grasa de leche
materna humana (LMH).

Figura 5.10. Concentracion de 4cido palmitico presente en los glicéridos que
componen la mezcla nutricional y concentracidn de este acido en posicidén sn-2 de esos
glicéridos. Comparacidn con la concentracion de acido palmitico en posicién sn-2 en la
grasa de leche vacuna

Figura 5.11. Sintesis de CPC por esterificacién de 2-monopalmitina con acido caprico
catalizada por Lipozyme RM IM. a) Inicio de la reaccién, b) 15 minutos de reaccion

Figura 5.12. Sintesis de CCP por esterificacion de 1,2-dicaprina con acido palmitico
catalizada por Lipozyme RM IM. a) Inicio de la reaccién, b) 15 minutos de reaccion

Figura 5.13. Cromatogramas para muestras del producto final de la reaccién de sintesis
de CPCy de CCP. Referencias: Negro: muestra con CPC, Rojo: muestra con CCP.

Figura 5.14. Cromatogramas correspondientes a la mezcla nutricional (Negro) y al
producto de la hidrélisis de la misma con PPL (Azul).
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Figura 5.15. Cromatogramas correspondientes a la mezcla nutricional (Negro) y al
producto de la etandlisis de la misma con Novozym 435 (Azul).

Figura 5.16. Regién de carbono carbonilico (172-174 ppm) del espectro de 13C a 300
MHz de una muestra de aceite de oliva. Se indican las resonancias de cadenas
saturadas (S), oleil (O) y linoleil esterificadas en posiciones sn-1/sn-3 y sn-2.

Figura 5.17. Espectro de RMN de 'Hde tripalmitina.

Figura 5.18. Espectro de RMN de Bcde tripalmitina.

Figura 5.19. Espectro de RMN de **C de tripalmitina, zona de carbonos carbonilicos.
Figura 5.20. Espectro de RMN de *H de CGC y CCG.

Figura 5.21. Espectro de RMN de *C de CGC y CCG.

Figura 5.22. Espectro de RMN de *C de CGC y CCG mostrando la regién de carbonos
carbonilicos.

Figura 5.23. Espectro de RMN de B¢ de CGC y CCG ampliacién de la regién de
carbonos carbonilicos.

Figura 5.24. Espectro de RMN de 'H de CPC y CCP.

Figura 5.25. Espectro de RMN de 3C de CPC y CCP.

Figura 5.26. Espectro de RMN de *C de CPC y CCP, regién de carbonos carbonilicos.
Figura 5.27. Espectro de RMN de *H de COC y CCO.

Figura 5.28. Espectro de RMN de Bc de coc y CCO.

Figura 5.29. Espectro de RMN de **C de COC y CCO, regién de carbonos carbonilicos.

Figura 6.1. Representacion de la primera etapa de la etandlisis de triglicéridos
catalizada por lipasas.

Figura 6.2. Cromatograma tipico de los reactivos y productos de reaccién en la
etandlisis enzimatica de tripalmitina utilizando Novozym 435. GGG = glicerol, EtP = etil

palmitato, GPG = 2-monopalmitina, PGG = 1-monopalmitina, PPG = 1,2-dipalmitina,
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PGP = 1,3-dipalmitina, PPP = tripalmitina y El = estandar de calibracion interna
(tricaprilina). Condiciones experimentales del ensayo catalitico: tripalmitina: 100 mg,
etanol: 2 mL, temperatura: 60 °C, enzima: 20 mg, tiempo de reaccién: 60 min.

Figura 6.3. Esquema de la etandlisis de triglicéridos catalizada por Novozym 435.

Figura 6.4. Cromatogramas para evaluar migracion de acilo durante el
almacenamiento. En negro la muestra al finalizar la reaccién y en rojo la muestra luego
de 48 h de almacenamiento a -20 °C.

Figura 6.5. Estructura esquemadtica de trioleina y tripalmitina cerca de la Serina del
sitio activo.

Figura 6.6. Variacion en la conversion de triglicéridos durante la etandlisis catalizada
por Novozym 435 luego de 90 minutos de reaccion. Variables: carga biocatalizador y
longitud de la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.

Figura 6.7. Variaciéon en la fraccion molar de 1,2-DAG en la etandlisis de triglicéridos
catalizada por Novozym 435 después de 90 min de reaccion. Variables: carga
biocatalizador y longitud de la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.

Figura 6.8. Variacidén en la fraccién molar de 2-MAG en la etandlisis de triglicéridos
catalizadas por Novozym 435 después de 90 min de reaccion. Variables: carga
biocatalizador y longitud de la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.
Figura 6.9. Variacidon en la fraccién molar de FAEE en la etandlisis de triglicéridos
catalizada por Novozym 435 después de 90 min de reaccidon. Variables: carga
biocatalizador y longitud de la cadena del triglicérido. Referencias: a) DE1, b) DE2.

Figura 6.10. Graficos de superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad
maximizando conversion, fracciéon molar de etil ésteres y fraccién molar de glicerol en
la etandlisis de triglicéridos para un tiempo de reaccidon de 90 min. Variables: carga de
biocatalizador y longitud de cadena de los triglicéridos. Referencias: a) DE1, b) DE2.

Figura 6.11. Grafico de superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad
maximizando la formacion de 2-MAG. a) etandlisis de triacetina considerando
variaciones en la carga de biocatalizador y el tiempo de reaccién, b) etandlisis de
triglicéridos luego de 90 min de reaccién, considerando el efecto de la longitud de
cadena de los triglicéridos y la carga de biocatalizador.
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Figura 6.12. Representacion esquematica de tripalmitina (a) y trioleina (b) en la
superficie de CALB (posicidn A), cerca de la Serina (posicién C) y situado en la entrada
del tunel hacia la triada catalitica de CALB (posicién B).

Figura 6.13. Representacidon esquematica de triacetina (sin hidrégenos) en: a) Posicién
[, byc)Posicion Il 'y d) Posicion .

Figura 6.14. Intermediarios de reaccidn de triacetina con la triada catalitica de CALB. a)
Triacetina, b) intermediario por coordinacion a través de la posicion sn-1, c)
intermediario por coordinacién a través de la posicién sn-3.

Figura 6.15. Intermediarios de reaccidn de diacetina con la triada catalitica de CALB. a)
1,2-diacetina, b) 1,3-diacetina, c) intermediario por coordinacién de 1,2-diacetin a
través de la posicién sn-1, d) intermediario por coordinacion de 1,3-diacetin a través
de la posicién sn-3 y e) intermediario por coordinacién de 1,3-diacetin a través de la
posiciéon sn-1.

Figura 7.1. Mondmeros de celulosa, quitina y quitosano.

Figura 7.2. Secuencia de aminodacidos de la lipasa de Burkholderia cepacia. La gréfica
fue obtenida de Protein Data Bank (PDB).

Figura 7.3. Espectro FTIR de quitosano con identificacién de las bandas.

Figura 7.4. Espectros DRIFTS de la lipasa de Burkholderia cepacia y del quitosano.

Figura 7.5. Espectros DRIFTS de la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada y del
quitosano.

Figura 7.6. Tipico cromatograma de los productos de reaccidon y reactivos no
consumidos en la esterificacién enzimatica de dicaprina y acido palmitico catalizada
por la lipasa de Burkholderia cepacia. El: patron de calibracion interna. Condiciones
experimentales: dicaprina = 50 mg, relacion acido palmitico/dicaprina = 3:1,
temperatura = 40 °Cy enzima = 150 mg, tiempo de reaccién =6 h.

Figura 7.7. Cromatogramas de una muestra extraida directamente del sistema de
reaccion (Negro) y una muestra extraida luego del agregado de piridina (Rojo). En el
recuadro se amplia la region donde se observa la elucién de glicerol.

Figura 7.8. Conversion de CGC al realizar la esterificacion de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacién acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
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dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura.

Figura 7.9. Conversion de CCG al realizar la esterificacion de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacién molar P/Dicaprina = 3:1.

Figura 7.10. Consumo de acido palmitico al realizar la esterificacion de dicaprina con
acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relaciéon acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacién molar P/Dicaprina = 3:1.

Figura 7.11. Variaciéon en el nimero de micromoles de 1-monocaprina al realizar la
esterificacion de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia
cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacion acido palmitico/dicaprina
y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de
biocatalizador y temperatura para una relacion P/Dicaprina = 3:1.

Figura 7.12. Acido céprico generado por hidrdlisis durante la esterificacién de dicaprina
con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relaciéon acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacién molar P/Dicaprina = 3:1.

Figura 7.13. Generacién de glicerol por hidrélisis durante la esterificacién de dicaprina
con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relaciéon acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacion molar P/Dicaprina = 1:1 y c) Variables: masa de
biocatalizador y temperatura para una relacion molar P/Dicaprina = 3:1.

Figura 7.14. Formacidon de monopalmitina durante la esterificaciéon de dicaprina con
acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacion molar fija 3:1.

Figura 7.15. Generacion de 1-caproil-3-palmitoil glicerol + 1-caproil-2-palmitoil glicerol
durante la esterificacién de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de
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Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacidon
dicaprina:acido palmitico y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg,
b) Variables: masa de biocatalizador y temperatura para una relaciéon molar acido
palmitico/dicaprina = 3:1.

Figura 7.16. Generacién de dipalmitina durante la esterificaciéon de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacion molar acido palmitico/dicaprina y temperatura para
un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador vy
temperatura para una relaciéon molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

Figura 7.17. Generacion de tricaprina durante la esterificaciéon de dicaprina con acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacion molar acido palmitico/dicaprina y temperatura para
un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador vy
temperatura para una relacion molar fija 3:1.

Figura 7.18. Formacion de 1-caproil-2,3-dipalmitoil glicerol durante la esterificacion de
dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia
inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relacién acido palmitico/dicaprina y
temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de
biocatalizador y temperatura para una relacion molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

Figura 7.19. Generacion de 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-3-palmitoil
glicerol por esterificacion de dicaprina con acido palmitico catalizada por la lipasa de
Burkholderia cepacia inmovilizada sobre quitosano. a) Variables: relaciéon &acido
palmitico/dicaprina y temperatura para un dosaje de biocatalizador de 100 mg, b)
Variables: masa de biocatalizador y temperatura llevando a cabo la reaccién con la
mayor proporcién de acido palmitico evaluada en este estudio.

Figura 7.20. Selectividad porcentual a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-
3-palmitoil glicerol generados durante la esterificacion de dicaprina con dcido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relaciéon acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacién molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

Figura 7.21. Rendimiento porcentual a 1,3-dicaproil-2-palmitoil glicerol + 1,2-dicaproil-
3-palmitoil glicerol generados durante la esterificacion de dicaprina con 4acido
palmitico catalizada por la lipasa de Burkholderia cepacia inmovilizada sobre
quitosano. a) Variables: relacion acido palmitico/dicaprina y temperatura para un
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dosaje de biocatalizador de 100 mg, b) Variables: masa de biocatalizador y
temperatura para una relacién molar acido palmitico/dicaprina = 3:1.

Figura 7.22. Grafico de superficie de respuesta para funcion de deseabilidad
maximizando los micromoles de acido palmitico consumidos, los micromoles de 1,3-
dicaprina convertidos y el rendimiento a CPC + CCP, y minimizando la generacion de
acido caprico y glicerol. a) variables: masa de lipasa inmovilizada y temperatura,
manteniendo fija la relacidon acido palmitico/dicaprina (3:1) y b) variables: masa de
lipasa inmovilizada y relacién acido palmitico/dicaprina, manteniendo fija la
temperatura en 40 °C.
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