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RESUMEN.

En este proyecto se obtuvo ésteres de sacarosa via catdlisis enzimética,
empleando para esto dos ésteres de &cido graso: laurato de vinilo y palmitato de
isopropilo, los cuales se encargan de aportarla cadena alquilica de la molécula
final por medio de una reaccion de transesterificacion. La reaccion en este caso se
realizd con una lipasa obtenida del microorganismo Thermomyces lanuginosus,
gue en varios estudios ha demostrado una muy buena esterificacion de la
sacarosa.

Después de llevar a cabo la sintesis y el seguimiento de dicha reaccion, lo cual se
verificO por medio de cromatografia de capa fina, se prosiguié a realizar la
purificacion del compuesto. En el caso de los lauril ésteres de sacarosa primero se
realiz6 una separacion por medio de solventes para posteriormente purificar el
producto mediante cromatografia de columna, mientras que el palmitoil éster de
sacarosa se llevo a cabo por medio de la cromatografia de columna. Al obtener un
compuesto puro, en TLC, se prosiguié a la caracterizacion de dichos compuestos,
para lo cual se emplearon las técnicas espectroscopicas de Infrarrojo (FTIR),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), espectrometria de masas (MS) vy
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). De esta manera se obtuvo espectros
para el caso de los lauril ésteres de sacarosa que sugerian una exitosa
transesterificacion de la sacarosa y una posible politransesterificacién excesiva de
los grupos hidroxilo de la sacarosa. Mientras que para el palmitoil éster de
sacarosa solo se realizO la caracterizacion por infrarrojo por lo que aun se
requeriran caracterizaciones mas profundas.

Palabras clave: Esteres de sacarosa, sacarosa, sintesis enzimatica,
espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de RMN.



ABSTRACT

This project shows the synthesis of sucrose esters via enzymatic catalysis using,
two fatty acid esters, vinyl laurate and isopropyl palmitate, which are the alkyl chain
of the final molecule through a transesterification reaction. In this case the reaction
was carried out with a lipase obtained from the microorganism Thermomyces
lanuginosus, which in several studies have shown a very good esterification of
sucrose.

After conducting the synthesis and monitoring the reaction, using thin layer
chromatography (TLC), then purification of the compound was conducted, in the
case of lauryl sucroseesters the separation was performed by subsequently
extracting solvents followed by column chromatography, while palmitoyl sucrose
ester was purified only by column chromatography. Once a pure product by TLC
was obtained the characterization of such compounds were carried out by, infrared
spectroscopic (FTIR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Mass Spectrometry
(MS) and differential scanning calorimetry (DSC). The spectra from lauryl sucrose
esters suggested successful transesterification of sucrose and a possible
excessive transesterification of the hydroxyl groups of sucrose. While for palmitoyl
sucrose ester only infrared characterization was performed and further
experiments are required.

Key words: Sucrose esters, sucrose, enzymatic synthesis, infrared spectroscopy,
RMN spectroscopy.
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1. INTRODUCCION

Debido al agotamiento inminente de los recursos fosiles y a la presion ejercida por
el endurecimiento del ambiente en algunos sectores del planeta, se ha planteado
un cambio progresivo en la industria dirigido a la utilizacion de recursos
renovables. De hecho uno de los principios basicos de la quimica verde es el
desarrollar procesos que usan materiales de partida renovables como alternativa a
los recursos fésiles. La biomasa de las plantas representa una de las fuentes
renovables mas dominantes para procesos biotecnoldgicos. Para su mejor
aprovechamiento, la biomasa primero debe ser separada entre sus principales
componentes como: celulosa, hemicelulosa, lignina, almidén, carbohidratos,
aceites vegetales y esenciales, etc. (Ballésteros, Plou, Alcalde, & Ferrer, 2006)

Los ésteres de sacarosa de acidos grasos, comunmente conocidos como
sucroésteres, son un grupo unico de surfactantes, su principal funcién en la
industria es como emulsificantes y estabilizantes. Estos son obtenidos mediante la
esterificacién de la sacarosa con ésteres de acidos grasos. Variando el nivel de
esterificacion de la sacarosa es posible obtener surfactantes con valores de
balance hidrofilo-lipofilo (HLB) que varien entre 1 y 16.

Los sucroésteres son usados en muchas categorias alimenticias como panaderia,
confiteria, cereales, productos lacteos, helados y salsas. Los fabricantes de dichos
productos tienen multiples razones para trabajar con estos ésteres de sacarosa,
las cuales se fundamentan en que el proceso de produccion puede mejorar
mediante la reduccién de tiempo de mezcla al obtener o mantener viscosidades
bajas. Ademas los ésteres de sacarosa pueden ser utilizados como alternativas
bajas en grasa. (European Food Safety Authority (EFSA), 2010).

La sacarosa es uno de los principales productos de la agricultura vallecaucana, en
esta regidon hay 223905 hectareas sembradas en cafia para azucar, de las cuales
el 24% pertenecen a los ingenios azucareros mientras que el 76% a mas de 2000
cultivadores de cafia. El clima privilegiado de la region posibilita la siembra vy
cosecha de cafia durante todos los meses del afio. Esta condicion climatica
sumada con los esfuerzos en investigacion ha logrado que la region sea
especialista en el cultivo y lider a nivel mundial. (Asocafia, 2011)

La industria colombiana se ha limitado en los ultimos afios a producir grandes
cantidades de productos derivados del azucar, los cuales venden a diferentes
paises de América, Europa y Asia. No obstante, la gran mayoria no se ha
percatado de la oportunidad que tienen, puesto que partiendo de dichos
productos bdasicos pueden producir otros mas especializados con un valor

11



agregado mucho mas significativo y evidentemente con mayores ganancias. De
esta manera aportarian al desarrollo del pais y la region.

Al llevar a cabo con éxito la sintesis del éster de sacarosa, se espera lograr un
avance tecnologico que aportara un mayor valor agregado al azucar, el cual es
uno de los productos con mayor produccion en el pais y en la region del Valle del
Cauca, con mas de 2,3 millones de toneladas métricas en su equivalente a
volumen de azlcar crudo (tmvc) (Asocafa, 2011). Ademas al ser sintetizado a
partir de recursos renovables y biodegradables como lo son el azlcar y el éster del
acido graso obtenido de aceite vegetal, muy posiblemente el compuesto final
tenga caracteristicas compatibles con el ambiente y los organismos vivos y con
posibles usos como surfactante no-iénico biodegradable y biocida biodegradable
ya que algunos de estos ésteres de sacarosa han demostrado inhibir el
crecimiento de E. coli y otras bacterias. (Tomita, 1998)
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO.

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION.

Esta investigacion surge a partir de la posibilidad de proporcionar un valor
agregado a un producto como el azulcar, el cual se produce en grandes
cantidades y representa uno de los ejes principales de la agricultura vallecaucana.
En el afio 2011 el 38,55 % del producto producido fue exportado (Asocafa, 2011),
lo que permite inferir que al darle un alto valor agregado es posible generar
mayores ingresos, lo cual segun el DANE el aprovechamiento de dicho recurso, en
Colombia ha ido disminuyendo, finalmente este producto entraria a competir en el
campo de la quimica fina.

Hoy en dia los productos elaborados a partir de recursos renovables han recibido
cada vez mayor atencion y han adquirido importancia creciente en el marco de
trabajo de una economia de base bioldgica. Los ésteres de acidos grasos de
carbohidratos estan hechos de materias primas naturales, como la sacarosa y
grasa/aceite, ademas en lugar de utilizar un enfoque quimico las enzimas como
lipasas y proteasas se pueden utilizar para la sintesis de dichos productos. Esto
dard lugar a un producto "verde" que basado en su estructura primaria seria
biodegradable y puede ser usado por ejemplo como agente surfactante no-iénico.
Sin embargo, no hay procesos comerciales todavia para la produccién enzimatica
de los ésteres de acidos grasos de carbohidratos. La investigacion en la ultima
década, por otro lado, demuestra el alto potencial de las enzimas para sintetizar
una amplia gama de ésteres de hidratos de carbono.(van den Broek & Boeriu,
2013)

Por altimo, la esterificacion regioselectiva de azUcares y compuestos relacionados
catalizada por lipasa, ofrece una alternativa a la escasa selectividad de sintesis
quimicas, que sufre de muchos inconvenientes como las altas temperaturas de
reaccion que causan la polimerizacion de los productos y por lo tanto un bajo
rendimiento, la coloracién de los productos finales e inversion de la sacarosa.
Ademas, la sintesis quimica regioselectiva de estos ésteres de acidos grasos sélo
puede lograrse mediante técnicas de proteccidbn de grupos, que sSon procesos
complejos. (Kennedy, 2006).
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2.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE.

2.2.1. Esteres de sacarosa

Los ésteres de sacarosa son surfactantes no i6nicos que consisten en un
carbohidrato como grupo hidréfilo y uno o mas &cidos grasos como componente
lipofilo (Figura 1). Al controlar el grado de esterificacion y la naturaleza del acido
graso y del azucar, es posible sintetizar ésteres de azucar dentro de una amplia
gama de HLB vy, en consecuencia, se encontrara una gran variedad de
propiedades como surfactante.(Plou et al, 2002)

HO._
~__,OH
o}
0 HO._ > on
o_ .0
/\/\/\/\/\)J\O
HO' “'OH
OH

Figura 1. Estructura quimica del monolaurato de sacarosa.

Uno de los principales determinantes en la reaccion de sintesis de ésteres de
sacarosa es el acido graso a emplear, en este caso se utilizaron dos; el laurato de
vinilo el cual tiene una cadena de 12 carbonos (Figura 2) y el palmitato de
isopropilo con una cadena un poco mas larga (16 Carbonos) (Figura 3). Estos dos
aportaran la cadena alquilica al éster de sacarosa. Se decidi6 emplear dichos
ésteres de acidos grasos debido a que promueven el equilibrio de la reaccion para
que esta se lleve a cabo, formando productos secundarios que se eliminan
facilmente.

N N N W

Figura 2. Estructura quimica del laurato de vinilo.
0] J\
N N NN NN

Figura 3. Estructura quimica del palmitato de isopropilo.
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2.2.2. Sintesis enzimética

Para llevar a cabo la sintesis enzimatica de los ésteres de sacarosa se requiere
una reaccion entre el éster de un acido graso, que sera quien aporte el grupo
acilo, la sacarosa y la enzima que hara el papel de catalizador. Las proteasas y
lipasas son las enzimas con mayor aplicacion en este tipo de reacciones.

Dicha sintesis enzimética se lleva a cabo por medio de una reaccién de
transesterificacion, la cual consiste en tres clases distintas de mecanismos de
reaccion (Figura 4). Los cuales se clasifican segun el tipo de compuestos que
reaccionen, es decir, segun un éster reaccione con un alcohol lo cual se conoce
como alcohdlisis, acidoélisis cuando reacciona el éster con un acido carboxilico y
por ultimo interesterificacion cuando reacciona un éster con otro éster (Aliseda,
2003).

Alcohdlisis
(o] (@]
)L + R'OH Lipasa T R'OH
R' -~ R"
R O/ R O/
Acidolisis

o) 2 . 0 0
Lipasa
— . —+
)L R’ + )k )J\ - R' )L
R O/ R OH R o R

Interesterificacion

(0]
(e}
i + Lipasa R
. R — - /
" R" (6]
R O/ R o e ° -

Figura 4. Reacciones de transesterificacion adaptado de Aliseda, 2003.

El azucar contiene multiples grupos hidroxilos (Figura 5), los cuales pueden ser
acilados por electrofilos. La acilacion selectiva del azlicar puede impactar
considerablemente en la sintesis de surfactantes, endulzantes, ingredientes
alimentarios (emulsificantes), e intermediarios quimicos y farmaceéuticos.
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HO" “'OH
OH

Figura 5. Estructura quimica de la sacarosa

La acilacion quimica de la sacarosa se realiza principalmente en sus grupos
hidroxilos primarios en las posiciones: 6-OH, 6’-OH y 1’-OH. La sintesis enzimatica
de ésteres de sacarosa sobre la sintesis quimica presenta la ventaja de ser mas
especifica y se lleva a cabo a condiciones mas suaves. El enfoque sintético mas
comun para preparar ésteres de sacarosa implica la transesterificacion de
azucares con carboxilato de vinilo catalizada por lipasa. Este método siempre
requiere de un largo tiempo de reaccion (24 h) (Du & Luo, 2012).

En particular, los lauratos de sacarosa con diferentes grados de esterificacion se
estan utilizando hoy dia en los alimentos y formulaciones del cuidado personal.
Ademas, también se han reportado propiedades de actividad anti-tumoral
(Nishikawa et al, 1976), anti-bacteriana (Kato & Arima, 1971), e insecticida
(Chortyk et al, 1996), indicando de este modo su gran versatilidad. El laurato de
sacarosa es especialmente adecuado como un potenciador de la absorcién
transdérmica para la administracion de farmacos tépicamente (Vermeire et al,
1996), siendo no irritante y no se degrada rapidamente. Por otro lado el los ésteres
de palmitato tienen como principal aplicacion en el campo de la industria
alimenticia sin embargo se ha encontrado que en sinergia junto con otros ésteres
de sacarosa su actividad antibacteriana se incrementa (Thomas, 1998)

2.2.3. Lipasas para la sintesis de ésteres de sacarosa

El descubrimiento de que las enzimas son capaces de trabajar en medios no
acuosos, le ha ofrecido a las enzimas hidroliticas la oportunidad de catalizar de
manera eficiente una amplia variedad de reacciones de sintesis. Las enzimas se
aplican a las transformaciones regioselectivas de mono y disacaridos, incluyendo
acilaciones selectivas, desacilaciones y reacciones de oxidacion. Por lo tanto,
varias lipasas y proteasas catalizan regioselectivamente la transesterificacion de
azucares usando ésteres activados en disolventes organicos anhidros.(Ferrer et
al, 1999)
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Para la transesterificacion de azlcares catalizada por enzimas, diferentes
regioisomeros pueden obtenerse con una eleccion apropiada del biocatalizador.
Esto es notable porque, por ejemplo, las propiedades de diferentes monoésteres
de azucar varian significativamente respecto al hidroxilo en el cual se lleve a cabo
la transesterificacion (Husband et al, 1998)

Como se menciond anteriormente la enzima que se usé en este trabajo es de tipo
lipasa, estas son enzimas que son responsables principalmente de la hidrdlisis de
acilglicéridos y es obtenida del microorganismo Thermomyces lanuginosus. Sin
embargo, otro numero de ésteres de bajo y alto peso molecular son aceptados
como sustratos por este grupo de enzimas. La amplia aplicabilidad en una
variedad de reacciones, dotada por esta especificidad de sustratos, se extiende
aun mas por el hecho de que las mismas lipasas son capaces de catalizar la
reaccion inversa a la hidrdlisis, es decir son capaces de sintetizar los ésteres o
grasas, e incluso algunas lipasas son mas adecuadas para la sintesis que para las
reacciones de hidrdlisis (Gandhi, 1997). Las reacciones que puede llevar a cabo
esta enzima, aparte de la hidrdlisis, son la esterificacion, interesterificacion
alcohdlisis y aciddlisis, estas tres ultimas como ya se mencion6 se agrupan en los
tipos de reacciones de transesterificacion.

La actividad catalitica y la estabilidad de las lipasas dependen de su conformacion
tridimensional. El estado de hidratacion de la enzima influencia su actividad y
estabilidad. El sitio activo de la enzima involucra una regioén-tapa movible, dicha
tapa se abre, cuando la enzima se encuentra en la interfase entre un solvente
hidrofobico y un medio acuoso, por lo que se activa. Las lipasas obtenidas de
diferentes microorganismos difieren entre si en estructura, incluyendo la estructura
del centro catalitico y la tapa movil, estas diferencias afectan la actividad de la
lipasa y su regioselectividad (Gumel, Annuar, Heidelberg, & Chist, 2011).

La lipasa de Thermomyces lanuginosus es una proteina de cadena sencilla que
consiste en 269 aminoacidos. Su peso molecular es 31.700 g/mol y su punto
isoeléctrico es 4,4. Es mas o menos de forma esférica, con un tamafo de
35Ax45Ax50A, y contiene ocho hebras predominantemente de laminas betas
paralelas con cinco hélices alfa interconectadas. La figura 6 muestra las
estructuras abiertas y cerradas de esta enzima. La tapa es un bucle movil de
hélice alfa que comprende los aminoacidos 86 a 93, que cubre el sitio activo. El
sitio activo esta conformado por la tipica triada catalitica Ser-His-Asp (Fernandez-
Lafuente, 2010)
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Figura 6.Estructura secundaria de la lipasa en su forma cerrada (izquierda) y
abierta (derecha) imagen obtenida de (Fernandez-Lafuente, 2010).

2.2.4. Condiciones de reaccion.

Como es de esperarse las reacciones enzimaticas, como cualquier otro tipo de
reaccion, deben cumplir ciertas condiciones para que puedan llevarse a cabo
eficazmente y dependen de ciertos factores para su éxito. En cuanto a estos
factores se pueden encontrar: el largo de la cadena del acido graso (donador de
grupo acilo), la relaciébn molar de los sustratos, los solventes a emplear y la
temperatura. (Ferrer et al, 1999)

El efecto de la longitud de cadena del &cido graso (el donador de grupo acilo)
sobre la actividad de la lipasa es dificil de generalizar. Algunas lipasas
comunmente usadas, que son obtenidas de otros microorganismos tienen una
mayor especificidad hacia los acidos grasos de cadena larga no ramificados. Por
otro lado, se ha informado de un aumento de la actividad con el incremento de la
longitud de la cadena de carbono del donador de acilo de lipasas de
Staphylococcus Warneri y Staphylococcus xylosus (Kumar, Modak, & Madras,
2005). En cambio, para la lipasa obtenida de Thermomyces lanuginosus, un
aumento de la longitud de la cadena del donante de acilo lleva a tasas reducidas
de esterificacion.

La relacion molar de los dos sustratos en la reaccién influencia significativamente
la esterificacion de estos. Esto es debido a que la solubilidad de un sustrato en el
medio de reaccion es afectada por la concentracion del otro sustrato de la misma
manera en la que la disolucion de un sustrato afecta la polaridad del medio de
reaccion.

En cuanto a los solventes lo primordial es el que no sean acuosos, un solvente
adecuado deberia disolver suficientes cantidades de los dos sustratos, en este
caso, el acido graso y la sacarosa, presentan generalmente solubilidades muy
diferentes y esto complica la reaccion de esterificacion, adicionalmente el solvente
no debe afectar la estabilidad de la enzima y su actividad (Wescott& Klibanov,
1994)
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La temperatura de la reaccion afecta la estabilidad de la enzima, la solubilidad de
los reactantes y la del producto, la velocidad y la posicion del equilibrio de reaccion
(Gumel, Annuar, Heidelberg, & Chist, 2011).

2.2.5. Purificacion de los ésteres de sacarosa

La purificacién es un paso muy importante en este proyecto para la caracterizacion
de los productos para esto se deben tener en cuenta algunos procesos de
purificacion que pueden ser utilizados, para este caso los mas empleados son las
extracciones y las separaciones por cromatografia de columna (Ferrer et al, 1999)
(Chortyk et al, 1996) (Plou et al, 2002).

En la cromatografia en capa fina la fase estacionaria es una capa fina de gel de
silice o alimina en un vidrio, metal o placa de plastico. La cromatografia en
columna funciona en una escala mucho mas grande por el embalaje de los
mismos materiales en una columna de vidrio vertical.

La cromatografia en columna se utiliza con frecuencia por los quimicos organicos
para purificar liquidos y solidos. Una muestra impura se carga en una columna con
un adsorbente, tal como gel de silice o alimina. Un disolvente organico o una
mezcla de disolventes (eluyente) fluye hacia abajo a través de la columna. Los
componentes de la muestra se separan unos de otros mediante el
particionamiento entre la fase estacionaria (silice o alimina) y el eluyente movil.
Moléculas con diferentes polaridades se mueven a través de la columna a
diferentes velocidades. El eluyente se recoge en fracciones. Las fracciones se
analizan tipicamente por cromatografia en capa fina para ver si la separacion de
los componentes se ha realizado correctamente. (Murphy, 2014).

Por otro lado estd la combinacion de la extraccion liquido-liquido con la
evaporacion de solventes, la primera remueve la impureza o recupera el producto
deseado disolviendo el material crudo en el cual otros componentes del material
son insolubles, una vez que se tengan el producto deseado en el solvente
escogido se procede a la evaporacion de los solventes con presion reducida. (J.
M. Sanchez, 1999).
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo general:

Lograr la sintesis enziméatica de un éster de sacarosa a partir de aztcar comercial
y el laurato de vinilo.

2.3.2. Objetivos especificos
e Llevar a cabo la reaccidon de sintesis enzimatica de los ésteres de sacarosa.

e Purificar los ésteres de sacarosa de la solucion de reaccion.

e Caracterizar el éster de sacarosa obtenido por medio de espectroscopia de
infrarrojo y *H-RMN y *CRMN.
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2.4,

Matriz de marco légico

Tabla 1. Matriz de marco logico.

Objetivo general: Lograr la sintesis enzimatica de un éster de sacarosa a
partir de azucar comercial y el laurato de vinilo.

Objetivos Actividades Indicador Supuestos
especificos
Llevar a cabo la | -Establecer los Obtencion - Encontrar las
reaccion de | implementos de cromatoplacas | condiciones
sintesis laboratorio, los de TLC con requeridas
enzimética del | reactivos y las manchas para llevar a
éster de | proporciones caracteristicas | cabo la
sacarosa. necesarias para del éster de reaccion.
llevar a cabo la sacarosa. _ o
sintesis. - Disponibilidad
de los equipos
y reactivos
requeridos. En
-,Est_ablecer la caso de no
tecru.ca de i contar con el
purificacion del este,r laurato de
de sacarosa después vinilo se debe
de llevar a cabo la preparar.

reaccion.

Purificar el éster
de sacarosa de
la solucion de la
reaccion.

- Establecer la
metodologia
necesaria para
eliminar cada
compuesto de la
solucion obtenida.

- Emplear la técnica
de TLC para

Obtencion de
una unica
mancha
caracteristica
del éster de
sacarosa.

Determinacion
del solvente
correcto o la
metodologia
mas adecuada
para la
eliminacion de
los
subproductos
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monitorear la
purificacion.

presentes

Caracterizar el

ester de
sacarosa
obtenido por
medio de
espectroscopia
de infrarrojo y
'H-RMN y
CRMN.

Obtener espectros de
los compuestos de
partida y los
productos puros de
reaccion para la
caracterizacion del
material obtenido

Espectros o
resultados que
coincidan con
los
presentados en
la literatura o
en bases de
datos.

- Disponibilidad
de las

herramientas y
equipos para la
caracterizacion.
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2.5. METODOLOGIA
2.5.1. Materiales y equipos

Para realizar la sintesis se requerian algunos reactivos y equipos, ademas de los
instrumentos de laboratorio, estos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 2. Reactivos y equipos necesarios para la sintesis y purificacion del laurato
de sacarosa.

Reactivo Proveedor (pureza)

AzUcar grado reactivo
0,

Sacarosa (al 99%) (>99.5%)

Laurato de vinilo Aldrich (99.0%)

Lipasa (Lipase XX-L)) Proenzimas S.A.

tertbutanol Aldrich (99.0%)

DMSO Aldrich (>99.9%)

Equipos

Espectrofotometro IR Universidad Icesi

Espectrofotometro RMN Universidad del Valle

2.5.2. Sintesis del éster de sacarosa.

Para llevar a cabo la sintesis de los ésteres de sacarosa se mezclaron la sacarosa
y el laurato de vinilo o palmitato de isopropilo, se adicion6 la enzima que actta
como el catalizador de la reaccién. La enzima que se emple6é para todos los
experimentos fue, una lipasa obtenida del microorganismo Thermomyces
lanuginosus, Lipasa XX-L, generosamente donada por Proenzimas S.A. El azucar
fue de grado reactivo y el laurato de vinilo y palmitato de isopropilo fueron
obtenidos de Sigma Aldrich S.A

Los reactivos, se agregaron a 50 mL de una mezcla de solventes, la cual permite
una buena disolucién del azicar y ademas evita la inactivacion de la enzima, dicha
mezcla de solventes estaba compuesta por tertbutanol/DMSO (4:1). El DMSO no
se us6 en un porcentaje mayor al 20% de toda la mezcla para asegurar que no se
inactivara la enzima y asegurar la solubilidad del azucar, ademas de reducir las
caracteristicas toxicas de la mezcla. La cantidad de enzima que se adicion6 fue de
1250 mg, de sacarosa fue de 500 mg (1,5 mmol) y 4,75 mL (15 mmol) de palmitato
de isopropilo. Para el caso del laurato de vinilo la reaccion se aumenté 5 veces
mas, debido a que se queria producir mayor cantidad de producto para la
caracterizacion, de esta manera se emplean 6250 mg de enzima, 2,5 g de
sacarosa (7,3 mmol) y 19 mL (73 mmol) de laurato de vinilo. Cabe anotar que las
reacciones para los distintos ésteres de &cidos grasos se realizaron por separado.

La reaccion se llevo a 40°C durante 24 horas, reportes han demostrado que a esta
temperatura la enzima no se desnaturaliza y se han obtenido los mejores
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rendimientos (Ferrer et al, 1999). Ademas se realizd un seguimiento del avance de
la reaccion mediante cromatografia de capa fina en cromatoplacas de silice, como
fase movil se utiliz6 una mezcla de cloroformo/metanol cuyas relaciones variaban
entre 5:1 y 9:1.Para la identificacion de las sefiales se emple6 como revelador una
camara con yodo.

2.5.3. Purificacién del compuesto.
2.5.3.1. Lauratos de sacarosa:

El tertbutanol se evaporo a presion reducida en un rotaevaporador, posteriormente
se filtr6 al vacio para separar la enzima la cual se encontraba precipitada. Para
eliminar el residuo de laurato de vinilo se realizé una cromatografia de columna,
utilizando como solvente cloroformo y silica gel de tamafio de particula de 0,040 —
0,063 mm como fase estacionaria. Se debe tener en cuenta que antes de dicho
procedimiento se logré la separacion de los dos subproductos de la reaccion se
logré por medio de la extraccion con ciclohexano/butanol (1:1), por lo que se
eluyeron por separado. El cloroformo se evaporo y el residuo aceitoso se examind
por TLC, para esto el producto se eluyé con cloroformo.

2.5.3.2. Palmitato de sacarosa

El tertbutanol se evaporé a presion reducida en un rotaevaporador, para eliminar
el residuo de palmitato de isopropilo se realiz6 una cromatografia de columna,
utiizando como solvente cloroformo/metanol 9:1 y silica gel de tamafio de
particula de 0,040 — 0,063 mm. Por ultimo el producto se recristalizé en acetona.

2.5.4. Caracterizacion del compuesto.

La caracterizacion se llevdé a cabo mediante espectroscopia de infrarrojo (IR),
resonancia magnética nuclear (*H-RMN y *C-RMN) y espectrometria de masas
(MS). Para el andlisis por IR y MS las muestras se enviaron al laboratorio de
instrumentacién quimica (LIQ) de la Universidad Icesi, por otro lado para RMN las
muestras se enviaron a la Universidad del Valle para su respectivo analisis, sin
embargo es de aclarar que debido al limitado acceso para la realizacién de los
analisis en la universidad del Valle, solo se logré obtener los espectros de RMN
para los palmitatos de sacarosa.

El andlisis por Infrarrojo se llevd a cabo en un espectrofotbmetro marca Thermo
Fisher Scientific, modelo Nicolet 6700.

Adicionalmente, se realizo la caracterizacion del compuesto P1 de los lauratos de
sacarosa por medio de Espectrometria de masas con fuente de ionizacion ESI
(Electrospray-ionization), se empled el espectrometro de masas marca Waters, de
la Universidad Icesi, operando en modo negativo.
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El analisis por Resonancia Magnética Nuclear se llev6 a cabo en un espectrometro
marca Bruker Spectrometer empleando como solvente cloroformo-D a 400 MHz y
27 °C.

2.5.5. Informacion del proveedor sobre la enzima.

La Lipasa XX-L es una enzima estearasa producida mediante fermentacion
sumergida del Thermomyces lanuginosus modificado genéticamente. La proteina
enzimatica, que no esta genéticamente modificada, se separa y purifica del
mircoorganismo. Es de aspecto liquido, de color amarillo hasta &mbar tenue con
ligero olor a fermentacion, soluble en agua y con actividad de 3000 U/g (£3%). Su
rango efectivo de temperatura estd entre los 30 y 40°C y el de pH esta
comprendido entre 5,0 y 8,0 siendo su 6ptimo a 7,5.
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2.6. RESULTADOS Y DISCUSION.

2.6.1. Sintesis, purificacidon y caracterizacion de los lauratos de sacarosa.

2.6.1.1. Sintesis de los lauratos de sacarosa.

La sintesis de los lauratos de sacarosa se llevé a cabo mezclando los reactivos en
una combinaciébn de solventes que permitieran la disolucién de dichos
compuestos, sin inhabilitar la funcién de la enzima catalizadora de la reaccion. La
mayoria de las enzimas son inactivadas por solventes polares capaces de disolver
con facilidad la sacarosa como el dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida
(DMF), dimetilacetamida (DMA), entre otros. (Plou et al, 2002).

Por tal motivo, se ha empezado a involucrar el uso de solventes mucho mas
benignos como los alcoholes terciarios o cetonas, sin embargo, no se debe
descuidar la baja solubilidad de la sacarosa y otros disacaridos u oligosacaridos
en dichos solventes, por lo cual una combinacion que mejore la solubilidad es lo
gue se busco emplear en estos experimentos.

Tabla 3. Cantidades empleadas de reactivos para llevar a cabo la reaccion con
laurato de vinilo.

Reactivos Sacarosa Laurato de Lipasa XX-L
vinilo

Peso molecular (g) 342,30 226,36 -
Peso solucion de 2,5 - 6,250
reaccion (g)
Volumen (mL) - 19
Moles reactantes 7,30 73 0,2
(mmol)

Como se puede observar en la Tabla 2 las cantidades del éster de acido graso son
10 veces mas a las de sacarosa, se podria pensar que dicha relacién promoviera
la poliesterificacion de la sacarosa, sin embargo como es una reaccion catalizada
por una enzima este caso seria muy poco probable.

Se decidid llevar a cabo la reaccion a 40 °C debido a que a esta temperatura se
encuentra dentro de los limites en los cuales la enzima esta activa, se tuvo
precaucion en este parametro debido a que la reaccion se llevé a cabo por 24
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horas y se corria el riesgo de que el tertbutanol se evaporara con el paso de las
horas, (debido a que su punto de ebullicibn es de 82,2 °C), para evitar el
evaporamiento del solvente se emple6 una columna de enfriamiento. Por otro lado
el pH no se control6 debido a que se empleaban solventes organicos. Se debe
mencionar que este trabajo apunta a determinar si la esterificacion de la sacarosa
es posible y no optimizar las condiciones de trabajo para obtener un mayor
rendimiento.

El avance de la reaccién se siguié tomando muestras las cuales se analizaron por
cromatografia de placa fina usando para esto una mezcla de cloroformo/metanol
(9:1) y una camara de yodo como revelador, comparando con los reactivos de
partida para poder diferenciar los productos de dichos reactivos. Los resultados
obtenidos son los que se muestran en la Figura 7.

24h

Figura 7. Avance de la reaccion de sintesis de los lauratos de sacarosa a lo largo
de 24 horas de reaccion.

En la figura 7 podemos observar las sefiales del laurato de vinilo en el medio de la
placa de cromatografia (Rf = 0,91), se emple6é como referencia y de esta manera
poder diferenciar los productos obtenidos de los reactivos.

Se hizo el seguimiento de la reaccion a las 2, 6, 10, 20 y 24 horas, en la figura 7
se observan dos marcas con Rf distintos, donde, Rf; = 0,75 que se denominara P2
(producto 2) y Rf; = 0,44 que se denominara P1 (producto 1), diferentes a la del
laurato de vinilo (Rf = 0,91) lo cual posiblemente nos indica la formacion de dos
productos de la reaccion que posteriormente se purificaron y caracterizaron para
poder determinar si lo que se obtuvo es un éster de sacarosa monosustituido,
disustituido o polisustituido.
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2.6.1.2. Purificaciéon de los lauratos de sacarosa.

La purificacion de los productos obtenidos en la sintesis se llevé a cabo mediante
separacion por cromatografia de columna. En una primera instancia se tratd de
realizar la purificacion por medio de extracciones con solventes, la cual ya ha sido
lograda con anterioridad en investigaciones reportadas en la literatura (Ferrer et al,
1999, Plou et al, 2002, Pérez-Victoria, 2006), en este caso no se logré llevar a
cabo y por tal motivo se decidié separar los residuos de laurato de vinilo, que
normalmente se extraian con n-hexano, de los productos obtenidos.

Cuando se estaba realizando la purificacion por medio de las extracciones con
solventes se logro separar los dos subproductos de la reaccidén. De esta manera
se obtuvieron dos crudos, los cuales contenian residuos de laurato de vinilo que
se eliminaron por cromatografia de columna, para esto se determind que el
solvente mas indicado a utilizar seria cloroformo. Para llegar a esta conclusion
primero se eluyeron las muestras en mezclas de cloroformo/metanol en
proporciones variadas (ver tabla 4).

Tabla 4. Proporciones de las mezclas de solventes estudiadas para la
cromatografia de columna.

Cloroformo Metanol

100 0

80 20
Proporciones (% v/v) 28 28

20 80

0 100

En las mezclas cuyas proporciones de cloroformo eran superiores a las de
metanol se observd buena separacion de las sefiales de los subproductos vy el
laurato de vinilo, pero cuando se us6 en 100% v/v cloroformo el laurato de vinilo
corria casi que con el frente del solvente por lo que se decidi6 escoger esta
opcion.

Se recolectaron para el producto 2 (ver figura 8) 140 fracciones en tubos de
ensayo de 10 mL. Para determinar si se habia logrado con éxito la separacién de
los componentes del crudo se realiz6 cromatografia de capa fina, empleando
igualmente cloroformo como solvente y la cAmara de yodo como revelador, cada 5
tubos de ensayo, (es decir los tubos de ensayo 1, 5, 10, 15 hasta 40), para que de
esta manera se lograra identificar cuales fracciones se procederian a llevar al
rotaevaporador y eliminar el cloroformo obteniendo asi el producto puro
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Figura 8. Purificacion del producto 2 (P2).

En la figura 8 se puede observar que las fracciones 5, 10 y 15 contenian aun el
laurato de vinilo, mientras que en las fracciones a partir del tubo de ensayo 25 la
presencia del producto se observé sin ningun otro tipo de contaminacion, por lo
tanto, las fracciones restantes se mezclaron y se rotaevaporaron obteniendo un
sélido cristalino de color blanco el cual se caracterizO mediante técnicas
espectroscopicas.

Para el producto 1 (Rf; en la figura 9) también se realizé la purificacion por medio
de la cromatografia de columna, en este caso se empleé de igual manera el
cloroformo como solvente, sin embargo se decidi6 que se tomarian menos
fracciones pero con mayor volumen por lo que se recogieron en tubos de ensayo
de 25 mL. Para determinar si se habia logrado con éxito la separacion de los
componentes del crudo se realiz6 cromatografia de capa fina, empleando asi
mismo cloroformo como solvente y la camara de yodo como revelador, fracciones
iguales se combinaron y rotaevaporaron para eliminar el cloroformo obteniendo asi
el producto puro.

Figura 9. Placas de cromatografia de la purificacion de P1.

En la figura 9 se puede evidenciar la separacion de los dos componentes
presentes en la mezcla, el primero en ser eluido por el cloroformo es el laurato de
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vinilo, el cual se observo en las fracciones 12 a 22, en las fracciones 23 a 39 no se
aprecié ninguna sefal. Posteriormente en las fracciones 40 a 50 se logra percibir
la sefial del producto deseado sin la presencia del laurato de vinilo, por lo que se
procedié a combinar las fracciones y la posterior rotaevaporacion del cloroformo.
Finalmente se obtuvo un liquido incoloro listo para su caracterizacién, sin embargo
el producto (monolaurato de sacarosa) esperado es solido en consecuencia se
sospecha que a pesar de observar una sola sefal en la placa de TLC el producto
se encuentra impuro o el producto de reaccion difiere de lo esperado.

2.5.1.2. Caracterizacion de los lauratos de sacarosa.

La caracterizacion estructural de los lauratos obtenidos se realiz6 mediante
espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y de Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN
y 3C-RMN) y para el caso de P1 se empleé también la espectrometria de masas
con lonizacién por electrospray (ESI-MS).

2.5.1.2.1. Caracterizacion por IR de P1.

Para poder lograr un buen analisis de los productos obtenidos se realizo, tanto
para el producto obtenido como para los productos de partida, la caracterizacion
por infrarrojo. En la figura 10 se presentan los espectros de los reactivos de
partida y uno de los productos obtenidos de la sintesis (P1). Al realizar la
comparacion de los espectros se puede observar que la banda de absorcion fuerte
que se encuentra en la regién de 3500-3200 cm™ caracteriza el estiramiento O-H
de los grupos hidroxilo libres tanto de la sacarosa como del laurato de sacarosa.
Las bandas de estiramiento en 2996 y 2915 cm™ se asignan a los grupos metileno
y metilos terminales de la cadena del laurato de sacarosa y laurato de vinilo,
respectivamente. La banda que se observa a 1654 cm™ corresponde al
estiramiento caracteristico de los enlaces C=0 los cuales se pueden encontrar
tanto en el espectro del producto P1 como el de uno de sus precursores. El C=0
del laurato de vinilo se observa a 1770 cm™, esta diferencia se debe a la
existencia de los dobles enlaces del grupo vinilo lo cual desplaza a valores mas
bajos la sefial observada. Cuando el doble enlace se encuentra sobre el grupo
alcoxi (-OR) del éster se observa un desplazamiento hacia valores mas altos.
Ademas e observa en la figura 10, para el espectro de P1 sefiales (1045y 752 cm’
1 que nos advierten de la posible presencia de DMSO el cual presenta sefiales
tipicas a 1000 cm™,

En el espectro del laurato de vinilo se observan sefales propias a su estructura
que deben ser nombradas, la banda a 3091 cm™ corresponde a las vibraciones de
C-H del doble enlace, seguidamente se puede observar una banda a 2971 cm™
correspondiente a las vibrciones de los enlaces C-H de los enlaces sencillos la
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cual es ancha debido a la cadena alquilica del laurato, la banda a 1770 cm™
corresponde a las vibraciones del carbonilo (C=0) y a 1650 cm™ vibraciones de
enlaces dobles entre carbonos como los que se encuentran en el sustituyente
vinilo (C=C), posteriormente las bandas de vibracion correspondientes a los

enlaces C-O del éster los cuales tipicamente se encuentran entre 1400 y 1100 cm’
1

En el espectro de la sacarosa se puede observar principalmente la banda ancha
perteneciente a los grupos hidroxilos de esta el cual se encuentra entre 3000 y
3500 cm™, ademas se observan bandas mas pequefias antes de los 3000 cm™
gue corresponde a la vibracion de los enlaces C-H pertenecientes a la sacarosa.

—P1
Laurato de vinilo
Sacarosa

e

2996.01

2915869 1654.40

104592 — 752.24

Absorbancia (U.A)
>
|

! I ! I ! [ ! I ! | ! [ ! [
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 10. Espectros infrarrojos del P1 (Azul), laurato de vinilo (Rojo) y Sacarosa
(Negro).

Estos resultados sugieren que muy posiblemente se logro llevar a cabo la sintesis
de un sacaroéster compuesto por la estructura polar de la sacarosa, cuya
polaridad esta determinada en gran parte por sus grupos hidroxilo y por la cadena
apolar donada por el laurato de vinilo, sin embargo la espectroscopia en infrarrojo
no es concluyente y no se puede afirmar con certeza que lo que se obtuvo es en
realidad el producto monosustitutido, disustituido o polisustituido, ni tampoco el
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lugar donde ocurrio la ésterificacién. Por lo que como complemento se realizé al
mismo producto obtenido un analisis de RMN y de espectrometria de masas.

2.5.1.2.2. Caracterizacién por ‘H-RMN de P1.

La caracterizaciéon por *H-RMN se realizé en cloroformo-D a 400 MHz y 27 °C, la
sefial del solvente se ve representada por un singulete a 7.27 ppm. En la
estructura de la sacarosa se diferencian dos anillos, el de 6C (piranosa o glucosa)
y de 5C (furanosa o fructosa), unidos por un enlace O-glucosidico, adicionalmente
uno o mas de los grupos hidroxilo del anillo de glucosa que se ha unido con el
laurato de vinilo, formando un éster.

Para dicha estructura descrita anteriormente se reporta en la literatura que el
proton anomeérico del anillo de glucosa de la sacarosa, esta presente en el
espectro como un doblete, con un desplazamiento entre 5 y 5.5 ppm dependiendo
del ambiente en el que se encuentre, dicha sefial en el espectro de P1 no se
observa (ver figura 11), esto se debe posiblemente a que el producto obtenido no
esta completamente puro y se presentan interferencias en algunas sefiales como
la mencionada anteriormente. Por otro lado se deberian observar, las sefales
correspondientes a sus hidroxilos a un desplazamiento quimico de 2,4 y 2,8 ppm
pero no se logran observar debido a la presencia de un contaminante, muy
posiblemente DMSO con un singulete intenso a 2,4 ppm.
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Figura 11. EspectroH-RMN de P1 en CDCls, a 27°C, 400 MHz (se omite sefial del
solvente).

Por otro lado las sefiales del grupo laurato estan presentes en el espectro
obtenido, y se identifican de la siguiente manera: a 0.83 ppm aparece un triplete
gue corresponde al grupo metilo (CH3) de cada cadena de laurato e integra para
seis protones, seguidamente a 1.21 ppm respectivamente, aparece un multiplete,
que se debe a los grupos metileno (CH,) de la molécula del laurato, ahora a 1.54
ppm, aparece otro multiplete, debido al pendltimo grupo metileno (CH,), a 2.20

ppm aparece un triplete correspondiente al ultimo grupo metileno (CH,) adyacente
al grupo carbonilo del laurato.

Adicionalmente se encuentra un singulete a 3.36 ppm que integra para 5 protones
debido a los hidrégenos de los grupos hidroxilos del producto en cuestion. Sin
embargo, se presentan algunas sefales a 2.62 y 3.08 ppm que corresponden a
impurezas que no se lograron separar en el paso anterior de purificacion. Es por
esto que posteriormente se realizé como forma complementaria la caracterizacion
por espectrometria de masas.

33



2.5.1.2.3. Caracterizaciéon por ESI-MS.

El analisis por espectrometria de masas (ESI-MS) se realizd en metanol. El
espectro del producto se obtuvo con una fuente de ionizacion por electrospray
(ESI) en el laboratorio de instrumentacidon quimica de la Universidad Icesi,
obteniendo el espectro en modo negativo. Los parametros instrumentales para el
analisis de ESI-MS estan resumidos en la tabla 4.

Tabla 5. ParAmetros instrumentales para ESI-MS.

Voltaje capilar (kV). 3.12
Voltaje de cono (V). 50

Temperatura de desolvatacion de la 399
fuente (°C).

Flujo del gas de desolvatacion (L/h). 599
lon Energy (V) 0.4

En la figura 12 se presenta el espectro de masas obtenido en modo negativo, en el
cual se observa principalmente un ion a m/z 339 el cual describe la escisién de los
ésteres sustituyentes de la sacarosa, obteniendo el ion de fragmentacion para la
sacarosa, el cual es el ion mas estable dado la intensidad de la sefial.
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Figura 12. Espectro ESI-MS de [M — H] de P1.

Para poder analizar otros tipos de fragmentaciones de la molécula se realizaron
ampliaciones del espectro las cuales se presentan a continuacion.
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Figura 13. Espectro ESI-MS de [M - H] de P1 entre m/z 625 y 700.

No se logré encontrar el ion molecular del producto obtenido, el cual podria
haberse obtenido disminuyendo la energia de fragmentacion, sin embargo en este
espectro Figura 13 se observa un ion con m/z 687 el cual muy posiblemente
corresponde a la perdida de agua es decir la deshidratacion de un —OH de la
sacarosa como se representa en la figura 14, el cual corresponde a una pérdida
de 17 m/z.
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Figura 14. Esquema de fragmentacion de P1, pérdida de grupo hidroxilo.

A continuacion se observan pérdidas consecutivas de iones correspondientes a
m/z 14 lo que siguiere una perdida consecutiva de grupos metileno (CH,) de la
cadena del laurato.

Otro tipo de fragmentacion que se podria encontrar son el resultado del
rompimiento del anillo piranico de la sacarosa como se ilustra en la siguiente
figura.

m/z: 646.43 (100.0%)

0]

o) o)

HO
0] o
O%OH

HOHO HO/\
OH
miz: 60.02 (100.0%)

Figura 15. Esquema de fragmentacion de P1, rompimiento anillo piranico.

Sin embargo un posible rompimiento del enlace glucosidico de la sacarosa no se
logra observar en el espectro de masas, esta fragmentacion en la mayoria de los
casos se ve favorecida, pero posiblemente la existencia de los sustituyentes
laurato en la estructura de P1 y también por las bajas energias de fragmentacion
empleadas este rompimiento se pudo ver desfavorecido. En la siguiente
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ampliacion se muestra la zona que comprende entre m/z 345 y 370, donde se
deberia encontrar el ion resultante del rompimiento del enlace glucosidico.

En la figura 16 se observan sefiales muy intensas que corresponden a pérdidas de
m/z de 14 lo cual sugeriria de nuevo la perdida de grupos metilenos de la segunda
cadena del laurato que se sospecharia pertenece al producto obtenido.
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Figura 16. Espectro ESI-MS de [M - H] de P1 entre m/z 220 y 390.
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2.5.1.2.4. Caracterizacién por **C-RMN de P1.

Se decidio que la elucidacién de P1 no era concluyente con los metodos y pruebas
mencionadas anteriormente por lo que se decidio realizar la resonancia magnetica
nuclear del Carbono 13 (**C-RMN), obteniendo los resultados que se presentan en
la Figura 17.

DMSO

CDCl3

P1

HOL ()
-(9)
o 2oH
Ho (b))—..
@ 576 DH
Sacarosa HO™ Moy @)™

masmepin 10T O
OH

Laurato de Vinilo

T ‘ (i)(h) 9 _.(9) (9 (e)o ®)
P P
(© (b) d @ @@ @,

(d)

T T T T T T T

110 9 80 70 60 50 40 30 20 10 0O
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Figura 17. Espectros de *C-RMN del laurato de vinilo (abajo) DEPT, sacarosa
(medio) DEPT y P1 (arriba) modo normal. El laurato de vinilo y P1 fueron tomados

en CDClgy la Sacarosa en D,0O.

La caracterizacién por **C-RMN se realizé en cloroformo-D para el laurato de vinilo
y P1 mientras que para la sacarosa se realiz6 en agua-D 400 MHz y 27 °C. En la
figura 17 se puede observar los espectros de **C-RMN de los reactivos de partida
y del producto obtenido de la reaccidén, sin embargo no se logré realizar la
comparacion entre estos compuestos debido que para el P1 se obtiene una sefial
con desplazamiento de 38 ppm una sefial tipica de la presencia de DMSO en la
muestra, dicha contaminacion impide la obtencién del espectro de Pl que
posiblemente se encuentra disuelto en el DMSO, el cual no fue completamente
eliminado en el paso de purificacion del compuesto.
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Por medio de los espectros de **C-RMN se queria comparar las diferencias en el
desplazamiento quimico de algunos carbonos caracteristicos, por ejemplo el
carbono del grupo carbonilo del laurato de vinilo, el cual no se logra observar en el
espectro obtenido, tiene un desplazamiento de 170 ppm el cual es diferente al
carbono del grupo carbonilo del laurato de sacarosa que se deberia encontrar un
poco mas desplazado a campo alto, debido al efecto del enlace con el oxigeno de
la sacarosa.

En el espectro de la sacarosa se observan todas las sefiales de los carbonos
marcados como a, b y ¢ correspondientes a los grupos metilenos adyacentes a los
hidroxilos primarios de la sacarosa, los carbonos marcados como d y e
corresponden al carbono con enlace glucosidico y el carbono adyacente el
carbono metileno adyacente al grupo hidroxilo, el carbono f corresponde al
carbono adyacente al metileno unido al grupo hidroxilo de la parte de la fructosa,
los carbonos marcados como g corresponden a los carbonos adyacentes a los
hidroxilos secundarios de la estructura de sacarosa.

En el espectro del laurato de vinilo se logran diferenciar los carbonos
pertenecientes a la cadena alquilica, los cuales estan marcados como: d, el cual
corresponde al metilo externo de la cadena, el carbono i que hace referencia al
adyacente al metilo h y los g corresponden a los metilenos internos de la cadena
alquilica, e y f representan los carbonos a y B del carboxilo por ultimo estan ay b
gue representan los carbonos del vinilo.

Como se menciond anteriormente la comparacion no se logré hacer por la
presencia del DMSO, dicha presencia estd justificada por la sefial en el espectro
de la figura 17 y ademas explica la presencia de algunas sefales caracteristicas
del estiramiento del enlace S=0O (1030-1060 cm™) y la banda entre 790 y 570 cm™,
la cual pertenece al estiramiento del enlace C-S y se observan en el espectro de
infrarrojo de la Figura 10.

Se habria deseado llevar a cabo la eliminacion del DMSO vy realizar un nuevo
analisis de espectroscopia sin embargo la falta de tiempo no permitié conseguirlo.

2.5.1.2.5. Caracterizacién por IR del P2.
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Figura 18. Espectros infrarrojos de P2 (Azul), laurato de vinilo (Rojo) y Sacarosa
(Negro).

En este caso también se compararon los espectros de los reactivos de partida con
el producto obtenido y se obtuvieron los espectros presentados en la figura 18.
Para el Producto 2 (P2), se puede observar la ausencia de la banda caracteristica
de la vibracién de los enlaces O-H (3400-3000 cm™) de la sacarosa lo cual
sugiere que el producto obtenido muy posiblemente es un producto secundario de
la reaccion o por otro lado se esterific6 en cada posicion de los hidroxilos, sin
embargo se puede asegurar que se trata igualmente de un éster, ya que se siguen
observando las bandas caracteristicas del estiramiento C=0 (1702 cm™) y el
estiramiento C-O del éster a 1465 cm™. Finalmente se puede observar que en
realidad el producto purificado no es un laurato de sacarosa, debido a que no se
presentan las bandas esperadas para la sacarosa pero si las de los ésteres, como
por ejemplo la banda de vibracion de los grupos OH, la banda de absorcion
asimétrica de los grupos metilo (CH3), la banda de los grupos CH anémeros ay 3
sacéaridos (1366 cm™) y la banda de absorcién del éter ciclico O-O (1129 y 1105).

Cuando se realiz6 la comparacion de los espectros de infrarrojo de los productos 1
y 2 se pudo observar que para Pl se observaba la presencia de la banda
caracteristica de la vibracion de los enlaces O-H (3400 — 3000 cm™), sin embargo
en el espectro de P2 no se pudo encontrar evidencia de dicha banda, por lo que
se deduce que no existen grupos OH en la estructura de P2. Se pueden observar
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bandas caracteristicas que indican la presencia de grupo éster en ambos
productos, las cuales se encuentran marcadas en la figura 19.
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Figura 19. Espectros infrarrojos de los productos 1 (rojo) y 2 (negro).

2.5.1.2.6. Caracterizacion por *H-RMN de P2 (anhidrido dodecanoico).

Las sefales de la Sacarosa se veran ligeramente desplazadas hacia campo alto,
es decir con un mayor desplazamiento quimico, por efecto de disolvente, con
respecto de si se tomara en D,O u otro solvente y las sefales atribuidas a
hidrégenos acidicos no se podran apreciar.

A 0.91 ppm aparece un triplete que corresponde al grupo metilo (CHz) que integra
para seis protones, seguidamente en 1.29 ppm aparece un multiplete que integra
para 32 protones (b), debido a 8 de los grupos metileno (CH;) de la cadena
alquilica del laurato, (a) aparece a 1.66 ppm como otro multiplete que integra para
4 protones debido al pendltimo grupo metileno (CH;) de dicha cadena y
finalmente, (c) aparece a 2.38 ppm como un triplete, que integra para cuatro
protones, debido al ultimo grupo metileno (CH,) adyacente al grupo carboxilo del
éster (d).
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Debido a que no se encuentran sefiales que nos indiquen la existencia de
hidrogenos pertenecientes a la sacarosa ni a los del grupo vinilo del reactivo de
partida, se considera una esterificacién entre dos moléculas de laurato obteniendo
asi un anhidrido dodecanoico.

La figura 20 muestra el espectro de resonancia completo.

(b)

/—% o] ]
EA/\M)LO/U\/\N\/\/\

d

Figura 20. Espectro *H-RMN del P2 en CDCls, a 27 °C, 400 MHz (se omite sefial
de disolvente).

También se debe tener en cuenta la existencia de un acoplamiento entre el grupo
metilo (CH3) a 0.91 ppm y el udltimo grupo metileno (CH,;) a 2.38 ppm,
correspondiente para ambos a 8 Hz (JCH3z y JCH,), indicando asi una remota
vecindad. No fue posible calcular las constantes de acoplamiento para los
multipletes, dado que no permitian observar una diferencia apreciable entre los
picos de las sefales.

El calculo de J resulta de multiplicar la intensidad del campo magnético en MHz
por el valor o diferencia entre las sefiales, cabe anotar que los valores son
obtenidos a través del procesamiento de los datos usando MestReNova y
ACDLab.
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Jchs= 0.93*400-0.91*400 = 8Hz
JcHo= 2.40*400-2.36*400 = 8 Hz

2.5.1.2.7. Analisis por DSC de P2 (anhidrido dodecanoico).

El punto de fusion del producto 2 (P2) se determiné por medio de la calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Para esto se realiz6 un barrido desde 0°C hasta
300°C, obteniendo asi el Termograma que se presenta en la figura 21, en este se
puede observar un pico endotérmico a 45°C correspondiente al subproducto
obtenido de la reaccién, lo cual confirma que el producto obtenido es el anhidrido
dodecanoico ya que se reporta en la literatura un rango de fusion entre 41y 43 °C
lo cual no es muy distante a lo obtenido experimentalmente.

La obtencién de dicho producto no deseado en la reaccion, se debe al exceso de
laurato de vinilo con la cual se llevé a cabo la reaccion, por tal motivo se debe
estudiar con mayor profundidad las proporciones de los reactivos a utilizar en
proximos estudios.

39.10°C
908.9J/g

Heat Flow (W/g)

45.47°C

0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature (°C) Universal V4 5A

-8

Figura 21. Termograma de DSC del anhidrido dodecanoico (P2).

Se calcul6 el porcentaje de rendimiento experimental del P2 de la reaccion de la
siguiente manera:

Rendimiento teorico
0.871g mol 1mol Cy,Hys03 382.62 g Cy,Hye03

mL 226,36 g CiaHypOy « 20l Ci4Hpy0y ol CpyHagOs
= 1398g C24H4603

=19mL x
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Rendimiento experimental = 2.5 g

2.5g
13.98¢

% de rendimiento experimental = x100 = 17%
No es posible calcular el rendimiento de P1 ya que no se determina el peso
verdadero de este producto al estar mezclado aun con el DMSO.

2.5.2. Sintesis, purificacion y caracterizacion del palmitato de sacarosa.

2.5.2.1. Sintesis del palmitato de sacarosa (P3).

Ademas de realizar la sintesis con el laurato de vinilo se tratd de llevar a cabo otra
sintesis independiente, empleando en este caso el palmitato de isopropilo, el cual
en su estructura presenta una cadena alquilica de 16 carbonos, 4 mas que los que
presenta el laurato de vinilo, esto le confiere caracteristicas mas apolares por lo
cual propiedades distintas. Al igual que el laurato de vinilo, el palmitato de
isopropilo es facilmente biodegradable.

Tabla 6. Cantidades empleadas de reactivos para llevar a cabo la reaccion con
palmitato de isopropilo.

Reactivos Sacarosa Palmitato de Lipasa XX-L
isopropilo

Peso molecular (g) 342,30 298,29 -
Peso solucion de 0,5 - 1,250
reaccion (g)
Volumen (mL) - 4,75
Moles reactantes 15 15 0,03
(mmol)

Las condiciones en las que se llevo a cabo la reaccidén son las mismas que para el
laurato de sacarosa, empleando la misma combinacién de solventes, la misma
temperatura e igual tiempo de reaccion. Al igual que se llevo el control del avance
de la reaccion por TLC como se puede ver en la figura 23.
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Figura 22. Avance de la reaccion de sintesis del palmitato de sacarosa a lo largo
de 24 horas de reaccion.

En la figura 22 se pueden observar las sefales del palmitato de isopropilo con un
valor de Rf equivalente a 0,94, tanto para el reactivo puro como para la mezcla de
reaccion a las 4 y 24 horas de reaccion. La sefal del reactivo puro se empled
como referencia y de esta manera poder diferenciar los productos obtenidos de los
reactivos. Como se explico anteriormente la sacarosa no se observo debido a que
la mezcla reveladora (yodo) no permite la visualizacion de la sacarosa o sacaridos.
En cuanto a la solucion de reaccion se monitore6 el avance de la reaccion a las 4
y 24 horas, como se ilustra en la figura 22. Se puede observar una sefal (Rf; =
0,62) que no corresponde a la encontrada en la referencia del palmitato de
isopropilo (Rf = 0,94) lo cual posiblemente nos indica la formacién un producto de
la reaccion (P3).

2.5.2.2. Purificacion de P3 (palmitato de sacarosa).

Para llevar a cabo la purificacion del palmitato de sacarosa se emple6 finalmente
la técnica de separacion por cromatografia de columna. En primera instancia se
trato de realizar la purificacion por medio de extracciones con solventes, la cual ya
ha sido lograda con anterioridad por otros investigadores (Ferrer et al, 1999; Plou
et al, 2002; Pérez-Victoria, 2006), en este caso no se logré conseguir y se purifico
el producto obtenido del principal residuo en la solucién de reaccion, el cual era el
palmitato de isopropilo, por medio de cromatografia de columna.

Para llevar a cabo la cromatografia de columna se emple6 como solvente una
mezcla de cloroformo/metanol 9:1, con la cual primero se realizé una elucién por
cromatografia de capa fina y se obtuvo una buena separacion de las sefiales del
palmitato de isopropilo (Rf = 0,92) y el palmitato de sacarosa (Rf = 0,78) (ver figura
24)
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Figura 23. TLC obtenida con mezcla de cloroformo/metanol 9:1.

Luego de determinar la mezcla de solventes se paso a realizar la cromatografia de
columna, en la cual se recolectaron 10 fracciones en tubos de ensayo de 25 mL.

Para determinar si se habia logrado con éxito la separacion de los componentes
del crudo, se realiz6 cromatografia de capa fina a cada una de las fracciones
recolectadas, empleando igualmente cloroformo/metanol 9:1 como solvente y la
camara de yodo como revelador. Las fraccciones que contenian el producto
deseado se combinaron y se evapor6 el solvente a presion reducida.

Laurato
de vinilo

Figura 24. Placas de cromatografia de la purificacion del palmitato de sacarosa
(P3).

En la figura 24 se puede observar que las fracciones 4, 5, 6 y 7 contenian el
palmitato de sacarosa, pero la fraccion 4 contenia tanto el palmitato de sacarosa
como el palmitato de isopropilo, por lo tanto las fracciones restantes se

a7



combinaron y se rotaevaporaron. Finalmente se obtuvo un soélido cristalino de
color blanco.

2.5.2.3. Caracterizacién de P3 (Palmitato de sacarosa).

La caracterizacion estructural de los surfactantes obtenidos se realiz6 mediante el
empleo de la técnica instrumental de espectroscopia de infrarrojo (FTIR).
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Figura 25. Espectros de P3 (azul), sacarosa (roja) y palmitato de isopropilo
(negra).

En la figura 26 se presentan los espectros de los reactivos de partida y el producto
final obtenido de la sintesis. Al realizar la comparacion de los espectros se puede
observar la presencia de una banda de absorcidon fuerte que se encuentra en la
regiéon de 3500-3200 cm™ la cual es caracteristica del estiramiento O-H de los
grupos hidroxilo libres tanto de la sacarosa como del palmitato de sacarosa. Las
bandas de estiramiento en 2921 y 2851 cm™, se asignan a los grupos metileno y
metilos terminales, respectivamente, de la cadena del palmitato de sacarosa y
palmitato de isopropilo. La banda que se observa a 1735 cm™ corresponde al
estiramiento caracteristico de los enlaces C=0O los cuales se pueden encontrar
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tanto en el espectro de P3 como en el palmitato de isopropilo. La banda a 1058
cm™ corresponde a la vibracién de estiramiento del C-O-C del palmitato de
sacarosa y el palmitato de isopropilo. En la tabla 7 se resumen los tipos de
vibraciones correspondientes al palmitato de sacarosa

Tabla 7.Tipos de sefales y sus grupos correspondientes en la caracterizacién por
FTIR del palmitato de sacarosa.

Sefiales (cm™) Vibracion Grupo
3421 Estiramiento O-H
2921 Estiramiento C-H
2851 Estiramiento C-H
1735 Estiramiento C=0
1058 Estiramiento C-0-C

Como se puede observar en este conjunto de resultados no permite confirmar la
obtencion del palmitato de sacarosa, sin embargo la comparacién con los
resultados de P1 es prometedora, debido a que el producto se logro cristalizar con
Acetona y el IR muestra tanto la presencia de grupos OH como de carbonilos.

Dado a que la reaccidon con palmitato de isopropilo no se contemplé en los
objetivos del proyecto pero si sirvib como reaccion modelo durante la
experimentacion. Debido a la limitacion de tiempo y recursos, este material no se
caracterizo completamente, asi que pruebas tales como RMN, MS y DSC, que se
hicieron en los caso de P1 y P2 no se llevaron a cabo para P3. Sin embargo seria
un punto de partida importante para futuras investigaciones, ya que por medio de
un analisis de espectrometria de masas sabriamos el peso molecular mas
probable del producto (P3), por lo cual la cantidad de posibles esterificacion es de
la sacarosa. Por otro lado por medio, del DSC se podria determinar el punto de
fusion y compararlo con el presentado en la literatura. Por ultimo un analisis
completo por RMN serviria para elucidar la estructura completa del producto
obtenido.

A continuacién se presenta en un grafico comparativo de los espectros de
infrarrojo de los productos obtenidos (P1y P3). En el grafico se aprecia que tanto
para P1 como para P3 se presenta la banda caracteristica del estiramiento O-H de
la sacarosa. Ademas se puede observar como las bandas caracteristicas de
enlaces C-O (1250 y 1058) y C=0 (1654 y 1735) estan presentes en ambos
productos sugiriendo que la reaccion fue exitosa en términos de la esterificacion
de la sacarosa. Cabe anotar que la diferencia que existe entre las bandas de los
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carbonilos del éster de laurato con el del palmitato que se puede explicar debido al
que el grupo alquilo, es decir el grupo isopropilo y el vinilo les confiere distintas
propiedades a cada compuesto que promueven una diferencia en el
desplazamiento de la longitud de onda significativa (Bruice, 2008), sin embargo
esta prueba no muestra cual fue el grado de esterificacion ni la posicion o
posiciones esterificadas.
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Figura 26. Espectros infrarrojos de los productos obtenidos P1 (Rojo) y P3 (azul)
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2.6. CONCLUSIONES

Se realizdé la reaccidon de esterificacion de la sacarosa mediante catalisis
enzimatica con dos ésteres de acidos grasos, laurato de vinilo y palmitato de
isopropilo.

La cromatografia de capa fina demostré la desaparicion de los reactivos de partida
y formacion de nuevos productos correspondientes a la reaccion de sintesis
enzimatica.

Para el caso de P2 se logr6 obtener mediante cromatografia de columna
productos purificados a escala de laboratorio. Para P1 se encontr6 que seguia
contaminado con DMSO.

Las técnicas utilizadas sugieren que uno de los principales productos es el
dilaurato de sacarosa (P1), mientras que el anhidrido dodecanoico (P2) obtenido
con un porcentaje de rendimiento de 17% corresponde a un subproducto.

Por medio de infrarrojo se logré identificar la presencia de ésteres para ambos
productos. En el producto P1 se encontré evidencia empleando las técnicas de
espectroscopia (IR, resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas)
que el producto obtenido es el dilaurato de sacarosa, lo cual sugirid la
esterificaciéon de la sacarosa. En el segundo producto (P2), la ausencia de grupos
OH por FTIR sugiri6 que es un subproducto de la reaccion, lo cual pudo ser
confirmado por *H-RMN al identificarse como el anhidrido dodecanoico.

Se logré la identificacion de un éster de sacarosa sin precisar si es un éster de
sacarosa mono di o polisustituido (P3), por espectroscopia de infrarrojo se observo
la presencia de sefales que sugerian tanto grupos OH como ésteres en la misma
molécula con lo cual se sugiere en trabajos futuros llevar a cabo una
caracterizacion profunda del compuesto obtenido.
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2.7. RECOMENDACIONES

Para la continuacion de esta linea de investigacion, se recomienda realizar
estudios para determinar las proporciones de reactivos, enzima y solventes que
permitan logar la sintesis de los compuestos de interés, analizar el tiempo de la
reaccion y la temperatura. Ademas se recomienda establecer una metodologia
estadistica de disefio de experimentos que faciliten el manejo de datos y
resultados.

Uno de los problemas que se encontré en el presente proyecto fue la eliminacion
del dimetilsulfoxido (DMSO), para tratar con este problema en futuras
investigaciones se recomienda ya sea la aplicacion de técnicas mas eficientes de
purificacion o el uso de solventes con caracteristicas que permitan una facil
eliminacién como por ejemplo emplear solventes mas volatiles.

Posteriormente también se deben completar los estudios de espectroscopia por
RMN con experimentos de tipo COSY, HSQC y HMBC para obtener correlaciones
Carbono-Hidrégeno y Carbono-Carbono para poder dar una elucidacion
estructural completa ya que el andlisis de *H-RMN y **C-RMN para los productos
P1 y P2, no permite distinguir cuales de los protones se correlacionan para el
anillo de furanosa y piranosa, por lo cual no es posible realizar una asignacién solo
con la informacion de los espectros provistos.

Es igualmente importante que para los productos obtenidos se realicen estudios
de sus propiedades como surfactantes, de esta manera se podra tener alguna
idea de las posibles aplicaciones.

Otro aspecto importante que debe estudiarse son las propiedades y caracteristicas
de la enzima y su influencia en lasintesis de surfactantes. Buscar nuevas enzimas
que puedan realizar la sintesis con mayor productividad.
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