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Contexto

o Crecienteinteresen aplicacion de principios de Quimica
Verde.

 Solventes organicos convencionales: toxicos,
iInflamables, contaminantes, etc.

e Busqueda de nuevos solventes eficientes para proceso

enzimaticos:
o No toxicos
o Economicos
o Biodegradables
o Mezclas de baja temperatura de transicion (LTTM: ILs,

DES,...
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ILS DESs

e Novolatiles e Novolatiles

e Alta estabilidad térmica © Alta estabilidad termica

e Solubilidad diferencial e Solubilidad diferencial

e Sintesis compleja e Sintesis simple

e Costosos e Bajo costo

e No-toxicidad e No toxicos
cuestionable e Menos estudios

e Muy estudiados
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Solventes de Eutéctico Profundo
(Deep Eutectic Solvents : DES)

e Mezcla de dos compuestos con capacidad para
interactuar fuertemente mediante enlaces de
hidrogeno:

o Aceptor (Hydrogen Bond Acceptor: HBA)

o Donador (Hydrogen Bond Donor: HBD)
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Solventes de Eutectico Profundo

|
HO/\'/?\
-

Cloruro de colina
Aceptor (HBA)

\OH

Donador

Solidos a T ambiente

Liquido a Tambiente
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Solventes de Eutectico Profundo

MPHBA |

MPHBD

MPDE

0 Relacion 1
eutéctica

xHBD
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Ejemplo: Cloruro de colina / Urea

MPChCl = 302 °C -

_MPUrea = 134 °C

MPDES= 12 °C

0 ( Relacion A 1
eutéctica s

(urea/ChCl)molar = 2
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Ventajas del uso de DESs

e Bajavolatilidad

e Bajainflamabilidad

e Bajatemperatura de fusion
e Facil preparacion

e \ersatilidad

e Bajo costo

e Solventesverdes
e Solubilidad

Desafios?
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Preguntas:

1.¢Pueden reaccionar los propios componentes del DES
compitiendo con la reaccion de interes?

2.;Las caracteristicas particulares de estos solventes puede
afectar la actividad enzimatica?

3..Qué eficiencia se puede alcanzar en reacciones de
esterificacion “convencionales” acido graso + alcohol?

4.;Y en la sintesis de lipidos complejos atractivos para la
industria alimentaria?
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Reactividad de HBDs
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4 DES:

DES1 1,4-butanodiol

|+/ e HO\/?i/OH
AR 0‘/‘/ Glicerol

HO
er
Cloruro de colina
(HBA) Q g;b

DES Isosorbld
s @

NHg C—N Hg
Urea
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Procedimiento 1

0 0
HSCMJ]\ CAL=B CM)L
o OH # ch/\/\OH Y 3 - O/\"/\CH;; +H,0
Acido laurico (LA)  n-butanol Laurato de butilo (BL)

200 mg acido laurico
+

50 mg n-butanol 24 h, 50 °C

+

30 mg lipasa iCAL-B

+

200 uL muestra

+ centrifugacion [E1R0/4=16
Supelco Met -
biodiesel

1 mL agua
+

2 mL hexano

200 rpm

Fase hexano

39 DES
R=(H,0/ChCl)molar =1

() G&A h
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DES1:ChCl/1,4-butanodiol

@ Grasas y Aceites
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DES2:

Intensity

ChCl/1,4-glicerol
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zooaﬂaeé
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0

- BL

-

Glyceryl dilaurate:\}“

-

]

; Glyceryl trilauratg\,\f?

min
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DES 3:ChCl/isosorbida

Intensi
300{}{}0{?’

% Bl
250000

200000

5 LA Isosorbid e
. Mmonolaurates - . Isosorbide dilaurate
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DES 3:ChCl/urea

Intensity

750000
500000

250000

BL
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Reactividad relativa de los HBDs

T (A ) % HBD-LE:% de ésteres lauricos del HBD
_ _ HED-LE AHBD-LE :Areadel HBD-LE
% 2HBD-LE =100 x 2(Auape) +Ag, ABL : Area del laurato de butilo

DES 4
no reactivo
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2
Efecto de la exposicion de la

lipasa iCAL-B al DES ChCl/urea

!
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Procedimiento 2

30 mg iCAL-B lipasa PREINCUBACIO
+
N
39 DES 4

+
50 mg ac. laurico

T 0,24048h

R=H,0/ChCl=1,203 LKL 100 uL n-BuOH

+

INCUBACION
24 h
50°C

200 rpm
200 uL muestra
centrifugation +
G TmlL agua

Supelco Met-biodiesel

Hexane phase +
2 mL hexano

;2}(35&[\. b
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Resultados

GzA
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24 h incubacion

Lipasa sin preincubar:

R = 0: minima conversion

R=1to 3: altas conversiones

[]

El agua necesaria para mantener la
lipasa activa

R=3 & 21% H,0enel DES!!

Eficiente incorporacion del agua en la
red de enlaces de hidrogeno del DES

[]

Reducido poder
nucleofilico del agua
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Resultados

24 h incubacion

() G&A :
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Resultados

R=1
24 h incubation Leve efecto del periodo de
preincubacion

Posible debilitamiento de
lainteraccion HBD/HBA
por efecto del agua

N
Permitiria la urea expresar
su efecto desnaturalizante
sobre la enzima.

R=2o0r3
Claro efecto negativo del periodo
C s . de preincubacion

a conversion

() G&A ”
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Procedimiento 3

O 0
iCAL-B
HacMJJ\ HSCHJL
x OH + HSCMOH - - O/\/\CHg +H,0
Mezcla de FFA n-BuOH FABE
(n=6t018)

INCUBACION

centrifugacion

50 °C/250 rpm Hexano

1
: Hexano '
. (reaccion completa)

() G&A 24
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Procedimiento 3

C6 C8 C10 C12 C14 C16 C18

(Ai /A ) (Ai /AIS)DES,t : Area del FABE “i” dividida por el drea
Conversion (%)=100 x (A- E)m-:s,t del  ISatiempo “t” (incubacion en DES)
f‘ﬂ"E H.f (Ai /AIS)H,f : Area del FABE “” dividida por el area

del  ISatiempo “t” (incubacion en hexano)

() G&A *
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R=(H,0/ChCl)molar=0

e Bajaactividad
catalitica

e Conversiones mas
altas de los acidos
grasos mas cortos

() G&A
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R=(H,0/ChCl)molar =1

e Incremento de la
actividad catalitica

e Los acidos mas cortos
alcanzaron las menores
conversiones finales

e Probable mayor
interaccion de éstos
con los componentes
del DES
(“atrapamiento”)

() G&A i

Grasas y Aceites



R=(H,0/ChCl)molar=2

e AUn mayor actividad
catalitica de la lipasa
ICAL_B

e Mas altas conversiones
de los acidos grasos mas
largos

e C12-C18 convertidos
cerca de 90 % despues
de4h

() G&A -
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R=(H,0/ChCl)molar=3

e Actividad catalitica aun
mayor

e Losacidos grasos
siguen siendo los de
mayor conversion

e C12-C18 convertidos en
mas de 90 % alas 4 h

() G&A -
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Velocidad inicial de esterificacion

e Y0 aumentacon la
concentracion de agua

e v0 mayor para los acidos
mas cortos en el DES
anhidro

e Tendencia opuestaen
medio con agua

Grasas y Aceites
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Lipidos complejos de interés:

4.1.- Esteres de fitosteroles
o Compuestos bioactivos: afecta metabolismo del colesterol,
reduce su absorcion, minimiza desordenes metabalicos,
controla sobrepeso, control de nivel sérico de LDL,
prevenqién de enfermedades cardiovasculares.

4.2 .- Esteres de azUcares

o Propiedades surfactantes y emulsificantes. Aplicaciones en
industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica. Emulsiones
comestibles (margarinas, shortengns, cremas, untables en
general), son biocompatibles y biodegradables. Actividad
antimicrobiana. Indicios de actividad antitumral y anti-
inmunodeficiencia humana

’ Grasas y Aceites
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Procedimiento 4.1

_ Q T Lauratos de
>~ + Eﬂéw/“x//\»/“x,/xxzﬂxo/EQ

Candidda fitoesterilo
o rugosa
Laurato devinilo .
(LV)
HO_ _~CH; Alcohol
> N vinilico
]

Acetaldehido
(PE=21°C)

Brassicasterol 10 %
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Procedimiento 4.1

65 pL LV
+

+

rugosa

@g PHs
+

Int Std (tricosane)

30 mg Lipasa de Candida

~

INCUBATION

2 (Arr)

(

5 mL water

) | -

45°C/200 rpm

2x5mL hexane

N\

J

centrifugation

Hexane phase

4 )
GC/ FID:
Supelco Met-
Biodiesel

\_ J

% conversiom = 100 x ;
| R W

|
| ,}
gL

GzA
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Resultados

e DESChCl/urea(R=0a 3)
e 24h deincubacion

e 50°C

14

12 +

10

% Conversion

Efectos delagua
contrapuestos:
e Mejora la actividad
enzimatica
e Promueve la hidrolisis
del LV

S 8 6 % hidrdlisis del LV

/ Grasas y Aceites
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Resultados

e DES ChCl/urea (R=3)
e Adiciones sucesivasde LV:3x 65 pL
e 50°C

70

Los agregados sucesivos
de LV permitieron

a0 - mantener su
concentracion elevada
en todo el periodo de
incubacion

50

Conversion (%)

30 r

20

10

Periodo de incubacién (h)
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Procedimiento 4.2

H
H
+ /\/\/\/\-/\/E
OH o

Glucosa

+ Laurato de vinilo

f

150 mg glucosa
+
600 mg LV
+
+
50 mg iCAL-B lipase

+
59 DES
(H,0/ChCI=0,1,2 or 3)

"

15 mg IS (hexadecano)

~

iCAL-B . WS
Y ——
Laurato de glucosilo + etenol
(00 ulL muestra\ 4 A
INCUBACION + Separacion |GC / FID:
1mLagua B |Supelco Met-
70°C/1000 rpm| Silanizacion Biodiesel
’I\mL EtAc ) \_ )

v

\G&A
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« DES ChCl/lurea  (1:2) O No se detecto producto

e DES ChCl/glucosa (1:1) MP = 31°C

2,5

Monolaurato de glucosilo [mmoles)

0,0

GzA

Grasas y Aceites

20 r

1.5

1.0

05

44 120 156

Tiempo de incubacion [h}

Doble rol de la Glucosa:
e HBD
e Sustrato
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Desafios

o Cinética en general mas lenta que en solventes convencionales.
e Posible competitividad del HBD con la reaccion de interés.
Posible efecto inhibitorio sobre la enzima:

o Seleccion de la enzima en funcion de la reaccion.
o Ajuste de las condiciones de reaccion.

e Ajuste de la concentracion de agua:
o Maximizar la actividad enzimatica.
o Moderar la viscosidad.
o Evitarla disrupcion del DES

o Conveniente seleccion del conjunto DES/lipasa e funcion del proceso
Evaluar posibilidad de conferir doble rol a componentes del DES: “solvente
+sustrato”.
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Gracias!

ijachman(@fq.edu.uy
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