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RESUMEN
Un total de 158 cepas fueron estudiadas. A partir de estos cultivos se seleccionaron 8cepas con el objetivo de cuantificar sus actividades feruloil esterasa, esterasa y lipasa.Las cepas candidatas fueron cultivadas por Fermentación en Medio Sólido. Se empleócascarilla de maíz, como inductor de feruloil esterasas, y triburina, como inductor deesterasas y lipasas. Al emplear la CM como sustrato, se tuvo una mayor inducción deenzimas con actividad feruloil esterasa, que al emplear TC4. Los extractosenzimáticos conteniendo actividad feruloil esterasa y esterasa/lipasa fueroninmovilizados en una resina de catiónica, logrando en algunos casos rendimientos deinmovilización cercanos al 90%. Por último, el fermento sólido proveniente de losdiferentes hongos seleccionados, fue secado. Los inmovilizados, fermentos sólidossecos y las lipasas/esterasas comerciales disponibles en nuestro laboratorio, fueronutilizados como biocatalizadores en la síntesis de etil ferulato (EF) y dodecil ferulato(DF), designadas como reacciones modelo. Los mejores catalizadores heterogéneosencontrados fueron A15 para la síntesis de EF por esterificación directa y LLI, para lasíntesis de DF por transesterificación. Por esterificación directa empleando A15, selograron sintetizar exitosamente derivados del ácido ferúlico de alcoholes primarios,secundarios y terciarios con conversiones >68% en tan solo 24 h de reacción, en elcaso de la alcohólisis del EF empleando LLI, igualmente se lograron sintetizar todoslos derivados del ácido ferúlico propuestos. Obteniendo conversiones >85% en tansolo 96 h de reacción. Finalmente se implementaron protocolos sencillos depurificación del EF y DF, empleando extracción con solventes a partir de la mezcla dereacción. Se logró purificar exitosamente el EF y DF con una pureza >98%. Por elalto grado de pureza logrado, fue posible emplearlas para evaluar su actividadantioxidante y anti inflamatoria in vitro. Los resultados mostraron que todas lasmoléculas de síntesis poseen una actividad anti-oxidante y anti-inflamatoria. Losésteres de cadena corta (C1-C4), resultaron los más interesantes con una mayorinhibición  del 70 al 85% ante el agente secuestrante ABTS. Con referencia a laactividad anti-inflamatoria, destacaron lo ésteres de cadena corta, inhibiendo demanera selectiva la enzima COX-2.
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1 INTRODUCCIÓN

La problemática que representan los efluentes industriales vertidos a los cursosnaturales de agua o al drenaje municipal, generalmente sin tratamiento alguno, se haconvertido en un tema de preocupación ambiental entre los sectores industriales,gubernamentales y la sociedad en general. En el caso de la industria del nixtamal seeliminan entre 16 a 22 millones de m3/año de aguas de desecho conocidas comonejayote, 40% de los cuales corresponden a las grandes empresas productoras. Elnejayote es considerado un desecho altamente contaminante debido a su cargainorgánica y orgánica elevada que genera demandas bioquímicas de oxígeno delorden de 7000 a 10000 mg O2/L, mientras que la normativa ambiental (NOM-002-ECOL 1996) señala un límite máximo de descarga de 200 mg O2/L. El materialcontenido en el nejayote está compuesto principalmente por residuos y pericarpio delmaíz, sólidos en solución entre los que se incluyen arabinoxilanos, almidones,dextrinas, calcio y compuestos fenólicos como el ácido cumárico y el ácido ferúlico,por citar algunos. Sin embargo, debido a la elevada complejidad de estos efluentes, laproblemática ambiental que generan ha sido muy difícil de resolver. Hasta la fecha sehan probado sin éxito diversos sistemas de tratamiento de aguas residuales por loque resulta urgente generar alternativas que permitan enfrentar esta problemáticaque pone en serio riesgo la actividad de las empresas del rubro. Dados losinconvenientes que ocasionan estos efluentes, la mayor parte de los esfuerzos se hacentrado en generar tecnologías alternas a la nixtamalización tradicional en las que sereduce drásticamente la producción de efluentes y consumo de agua (solicitudes depatente MX PA05011797, WO 2009143416, WO 2004023892, EP 0883999, MXPA05011797). Pese a estos esfuerzos, el producto resultante de estos procesos no esaceptado por el consumidor final y las empresas dedicadas al rubro mantienen elproceso tradicional y consecuentemente continúan generando nejayote. La soluciónal problema parece estar en la recuperación de productos de interés biotecnológicocontenidos en el nejayote que por sí mismos tienen un alto valor, como es el caso delos ácidos fenólicos. Nuestro grupo de trabajo, que involucra a investigadores deempresas y centros de investigación, viene promoviendo el tratamiento integral delnejayote a través de procesos que recuperan y aprovechan los compuestos que
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contiene. La empresa BIOKAB licenció los derechos de la patente MEX 259521 para laobtención de compuestos fenólicos de alto valor a partir del nejayote a la empresaMINKAB, que recibe el nejayote de la empresa MINSA, productora de harinanixtamalizada, coadyuvando de esta manera en el escalamiento industrial de unatecnología innovadora que permite la remoción de los compuestos fenólicosantimicrobianos del nejayote, siendo el principal compuesto el ácido ferúlico. Aunqueeste último es en la actualidad un producto de alto valor en el mercado, un análisis“FODA” de la tecnología, mostró la necesidad de establecer una estrategia quepermita diversificar la cartera de productos a mediano plazo. Para lograr esteobjetivo, se decidió conformar una AERI (N° 127257) entre empresas y centros deinvestigación (CIAD-CIATEJ) que reúnan la experiencia tecnológica y el conocimientofundamental requerido. Gracias al trabajo que hemos estado realizando en estaalianza estratégica, hemos detectado que el ácido ferúlico puede ser transformadomediante tecnologías emergentes (catálisis o biocatálisis heterogénea), en productosde mayor valor agregado, como los ésteres del ácido ferúlico.
En el presente informe se dan a conocer los resultados más importantes, conclusionesy perspectivas de la sección dentro del proyecto global, realizada en el CIATEJ A.C.donde el objetivo general y específicos se detallan en la sección siguiente. Dentro delmarco de estos objetivos mi contribución se describe a detalle en la sección 3.3 delpresente documento.
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1 PROCESO DE NIXTAMALIZACIÓN.

El paso clave para la transformación de maíz en harina de maíz es la cocción de losgranos en una solución de alcalina calentada a temperaturas cercanas a la ebullición,tal proceso es conocido como nixtamalización.Este proceso consta de tres etapas principales, primero el maíz es cocido en unasolución saturante de Ca(OH)2 a temperaturas entre los 95 a 100°C, posteriormentelos granos cocidos son dejados en reposo por periodos muy variados de tiempo quepueden ir desde una hora hasta 15, para finalmente ser lavados y de esta formaremover el exceso de calcio y materia orgánica y así obtener el nixtamal.Sin embargo, este proceso utiliza grandes cantidades de agua que usualmente esdescartada como un efluente de alta alcalinidad, conocido como nejayote. De acuerdocon Salmeron-Alcocer y col. (2003) una planta con capacidad cercana a 600 toneladasde maíz al día, comúnmente genera entre 1,500 a 2,000 m3 de nejayote [1]. Basado enestas cantidades el nejayote generado en México es de aproximadamente 16 a 22millones de m3 anuales. Estos efluentes causan serios problemas de contaminacióndebido al alto pH y la demanda bioquímica de oxígeno proporcionada por los solidossolubles e insolubles. Estudios previos han establecido que el maíz pierde del 5.5% al12.5% de sólidos durante esta de cocción en la operaciones comerciales para laobtención de tortillas [2-4]. Estas perdidas varían de acuerdo con el genotipo del maízy las condiciones de operación tales como la concentración del hidróxido de calcio,duración de la cocción y el lavado del nixtamal [5-8].
2.1.1 COMPOSICIÓN DEL NEJAYOTE

La mayor cantidad de sólidos asociados al nejayote son insolubles cuando provienendel pericarpio y solubles cuando provienen del endospermo y el germen [2].
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Recientemente, se ha analizado la composición de compuestos fenólicos en ambasfracciones de diferentes nejayotes [5] y se concluyó que los  sólidos contenidos estánde 53 a 125 veces más libres en la masa cocida que en los granos crudos. A su vez enla fracción con tratamiento fue encontrada de 40 a 90 veces más actividadantioxidante. El potencial antioxidante del maíz está principalmente ejercido porcompuestos como ácido ferúlico, antocianinas flavonoides y otros compuestosfenólicos los cuales tienen el potencial de prevenir el estrés oxidativo, cáncer yenfermedades cardiovasculares [9-12]. Es en este último en el cual se centrará laatención para las secciones siguientes debido a su potencial biológico.
2.2 COMPUESTO FENÓLICOS

Los compuestos fenólicos son compuestos que tienen uno o más grupos hidroxilosunidos directamente a un anillo aromático. El fenol (Figura 1) es la estructura sobre lacual el grupo entero está basado. El anillo aromático en este caso, es por supuesto, elbenceno [13].

Figura 1. Estructura química del fenolLos fenoles son, de muchas maneras, similares a las estructuras de los alcoholesalifáticos donde el grupo hidroxilo está unido a una cadena de carbonos. El grupohidroxilo fenólico, sin embargo, es influenciado por la presencia del anillo aromático.Debido a este, el hidrógeno de hidroxilo fenólico es lábil, lo cual hace a los fenolesácidos débiles [13].Por otra parte los polifenoles son compuestos que tienen más de un grupo hidroxilofenólico unido a uno o más anillos de benceno. El término es de alguna forma
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confundido desde que se tiende a hacer pensar a las personas que son polímeros demoléculas individuales de fenol.Los compuestos fenólicos son característicos de plantas y como grupo sonusualmente encontrados como ésteres o glucósidos en vez de ser encontrados comocompuestos libres. Es importante tener en cuenta esto si lo que se desea es extraercompuestos fenólicos a partir de plantas [13].
2.2.1 CLASIFICACIÓN

El término “fenólico” cubre un grupo muy grande y diverso de compuestos químicos.Estos compuestos pueden ser clasificados en un gran número de formas. Harborne ySimmonds (1964) clasificaron a estos compuestos (Tabla 1) en grupos basados en elnúmero de carbonos en la molécula [14].Tabla 1. Clasificación de los compuestos fenólicos.
Estructura Clase

C6 Fenólicos simples
C6- C1 Ácidos Fenólicos y compuestos relacionados
C6- C2 Acetofenonas y ácidos fenilacéticos
C6- C3 Ácidos cinámicos, cinamoil aldehídos, cinamoil alcoholes
C6- C3 Cumarinas, isocumarinas y cromonas
C15 Chalcones, aurones, dihidrochalcones
C15 Flavanos
C15 Flavones
C15 Flavononas
C15 Flavononoles
C15 Antocianidinas
C15 Antocianinas
C30 Biflavoniles
C6- C1- C6, C6- C2- C6 Benzofenonas, xantonas, Estilbenos
C6, C10, C14 Quinonas
C18 Betacianinas
Lignanos, neolignanos dimeros u oligomeros
Lignina polímeros
Taninos oligomeros o polímeros
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Flobafenos polímeros
También se ha usado una clasificación alternativa establecida por Swain y Bate-Smith(1962), esta agrupa a los fenoles en 2 categorías, “comunes” y “menos comunes” [15].Ribéreau-Gayon (1972) agrupó a los fenoles en 3 familias [16] como sigue:1. Fenoles ampliamente distribuidos: Ubiquitina de todas las plantas, o deimportancia especifica en las plantas.2. Fenoles que están menos distribuidos: Número limitado de compuestosconocidos.3. Constituyentes fenólicos presentes como polímeros.

2.2.2 ÁCIDOS CINÁMICOS

Los ácidos cinámicos (AC’s) son un grupo de compuestos que entran en laclasificación de los ácidos fenólicos. Un intermediario en la síntesis de los AC’s es elacido cinámico, que se deriva del ácido shikímico, el cual es precursor de muchosalcaloides y compuestos amino-aromáticos así como de derivados del indol [17]. Así,el ácido shikímico es transformado a fenilalanina a través de la ruta del ácidoshikímico para después ser convertido por una liasa en ácido trans-cinámico, dondeposteriores hidroxilaciones y metoxilaciones en el anillo bencénico dan lugar a losdiversos elementos de la familia de los ácidos cinámicos (figura 2) [13].

Figura 2. Ruta biológica para la síntesis de ácidos cinámicos a partir de fenilalanina.
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Existen 6 ácidos cinámicos comunes, los cuales tienen un esqueleto C6-C3. Todas lasplantas contienen al menos tres de ellos. En la figura 3 se muestran los principales.

Figura 3. Ácidos cinámicos encontrados más frecuentemente  en la naturaleza. a) Ácido cinámico, b)Ácido p-cumárico, c) Ácido caféico, d) Ácido ferúlico, e) Ácido 5-hidroxiferúlico y f) Ácido sinapinico[13].Los AC’s están ampliamente distribuidos en el reino vegetal, se ha reportadocantidades considerables en frutas y algunos granos como el maíz y el café. Unejemplo es el ácido ferúlico que constituye más del 90% de los compuestos fenólicosen la alcachofa, berenjena y salvado de maíz [17, 18]. Sin embargo, la mayoría de lasveces esta gama de compuestos se encuentra en forma esterificada y de acuerdo a lanaturaleza del compuesto al que está unido, los AC’s pueden presentar mayor omenor estabilidad a la oxidación. Así cuando son esterificados con los polisacáridosde la pared celular su estabilidad es mayor [19].Un ejemplo clásico es el ácido ferúlico cristalino en su forma trans [20], que estáesterificado de forma monomérica y dimérica a unidades de arabinosa presentes en lapared celular (5-O-feruloil-L-arabinofuranosa FAA y 5-O-feruloil-arabinoxilano FAXn,son las formas más comunes de ácido ferúlico en los cereales [20-22]. Estos enlaces
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con compuestos lignocelulósicos sirven de conexión entre la lignina y la hemicelulosa[23] y ayudan a fortalecer la estructura de la pared (Figura 4) celular [24].

Figura 4. Estructura de la pared celular del maíz. Xyl: Xilosa, Ara: Arabinosa.
Cabe resaltar que cuando estos compuestos cumplen con funciones estructuralescomo la mencionada anteriormente, presentan una baja biodisponibilidad pororganismos superiores [21]. Esto se ha comprobado a través de estudios dondealimentos con alto contenido de AH’s (unidos a la pared celular) han sido sometidos aimitaciones del sistema gástrico a bajos pH’s, y después de cierto tiempo los AHs semantienen intactos [25]. Sin embargo, cuando es suministrado en ratas en su formalibre (soluble) y ligada (insoluble), solo la forma libre (soluble) desaparece [25],indicando de este modo que la biodisponibilidad incrementa de manera considerablecuando los AHs se encuentran en su forma libre (soluble). De hecho, cuando los AH’sse unen a compuestos de carácter más hidrofílico como el ácido quínico, shikímico ytartárico, que se encuentran naturalmente libres en el citoplasma de la célula vegetal,la biodisponibilidad es comparable a la observada en su forma libre [26]. Un ejemplode ello es el ácido clorogénico (ester del ácido caféico y quínico; figura 5) presente enla cereza del cafeto, manzana, mate, jamaica, entre otros.
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Figura 5. Estructura química del ácido clorogénico.Los ésteres de los ácidos cinámicos también son encontrados como de una granvariedad de ácidos orgánicos. Por ejemplo los sinapoil esteres representan una clasede compuestos absorbentes al UV in la familia de Brassicaceae. Ejemplos incluyen alsinapoil malato presente en hojas y la sinapoil colina presente en las raíces [27].
2.2.3 USOS Y ACTIVIDAD BIOLÓGICA

Debido a lo anterior, diversos estudios se han enfocado a evaluar los efectosbiológicos de los ácidos fenólicos libres así como de ciertos bioconjugandos de estosúltimos, reportando principalmente actividades anti fúngica, fotoprotectora [28],antiinflamatoria [29], anti adipogénica [30], y para la prevención de enfermedadescrónico degenerativas relacionadas con el estrés oxidativo ocasionado por radicaleslibres, como desordenes neurodegenerativos, cáncer, inflamaciones crónicas, agudase incluso el envejecimiento [18, 22].En un trabajo previo Kikuzaki et al (2002) encontraron que la habilidad para atraparradicales libres de los ácidos hidroxicinámicos, va de la mano con la cantidad dehidroxilos en el anillo bencénico [31], también se ha observado que algunosbioconjugados de AH’s pueden mejorar su actividad antioxidante en comparación conel ácido libre, por ejemplo, el estearil ferulato del salvado de trigo es más efectivopara captar radicales DPPH [32], el 2 etil-1-hexil ferulato y el 3,5,5-trimetil-1hexilferulato es más efectivo para la inhibición de la generación de superóxido in vivo [33].Del mismo modo, se ha encontrado que estos compuestos hidroxilados y algunosflavonoides pueden inhibir la adipogénesis, siendo más efectivos los isómeros delácido cumárico que pueden inhibir hasta en un 60% la formación de adipositos 3T3-L1.



10

2.2.4 SÍNTESIS DE DERIVADOS

Por lo anterior, en la actualidad las investigaciones se han enfocado a modificardichas moléculas generando una gama de nuevos bioconjugados bajo la expectativade mejorar estas actividades o elucidar nuevas. Por ejemplo se ha demostrado que laactividad antioxidante se puede incrementar cuando el ácido se esterifica conalcoholes alifáticos, aromáticos y ciertos flavonoides.
2.3 CATÁLISIS

La catálisis interviene en muchos procesos industriales. Así mismo, la mayoría de losprocesos “biológicamente” significativos son catalizados. Las reacciones catalíticasson las preferidas en la química verde para un medioambiente amigable debido a lareducida cantidad de residuos que genera en lugar de las reacciones estequiométricasen las que se consumen todos los reactivos y se forman más productos secundarios. Elcatalizador más común es el protón (H+).Muchos metales de transición y los complejos de los metales de transición se utilizanen la catálisis.El catalizador funciona proporcionando un camino de reacción alternativo alproducto de reacción. La velocidad de la reacción aumenta a medida que esta rutaalternativa tiene una menor energía de activación que la ruta de reacción no mediadapor el catalizador.La dismutación del peróxido de hidrógeno para dar agua y oxígeno es una reacciónque está fuertemente afectada por los catalizadores:2 H2O2→ 2 H2O + O2Esta reacción está favorecida, en el sentido de que los productos de reacción son másestables que el material de partida, sin embargo, la reacción no catalizada es lenta. Ladescomposición del peróxido de hidrógeno es de hecho tan lenta que las solucionesde peróxido de hidrógeno están disponibles comercialmente.
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Tras la adición de una pequeña cantidad de dióxido de manganeso, el peróxido dehidrógeno reacciona rápidamente de acuerdo a la ecuación anterior. Este efecto se vefácilmente por la efervescencia del oxígeno. El dióxido de manganeso puede serrecuperado sin cambios, y volver a utilizarse de forma indefinida, y por lo tanto no seconsume en la reacción. En consecuencia, el dióxido de manganeso cataliza esta

reacción.
2.3.1 CARACTERÍSTICAS

La característica general de la catálisis es que la reacción catalítica tiene un menorcambio de energía libre de la etapa limitante hasta el estado de transición que lareacción no catalizada correspondiente, resultando en una mayor velocidad dereacción a la misma temperatura.Cinéticamente, las reacciones catalíticas se comportan como las reacciones químicastípicas, es decir, la velocidad de reacción depende de la frecuencia de contacto de losreactivos en la etapa determinante de velocidad. Normalmente, el catalizadorparticipa en esta etapa lenta, y las velocidades están limitadas por la cantidad decatalizador. En catálisis heterogénea, la difusión de los reactivos a la superficie decontacto y la difusión de los productos desde dicha superficie puede ser la etapadeterminante de la velocidad. Eventos similares relacionados con la unión delsustrato y la disociación del producto se aplican en la catálisis homogénea.Aunque los catalizadores no son consumidos por la propia reacción, pueden resultarinhibidos, desactivados o destruidos por procesos secundarios. En la catálisisheterogénea, procesos secundarios típicos incluyen el coqueo, donde el catalizador secubre por productos secundarios poliméricos. Además, los catalizadoresheterogéneos pueden disolverse en la solución en un sistema sólido-líquido oevaporarse en un sistema sólido-gas.
2.3.2 CATÁLISIS Y ENERGÍA DE REACCIÓN

Los catalizadores funcionan proporcionando un mecanismo (alternativo) queinvolucra un estado de transición diferente y una menor energía de activación. Por lotanto, más colisiones moleculares tienen la energía necesaria para alcanzar el estado
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de transición. En consecuencia, los catalizadores permiten reacciones que de otromodo estarían bloqueadas o ralentizadas por una barrera cinética. El catalizadorpuede aumentar la velocidad de reacción o de la selectividad, o permitir que lareacción ocurra a menores temperaturas. Este efecto puede ser ilustrado con unadistribución de Boltzmann y un diagrama de perfil de energía (figura 6).

Figura 6. Diagrama genérico de energía potencial mostrando el efecto de un catalizador en unahipotética reacción química exotérmica X + Y para producir Z. La presencia del catalizador abre uncamino de reacción diferente (mostrado en rojo) con una energía de activación menor. El resultadofinal y la termodinámica global son la misma.
2.3.3 CATALIZADORES HETEROGÉNEOS

Los catalizadores heterogéneos son aquellos que actúan en una fase diferente que losreactivos. La mayoría de los catalizadores heterogéneos son sólidos que actúan sobresustratos en una mezcla de reacción líquida o gaseosa. Se conocen diversosmecanismos para las reacciones en superficies, dependiendo de cómo se lleva a cabola adsorción (Langmuir-Hinshelwood, Eley -Rideal, y Mars-van Krevelen). El áreasuperficial total del sólido tiene un efecto importante en la velocidad de reacción.Cuanto menor sea el tamaño de partícula del catalizador, mayor es el área superficialpara una masa dada de partículas.Los catalizadores heterogéneos suelen estar "soportados", que significa que elcatalizador se encuentra disperso en un segundo material que mejora la eficacia ominimiza su costo, un ejemplo claro de ello son las enzimas inmovilizadas de lascuales se abundará mas adelante.
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A veces el soporte es más que una superficie sobre la que se transmite el catalizadorpara aumentar el área superficial. Más a menudo, el soporte y el catalizadorinteractúan, afectando a la reacción catalítica.
2.3.3.1 CATALIZADORES QUÍMICOS

Los ácidos próticos son probablemente los catalizadores más ampliamente usados,especialmente para muchas reacciones que involucran agua, incluyendo la hidrólisis ysu inversa. Los sólidos multifuncionales a menudo suelen ser catalíticamente activos,por ejemplo las zeolitas, la alúmina y ciertas formas de carbono grafítico. Los metalesde transición son utilizados a menudo para catalizar reacciones redox (oxigenación,hidrogenación). Muchos procesos catalíticos, especialmente los que involucranhidrógeno, requieren metales del grupo del platino.Las especies químicas que mejoran la actividad catalítica son denominadas co-

catalizadores o promotores, en la catálisis cooperativa.
2.3.3.2 CATALIZADORES BIOLÓGICOS (ENZIMAS).

Las enzimas son proteínas especializadas que se distinguen por tener una actividadcatalítica. Usualmente las células de todos los organismos vivos las sintetizan, ya queestán involucradas en la catálisis de diversas reacciones del metabolismo, por lo quese les llama de forma genérica “biocatalizadores”. Con los experimentos de Payne yPersoz, descubridores de la primer enzima, se demostró que también son capaces dellevar a cabo reacciones in vitro y, posteriormente, se comprobó que pueden catalizartanto sustratos naturales como no naturales [34, 35]Tras el descubrimiento de las enzimas, surgió la necesidad de desarrollar un métodosistemático de clasificación y nomenclatura. Así la Comisión Internacional de Enzimas(Enzyme Comision, E.C.) desde 1956 se ha encargado de esta tarea, tomando comocriterio la reacción que cataliza cada enzima y coenzima [36]. De acuerdo a ésta,existen seis clases principales (Tabla 2), divididas de tal forma que cada enzimapueda reconocerse con un código único de cuatro dígitos conocido como número E.C,en donde se indica la clase, subclase, sub-subclase y finalmente un número de serie.
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Tabla 2. Clasificación de enzimas de acuerdo a la Comisión Internacional de Enzimas(Enzyme Comision, E.C.)
Clase (Tipo de reacción) Subclase (Enlace sobre el que

actúan)

1. Oxido reductasas

(Reacciones de oxido-reducción)

1.1 Alcoholes >-OH

1.2 Cetonas >C=O

1.3 Alquenos >=CH-

1.4 Grupos amino –NH2

1.5 Grupos iminos =NH

2. Transferasas

(Transferencia de grupos funcionales)

2.1 Grupos de un átomo de C

2.2 Grupos aldehídicos o cetónicos

2.4 Grupos glusilo

2.7 Grupos fosfato

2.8 Grupos que contienen azufre

3. Hidrolasas

(Reacciones de hidrólisis)

3.1 Ésteres

3.2 Enlaces glucosídicos

3.4 Enlaces peptídicos

3.5 Otros enlaces C-N

3.6 Anhídridos de ácido

4. Liasas

(Adición a dobles enlaces)

4.1 >C=C<

4.2 >C=O

4.3 >C=N-

5. Isomerasas

(Reacciones de isomerización)

5.1 Racemasas

6. Ligasas

(Formación de enlaces con escisión de

ATP)

6.1 Entre átomos de C y O

6.2 Entre átomos de C y S

6.3 Entre átomos de C y N

6.4 Entre átomos de C y C
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2.3.3.3 HIDROLASAS, ESTERASAS/LIPASAS.

Las esterasas (E.C. 3.1.1.1) y lipasas (E.C. 3.1.1.3) son carboxiléster hidrolasas queactúan sobre el enlace éster, ambas son elementales por su versatilidad para trabajarcon sustratos naturales o sintéticos [37].
2.3.3.3.1 FUENTES DE ESTERASAS Y LIPASAS.Las esterasas y lipasas están presentes de forma intra y extracelular enmicroorganismos (bacterias, hongos y levaduras), animales y plantas donde el rolbiológico general de las lipasas es probablemente de digestión mientras que el demuchas esterasas aún se desconoce. Generalmente se obtienen carboxilesterasas porextracción de cultivos microbianos o celulares (tejidos animales y vegetales), a nivelindustrial provienen principalmente de cultivos microbianos. Por otra parte eldesarrollo de las técnicas de ingeniería genética ha abierto la posibilidad de generarcepas recombinantes sobreproductoras, incrementando la producción y variedad. Porejemplo, la formulación de muchos detergentes contienen a la lipasa del hongo

Humicula lanuginosus cuya producción no cubre la demanda, por lo tanto el gene seexpresó en Asperguillus orizae, así se logra producir más de 100 ton/año de la lipasaclonada [37].
2.3.3.4 INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS.

A pesar de las claras ventajas del empleo de enzimas, son pocos los casos deaplicación a escala industrial; ya que en medios convencionales, la enzima es soluble,dificultando la remoción de la mezcla de reacción y en medios orgánicos seincrementan los problemas difusionales. La tecnología de inmovilización permiteadaptar a los biocatalizadores a procesos industriales, ya que al volverse insolubles serecupera y utiliza de nuevo en el proceso.Las técnicas frecuentemente empleadas de inmovilización son la adsorción enpolímeros base, inclusión en membranas, unión covalente a soportes químicos,reticulado, encapsulación, entre otros; siendo el primer método el de mayor demanda[38, 39]. Generalmente, el soporte altera indirectamente el comportamiento de laproteína, provocando una estabilización conformacional por la presencia de múltiplesuniones de la enzima al soporte, que vuelve más rígida la estructura terciaria,
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incrementando la resistencia a la desactivación térmica o química, que al igual sirvede protección frente a las proteasas del medio. Por otra parte cuando se trabaja en unsistema acuoso la enzima inmovilizada es un sistema heterogéneo, donde loscomponentes del proceso catalítico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores,activadores, etc.) se encuentran en interfase, provocando una alteración en laactividad enzimática por efectos de tipo difusional, estérico y del microentorno,siendo así uno de los inconvenientes del proceso de inmovilización, puesto quepueden existir distintas fracciones de proteínas inmovilizadas con un diferentenúmero de uniones al soporte. Además, siempre existe una pérdida de actividaddurante el proceso, lo que conlleva a que la enzima inmovilizada siempre sea máscostosa que la forma nativa, haciendo el proceso poco atractivo a escala industrial[40]. Sin embargo, si se logrará establecer un proceso de producción robusto,reproducible y económico de biocatalizadores inmovilizados, existe la posibilidad dediseñar reactores de fácil manejo y control a escala industrial, que permitan el empleode cargas elevadas de enzima, para el desarrollo de procesos continuos.
2.3.4 REACCIONES DE ESTERIFICACIÓN

Los ésteres se obtienen por reacción de ácidos carboxílicos y alcoholes en presenciade un ácido, o en algunos casos en la presencia de una enzima (hidrolasa). Lareacción generalmente se realiza con el sustrato alcohólico en exceso en un mediolibre de agua para desplazar los equilibrios a la derecha. La presencia de agua esperjudicial ya puede hidrolizar el éster sintetizado.

Figura 7. Reacción clásica de esterificación. En la figura los reactantes son ácido acético y metanol y elproducto formado es metil acetato mas agua.
La reacción que prepara ésteres a partir de ácidos carboxílicos recibe el nombre deesterificación y tiene el siguiente mecanismo de 3 etapas:
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Etapa 1.

Figura 8. Protonación del grupo carboxilo.
Etapa 2.

Figura 9. Ataque nuclefílico del metanol al carbono del grupo carboxilo (Adición).
Etapa 3.

Figura 10. Eliminación de agua.
Otro método de síntesis consiste en una sustitución nucleófila, utilizando comonucleófilo el ion carboxilato. Esta reacción funciona bien con sustratos primarios ysecundarios.

Figura 11. Sustitución nucleofílica, utilizando como nucleófilo el ion carboxilato.
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2.4 SÍNTESIS DE ÉSTERES DE ÁCIDOS CINÁMICOS

2.4.1 SÍNTESIS QUÍMICA

La síntesis de este tipo de moléculas se lleva generalmente por catálisis química, conbuenos resultados al utilizar alcoholes con un solo hidroxilo y de bajo peso molecular(figura 12).

Figura 12. Síntesis química de derivados de AC’s de bajo peso molecular. A) Ácido ferúlico; B) Etanol;C) Etil ferulato.Sin embargo, al incrementar la longitud de la cadena alquilo o utilizar alcoholes máscomplejos como flavonoides, la reacción debe llevarse en condiciones más severas loque vuelve más compleja la síntesis y puede dar lugar a una gran cantidad desubproductos o degradación de las moléculas de interés, dificultando la purificación yreduciendo enormemente los rendimientos.
2.4.2 SÍNTESIS ENZIMÁTICA

Por los motivos expuestos anteriormente varios grupos de investigación se han dadoa la tarea de buscar métodos enzimáticos para síntesis de este tipo de ésteres.
2.4.2.1 ENZIMAS EN LA SÍNTESIS DE ÉSTERES DE ÁCIDOS CINÁMICOS

Debido a los inconvenientes que trae consigo la síntesis química, como ya se hamencionado anteriormente, los grupos de investigación han buscado la síntesisenzimática de este tipo de ésteres entre los que destacan el de Guyot (1997), Stamatis(1999) y Topakas (2003) que han empleando lipasas [41-43]. Debido a lascaracterísticas intrínsecas de este tipo de enzimas se requieren condiciones suaves dereacción, el proceso puede ser incluso más eficiente y en algunos casos regioselectivo;además de ser una tecnología considerada como amigable con el medio ambiente e
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innovadora. Sin embargo estas investigaciones no han sido del todo exitosas debido alos bajos rendimientos y largos tiempos de reacción. Por tal motivo surge lanecesidad de encontrar biocatalizadores con una mayor capacidad de aceptar losácidos fenólicos como sustratos y que permitan por ende, realizar esta clase dereacciones con mayor eficiencia.Trabajos anteriores han reportado que algunas lipasas (E.C. 3.1.1.3) y cinamoilesterasas de origen fúngico como las feruloil esterasas (E.C. 3.1.1.73) y lasclorogenato esterasas (E.C. 3.1.1.43) representan una alternativa interesante quepudiera solventar este problema [44, 45], sin embargo los estudios realizados hasta elmomento son aislados.
2.4.2.2 LIPASAS

Las lipasas son catalizadores ampliamente empleados en reacciones de esterificacióny transesterificación en solventes con poca actividad acuosa; por ejemplo, la lipasa Bde Candida antarctica puede realizar la transesterificación de metil y etil ferulato conalcoholes de distinta longitud de cadena en solventes no polares como hexano eisooctano [41], otro ejemplo es la síntesis de ésteres del glicerol [46]. Asimismoexisten otros trabajos en donde lipasas son utilizadas para realizar este tipo dereacciones, pero a medida que los sustratos utilizados se vuelven más complejos losrendimientos en las reacciones se reducen o no se llevan a cabo.
2.4.2.3 FERULOIL ESTERASAS

Por otra parte, solo un número limitado de estudios han examinado la síntesisenzimática de esteres de hidroxicinámicos con feruloil esterasas (FEAs), tal es el casode reacciones de transesterificación con Fusarium oxysporum FoFAE-I [43],
Sporotrichum thermophile StFAE-A [44] y Humicola insolens FAE [47].Actualmente existen estudios que analizan la esterificación de ácido ferúlico usandoFAEs (Fusarium oxysporum y Aspergillus niger, [43, 45]. La meta de la mayoría deestos estudios ha sido incrementar la hidrofobicidad de los compuestos ferulados. Sinembargo, también existe la necesidad de incrementar la solubilidad de estoscompuestos en agua, para aplicaciones en bebidas, alimentos y cosméticos.
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Tsuchiyama et al. (2007), encontraron que la feruloil esterasa tipo A de Aspergillus

niger puede sintetizar a través de esterificación directa ésteres del glicerol, tal comoel 1-sinapoil glicerol y el 1-p-cumaroil glicerol [46], permitiendo de esta formaaumentar la solubilidad en agua.Por todo lo anterior, surge la imperante necesidad de ampliar la variedad de enzimasque puedan realizar esta gama de compuestos, o incluso nuevos, y de esta formagenerar nuevos biocatalizadores para la obtención de derivados de ácidoshidroxicinámicos de interés biológico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Generar un proceso de catálisis heterogénea técnicamente factible que permita llevara cabo la síntesis de al menos un éster del ácido ferúlico y que tenga posibilidad deescalarse a nivel piloto para evaluar su factibilidad económica.
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1) Buscar microorganismos productores de Esterasas y Lipasas en las

colecciones disponibles en CIATEJ A.C.

ACTIVIDADESa. Implementar un método de búsqueda y selección de Esterasas y Lipasasb. Implementar un método rápido de inmovilización y/o liofilización de losbiocatalizadores con actividad Esterasa/Lipasa pre-seleccionadosc. Encontrar catalizadores heterogéneos (químicos)d. Seleccionar  las reacciones modelo como criterio de selección (batch)e. Seleccionar el catalizador heterogéneo más promisorio (catalizador químicoy/o enzimático para cada reacción modelo) en base a su conversión y tiempode reacción.f. Optimizar las condiciones de reacción con los catalizadores heterogéneosseleccionados
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2) Sintetizar derivados del ácido ferúlico a nivel laboratorioACTIVIDADES
a. Llevar a cabo la esterificación directa de una serie (C2-C18) de esteres delácido ferúlico, con el mejor catalizador y condiciones de reacciónb. Llevar a cabo la alcohólisis de etil ferulato en dodecil ferulato (C2-C18) con elmejor catalizador y condiciones de reacciónc. Optimizar la esterificación directa del etil ferulato empleando un reactorempacadod. Implementar técnicas analíticas necesarias para el seguimiento de la reaccióne. Implementar un protocolo de purificación del producto que se acuerdesintetizar a nivel piloto
3) Evaluar actividad Biológica de los derivados obtenidosACTIVIDADES
a. Determinar actividad antioxidante in vitro mediante los métodos (DPPH,ABTS), de los productos de síntesisb. Determinar actividad anti-inflamatoria in vitro mediante inhibición de COX-1 YCOX-2, de los productos de síntesis
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3.3 DELIMITACIÓN DE LOS OBJETIVOS Y ACTIVIDADES A

REALIZAR DENTRO DEL PROYECTO.

Para el desarrollo en tiempo y forma de los entregables planteados en el proyecto“Sintesis heterogenea de derivados del ácido ferúlico de alto valor agregado a partirdel Nejayote” las actividades se distribuyeron como se muestra en la tabla 3.
Tabla 3. Responsables y distribución de las actividades designadas a CIATEJ, A.C.

NOMBRE ACTIVIDADES

Dr. JuanCarlosMateos Díaz

Supervisión técnica como responsable del

Proyecto en CIATEJ A.C.Revisión y validación de aspectos técnicosPlaneación, desarrollo  y seguimiento de actividadesrelacionadas el proceso de obtención y de catalizadoresheterogéneos así como su aplicación en las distintasreacciones de síntesis.Integración de reportes de las actividadesdesarrolladas.Análisis prospectivo y del estado de arte en aspectostécnicosCo-Dirección de Tesis del M.C. Javier Bácame.Dr. JorgeRodríguezGonzález
Búsqueda y selección de catalizadores heterogéneos:Prospección de cepas fúngicas de las colección delCIATEJ A.C. con potencial biotecnológico para laproducción de enzimas de interésDra. RosaCamachoRuíz
Apoyo durante la Integración de reportes de lasactividades desarrolladas  Colaboración durante lacoordinación de trabajos en redes, proyectos de I+D+i



24

Dr.AlejandroCanales
Ensayos de capacidad anti-oxidante (DPPH y ABTS)anti-inflamatoria (inhibición COX-I y COX-II)de losdistintos derivados del ácido ferúlico obtenidos a nivellaboratorioC. DanielGrajales Ensayos de síntesis de los derivados del ácido ferúlico anivel laboratorio. Implementación de los protocolos depurificación del etil y dodecil ferulato.

Como integrante del equipo de trabajo de CIATEJ A.C. colaboré con el desarrollo delprimer objetivo particular, específicamente del apartado b hasta el f y se me designóel desarrollo completo del segundo objetivo particular. Como se puede apreciar en laTabla 3 corresponde al desarrollo de los ensayos de síntesis de los derivados de ácidoferúlico a nivel laboratorio. Además de la implementación de los protocolos depurificación de etil y dodecil ferulato.
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4.1 TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS.

Durante el desarrollo experimental de este trabajaron con técnicas cromatográficaslas cuales se emplearon como una herramienta para monitorear cualitativamente lasreacciones de síntesis y para la purificación de diversas moléculas.
En especial, la cromatografía de capa fina (CCF) se empleó para el monitoreo, esta esuna técnica analítica rápida y sencilla que permite la separación de los componentesde mezclas complejas. Se fundamenta en las diferentes fuerzas de atracción química(polaridad) de cada compuesto por el solvente (fase móvil) o las partículas fijas de laplaca (fase estacionaria). Los compuestos que se unen con mayor fuerza a la placa semueven con menor velocidad que los compuestos que tienen mayor afinidad por elsolvente, en consecuencia estos últimos se mueven a mayor velocidad. De estamanera los componentes de la muestra se distribuyen de forma diferente, lamigración se registra con el índice Rf (Retention factor), que es la relación entre ladistancia de migración a partir del depósito del componente y el solvente (figura 13),este valor depende de las condiciones a las que se corre la muestra (temperatura,cantidad de muestra depositada, sistema de solventes, grosor y tipo de adsorbente).El Rf puede corroborar la identidad de un compuesto si se emplean estándares puros.Cabe resaltar que CCF es exclusivamente una técnica cualitativa, por lo tanto no sepuede determinar la concentración de cada especie, solamente su naturaleza.La técnica se desarrolla depositando la muestra en la base de la placa en forma depunto o línea, con el fin de concentrarla, la placa de cromatografía (fase estacionaria)se acomoda dentro de una cámara de vidrio que contiene el o la mezcla de solventes(fase móvil). El borde inferior de la placa se sumerge en la fase móvil, el flujo se creapor acción de capilaridad y se difunde (Figura 13). Posteriormente se evapora elexcedente de solvente a temperatura ambiente y en caso de ser necesario se puederevela con diferentes agentes químicos.
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Figura 13. Desarrollo de cromatografía en capa fina. A la izquierda se muestra una cámara clásica deCCF en donde a: fase estacionaria, b: muestras depositadas, c: fase móvil. A la derecha después de lamigración de la fase móvil se muestra d: componentes de la mezcla separados, x: migración de lamuestra desde el punto de aplicación, y: migración del solvente.Por otra parte, la cromatografía en columna se empleo para la purificación deestándares. Esta técnica se basa en el mismo principio que CCF, sólo que a diferenciade esta, en la cromatografía de columna las muestras se cargan en la cima de unacolumna empacada con la fase estacionaria, los solventes (eluyentes) fluyen a travésde la columna, acarreando los componentes de la muestra a diferentes velocidades,permitiendo así la separación (Figura 14). El flujo se crea por efecto de gravedad obien con presiones negativas, para evitar una resistencia al flujo, generalmente seemplea como fase estacionaria partículas con diámetro mayor a 50 µm.

Figura 14. Cromatografía por columna. A: la muestra se carga en la superficie del empaque; B y C:diferentes solventes se hacen pasar por gravedad para la separación de los componentes de la mezcla.
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

En este apartado se describen los resultados más sobresalientes de cada una de lassecciones desarrolladas en CIATEJ A.C. como se planteó en el diagrama metodológicoalgunos resultados fueron obtenidos por otros integrantes del grupo de trabajo, sinembargo se describen de forma resumida porque anteceden al desarrollo logístico dela metodología y por ende a los resultados de las actividades de las cuales fuiresponsable.
5.1 SECCIÓN I. Búsqueda de microorganismos productores de

Esterasas y Lipasas en las colecciones disponibles en

CIATEJ A.C.

Con el propósito de identificar microorganismos productores de esterasas y lipasasútiles en la modificación de compuestos fenólicos, se llevó a cabo un cribado dehongos filamentosos pertenecientes a la colección de CIATEJ A.C. en medios de cultivoquímicamente definidos. Un total de 158 cepas fueron estudiadas empleando comosustratos etil ferulato (EF), tributirina (TC4) y trioctanoína (TC8) como únicasfuentes de carbono. A partir de estos cultivos se seleccionaron 8 cepas con el objetivode cuantificar sus actividades feruloil esterasa, esterasa y lipasa. Entre las cepasseleccionadas se encontraron: 2 cepas (JOJO3 VERDE y ASIII) que mostraron halos dehidrólisis con EF, como candidatos para la producción de feruloil esterasas; 3 cepas(2, 1-2R y RM.182.67) que mostraron halos de hidrólisis mayores en TC4, comocandidatos para la producción de esterasas; además se seleccionaron 3 cepas (MIII O(1), MIII 10F 2A y 20) debido a su capacidad para crecer en etil ferulato como únicafuente de carbono (0.05%) y presentar un halo de hidrólisis intenso en TC4.
Las cepas candidatas fueron cultivadas por fermentación en medio sólido (FMS),empleando distintos sustratos como inductores para la producción de las actividadesenzimáticas de interés. Se empleó cascarilla de maíz (CM), un sustrato rico en ácidos
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fenólicos, como inductor de feruloil esterasas, y triburina (TC4), un triglicérido decadena corta, como inductor de esterasas y lipasas. Todas las cepas tuvieron buencrecimiento en ambos sustratos, obteniendo el crecimiento más abundante alemplear CM. Para las cepas JOJO 3 VERDE, 20, PCS6, y ASIII, la actividad feruloilesterasa fue mayor al emplear CM como inductor. Para la actividad lipasa se empleótrioctanoina (TC8) como sustrato, obteniendo las mayores actividades para las cepasJOJO 3 VERDE, 20, RM 182.67 al emplear TC4 como inductor. Respecto a la actividadesterasa donde se empleó TC4 como sustrato, las mayores actividades fueronobtenidas para las cepas JOJO 3 VERDE Y 20 al emplear TC4 y RM182.67 al emplearCM, como inductores. Posteriormente se realizaron zimogramas con los distintosextractos obtenidos, con el fin de identificar el número de las bandascorrespondientes a enzimas de distinto peso molecular, con actividad sobre EF y TC4.Se observó que al emplear la CM como sustrato, se tuvo una mayor inducción debandas con actividad feruloil esterasa, que al emplear TC4 como sustrato. Respecto ala actividad esterasa/lipasa, se obtuvieron resultados diferentes al emplear extractosprovenientes de los cultivos inducidos con CM y TC4. En general, se observó unamayor cantidad de bandas con actividad esterasa/lipasa, cuando se emplearon losextractos que fueron inducidos con CM. Los extractos enzimáticos conteniendoactividad feruloil esterasa y esterasa/lipasa fueron inmovilizados en la resina deintercambio catiónico, logrando en algunos casos rendimientos de inmovilizacióncercanos al 90%. Por último, el fermento sólido proveniente de los diferentes hongosseleccionados en ambos medios de cultivo, fue secado verificando que mantuvieranlas actividades enzimáticas de interés.
5.2 SECCIÓN II. Síntesis de derivados del ácido ferúlico a nivel

laboratorio.

Los inmovilizados, fermentos sólidos secos y las lipasas/esterasas comercialesdisponibles en nuestro laboratorio, fueron utilizados como biocatalizadores en lasíntesis de etil ferulato (esterificación directa) y dodecil ferulato (transesterificación),designadas como reacciones modelo. Los mejores catalizadores heterogéneos
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encontrados en este estudio fueron: Una resina de intercambio catiónico a la cualllamaremos A15, para la síntesis de etil ferulato por esterificación directa y una lipasacomercial de levadura inmovilizada (LLI), para la síntesis de dodecil ferulato portransesterificación.
Las mejores condiciones de reacción (logradas en este estudio) empleando loscatalizadores heterogéneos seleccionados fueron:
 Síntesis etil ferulato: 500 mM de ácido ferúlico en etanol anhidro (Reacciónlibre de solvente); 70°C; con A15 como catalizador (80% de conversión en 24h)
 Síntesis dodecil ferulato: 150 mM de etil ferulato y 100 mM de dodecanol; en unsolvente hidrófobo como medio de reacción; 60°C; con LLI como catalizador(80 % de conversión en 48 h)
Posteriormente, se evaluó la capacidad de síntesis de ambos catalizadoresheterogéneos, bajo las mejores condiciones encontradas en cada reacción, paraobtener una serie de ésteres del ácido ferúlico con diferente longitud de cadenaalquilo (C2-C18). Por esterificación directa empleando A15, se lograron sintetizarexitosamente derivados del ácido ferúlico de alcoholes primarios, secundarios yterciarios. Se lograron conversiones >68% en tan solo 24 h de reacción, para losderivados del ácido ferúlico de alcoholes primarios de cadena corta <C12, el fenetil,isobutil e isoamil ferulato. Como era de esperarse, la velocidad inicial de reacción fuemayor para el metil ferulato (3.4 U/g), seguida del etil ferulato (1.6 U/g) y decreció(<1.0 U/g) para el resto de los derivados.
En el caso de la alcohólisis del etil ferulato (trasesterificación) empleando LLI,igualmente se lograron sintetizar exitosamente todos los derivados del ácido ferúlicopropuestos. Se obtuvieron conversiones >85% en tan solo 96 h de reacción, paratodos los ésteres propuestos. Además se demostró que es posible re-utilizar A15 poral menos 15 ciclos consecutivos de 24 h, para llevar a cabo la esterificación directa deletil ferulato con conversiones > 70%, empleando un sistema en lote. Se ensayó la
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misma reacción en un reactor empacado con A15, logrando conversiones cercanas al60%.
Finalmente se implementaron protocolos sencillos para la purificación del Etilferulato (EF) y Dodecil ferulato (DF), empleando un sistema de extracción consolventes a partir de la mezcla de reacción. Se logró purificar exitosamente el EF,empleando un sistema de extracción con tolueno, seguida de lavados de agua pararemover el ácido ferúlico remanente en la fase orgánica, a una relación agua:faseorgánica 1:1. En caso del DF, la purificación se logró empleando un sistema deextracción con propilenglicol, para remover el etil ferulato residual de la faseorgánica. En ambos casos obtuvieron productos con una pureza >98%.

5.3 SECCIÓN III. Evaluación de la actividad Biológica de los

derivados obtenidos.

Por último se evaluó la actividad antioxidante y anti inflamatoria in vitro de losdistintos derivados del ácido ferúlico obtenidos por catálisis heterogénea ypurificados mediante los protocolos descritos anteriormente. Los resultadosmostraron que todas las moléculas de síntesis poseen una actividad anti-oxidante yanti-inflamatoria. Los ésteres de cadena corta (C1-C4), resultaron los másinteresantes con una mayor inhibición  del 70 al 85% ante el agente secuestranteABTS, siendo inclusive superior que la inhibición encontrada para el ácido ferúlicolibre (45 y 50% de inhibición respectivamente) y equiparable a la encontrada para elTrolox que se empleó como testigo positivo. Mediante el ensayo con DPPH, el efectofue más marcado para los ésteres de cadena corta (C1-C4), particularmente para eletil ferulato con porcentajes de inhibición de 25% a 45% y superiores al BHTempleado como testigo positivo (<10 % de inhibición). Con referencia a la actividadanti-inflamatoria, de igual manera destacaron los ésteres de cadena corta, inhibiendode manera selectiva la enzima COX-2. De los anteriores destaca el butil ferulato conuna inhibición de COX-2 del 60 y 90% e inferior al 10% para COX-1. Los resultados in

vitro, muestran que los ésteres del ácido ferúlico de cadena corta, son moléculas con
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potencial anti-oxidante y anti-inflamatorio que  pudieran eventualmente poseer otrasactividades biológicas de interés, útiles en el tratamiento de enfermedades crónicodegenerativas.
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6 CONCLUSIÓN GENERAL

En el presente proyecto fue posible implementar métodos rápidos y sencillos parala búsqueda y selección de nuevos biocatalizadores. Se desarrollaron exitosamentedistintos protocolos que permitieron monitorear y llevar a cabo la síntesis dedistintos derivados del ácido ferúlico. Se demostró a nivel laboratorio que las resinasde intercambio iónico, particularmente A15, son catalizadores heterogéneos idóneospara la esterificación directa de ésteres del ácido ferúlico de cadena corta, mientrasque la lipasa LLI, pude llevar a cabo la reacción de transesterificación del etil ferulatoen ésteres del ácido ferúlico de cadena larga, con muy buenos rendimientos. Selograron implementar protocolos sencillos para la purificación de al menos 7 ésteresdel ácido ferúlico, cuya actividad anti-oxidante y anti-inflamatoria fue demostrada enensayos in vitro. Los ésteres de cadena corta presentaron los resultados máspromisorios en términos de actividad biológica, por lo que se decidió conjuntamente(empresas y Centros públicos de investigación), en base a los parámetros de losprocesos ya existentes, escalar la síntesis del etil ferulato.
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7 PERSPECTIVAS

Si bien en el primer escrutinio llevado a cabo no fue posible encontrar unbiocatalizador propio capaz de llevar a cabo las reacciones de síntesis planteadas eneste proyecto, es importante ensayar distintas condiciones de reacción, además debuscar nuevas aplicaciones para los biocatalizadores obtenidos. Cabe resaltar que elhaber logrado la síntesis del etil ferulato (a nivel laboratorio y piloto) abre las puertasal diseño de moléculas mucho más complejas que puedan poseer actividadesbiológicas más interesantes, ya que éste es un excelente intermediario en síntesisorgánica catalizada por enzimas. Por lo anterior es indispensable continuar con labúsqueda de nuevos biocatalizadores mediante las técnicas implementadas a nivellaboratorio que permitan  lograr este nuevo objetivo.
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9 ANEXOS

9.1 Constancia de innovación y aportación técnica.

9.2 Constancia de antigüedad.


