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SUMMARY

Chemical or chemoenzymatic transformation of triglycerides enables the
production of several valuable substances for chemical, energy, pharmaceutical,
food and cosmetic industry. Monoglycerides, due to its amphiphilic structure,
are one of these substances being the most widely used emulsifiers in food,
pharmaceutical and cosmetic industry. Even though they can be obtained by
chemical methods, enzymatic methods involve some technological and
environmental advantages as the use of mild reaction conditions and the
reduction of reaction by-products.

In this work, a two-step method has been developed to prepare monoglyceride
enriched extracts from soybean and sesame seeds. In the first step, direct
extraction, hydrolysis and esterification of triglycerides present in seeds is
performed with glycidol and solketal, both glycerol derivatives owning a free
hydroxyl group. Reactions are catalyzed with lyophilized mycelium of Rhizopus
oryzae in solvent-free conditions. The second step is the cleavage of solketal
ring (1,2-acetonide structure) using acid catalysts.

Various reaction times and temperatures have been assayed for the
esterification step for both glycerols derivatives. A microwave assisted cleavage
method in the presence of ion exchange resins has been developed for the
second step. This procedure has been compared with other methods already
described. Furthermore, the content of tocopherols in the extracts has been
evaluated.

Only solketal and soybean have allowed the achievement of satisfactory
reaction yields in the first step. Regarding the second step, although the
developed microwaved assisted method reported high yields for the cleavage of
purified solketal esters, it has failed to provide reaction yields over 5 % when
mixtures of solketal esters from the direct transformation of soybean
triglycerides obtained in first step are used.

The maximum yield of monoglycerides in the two-step reaction process is 81 %
using the following conditions: the first step catalyzed by lyophilized mycelium of
Rhizopus oryzae in solvent-free conditions and carried out with a hydrolysis and
esterification reaction temperature of 50 °C and a reaction time of 24 h for
hydrolysis and 6 h for esterification using solketal; in the second step, for the
cleavage of the protected glycerol (solketal), a solvent mixture of acetonitrile:1
M HCI in 4:1 (v/v) with a reaction time of 6 h at room temperature has been
used.



RESUMEN

La transformacién quimica o quimioenzimatica de triglicéridos permite la
obtencion de numerosas sustancias de valor para la industria quimica,
energética, farmacéutica, agroalimentaria o cosmética. Los monoglicéridos son
unos de estos derivados de los triglicéridos que, debido a su estructura
anfifilica, son los emulsionantes mas ampliamente utilizados en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmeética. Aunque pueden ser obtenidos mediante
via quimica, su obtencién enzimatica comporta algunas ventajas tanto
tecnoldgicas como medioambientales, como el uso de condiciones de reaccion
suaves o la disminucién de los subproductos de la reaccion.

En este trabajo se ha desarrollado un método en dos etapas para la obtencion
de extractos ricos en monoglicéridos a partir de semillas de soja y de sésamo.
La primera etapa, consta de una hidrolisis y esterificacion directa, catalizada
con micelio liofilizado de Rhizopus oryzae en condiciones de ausencia de
solvente, de los triglicéridos contenidos en las semillas empleando glicidol y
solketal, derivados de glicerol que presentan un hidroxilo libre. La segunda
etapa ha consistido en la desproteccion del grupo 1,2-acetonido, que protegia
el glicerol en el caso de solketal, mediante el empleo catalizadores acidos.

Para la primera etapa de esterificacion se han ensayado diferentes condiciones
de tiempo y temperaturas de reaccion, y se han evaluado ambos alcoholes.
Para la segunda etapa se ha desarrollado un método de desproteccion con
calentamiento mediante microondas en presencia de una resina de intercambio
ionico que ha sido contrastado con otros métodos descritos en la bibliografia.
Por otro lado, se ha evaluado el contenido de tocoferoles en los extractos
obtenidos en la primera etapa y después de las dos etapas. De entre los dos
alcoholes empleados en la reaccion de esterificacion y las dos semillas
ensayadas, unicamente el solketal y la semilla de soja han permitido obtener
rendimientos de reaccion satisfactorios para la primera etapa. En cuanto a la
segunda etapa, el método de desproteccion desarrollado con calentamiento
mediante microondas, pese a reportar rendimientos elevados para la
desproteccion de ésteres de solketal puros, no ha permitido la obtencion de
rendimientos superiores al 5 % al utilizar mezclas de ésteres de solketal
resultantes de la transformacion directa de los triglicéridos presentes en la
semilla de soja obtenidos en la primera etapa.

El rendimiento maximo de obtencion de monoglicéridos en el extracto final de
reaccion ha sido del 81 %, empleando las siguientes condiciones: la primera
etapa ha sido catalizada por micelio liofilizado de Rhizopus oryzae en
condiciones de ausencia de solvente, llevada a cabo a una temperatura de
reaccion de hidrolisis y esterificacion de 50 °C y un tiempo de reaccidén de
hidrolisis de 24 h y de reaccion de esterificacion de 6 h utilizando solketal; en la
segunda etapa de desproteccion del 1,2-acetonido, presente en el solketal, se
ha utilizado como solvente una mezcla de acetonitrilo:HCI 1M en proporcion 4:1
(v/v), con un tiempo de reaccién de 6 h a temperatura ambiente.



RESUM

La transformacié quimica o quimioenzimatica de triglicérids permet I'obtencio
de nombroses substancies valuoses per a la industria quimica, energeética,
farmacéutica, agroalimentaria o cosmetica. Els monoglicéerids son uns
d’aquests derivats dels triglicerids que, degut a la seva estructura amfifilica, sén
els emulsionants més ampliament utilitzats a la induUstria alimentaria,
farmaceutica i cosmética. Tot i que poden ser obtinguts mitjangant una via
guimica, la seva obtencidé enzimatica suposa alguns avantatges tant
tecnologics com mediambientals, com I'Us de condicions de reaccid suaus o la
disminucié dels subproductes de la reaccio.

En aquest treball s’ha desenvolupat un metode en dues etapes per a I'obtencio
d’extractes rics en monoglicérids a partir de llavors de soja i de sésam. La
primera etapa, d’hidrolisi i esterificacié directa amb glicidol i solketal, derivats de
glicerol que presenten un hidroxil lliure; dels triglicérids continguts en les llavors,
s’ha catalitzat amb miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae en condicions
d’abséncia de solvent. La segona etapa ha estat la desproteccié del glicerol
protegit en forma de 1,2-acetonid (solketal) amb catalitzadors acids.

Per a la primera etapa d’esterificacié s’han assajat diferents condicions de
temps i temperatures de reaccidé i s’ha avaluat els dos alcohols, glicidol i el
solketal. Per a la segona etapa s’ha desenvolupat un metode de desproteccid
amb escalfament mitjangant microones en preséncia d’'una resina de bescanvi
ionic que ha estat contrastat amb d’altres métodes descrits a la bibliografia.
D’altra banda, s’ha avaluat el contingut de tocoferols als extractes obtinguts a la
primera etapa i després de totes dues etapes. D’entre els dos alcohols emprats
I les dues llavors assajades, només el solketal i la llavor de soja han permés
obtenir rendiments de reacci6 satisfactoris per a la primera etapa. Pel que fa a
la segona etapa, el metode de desproteccido desenvolupat amb escalfament
mitjancant microones, tot i reportar rendiments elevats per a la desproteccié
d’esters de solketal purs, no ha permées l'obtencié de rendiments de reaccid
superiors al 5 % al fer servir mescles d’ésters de solketal resultants de la
transformacio directa dels triglicérids presents a la llavor de soja obtinguts a la
primera etapa.

El rendiment maxim d’obtencié de monoglicerids a I'extracte final de reaccio ha
estat del 81 %, amb les seguents condicions: la primera etapa ha estat
catalitzada per miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae en condicions d’abséncia de
solvent, portada a terme a una temperatura de reaccié d’hidrolisi i esterificacid
de 50 °C i un temps de reaccié d’hidrolisi de 24 h i de reaccio d’esterificacié de
6 h emprant solketal, a la segona etapa de desproteccio del 1,2-acetonid,
present al solketal, s’ha emprat com a solvent una barreja acetonitril:HCl 1M en
proporcio 4:1 (v/v), amb un temps de reaccié de 6 h a temperatura ambient.



Relacié d’abreviatures

BSTFA: N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida

FA: Acid gras

FAME: Ester metilics d’acids grassos

FFA: Acid gras lliure

GC: Cromatografia de gasos

GC-FID: Cromatografia de gasos amb deteccid de ionitzacié de flama
GC-MS: Cromatografia de gasos amb deteccio espectrométrica de masses
HPLC: Cromatografia liquida d’alta resolucio

RMN: Ressonancia magnética nuclear

SNK: Student-Newman-Keuls

TBME: tert-Butil metil éter

TFA: Acid trifluoroaceétic

TGC: Triglicéerids
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1 Introduccio







Introducci6

1.1. Lipases.

Segons el Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), les lipases son triacilglicerol
acilhidrolases (EC 3.1.1.3) (“lUBMB Nomenclature Home Page,” 2014). A més
de ser les principals responsables de la hidrolisi d’acilglicerids, poden acceptar
com a substrat d’altres ésters de pes molecular baix o elevat, aixi com ésters
tiolics, amides o ésters de poliols. Les reaccions catalitzades per lipases es
poden classificar en dues categories (Gandhi, 1997):

e Hidrolisi:
RCOOR’ + H2O — RCOOH + R20OH

e Sintesi: Aquesta categoria es pot dividir en daltres quatre
subcategories.

o Esterificacio:
RCOOH + ROH — RCOOR’+ H20
o Interesterificacio:
RCOOR’ + R’COOR* — RCOOR* + R”"COOR’
o Alcoholisi:
RCOOR’ + R’OH — RCOOR” + R'OH
o Acidolisi:
RCOOR’ + R’COOH — R”COOR’ + R'COOH

A més d’aquestes reaccions, les lipases poden també catalitzar d’altres
reaccions com aminolisi, amonolisi, hidrazinolisi, oximoalisi i perhidrolisi,
permetent obtenir carboxamides, hidrazides, acids hidroxamics i peracids
respectivament (Faber, 1997).

Les lipases es troben ampliament distribuides en espécies animals i
vegetals, aixi com en microorganismes (genéticament modificats o no),
capacos de produir-les de forma exdogena o endogena (Balcdo et al., 1996).
Depenent de la font, les lipases poden tenir un pes molecular comprés entre 20
i 75 kDa i poden presentar activitat a pH entre 4 i1 9, i a temperatures entre 25 i
70 °C (tot i que el seu optim es troba entre 30 i 40 °C) (Castro et al., 2004). A
més de selectivitat per substrat (capacitat d’hidrolitzar un tipus particular d’éster
d’acid gras), presenten regioselectivitat (capacitat d’hidrolitzar grups carboxilics
en posicio sn-1 i sn-3, o bé en posicié sn-2) i estereoselectivitat (capacitat de
diferenciar entre dos enantiomers en un substrat racémic) (Muralidhar et al.,
2002).
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La naturalesa del medi de reaccio i especialment el contingut d’aigua,
influeix de manera notable a I'activitat enzimatica. Tot i que el medi natural dels
enzims és un medi aquoés, és possible també I'is de sistemes no aquosos.
Aquests sistemes permeten una millora de la solubilitat dels productes de
reaccié de baixa polaritat; la inhibicié de reaccions secundaries induides per
l'aigua; evitar I'equilibri termodinamic desfavorable de nombrosos processos en
medi aquds i millorar la recuperaciéo dels productes de reaccié en solucions
aquoses. En un medi no natural com és un medi no aquéds, les lipases no
només mantenen la seva activitat, també poden mostrar noves propietats, com
una elevada estabilitat, una alteracié de la selectivitat (que pot ser controlada
mitjangant la modificacié del solvent) i una “memodria molecular”, o capacitat de
'enzim de modificar la seva capacitat catalitica enfront a un substrat relacionat
amb un lligand amb el que ha estat en contacte previament, sota unes
determinades condicions d’obtencié (Adamczak and Krishna, 2004; Klibanov,
2003; Torres et al., 2000). Tot i aix0, si I'activitat d’aigua del medi, aw, €s massa
baixa, I'activitat enzimatica pot ser molt reduida o fins i tot inexistent; si és
massa elevada, per contra, augmenta el nombre de reaccions no desitjades
que es poden donar, disminuint l'activitat enzimatica, normalment degut a
'agregacié del catalitzador (Halling, 1992). Els dissolvents hidrofilics tendeixen
a allunyar les molécules d’aigua de la superficie de I'enzim, fent disminuir I'aw,
tot i que aixd es pot regular mitjangant I'addicié de petites quantitats d’aigua al
medi (Adamczak and Krishna, 2004; Chamorro et al., 2001; Zaks and Klibanov,
1988).

Modificant el medi de reaccid de les lipases (dissolvent del medi, addicié
d’additius com amines quirals o aquirals, eters corona o sals), es pot alterar
també la enantiopreferéncia d’aquestes (Berglund, 2001; Hirose et al., 1992).

Derivative 1

Active site @
Closed form
&— Lid

{Open form
Closed form

Figura 1. Possibles conformacions de les lipases. Adaptat de Palomo et al., 2002.

Les lipases poden existir en dues formes estructurals possibles (Figura 1):
La primera, en que el lloc actiu de la lipasa queda aillat del medi de reaccio per
una cadena helicoidal d’'un oligopéptid anomenada “lid” (tapa), és considerada
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la forma inactiva (tancada); L’altra, que presenta la “tapa” desplagada i el lloc
actiu exposat al medi de reaccio, és considerada la forma activa de la lipasa
(oberta). En un medi aqués homogeni, es troba un equilibri entre aquestes dues
estructures, desplacat cap a la forma tancada. Si existeix interaccio amb una
interfase hidrofobica, com gotes d'oli, proteines hidrofobes, altres lipases o
suports hidrofobics, la estructura oberta s’adsorbeix a aquesta interfase i
I'equilibri es desplaca llavors cap a la forma oberta (Cabrera et al., 2009;
Palomo et al., 2002).

1.1.1.Aplicacions de les lipases.

L’interés de les lipases pel que fa a les nombroses aplicacions industrials
radica en la seva capacitat de catalitzar la formacié d’'una amplia varietat de
productes amb una alta puresa, i consequientment alt valor afegit, que resulta
de la seva especificitat pel substrat i la seva estereoespecificitat. A més, degut
a les baixes energies d’activacio involucrades als processos enzimatics, I'Us de
temperatures de reaccio baixes implica una reduccié de consum energetic i una
disminucié de la degradacio térmica de reactius i productes que fa que les
lipases tinguin un gran interes en processos industrials (Balcdo et al., 1996).

L’ambit d’aplicacié6 industrial de les lipases inclou les industries
d’oleoquimics no alimentaris (sabons, surfactants, etc.), formulaci6 de
detergents, manufactura de paper o la industria alimentaria. A més, la seva
versatilitat permet la seva utilitzaci6 com a biocatalitzador en sintesi organica
de molécules especifiques per a les industries d’agroquimics, farmacéutica i
guimica fina (Schmid and Verger, 1998).

La substitucié de procediments quimics tradicionals per a la modificacio i la
derivatitzacié de greixos, olis i substancies relacionades ha esdevingut un dels
camps més importants on s’ha desenvolupat I'aplicabilitat de lipases a escala
industrial (Gandhi, 1997). Per exemple, el procés fisicoquimic per a la
produccié d’acids grassos mitjangant hidrolisi d’olis i greixos, implica pressions
de l'ordre de 45 atm i temperatures al voltant de 250 °C durant un temps de 2 h
de reaccid, amb un rendiment de 96-98 % d’hidrolisi. Es necessaria la
destil-lacié dels acids grassos resultants per tal d’eliminar el color i els
subproductes. L’alternativa enzimatica del procés industrial, la hidrolisi
enzimatica, es porta a terme a pressié atmosférica y temperatura entre 40 °C i
60 °C, permetent un cost energetic menor. El cost global es veu reduit també
pel fet de que I'equipament industrial necessari no té perqué ser resistent a les
condicions que implica el procés fisicoquimic com les altes pressions o corrosié
provocada pels catalitzadors. Els productes obtinguts mitjancant aquest
bioprocés tenen millor olor i color i sén generalment més purs, ja que es
minimitza la degradacié térmica, permetent, a més, I'obtencié d’acids grassos a
partir d’olis inestables que continguin acids grassos amb multiples insaturacions
(Gandhi, 1997; Park et al., 1988).

Als ultims anys s’ha estés l'aplicacio de lipases com a biocatalitzador per a
'obtenci6o de biodiésel (essencialment ésters d'acids grassos), gracies als
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avantatges respecte la sintesi quimica tradicional: les lipases no només
presenten una alta estabilitat en les condicions de reaccio, també poden ser
reutilitzades varies vegades sense pérdua d’activitat (Adamczak et al., 2009).

1.1.2.Font i obtenci6 de lipases.

Tot i que les lipases son produides per microorganismes, plantes i animals,
les lipases comercials disponibles sén principalment d’origen fungic o bacteria,
degut principalment als menors costos de produccié respecte les altres fonts
naturals i a la facilitat de modificacié de les seves propietats (Akoh et al., 2007;
Antczak et al., 2009; Jaeger and Reetz, 1998). A la Taula 1 es troben diferents
exemples de lipases comercials. El seu cost d’obtencié, pero, limita
I'aplicabilitat per a I'obtenci6 a gran escala de biocombustible i altres productes
guimics, principalment degut als processos de purificacio dels enzims. Aixo ha
fet que s’intensifiqués la recerca de microorganismes com bacteris, llevats i
fongs filamentosos que poden, potencialment, ser utilitzats com a
biocatalitzadors en forma de cél-lules senceres o “whole-cells”, gracies a la
preséncia de proteines funcionals a la superficie cel-lular (Fukuda et al., 2008).
El fet de no necessitar purificacié addicional suposa un avantatge significatiu
respecte a les lipases purificades (Jin and Bierma, 2010; Zeng et al., 2006).
D’altra banda, l'avang en el coneixements dels gens que codifiquen per
l'expressi6 de lipases, ha permes I'us de cél-llules senceres de
microorganismes transformats als quals s’expressen lipases caracteritzades
d’altres microorganismes (Adachi et al., 2013).

Taula 1. Exemples de lipases microbianes comercials. Adaptat de Jaeger and Reetz, 1998.

Origen Organisme productor . Apllcac,:lo_ Comercialitzacio
biotecnologica
Candida rugosa? Sintesi organica M’;ﬂqj‘”&f',(:’Icuaktglyétesr"iﬁfgrg%%a
Fangic Candida antarctica A/B Sintesi organica Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Thermomyces lanuginosus®  Additiu per a detergents  Novo Nordisk, Boehringer Mannheim
Rhizomucor miehei Processat d’aliments Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano
Burkholderia cepacia® Sintesi organica Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
Bacteria Pseudomonas alcaligenes Add?t?u per a detergents Genencor
Pseudomonas mendocina Additiu per a detergents Genencor
Chromobacterium viscosum® Sintesi organica Asahi, Biocatalysts

a8Abans anomenat Candida cylindracea

bAbans anomenat Humicola lanuginosa

¢Abans anomenat Pseudomonas cepacea

dLa lipasa de C. viscosum és idéntica a la lipasa de Burkholderia glumae

1.1.3.Immobilitzacio de lipases.

La immobilitzacié d’enzims pot ser definida com la unié dels enzims lliures o
solubles a diferents tipus de suports, resultant en la reduccié o pérdua de la
mobilitat d’aquests (Ali Khan and Alzohairy, 2010). La rad principal per a la
immobilitzacié d’enzims és l'aillament del biocatalitzador dels productes de
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reaccio i la possibilitat de reutilitzacio per tal d'incrementar la seva productivitat.
Per a les reaccions catalitzades per lipases, la immobilitzacio pot permetre, a
més, establir unes condicions de reaccié en abséncia d’aigua necessaries per a
la sintesi d'ésters i la interesterificaci6 (Christensen et al.,, 2003). La
immobilitzacio de les lipases sobre suports hidrofobics pot permetre 'activacio
de I'enzim donat que I'equilibri entre les dues possibles formes estructurals de
les lipases es manté a la major part de lipases immobilitzades (veure Figura 1)
(Cabrera et al., 2009; Palomo et al., 2002).

Existeixen diverses técniques per a la immobilitzacié d’enzims. Els aspectes
a tenir en compte per al desenvolupament o [lelecci6 d'una técnica
d’'immobilitzacié sén (Holm and Cowan, 2008):

e La immobilitzacié ha d’incrementar 'estabilitat térmica i la vida util de
'enzim.

e L’enzim ha de mantenir la seva activitat després del proceés
d'immobilitzacio.

e El procés d’'immobilitzacié ha de ser reproduible.

e Ha de ser un procés eficient economicament i no consumir massa
recursos per a la produccio.

e Els materials i equipaments per a la produccié han de ser adequats
per a la obtenci6 d’enzims d'una puresa acceptable per a una
aplicacié determinada.

e Des d’'un punt de vista d’aplicacid, 'enzim ha de ser fisicament robust.

Les tendéncies actuals de la immobilitzacié de lipases es mouen cap a la
cerca de nous suports i de noves técniques d'immobilitzacié. D’entre diferents
suports, els nanomaterials i els suports porosos amb elevada area superficial
reporten bons resultats (Kalantari et al.,, 2012). Respecte a les noves
aproximacions a la immobilitzacié de lipases, s’ha obtingut bons resultats amb
la immobilitzacié sobre la superficie cel-lular de la mateixa cel-lula de la qual
s’obté I'enzim o sobre cél-lules diferents (Shu et al., 2010).

1.1.4.Aplicacions de les lipases en sistemes en abséencia
de solvent (“Solvent-free systems?”).

Els dissolvents s’empren als processos industrials principalment com a
suport que permet el transport de solids, la dissolucid de reactius immiscibles,
la formacid6 d'una fase homogenia per tal de superar els efectes de
transferéncia de massa i la millora de la velocitat de les reaccions. També
contribueixen a dissipar la calor de reaccié i s’utilitzen com a diluents per
millorar la selectivitat de les reaccions. No obstant aix0, s6n una font principal
de compostos organics volatils (VOCs) i contaminacio (Yadav and Thorat,
2012). Per tal de minimitzar les quantitats de residus toxics i subproductes
derivats dels processos quimics, €s necessari el disseny de nous meétodes
sintétics més respectuosos amb el medi ambient. En aquests processos, els



Introducci6

dissolvents organics s6n especialment importants, ja que normalment s’utilitzen
en grans quantitats.

Tot i que als processos industrials els dissolvents organics soén reciclats
sempre que és possible, 'eficiencia de la recuperacié rarament és completa.
Aix0 significa que una part dels solvents utilitzats per la industria quimica,
inevitablement acabara al medi ambient. Actualment, alguns dels dissolvents
alternatius que s’investiguen per a I'aplicacié en sintesi quimica organica sén
els liquids ionics, l'aigua i els gasos en estat supercritic, en particular COz, tot i
que, des d’'un punt de vista ecologic, la millor alternativa és l'abséncia de
solvent (Metzger, 1998). A part de la reduccié de l'impacte a I'entorn, altres
beneficis dels processos en abséncia de dissolvent, o “solvent-free”, son les
reduccions dels costos de produccio, de les dimensions dels reactors que hi
intervenen i possibles disminucions dels temps de reaccio. La disminucio de la
mida dels reactors es tradueix en una disminucié de la inversié (Yadav and
Thorat, 2012). Com a resultat d’aix0, als ultims anys han augmentat a un ritme
constant els treballs on es presenten diferents tipus de reaccions en abséncia
de solvent, com polimeritzacions, addici6 de radicals, reaccions ioniques,
reaccions en fase solida i reaccions fotoquimiques (Walsh et al., 2007). Cal
afegir que l'abséncia de solvent té un interés particular per a la industria
alimentaria, on s’apliquen estrictes regulacions pel que fa a I'is de dissolvents
organics.

L’interés pel que fa a I'is de sistemes lliures de solvent a les reaccions
catalitiques enantioselectives i a les transformacions catalitzades per enzims,
també ha anat en augment, pero6 de manera més moderada en comparacio
amb l'interes per altres reaccions organiques (Walsh et al., 2007).

A la Taula 2 es descriuen diferents tipus de biotransformacions amb
sistemes lliures de solvent classificades en funcié de les condicions de cada
sintesi en concret. Segons aquesta classificacio, les reaccions es poden portar
a terme amb enzims immobilitzats o en la seva forma lliure, amb un o més
substrats en proporcions properes a |'estequiometria 0 amb un d’ells en excés.
A més, es poden donar en sistemes amb barreja monofasica, bifasica liquid-
liquid o bifasica liquid-solid (Yamane, 2001).

Taula 2. Classificacio de les biotransformacions en abséncia de solvent. Adaptada de
Yamane, 2001.

Monofasic (homogeni, liquid)

Nombre de Fases Bifasic (heterogeni, liguid)

Bifasic (heterogeni, solid)

Un substrat
Nombre de Substrats Dos substrats Proporcion§ pr?peres a I'estequiometria
Excés d’un dels substrats
Substrat fos/Mescles eutéctiques
Substrat derivatitzat per tal d’incrementar la miscibilitat
Lliure (pols d’enzim en suspensid)
Immobilitzat a un suport solid

Sistemes complexos

Enzim
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Les reaccions catalitzades per lipases tenen lloc a la interfase entre la fase
aquosa que conté I'enzim i la fase oli (Al-Zuhair et al., 2003). Un sistema en
abséncia de dissolvent no es més que una barreja dels reactants on es donen
aguestes dues fases. La fase aquosa té dues funcions: dissoldre la lipasa i
proveir d’'un dels reactants. El rati aigua/oli és un factor important que afecta a
la velocitat de reaccio i esta relacionat amb I'area de la interfase. Aquesta area,
doncs, que es veu afectada pel sistema de barrejat i la concentracié del
substrat, determina la velocitat de reaccio (Huang et al., 2010).

La utilitzacio de lipases en sistemes en absencia de solvent a escala
industrial inclou I'obtenci6 de triglicérids simétrics (1,3-diestearoil-2-oleoilglicerol,
1,3-dioleoil-2-palmitoilglicerol o  1,3-behenoil-2-oleoilglicerol),  d’additius
alimentaris i farmacs d’alt valor (ésters simples d’alquil i terpenil com isovalerat
d’etil, oleat d’heptil, acetat de geranil i acetat de citronelil), glicérids rics en acids
grassos poliinsaturats per aplicacions biomédiques, esters d’alcohols C2-C8
per a aplicacions en cosmétics (miristat d’isopropil, palmitat d’isopropil o
palmitat de 2-etilhexil) (Yamane, 2001).
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1.2. Rhizopus oryzae.

1.2.1.Lalipasa de Rhizopus oryzae.

Rhizopus oryzae produeix principalment dos tipus de lipases amb valors de
massa molecular de 34 i 31 kDa. La lipasa de 34kDa (ROL 34) es troba lligada
a la paret cel-lular, mentre que la lipasa de 31 kDa (ROL 31) esta lligada a la
membrana cel-lular (Figura 2). Durant el cultiu en suspensié, qualsevol lipasa
produida sera excretada al medi, i la quantitat de lipasa lligada a la membrana
cel-lular decau amb el temps. En canvi, s’ha comprovat que grans quantitats de
lipasa queden retingudes entre les cel-lules al realitzar una immobilitzaci6é del
miceli fangic durant el seu cultiu (Fukuda et al., 2009). Tot i que la relacio entre
la morfologia cel-lular i la secreciéo d’enzim depén de la soca fungica i el tipus
d’enzim, la immobilitzacié cel-lular va inhibir la secrecié de ROL31 al medi de
cultiu de la soca IFO 4697 de R. oryzae (Hama et al., 2006). Igualment s’ha de
considerar que la producci6 de lipasa, extracel-lular o lligada a la cel-lula, per
part de R. oryzae es veu fortament condicionada per les condicions del cultiu
(Gandolfi et al., 2001).

—

Cell wall

Secretion n 34 kDa

Cleavage of KR
site

Cytoplasm

Cell membrane|

Figura 2. Esquema de la maduracio de la lipasa de R. oryzae (ROL) i localitzacié a les
ceél-lules. L’ancoratge de la regié Pro del precursor de la lipasa Pre-pro ROL determina la
producci6 de dos lipases, ROL 31, localitzada a la membrana cel-lular, i ROL 34, que és
transportada a la paret cel-lular, des d’on pot ser secretada a I’exterior (Fukuda et al.,
2009).

La purificacio dels enzims lligats a les cél-lules pot ser costosa i de vegades
resulten relativament inactius fora del seu medi cel-lular o parcialment
hidrolitzats per altres enzims durant els procediments de fraccionament cel-lular.
Tot i aix0, l'activitat dels enzims encara lligats a la cel-lula microbiana pot ser
directament explotada en diverses biotransformacions emprant cél-lules
senceres liofilitzades (Bell et al., 1978; Converti et al.,, 2002; Molinari et al.,
2000, 1995).

Durant el procés de liofilitzacid, I'estructura secundaria dels enzims pateix
un canvi de conformacio, provocant una perdua d’activitat. L’addicid de
crioprotectors i lioprotectors, com sucres i cliclodextrines, pot prevenir el dany
estructural de les lipases a totes dues fases del procés de liofilitzacié. L'efecte
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dels diferents additius sobre l'activitat de la lipasa y sobre la seva estabilitat
durant el procés de liofilitzacio ve determinada, entre d’altres possibles factors,
pel tipus i la concentracié dels additius, el temps de liofilitzacid o el contingut
d’aigua (Shu et al., 2010).

Entre d’altres exemples d’aplicacio, s’ha utilitzat cél-lules senceres
liofilitzades de diferents soques de R. oryzae per a l'obtencio d’ésters alifatics
amb aromes caracteristics, amb rendiments satisfactoris d’obtencio de butirat
de geranil mitjancant una addicid6 tant semicontinua com continua dels
substrats (144 g/L en 264 h i 142 g/L en 48 h respectivament) (Molinari et al.,
1995); per a la produccié de biodiésel en abséncia de solvent o amb tert-
butanol com a solvent, a partir d’'olis de soja (rendiments entre 70-90%), de
jatrofa (rendiment de 90%) i de llavor de raim (rendiments entre 60-90%)
(Fukuda et al., 2008); per a la resolucié de barreges racemiques d’alcohols
secundaris mitjancant esterificacié en solvent organic (Molinari et al., 1998); per
a la esterificacié enantioselectiva de 'acid (R,S)-2-fenilpropanoic amb diferents
alcohols en preséncia de dissolvents organics (Gandolfi et al., 2001); per a
'obtencio d’ésters de metil i de solketil a partir dels acilglicérids continguts en
diferents llavors oleaginoses en absencia i preséncia de dissolvents organics,
aconseguint rendiments moderats i alts (Torres et al., 2003b) o per a I'obtencié
de biodiesel a partir d’oli de fregit usat (Balasubramaniam et al., 2012).

En quant a lipasa immobilitzada de R. oryzae, s’ha emprat per a la obtencio
d’acetat de butil (component principal de 'aroma de pinya), amb Celite 545 com
a suport (Ben Salah et al., 2007); per a la sintesi, en preséncia i abséncia de
solvent, d’oleat de 1-butil en diversos suports d'immobilitzacié (CaCOs, Celite
545, Silica gel 60, Carboximetil Sephadex i Amberlite IRC-50); per a la
resoluci6 enantioselectiva de (S)-2-(1-hidroxi-3-butenil)-5-metilfuran, amb
suports de sol-gel i resina Sepabeads EC-EP; per a la sintesi de triglicérids
estructurats, amb suport de Accurel MP1000 (Mufiio et al., 2009); per a la
interesterificaci6 de greix lactic i oli de soja, amb una matriu hibrida de
polisiloxa—alcohol polivinilic com a suport (Paula et al., 2010) o per a I'obtencio
de margarines lliures d’acids grassos trans mitjancant la transesterificacio de
derivats d’'oli de palma (Sellami et al., 2012).

Les ultimes aproximacions a I'Us de la lipasa de R. oryzae han estat
conduides mitjancant I'aplicacié de la tecnologia recombinant per tal de fer
expressar el gen que codifica per la produccid de I'enzim en un altre
microorganisme, com Escherichia coli (Di Lorenzo et al., 2005) o Pichia pastoris
(Barrigbn et al., 2013; Ben Salah et al., 2009) i les biotransformacions en nous
medis de reaccié com liquids ionics (Arai et al., 2010; Oromi-Farras et al., 2009)
0 CO:2 en estat supercritic (Chen et al., 2013; Hobbs and Thomas, 2007;
Kawakami et al., 2009).

11



Introducci6

1.3. Monoglicerids.

L’estructura dels monoacilglicerols (també anomenats monoglicérids o
MAG’s) esta formada per una molecula de glicerol esterificat amb un radical acil
en posicio 1 o 3, 1(3)-monoglicerid, o 2, 2-monoglicérid (Figura 3).

O
| 0
o R H OH
HO o
OH OH
1-Monoacilglicerol 2-Monoacilglicerol

Figura 3. Estructura dels monoglicerids.

1.3.1.Aplicacions dels monoglicerids.

L’interés dels monoglicérids recau en la seva estructura amfipatica que
compren una cadena alifatica lipofilica i dos grups hidroxils a la part hidrofilica.
Aquesta estructura provoca un efecte surfactant que estabilitza les emulsions
(Eychenne and Mouloungui, 1999).

Els monoglicérids son els emulsionants més emprats a les industries
alimentaria, farmacéutica i cosmetica (Thude et al., 1997). A la industria
alimentaria s’empren per estabilitzar emulsions a salses, aliments fornejats,
margarines o productes lactics (Kaewthong et al., 2005), a la industria
farmaceéutica, com a aglutinants per a comprimits o com a emol-lients per a
farmacs transdéermics d’alliberacio lenta i a la industria cosmética com a agents
texturitzants (Jackson and King, 1997). S’ha trobat un possible efecte preventiu
de desordres cardiovasculars per a alguns monoacilglicerols que contenen
acids grassos n-3-poliinsaturats com l'acid eicosapentaenoic (EPA) i l'acid
docosahexaenoic (DHA) (Bornscheuer, 1995). Algunes altres aplicacions de
monoglicerids concrets es troben recollides a la Taula 3 (Freitas et al., 2008).

A més del seu Us com a emulsionants, diferents monoglicérids han mostrat
activitats bacteriostatiques i bactericides. Per exemple, el monolaurat de gliceril
inhibeix el creixement i la produccié de toxina de Staphylococcus aureus
(Kelsey et al., 2006), i monoglicérids amb llargades de cadena del grup acil
d’entre C10-C14 tenen propietats bactericides contra Helicobacter pylori
(Petschow et al., 1996).
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Taula 3. Exemples d’aplicacié de diferents monoglicérids. Adaptat de Freitas et al., 2008.

Monoglicérid Aplicacio
Monopentadecanoilglicerol Additiu per a productes capil-lars
Monodecanoilglicerol Presenta propietats antiviriques i antimicrobianes

Presenta propietats antiviriques, antibacterianes i
antiprotozoiques
Monooctadecenoilglicerol Utilitzada com a sistema alliberador de farmacs
Lligand endogen receptor de cannabinoides en teixits
cerebrals i intestinals
Millora la qualitat de greixos com per exemple, la

Monododecanoailglicerol

Monoeicosatetraenoilglicerol

Monoetanoilglicerol

margarina
Lactat de monogliceril Utilitzat a la indUstria de dolcos i pastes fornejades
Succinat de monogliceril Agent modificador de masses

Emulsionant altament hidrofilic, utilitzat en margarines,
productes lactics i salses

Citrat de monogliceril

1.3.2.0btenci6 enzimatica de monoglicerids.

L’obtencié industrial de monoglicerids per via quimica es porta a terme
mitjangant un procés continu o discontinu de glicerdlisi d’olis i greixos a alta
temperatura (220-250 °C) emprant catalitzadors inorganics alcalins sota
atmosfera de nitrogen (Bornscheuer, 1995; Singh and Mukhopadhyay, 2012).

El producte obtingut d’aquesta manera presenta, degut als subproductes de
la reaccio, un color enfosquit a més de sabors i aromes indesitjables. A més, el
rendiment d’obtenci®6 de monoglicérids és baix o moderat (30-60 %)
(Kaewthong et al., 2005; Yang et al., 2005). La destil-laci6 molecular és un
procés que cal afegir en el cas dels monoglicérids destinats a la industria
alimentaria, degut a que les barreges de diferents acilglicerols no funcionen tan
bé com a emulsionants com el producte pur (Bornscheuer, 1995).

Els diferents desavantatges que presenta la via quimica han donat lloc a la
via enzimatica com una alternativa valida per a I'obtencié de monoglicérids.
L’ds de lipases, com a biocatalitzadors del procés, permet portar a terme les
reaccions a baixes temperatures i pressié atmosferica (Yang et al., 2005).

Existeixen tres estrategies sintetiques principals per a la sintesi enzimatica
de monoglicérids (Figura 4) (Bornscheuer, 1995; Freitas et al., 2008):

A. La hidrolisi selectiva de triglicerids emprant lipases 1,3-
regioespecifiques, amb I'obtencié de 2-monoglicerids.

B. La glicerodlisi d’'olis i greixos, amb 1-monoglicerids com a producte
predominant.

C. L'esterificacio d’acids grassos o d’esters d’acids grassos amb glicerol,

amb l'obtencié d’'una barreja de monogliceérids amb 1-monoglicerids com
a producte predominant.
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RO/\/\OR + 210 Lipasa 1,3-sn-especifica HO/\/\OH * 2RCOOH (1)

OR OR
Triglicerid 2-MAG
(0]
HO OH 4 // Lipasa HO ORH) + 2
R—\ —_— > H,O ( )
OH OH OH(R)
Glicerol Acid Gras 1(2)-MAG

o
HO/Y\OH+ o / Lipasa HO/\/\OR(H) v reon 3

OH OR' OH(R)
Glicerol Ester 1(2)-MAG

RO/Y\OR M. HO/\/\OH Lipasa HO/\/\OR(H) 4

OR OH OH(R)
Triglicérid Glicerol 1(2)-MAG

Figura 4. Diagrama esquematic dels meétodes enzimatics per a la obtencio de
monoglicérids. Hidrolisi selectiva amb lipases 1,3-sn-especifiques (equacié 1),
esterificacié d’acids grassos (equacié 2) o transesterificacié d’ésters (equacié 3) amb
glicerol i glicerolisi de triglicérids (equacié 4). Per facilitar I'esquematitzacio, no es
mostren tot els subproductes de les reaccions. R: radical acil; R’: radical alquil.
Adaptat de Bornscheuer, 1995.

Alguns exemples d’aquests tres metodes es troben descrits a la Taula 4
(Freitas et al., 2008).

14



Introducci6

Taula 4. Sintesi de monoglicérids via catalisi enzimatica mitjancant diferents métodes (A:
Hidrolisi; B: Glicerolisi; C: Esterificacid o transesterificacié. Adaptada de Freitas et al.,
2008 i Weiss, 1990. Abreviatures: MTBE, tert-butil metil éter; LRO, lipasa de R. oryzae
(fngica); LPF, lipasa de Pseudomonas fluorescens (bacteriana); LHL, lipasa de
Humicola lanuginosa (fungica); LPC, lipasa de Pseudomonas cepacea (bacteriana); LPP,
lipasa de pancreas porci (d’origen animal); LCV, lipasa de Chromobacterium viscosum
(bacteriana); LPCam, lipasa de Penicillium camembertii (fingica); LCR, lipasa de Candida
rugosa (fungica); LRM, lipasa de Rhizomucor miehei (fungica); LCA-B, lipasa de Candida
antarctica B (fungica).

Receptor Donador . .
R Sistema de Rendiment .
Métode del grup del grup -, Lipasa
. . reaccié (%)
acil acil

Aigua Oli de palma Micel-les reverses 78 LRO

Etanol Trioleina Etanol 84 LPF

A Butanol Tricaprina Butanol/dos fases 87 LHL

Etanol Tripalmitina MTBE 97 LRO

Etanol Trilaurina Etanol 75 LPC

Aigua Trioleina Tampo fosfat 67 LPP

Glicerol Oli de palma Micel-les reverses 30 LRO

B Glicerol Serum bovi Sense solvent 72 LPF

Glicerol Trioleina Micel-les reverses 50 LCV

Glicerol Trioleina Sense solvent 96 LCV
Glicerol Acid N Sense solvent 96 LPCam

pentadeca
Tamis
Glicerol Acid oleic molecular/Sense 74 LPCam
solvent

Glicerol Acid lauric Micel-les reverses 55 LCR

Glicerol Acid lauric Micel-les reverses 62 LRO
c Glicerol Acid oleic Tamis 72 LPCam

molecular/Hexa

Glicerol La‘\‘/'irﬁitl de Eter/Hexa 1:1 90 LRM

Glicerol Acid oleic Micel-les reverses 42 LRM

Glicerol Acid lauric Micel-les reverses 11 LPC
Glicerol Oleat d’etil Acetona 68 LCA-B

Glicerol Acid palmitic Hexa 61 LRO

1.3.2.1. Sintesi enzimatica de monoacilglicerids mitjancant
hidrolisi de triacilglicerids.

L’Us de lipases 1,3-sn-especifiques permet la hidrolisi dels enllagos éster en
posicio 1 del glicerol, evitant que la reaccio d’hidrolisi de triglicérids sigui
completa. D’aquesta manera, s’obté 2-monoglicerid, tot i que amb baix
rendiment, ja que per cada mol de triacilglicérid només es produeix 1 mol de 2-
monoglicérid davant dels 2 mol d’acids grassos lliures obtinguts. A més, és
dona una migracié espontania del radical acil del monoglicérid, de la posicio 2 a
la posicio 1 del glicerol (Compton et al., 2007; Holmberg and Osterberg, 1988).

Algunes estrategies permeten I'augment del rendiment d’obtenciéo de 2-
monoglicerid, com la precipitacio dels acids grassos formats mitjangant I'addicio
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de sal, desplagant aixi I'equilibri cap a la formaci6 de 2-monoglicérid
(Bornscheuer, 1995), o la utilitzaci6 dun sistema de reacci®6 amb
microemulsions (Holmberg and Osterberg, 1988).

A la Taula 5 es troben alguns exemples de preparacid de monoglicérids
mitjancant hidrolisi de triglicerids emprant diferents sistemes de reaccio i
diferents substrats per al biocatalitzador.

Taula 5. Exemples d’obtenci6 de monoglicérids mitjancant hidrolisi enzimatica de
triglicerids.

: , Sistema de , N
Substrat Biocatalitzador i Rendiment Referencia
reaccio
Trioleina, (Irimescu et al
triglicerids Novozym 435 Sense Solvent 72-94% 2002) v
poliinsaturats
Enzim cru aillat del Soluci6 tampé
Trioleina tracte intestinal de " 7o) pH 70% (Gottsche et al.,
Oncorhynchus 77 2005)
mykiss '
Solucions
. tampé a . .
Oli vegetal Enzim cru de diferents pH 20% (Piazza and Foglia,
llavors de civada 2006)
(valors de pH
de5all)
Lipasa AK de . .
Oli de tonyina Pseudomonas tert—b\utll metil 2504 (Pawongrat et al.,
eter 2007)
fluorescens
Oli de peix,
trioleina, Enzim cru aillat del  Solucié tamp6
triglicerids tracte digestiu de  fosfat 100mM 20% (Bogevik et al., 2008)
monoinsaturats salmé pH 8,0
i poliinsaturats
Oli de Echium Lipasa pancreatica  Solucio tampo
plantagineum i P par P 79% (Rincén et al., 2013)
oli de peix porcina TRIS pH 8,0

1.3.2.2. Sintesi enzimatica de monoacilglicerids mitjancant
glicerolisi.

El glicerol ha esdevingut una eleccid interessant per a la produccié
biotecnologica de compostos d’interés com els monoglicérids, degut a les grans
guantitats que sén generades amb la produccié de biodiésel (Kapoor and
Gupta, 2012). A diferéncia de la reaccio d’hidrolisi, 'obtencié de monoglicérids
mitjancant glicerolisi de triglicerids permet la conversié de tots tres acids
grassos en els seus corresponents monoglicérids. Es possible I'is de lipases
regioselectives i no regioselectives, ja que s’ha observat una posterior migracio
del grup acil del monoglicérid format de manera que s’estableix un equilibri en
la concentracié dels productes formats amb una relacié 9:1 (1-MAG:2-MAG).
Aquest equilibri s’assoleix en un temps que depén fortament de la temperatura,
la polaritat i el pH del medi en que es troba i que pot estar entre els 15 min i les
48 h (Compton et al., 2007; Fureby et al., 1996).
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Els rendiments d’obtencié de monoglicérids mitjancant glicerdlisi enzimatica
son en general baixos (30-50%) degut a I'equilibri desfavorable de la reaccio.
S’ha seguit diverses estratégies per tal de desplacar aquest equilibri cap a la
formacio de monoglicerid, com son la preséncia o abséncia de dissolvents
organics, sistemes en estat solid, micel-les reverses o sistemes trifasics
(Freitas et al., 2008; Yang et al., 2005).

A la Taula 6 es troben alguns exemples d’obtencié enzimatica de
monoglicerids mitjangant glicerolisi enzimatica de triglicérids.

Taula 6. Exemples d’obtencié de monoglicérids mitjangant glicerolisi enzimatica.
Adaptada de Freitas et al., 2008.

. . Sistema de .
Substrat Biocatalitzador L Rendiment
reaccio
Oli de palma Lipasa de Bur.kholdena Acetona/lsoocta 56%
cepacia
Mantega Lipasa de Sense solvent 22%
Pseudomonas cepacea
, Lipasa de Burkholderia o
Oli de palma cepacia Sense solvent 14%
Oli de gira-sol Novozym 435 tert-Butanol 60-70%
. . tert-
Oli de gira-sol Lipasa de C_andlda Butanol/tert- 47-56%
antarctica
Pentanol

1.3.2.3. Sintesi enzimatica de monoacilglicerids mitjancant
esterificacio d’acids grassos o transesterificacié
d’esters d’acids grassos amb glicerol.

Els productes de la reaccié enzimatica d’esterificacio d’acids grassos o de la
transesterificacié d’ésters d’acids grassos amb glicerol poden ser, en funcié de
la regioselectivitat de la lipasa utilitzada: 1 i 2-monoglicérids, 1,3 i 1,2-diglicérids,
triglicérids i, només en el cas de la transesterificacio, alcohol (Figura 5). Les
lipases 1,3-especifigues permeten obtenir com a productes de reaccid 1-
monoglicerids i 1,3-diglicerids. Quan les lipases emprades com a
biocatalitzador no son regioespecifiques, els productes obtinguts sén 1 i 2-
monoglicerids, 1,3 i 1,2-diglicérids i triglicerids. A més, es pot donar migracio
del radical acil dins de les estructures de monoglicérids i diglicerids (Freitas et
al., 2008).

Les condicions de reaccié han de dirigir la catalisi enzimatica cap a la
reaccié de sintesi i no cap a la hidrolisi. El factor més important que permet aixo
és el control de la quantitat i I'activitat d’aigua del sistema (Bornscheuer, 1995).
S’han seguit diferents estrategies per tal d’evitar la preséncia d’aigua al medi:
portar a terme la reaccid sota pressiéo reduida (Miller et al., 1988) o en
preséncia d’agents dessecants (tamisos moleculars o d’altres) (Torres et al.,
2002).
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ESTERIFICACIO

OH OCOR

Lipasa OH OH
+ , + + + H,0
HO\)\/OH RCOOH HO\)\/OCOR Roco\)\/ocmz ROCO\)\/OCOR 2

Glicerol Acid Gras Lliure sn-1-monoacilglicerol sn-1,3-diacilglicerol triacilglicerol

| |

OCOR OCOR
HO OH HO OCOR
sn-2-monoacilglicerol sn-1,2-diacilglicerol
[TRANSESTERIFICACIO
OH Lipasa OH OH OCOR
* RCOOR —— + + + ROH
HO. OH HO OCOR ROCO OCOR ROCO OCOR
Glicerol Ester d'acid gras sn-1-monoacilglicerol sn-1,3-diacilglicerol triacilglicerol
OCOR OCOR
HO OH HO OCOR

sn-2-monoacilglicerol sn-1,2-diacilglicerol

Figura 5. Reaccions d'esterificacio i transesterificacié d'acids grassos o ésters d'acids
grassos amb glicerol catalitzades per lipases. Adaptada i ampliada de Monteiro et al.,
2003.

Altres factors que influencien en les reaccions enzimatiques d’esterificacio i
transesterificacio son:

- La llargada de la cadena del radical acil: algunes lipases presenten
selectivitat en funcio de la llargada de cadena del radical acil, tant si el
donador d’acil és un acid (Ottosson and Hult, 2001) com si és un
anhidrid d’acid (Batovska et al., 2004).

- Inhibicié del catalitzador pel substrat alcohol: diferents estudis mostren
una inhibicié reversible de l'activitat enzimatica en preséncia d’excés
de l'alcohol emprat com a substrat (Pfeffer et al., 2007).

- Polaritat del solvent: la baixa solubilitat del glicerol en solvents apolars
organics redueix la velocitat de la reaccio i afavoreix la reaccio
d’acilacio dels monoglicérids i diglicérids que es van formant (Freitas et
al., 2008). Per tal d’evitar aixd, s’han seguit diferents estratégies de
modificacié de la polaritat del medi de reaccié, com I'is de diferents
tipus de solvents o, en abséncia d’aquest, reaccions en micel-les
reverses 0 adsorcié selectiva del glicerol en un suport solid
(Bornscheuer, 1995).

A la Taula 7 es troben diferents exemples d’obtencié de monoglicérids
mitjancant esterificacio o transesterificacio catalitzades per lipases.
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Taula 7. Exemples d'obtenci6é de monoglicérids mitjancant esterificacié o
transesterificacid catalitzades per lipases. Adaptada i ampliada de Bornscheuer, 1995;
Ceni et al., 2010.

. . Sistema de .
Substrat Biocatalitzador ., Rendiment
reaccio
L . Lipasa de Staphylococcus Abséncia de o
Acid oleic simullans solvent 1%
N . Hexa/tert- o
‘ACId lauric Lipozyme IM butanol 65%
Acid linoleic Lipasa de Penicillium Abséncia de
X " 87%
conjugat camembertii solvent
Acid capric/Acid .
lauric/Acid Lipozyme IM Absencia de 52-57%
S solvent
miristic
Acid lauric Lipozyme IM Absencia de 61%
solvent
Oleat detil Lipasa de Qand|da Diferents 7-68%
antarctica solvents
, Lipasa de Candida o
Benzoat de metil antarctica Isopropanol 29%

1.3.2.3.1. Us de glicerols protegits.

Per tal d’'evitar la subsequent acilacié dels monoglicérids, una de les
estratégies més emprades és I'esterificacid o transesterificacio amb glicerols
protegits (Figura 6). Consisteix en la esterificacio d'un acid gras o la
transesterificacio d’'un éster d’acid gras, catalitzada enzimaticament per una
lipasa, amb un glicerol amb dos dels tres grups hidroxil bloquejats. Es
necessaria una etapa posterior per tal de desprotegir el glicerol, obtenint aixi el
regioisomer pur de monoglicéerid (Bornscheuer, 1995). Utilitzant lipases
estereoselectives s’aconsegueix a més I'estereoregioisomer pur (Partali et al.,
1992; Romano et al., 2006).

R
HO
R7LO . Lipasa R7LO Hidrolisi Selectiva
. " -
R'COOR ——R"OH ~oR HO\)VOOCR'
o OH . o OOCR' ;

Glicerol Protegit Ester d'Acid Gras Ester de Glicerol Protegit 1(3)-Monoacilglicerol

Figura 6. Obtencié de monoglicérids mitjancant transesterificaci6 amb glicerol protegit
catalitzada per lipasa i posterior hidrolisi selectiva. Adaptat de Bornscheuer, 1995.

Els glicerols protegits meés utilitzats son 1,2-O-rac-isopropilide-sn-glicerol
(2,2-dimetil-1,3-dioxola-4-metanol o solketal) (Bornscheuer and Yamane, 1995;
Villeneuve et al., 1998) i 2,3-epoxi-1-propanol (glicidol) (Lozano et al., 2004;
Zhao et al., 2008). D’altres glicerols protegits emprats han estat diferents 1,2-
cetals de glicerol (Romano et al., 2006).

La desproteccio del glicerol un cop obtingut I'éster suposa una etapa
important de la reaccié. S’han utilitzat diferents métodes per a la desproteccio
d’ésters de solketal, com sén: reflux amb acid p-toluensulfonic en preséncia de
tetrahidrofuran i aigua (Halldorsson et al., 2004), les reaccions dels ésters amb
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acid trifluoroacétic, amb acid clorhidric o amb acid formic (Akoh, 1993;
Villeneuve et al., 1998), emprant acid boric en 2-metoxietanol o iode en metanol
(Bornscheuer and Yamane, 1995). Condicions de reaccié fortament acides
resulten en la interesterificacio entre dos molécules de monoacilglicerol, amb la
subsequent formacié de diacilglicerols i glicerol com a subproductes i la
migracio del grup acil a altres posicions dins del glicerol (Akoh, 1993;
Bornscheuer and Yamane, 1995).

A la Taula 8 es troben alguns exemples d’obtenci6 de monoglicérids
mitjancant esterificacio o transesterificacio amb glicerols protegits catalitzada
per lipases.

Taula 8. Exemples d’obtenci6 de monoglicérids mitjangant esterificacié o
transesterificacié amb glicerols protegits, catalitzades per lipases.

Substrat Biocatalitzador Gl|cerql S|stema.1,de Rendiment Referéncia
protegit reaccio
S o Lipasa de - - . (Bornscheuer
dl?ésct%rs V'rglsl’lscss Pseudomonas Solketal Presgr;c:cl)llcgﬁtenua Fllgts); l and Yamane,
9 cepacia 0 1995)
Decanodioat de : o (Villeneuve et
dimetil Lipozyme Solketal Sense solvent 95% al., 1998)
R Lipases de Mucor
Acid oleic i acid miehei i de Solketal Hexa Finsa88%  (Akoh, 1993)
eicosapentanoic Candida
antarctica
Lipasa de
A . . . N 52% (Romano et
Acid butiric Aspergillus Glicidol Hepta R0
oryzae (ee=56%) al., 2006)
Acid paimic  Novozyme 435  Solketal Diclorometa 98% (Waznoglg; al,
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1.4. Tocoferols

1.4.1.Vitamina E.

Vitamina E és un terme que comprén un grup de potents antioxidants
liposolubles. Les analisis estructurals mostren que les molecules amb activitat
antioxidant de vitamina E inclouen quatre tocoferols (a, B, y i d) i quatre
tocotrienols (a, B, y i ) (Figura 7). La forma més abundant a la natura és l'a-
tocoferol, que és també la forma més activa biologicament (Brigelius-Flohe and
Traver, 1999).

1)

)

R3
Tocoferols (1): Tocotrienols (2):
a-Tocoferol: R1=R>=R3=CHj3 a-Tocotrienol: R1=R2=R3=CHs3s
B-Tocoferol: Ri=R3=CHs; R2=H B-Tocotrienol: R1=R3=CHs; R2=H
y-Tocoferol: Ri=H; R2=R3=CH3s y-Tocotrienol: R1=H; R2=R3=CH3
O-Tocoferol: Ri1=R2>=H; R3=CHs O-Tocotrienol: R1=R2=H; R3=CHs

Figura 7. Estructura i nomenclatura dels tocoferols i tocotrienols segons IUPAC (JCBN),
1982.

Els tocoferols i tocotrienols son compostos amb capacitat d’inhibir I'oxidacié
lipidica de forma efectiva en aliments i sistemes biologics. No sén sintetitzables
per humans ni animals, fent indispensable la seva ingesta amb la dieta (Kamal-
Eldin and Appelqvist, 1996). Es troben a cereals sencers, llavors, fruits secs,
fulles verdes, carns, peix, llet i ous. Els tocoferols son presents a llavors
oleaginoses, olis, carn y parts verdes de plantes superiors, mentre que els
tocotrienols son presents a germinats i les fraccions de fibra d’algunes llavors i
cereals (Seppanen et al., 2010).
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Estudis epidemiologics han mostrat que aportacions elevades de vitamina E
a la dieta estan correlacionades amb un risc reduit de desordres
cardiovasculars, mentre que aixd no succeeix amb aportacions d’altres
antioxidants a la dieta com la vitamina C i el B-caroté. Aquest fet suggereix que
la vitamina E pot tenir altres papers especifics més enlla de la seva funcio
antioxidant (Brigelius-Flohe and Traver, 1999).

1.4.2.Activitat antioxidant dels tocoferols.

La capacitat antioxidant dels tocoferols és deguda a la seva capacitat de
donar els seus hidrogens fenolics a radicals lliures lipidics i retardar els
processos de peroxidacio lipidica autocatalitica (Seppanen et al., 2010).

A la Figura 8 es troba esquematitzat el mecanisme d’accio dels tocoferols
en quant a la seva capacitat antioxidant: Els acids grassos, i de manera més
pronunciada els poliinsaturats (LH), poden formar radicals d'alquil (L-) en
oxidar-se en preséncia d’un iniciador (X-, equacié 1). Aquests radicals alquil
reaccionen rapidament amb I'oxigen formant radicals peroxi (LOO-) (equacio 2),
gue reaccionen amb més acids grassos produint peroxids (LOOH) (equacio 3).
Els tocoferols (AH) inhibeixen aquesta oxidacio per radicals lliures reaccionant
amb els radicals peroxi i aturant aixi la propagacio en cadena de la reaccio,
(equacid 4) i amb els radicals alcoxi inhibint la descomposicié dels
hidroperoxids i reduint la formacioé d’aldehids (equacio 5). D’aquesta manera,
els tocoferols es comporten com uns antioxidants que aturen la reaccié en
cadena d’oxidacio competint amb el substrat (LH) pels radicals peroxi (equacié
3). Els radicals tocoferols poden formar productes no radicalaris, com dimers,
peroxids estables o d’altres derivats d’alquil (Frankel, 1996).

LH + X- — L.+ XH (1)
L- + O2 — LOO- 2)
LOO- + LH — LOOH + L- (3)
LOO- + AH — LOOH + A (4)
LO- +AH — LOH + A (5)

Figura 8. Mecanisme antioxidant lipidic dels tocoferols.
LH, acid gras; X, iniciador; L-:, radical d’alquil;
LOO:- radical peroxi; LOOH, peroxid; AH, tocoferols; LO-,
radical alcoxi.

La capacitat antioxidant dels tocoferols fa que puguin ser emprats com
additius antioxidants en sistemes lipidics, en productes alimentaris, com nata o
mantega (Lampi and Piironen, 1998) i no alimentaris, com olis lubricants (Xiao
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et al., 2008). A més, poden ser utilitzats com a antioxidants en sistemes bifasics
en emulsié (Huang et al., 1994).
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1.5. Microones.

Als Ultims anys, la indastria quimica ha adoptat el concepte de “Quimica
Verda” com a punt de trobada dels reptes clau de la ciéncia de preservar la
salut de la poblaci6 i de I'entorn i, a la vegada, assolir processos comercialment
profitosos (Garcia-Vidal et al., 2006). En aquest context, entre els metodes de
reaccidé no convencionals en sintesi organica, la irradiacié6 amb microones per a
I'activacio de reactius suposa una alternativa a I'escalfament convencional com
a técnica de subministrament d’energia a les reaccions, utilitzant la capacitat
d’alguns liquids i solids de transformar I'energia electromagnética en calor
(Gupta et al., 2009).

A l'espectre electromagnétic, la radiacié de microones es troba localitzada
entre l'infraroig i les radiofrequéncies, a un marge de frequéncies d’entre 0,3 i
300 GHz (Roy and Gupta, 2003). A una reaccid portada a terme mitjancant
escalfament convencional, els reactius son activats per una font de calor
externa. La calor es transmet als reactius i el solvent passant primer a través de
les parets del recipient. Les microones, en canvi, son transmeses directament a
les molecules de la barreja de reaccid amb un rapid augment de la temperatura.
Com que el procés no esta limitat per la conductivitat térmica del recipient, el
resultat és [l'escalfament localitzat practicament instantani de qualsevol
substancia amb conductivitat idbnica o amb capacitat d’estar en forma dipolar i
aixi, donar lloc a una rotacié de la molécula (Gupta et al., 2009). Al ser
irradiades amb microones, les molecules amb capacitat de ser polaritzades per
efecte d’'un camp eléctric, capacitat que ve donada per la constant dieléctrica,
es realineen continuament amb el camp oscil-lant. Aixd0 provoca que I'energia
electromagnetica es transformi en calor (Roy and Gupta, 2003). Aquest efecte
és conegut com l'efecte térmic de la irradiacié amb microones.

Els avantatges de I'escalfament mitjangant microones sobre I'escalfament
convencional s6n (Gupta et al., 2009):

Escalfament rapid.

Inércia menyspreable.

Facilitat de maneig.

Millor homogeneitat de la temperatura amb transmissié rapida de
I'energia als reactius i solvents.

Escalfament selectiu de les molécules polars.

A més d’aquest efecte térmic, alguns investigadors opinen que existeixen
efectes addicionals pel fet de que les velocitats de reaccié assolides en alguns
processos son tan elevades que no es poden atribuir tan sols a un efecte termic.
Aquests efectes addicionals sén anomenats efectes no térmics de la irradiacié
amb microones (Roy and Gupta, 2003). D’altres atribueixen aquests efectes no
termics a un "sobreescalfament” dels solvents, efecte que es demostraria pel
fet de que es poden observar valors de temperatura d’ebullici6 més elevats
quan s’irradia un solvent amb microones en comparacié amb un escalfament
convencional (Perreux and Loupy, 2001).

24



Introducci6

1.5.1.Aparells monomode i multimode.

Tot i que s’han utilitzat aparells de microones domeéstics en nombrosos
estudis (Das Sharma et al., 2008; Martinez-Garcia and Martinez, 2008; Patane
et al., 2009), existeixen dos tipus principals de microones per a Us cientific:
monomode i multimode (Leadbeater and Schmink, 2007).

A un aparell monomode (Figura 9), el seu disseny, principalment pel que fa
a la distancia entre la matéria a irradiar i 'emissor de microones (magnetro),
permet la creacié d'un patr6 permanent d’ona electromagnética homogeni
(Taylor et al., 2005). Aquest tipus d’aparells processen una sola mostra per
experiment, i permeten I'Us de vials tancats amb volums de treball d’entre 0,2 i
20 mL o vials oberts fins a volums de 125 mL (Leadbeater and Schmink, 2007).
Tenen l'avantatge d’aconseguir un escalfament més rapid que els aparells
multimode i de permetre una distribuci®6 més homogénia de I'energia, amb un
millor control de la irradiacio.

Figura 9. Distribuci6 de la radiacié a un aparell monomode. Font: Taylor et al., 2005.

A un aparell multimode (Figura 10), en canvi, s’evita deliberadament la
formacio d’un patré d’'ona permanent i es potencia la dispersio de la radiacio a
l'interior de I'aparell, amb I'objectiu d’augmentar la superficie d’escalfament.
D’aquesta manera, permet la irradiacio de varies mostres simultaniament.
Aquests equipaments es fan servir per escalar reaccions i per portar a terme
processos analitics com calcinacions o extraccions. A diferéncia dels aparells
monomode, no permeten controlar de forma eficient I'escalfament de totes les
mostres irradiades (Leadbeater and Schmink, 2007; Taylor et al., 2005).
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Figura 10. Distribucio de la radiacié a un aparell multimode. Font: Taylor et al., 2005.

1.5.2.Aplicacions de la sintesi organica assistida per
microones.

La principal caracteristica de la sintesi organica assistida per microones €s
la reducci6o dels temps de reaccié. Addicionalment, I'elevat nombre de
publicacions al respecte, mostren altres aspectes interessants per a la sintesi
guimica, com son la utilitzacié de condicions de reacci6 amb temperatures
moderades, I'obtencié de rendiments elevats i 'augment de la puresa dels
productes obtinguts mitjancant la reduccié de reaccions secundaries. La
combinacio de condicions de reaccio en abséncia de solvent i la irradiacié amb
microones suposen clars avantatges per a 'anomenada quimica verda (De
Cozar et al., 2010).

Els tipus de reaccions organiques assistides per microones inclouen, entre
d’altres, reaccions de Diels-Alder, racemitzacions, hidrogenacions, hidrolisis,
deshidratacions, esterificacions, cicloaddicions, epoxidacions, reduccions,
condensacions i reaccions de proteccio i desproteccio (Taylor et al., 2005), a
més de nombroses reaccions catalitzades per enzims com lipases, proteases,
cel-lulases o fosfolipases (Roy and Gupta, 2003).
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La present tesi doctoral sorgeix com una derivacié de I'activitat cientifica del
grup de recerca on s’ha portat a terme el treball que es presenta en aquesta
memoria.

El primer precedent és un estudi de rastreig de fongs endofitics amb
activitat lipasica isolats de diferents plantes mediterranies (Torres et al., 2003a).
En aquest treball es va aillar, a partir de mostres de fonoll (Foeniculum vulgare),
una soca de R. oryzae amb activitat lipasica, tant hidrolitica (va mostrar
capacitat d’hidrolitzar tributirina durant el seu cultiu en medi solid) com sintetica
(el miceli liofilitzat va mostrar capacitat de catalitzar la sintesi d’oleat de propil a
partir d’acid oleic i 1-propanol en isoocta a 26 °C).

Posteriorment, es va utilitzar el miceli liofilitzat d’aquesta soca de R. oryzae
per portar a terme una extraccié reactiva d’acilglicérids continguts en llavors
oleaginoses i en marro de café (Torres et al., 2003b). Els resultats d’aquest
estudi van mostrar una bona capacitat del miceli liofilitzat per a I'obtencié dels
esters de metil (rendiments elevats) i de solketal (rendiments moderats) dels
acids grassos continguts en llavors de gira-sol i colza, en sistemes en
presencia de solvent (isoocta o hexa) i en abséncia de solvent, amb un temps
total de reaccio de 96 h i a una temperatura de 50 °C. Els rendiments van ser
superiors per als sistemes amb solvent.

Els resultats del treball anterior van portar al desenvolupament d’'un procés
per a l'obtencié d’acilglicérids de llavors oleaginoses en un sistema amb
presencia de solvent mitjancant un reactor de columna en dos etapes: una
primera etapa d’extraccioé i hidrolisi dels triglicérids continguts a les llavors i una
segona d’esterificacio dels acids grassos amb diferents alcohols (Méndez et al.,
2006). Els resultats daquest estudi van permetre optimitzar diferents
parametres del procés d’obtencio d’ésters de solketal, com el flux d’addicié de
solketal i la temperatura de reacci6. A més, es va assajar el comportament del
biocatalitzador amb diferents llavors i amb diferents alcohols per a I'esterificacio.

Els dos treballs anteriors van ser recollits a una tesi doctoral (Méndez, 2004),
que inclou també un estudi cinétic de I'esterificacié de I'acid palmitic amb 1-
propanol, publicat 'any 2009 (Méndez et al., 2009). Els resultats d’aquest
treball mostren que el comportament del miceli liofilitzat de R. oryzae s’ajusta a
un mecanisme de reaccio Ping-Pong Bi-Bi. Aquesta mateixa tesi abans citada,
inclou un altre treball on es va combinar la capacitat regioselectiva del miceli
liofilitzat de R. oryzae amb la capacitat estereoselectiva de la lipasa comercial
Novozym 435 per a I'obtencio de (R)-4-clor-2-butanol.

Els diferents estudis realitzats amb miceli liofilitzat de R. oryzae, junt amb la
necessitat mediambiental de reduir I'Us de dissolvents organics va motivar la
realitzacié d'un estudi exhaustiu de l'adequacié d’aquest biocatalitzador en
I'obtencio de productes d’alt valor com sén els monoglicérids. L’estratégia es va
centrar en un procediment de dues etapes: una primera etapa d’extraccio i
esterificaci6 amb alcohols protegits dels acids grassos continguts en llavors
oleaginoses i una segona etapa de desproteccié dels alcohols amb I'obtencid
de monoglicérids.
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Les condicions de reaccid suaus associades a les reaccions enzimatiques
van fer pensar que era possible un grau elevat de conservacié dels tocoferols,
abundants en llavors oleaginoses, durant tot el procés d'obtencié de
monoglicérids. D’aquesta manera, el producte final aixi obtingut seria un
concentrat de monoglicérids ric en tocoferols i, per tant, caldria esperar dues
propietats, emulsionant i antioxidant, molt valuoses a la industria alimentaria.
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Objectius

Es va plantejar com a objectiu general d’aquesta tesi doctoral I'establiment d’un
procediment d’obtencié d’extractes rics en monoglicérids a partir de llavors
oleaginoses mitjangant dues etapes: una primera etapa d’hidrolisi dels
triglicérids vegetals i esterificacié dels acids grassos amb glicerols protegits,
emprant miceli liofilitzat de R. oryzae com a biocatalitzador en abséncia de
dissolvent i una segona etapa de desproteccio dels esters de glicerols protegits
mitjangcant un metode quimic.

Per tal d’aconseguir aquest objectiu general, es van establir els seguents
objectius especifics:

e EIl desenvolupament d’'un métode de determinacié de l'activitat lipasica
del miceli liofilitzat de R. oryzae utilitzat com a biocatalitzador de la
primera etapa.

e La determinaci6 de les condicions optimes de les reaccions de la
primera etapa d’hidrolisi dels triglicérids i esterificacié dels acids grassos
de les llavors de sesam i soja amb solketal i glicidol, emprant miceli
liofilitzat de R. oryzae com a biocatalitzador i en condicions d’abséncia
de dissolvent.

e L’establiment d'un métode quimic per a la consecucié de la segona
etapa de desproteccié dels esters de glicerols protegits mitjancant dos
tipus d’escalfament, amb microones i convencional, que permeti
I'obtencié d’1-monoglicérids.

e La comparacid, en termes de rendiments de reaccio, dels metodes
guimics desenvolupats per a la segona etapa amb altres métodes de
referencia reportats a la bibliografia.

e El seguiment del contingut en alfa, gamma i delta-tocoferol del material
vegetal al llarg de les dues etapes d’obtencié d’1-monoglicérids.
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4.1. Instrumentacio.

4.1.1.Cromatograf de liquids d’alta resolucié (HPLC).

El cromatograf de liquids d’alta resolucio utilitzat esta format per un injector
Waters 717 plus Autosampler amb control de la temperatura, un
desgassificador en linia Waters, una bomba binaria Waters 1525 u, detectors
de difusié lluminosa Eurosep Instruments (ELSD) i de fluorescencia Waters
2475, Software Millenium3? de Waters.

4.1.2.Ressonancia magneética nuclear.

L’equip de ressonancia magnética nuclear utilitzat ha estat un MERCURY
plus AS400 MHz RMN Spectrometer Systems de VARIAN amb una sonda 400
AutoSwitchable 4 Nucleous Probe H/F/3C/3P, dels Serveis Cientifico-
Tecnics de la Universitat de Lleida.

4.1.3.Cromatografs de gasos.

Cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP6890 amb detector
FID-40x i software ChemStation Plus Rev. A.09,xx 2002,

Cromatograf de gasos Trace 2000 series (ThermoQuest) GC amb detector
FID-40x i software CHROM-CARD for Trace Windows 95/NT 4,0 Version 1,00

Cromatograf de gasos FISONS Instruments GC8000 series (ThermoQuest)
amb un detector FID-40x i software Millenium3? de Waters.

Cromatograf de gasos Agilent 7890A amb detector FID-40x i software GC
ChemsStation Rev. B.03,01-SR1,1 [317].

Cromatograf de gasos Agilent 6890N acoblat a un detector selectiu de
masses 5973 MSD. Analitzador tipus quadripol, amb ionitzacié per impacte
electronic (IE) i ionitzacié quimica positiva (PCI) i negativa (NCI), amb un
interval de masses de 2-800 uma. Injectors “split/splitless” (S/SL) i “on column”.
Software MSD ChemStation versio D.00,0038

4.1.4.Microones.

Forn microones monomode Discover Labmate (CEM, Matthews, USA),
equipat amb agitacié magnetica i un sistema de refredament per aire comprimit.
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4.2. Material biologic.

4.2.1.Llavors de soja i sesam.

Les llavors de soja (Glycine max) i sesam (Sesamum indicum), adquirides a
una botiga especialitzada en llavors de la ciutat de Lleida, van ser congelades i
posteriorment triturades amb un molinet equipat amb sistema de refrigeracio
(IKA Analysenmiihle A10). La llavor triturada resultant va ser passada a través
d’'un sedas d’1mm de pas i conservada a 4 °C.

Per a l'apartat 4.4.3, la llavor de soja va ser triturada fins a una textura de
farina mitjancant un moli Cyclotec 1093 Sample Mill (FOSS).

4.2.1.1. Determinacio de la humitat de les llavors de soja i
sesam.

El contingut d’humitat de les llavors de soja i sésam va ser determinat per
diferéncia de pesada abans i després de sotmetre 5 g de les mostres de llavor
triturada a un dessecat a 130 °C en una estufa durant 1 h. El percentatge
d’humitat ve donat per la férmula:

(R+P)-D_
P

%H = 100

On:

R: Pes del recipient buit (g).

P: Pes de la llavor abans de ser dessecada (g).
D: Pes del recipient amb la mostra dessecada (g).
H: Humitat (%).

Les determinacions es van realitzar per triplicat per a cada llavor.

4.2.1.2. Determinacio del greix brut de les llavors de soja i
sesam.

La determinacio del percentatge de greix brut de les llavors es va realitzar
mitjancant un equip Det-Gras (6 places, J.P. Selecta), que basa el seu protocol
de funcionament en el metode Soxhlet d’extraccio de greixos.

La mostra (3 g de llavor triturada) és introduida en un didal de cel-lulosa
porosa i I'aparell realitza la extraccio col-locant el didal dins d’'un vas d’alumini
que conté 50 mL d’hexa i permet I'ajust d’'una columna de destil-lacié. Després
de I'extraccié durant 30 min a 130 °C, es deixa evaporar el solvent i es pot
determinar la quantitat de greix extreta per diferéncia de pesada del vas
d’alumini, segons la formula:
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% Greix Brut sobrematériaseca= M -100

0,
wi.[¥MS
100

On:

W1: Pes inicial de la mostra (Q).

W2: Pes del vas d’alumini (g).

W3: Pes final del vas amb el contingut de greix extret (g)

%MS: Percentatge de materia seca, determinat a partir de la humitat.

Les determinacions es van realitzar per triplicat per a cada llavor.

4.2.1.3. Extraccié de tocoferols de les llavors de soja i
sesam.

L’extraccié de tocoferols s’ha portat a terme segons la norma europea prEN
12822:1999 E (European Committee for Stardardization CEN, 1999), seguint el
seguent protocol:

Dins d’un balé de 100 mL sén introduits 2 g de llavor triturada, 0,25 g d’acid
ascorbic, 50 mL de metanol i 10 mL de soluci6 KOH de concentracié 60 g/100
mL. Desplagat I'oxigen amb corrent d’argo, el balé es porta a reflux a 90 °C
durant 1 h. Passat aquest temps, es refreda en un bany de gel i es filtra al buit.
S’afegeix 50 mL de NaCl al 2% i s’extreuen els tocoferols amb 50 mL
d’hexa:éter etilic 80:20 (4 extraccions). La part organica es renta amb 50 mL de
NaCl al 2 % (4 rentats) i s’evapora a sequedat. El residu, que conté els
tocoferols, es redissol en 50 mL d’hexa i es guarda en atmosfera inert a
temperatura de congelacio fins a la seva analisi per HPLC (apartat 4.5.1). Les
extraccions es van realitzar per triplicat per a cada llavor.

4.2.1.4. Perfils acidics de llavors de soja.

Es va adaptar un metode d’extraccio i derivatitzacié d’acilglicérids assistit
per microones desenvolupat al grup d’investigacié (Tomas et al., 2009).

S’introdueix 0,5 mL de solucié de triundecanoina 1 mg/mL en cloroform
(estandard intern) a un vial de reaccié per a microones. S’evapora el dissolvent
amb corrent de N2z i s’addicionen 150 mg de soja triturada, 10 mg de BHT, 1 mL
de metanol sec saturat amb nitrogen i 1 mL de clorotrimetilsila. Es satura el vial
amb nitrogen i es barreja amb vortex. Llavors es col-loca el vial a la cambra de
reaccié del microones i se li aplica el segient tractament:

Temperatura: 90 °C

Temps: 2 min

Pressio maxima: 250 psi
Potencia maxima: 250 W
Rampa de temperatura: 20 s
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Després del tractament, i un cop fred el vial de reaccid, s’addicionen 2 mL
d’hexa:eter dietilic (1:1), s’agita i es neutralitza amb I'addicié primer de 0,2 g de
bicarbonat sodic solid i després de 2 mL de solucié saturada de bicarbonat
solid. Es centrifuga el vial (5 min a 5000 rpm), es recupera la fase organica i
s’asseca amb sulfat magnésic anhidre. El perfil acidic va ser determinat per
cromatografia de gasos segons el métode de I'apartat 4.5.6.

4.2.2.Preparacio de miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

4.2.2.1. Obtencié de la suspensioé d’espores de Rhizopus
oryzae.

La soca fungica R. oryzae UDLTA 3,142, aillada pel nostre grup de recerca
en un treball anterior (Torres et al., 2003a) com a fong endofit del fonoll,
Foeniculum vulgare, i conservada a temperatura de congelacio, es va cultivar
en plaques de Petri amb un medi PDA (20 g de glucosa, 200 mL d’extracte de
patata, 800 mL d’aigua destil-lada i 15 g d’agar) durant 5 d a 28 °C. Es va
preparar una suspensié d’espores en aigua i Tween 80 (0,02 %). Es van
comptar les espores amb I'ajut d’'una cambra de recompte (Cambra Thoma) i
es va ajustar la concentracié a 1-4-10° espores/mL.

4.2.2.2. Cultiu de Rhizopus oryzae.

Es va preparar un medi de cultiu sintetic amb la seglient composicié per 1L
de medi: 2 g d’'asparagina, 1 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4, 5 mg d’hidroclorur
de tiamina, 10 mL de solucié mineral (que conté 0,145 g/L de Fe(NOs3)3-H20,
0,088 g/L ZnS0O4-7H20 i 0,0235 g/L de MnSO4-H20). El pH inicial del medi es
va ajustar a pH 6 i es va distribuir en matrassos Erlenmeyer d’1 L (250 mL de
medi), de 500 mL (150 mL de medi) i de 250 mL (100 mL de medi). Després de
I'esterilitzacié en autoclau (15 min a 121 °C), es va afegir un 1 % d’oli de gira-
sol comercial i es va inocular la suspensié d’espores de concentracié 1-4-10°
espores/mL. El medi inoculat va ser incubat a 28 °C durant 5 d amb agitacio
orbital (200 rpm).

4.2.2.3. Obtencio del miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

Es va filtrar al buit el contingut dels matrassos Erlenmeyer a través d’un
embut Buchner amb paper de filtre i el miceli recuperat es va rentar dues
vegades amb aigua desionitzada i dues vegades amb acetona. El miceli es va
congelar (-25 °C) i es va liofilitzar durant 18 h, per ser després triturat amb un
molinet i conservat a -25 °C.

4.2.2.4. Perfil acidic de miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

L’obtencié i quantificacié dels esters metilics d’acids grassos del miceli
liofilitzat de R. oryzae ens permet definir el perfil acidic d’aquest, que inclou tant
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els acids grassos constituents del mateix fong com els de les restes de l'oli
emprat com a font de carboni al medi de cultiu per al seu creixement.

S’introdueix 0,5 mL de solucié destandard intern (1 mg/mL de
triundecanoina en cloroform) a un vial de reacci6 amb tap tarat i un cop
evaporat el dissolvent amb corrent de Nz, s’addicionen 200 mg de mostra de
miceli liofilitzat, 10 mg de butilhidroxitolué (BHT), 1 mL de metanol sec saturat
amb nitrogen i 0,5 mL de clorotrimetilsila. Es satura el vial amb nitrogen, es
tapa i es manté 1 h a 80 °C amb agitacié magneética. Un cop fred, s’addicionen
2 mL d’hexa:éter dietilic (1:1) i el vial s’agita amb vortex. Es neutralitza afegint
0,2 g de bicarbonat sodic solid i seguidament 2 mL de solucié saturada de
bicarbonat sodic. Després de la centrifugacio dels vials (5 min a 5000 rpm), es
recupera la fase organica i s’asseca amb sulfat magnésic anhidre (Eras et al.,
2008). El perfil acidic va ser determinat per cromatografia de gasos segons el
metode del apartat 4.5.6.
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4.3. Material quimic.

4.3.1.Preparacio de patrons d’éster de solketal i glicidol
de les llavors de soja i sesam.

Es va voler obtenir, per a cada llavor, una barreja d’ésters de solketal i
glicidol dels acids grassos propis de la llavor, que ens servis com a patré extern
per a la quantificaci6 dels ésters de solketal i glicidol obtinguts mitjancant
I'esterificacid amb miceli de R. oryzae com a biocatalitzador. Per fer-ho, es va
portar a terme una primera extraccio dels acids grassos de les llavors i una
esterificacié posterior d’aquests amb solketal o glicidol mitjancant la resina PS-
Carbodiimida (Figura 11), ja que estudis anteriors indiquen rendiments de
reaccio superiors al 50 % per a l'esterificacié d’acids grassos catalitzada per
aquesta resina (Llovera et al., 2005).

CH CH
0 s o :
CH, PS-Carbodiimida CH,
FFA + e} - e}
25°C,20h

OH O—FA

) PS-Carbodiimida o)
FFA + D\/OH > D\/O—FA

25°C,20h

Figura 11. Reaccions d’esterificacié dels acids grassos de soja i sésam amb els alcohols
solketal i glicidol, catalitzada per la resina PS-Carbodiimida.

4.3.1.1. Extracci6 dels acids grassos de les llavors de soja
| sesam.

Dos grams de llavor triturada de soja o sesam sén introduits a un bal6 de
100 mL conjuntament amb 0,25 g d’acid ascorbic, 50 mL de metanol i 10 mL de
KOH de concentracié 60 g/100 mL. Es realitza una saponificacié a 90 °C en
reflux durant 1 h i es filtra la barreja al buit. S’addicionen 50 mL de NaCl 2 % i
es realitzen 4 extraccions amb 50 mL d’hexa:éter etilic 80:20, Es conserva la
part aquosa i la part organica es renta 4 cops amb NaCl 2 %. S’ajunten els
volums de les fases aquoses tant de les extraccions com dels rentats, que
contenen els acids grassos, i s’ajusta el pH d’aquesta solucié a un valor de
pH=2 amb HCI 5N. Es tornen a extreure els acids amb 3 volums de 50 mL de la
solucio d’hexa:éter etilic 80:20 i la fase organica es renta amb 3 volums de
NaCl 2 % abans de dessecar amb MgSOa4 durant 1 h i es filtra. L'extracte filtrat
€s evaporat a sequedat per a la seva conservacioé a temperatura de congelacio.

Els acids grassos majoritaris extrets de cada llavor son quantificats
mitjancant GC (apartat 4.5.5).
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4.3.1.2. Reaccio d’esterificacio amb PS-Carbodiimida.

A un vial préeviament dessecat al dessecador en preséncia de P20s,
s’afegeix la resina (2 equivalents). S’addicionen els acids (1 equivalent total)
préviament evaporats a sequedat i redissolts en un volum determinat de CH2Cl2
(7-10 mL per gram de resina). La barreja resina-acids es deixa agitant durant 2
h i s’addiciona I'alcohol (1,3 equivalents de solketal o glicidol). Es deixa agitant
suaument en un agitador orbital durant aproximadament 18 h.

Acabada la reaccio, es filtra la resina i aquesta es renta dues vegades amb
2 mL de CH2Cl, Tot seguit la fase organica es renta dues vegades amb 2 mL
de solucid saturada de NaHCOs3 i després dues vegades més amb 2 mL de
solucio saturada de NaCl. Finalment es desseca amb MgSO4 durant 1 h i es
filtra. L'extracte filtrat és evaporat a sequedat per a la seva conservacié a
temperatura de congelacio.

L’analisi del esters formats, de solketal i glicidol, es va fer mitjancant GC
(apartat 4.5.3).

4.3.2.Sintesi d’ésters de solketal d’acids grassos de
cadena llarga.

4.3.2.1. Metode assistit per microones.

Es va sintetitzar I'ester de solketal de l'acid palmitic (C16:0) utilitzant
Novozyme com a catalitzador mitjancant escalfament per microones (Figura 12).

CHj OH CH, Novozyme

N Microones, 60 °C, 2 h

CH
OH )( 8
o

CH3

Figura 12. Sintesi amb microones de I'éster de solketal de I'acid palmitic catalitzada per
Novozyme

En un vial de sintesi per microones es van pesar 100 mg d’acid palmitic
amb 100 mg de solketal i 20 mg de Novozyme (proporcié molar acid:alcohol de
1:2). El vial va ser introduit al microones, on se li va aplicar el seguent
tractament:

Temperatura: 60 °C

Temps: 2 h

Pressio maxima: 250 psi
Poténcia maxima: 300 W
Rampa de temperatura: 20 s.
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Després del tractament, els productes de reaccio van ser extrets amb 2 mL
de TBME i filtrats a través d’un tub de filtracioé equipat amb un filtre de cel-lulosa.
L’extracte va ser rentat amb 10 mL de solucié saturada de NaHCOz i 5 mL de
solucio saturada de NaCl, mantenint I'agitacié durant 2 h a temperatura ambient.
Es va separar la fase organica per centrifugacio (5 min a 1000 rpm) i es va
evaporar el dissolvent amb corrent de Nz, El residu es va redissoldre amb 10
mL d’isoocta i es va rentar tres cops amb 5 mL d’acetonitril. L'isoocta es va
assecar amb MgSOa solid, que va ser filtrat posteriorment, i es va evaporar a
sequedat amb un evaporador rotatiu (140 mbar + 30 mbar, 60 °C). El residu es
va assecar en bomba de buit en preséncia de silice durant 24 h.

El producte de reaccio va ser confirmat mitjancant GC-MS (apartat 4.5.7).

4.3.2.2. Metode amb escalfament convencional.

Mitjancant un meétode d’escalfament térmic convencional i utilitzant
Novozyme com a catalitzador, es van sintetitzar els ésters de solketal dels
seglients acids grassos: lauric (C12:0), miristic (C14:0), palmitic (C16:0),
estearic (C18:0) i oleic (C18:1) (Figura 13).

O
CH,
(@]
% CHg
o 0
CHs Novozyme

© 60°C,24h

OH
o) R
v

OH H

o)

Figura 13. Sintesi amb escalfament convencional dels ésters de solketal dels acids
lauric, miristic, palmitic estearic i oleic palmitic catalitzada per Novozyme. R: C11:0,
C13:0, C15:0, C17:.0i C17:1

En un vial de reaccié es van barrejar 1 g d’acid gras amb 1 g de solketal i
200 mg de Novozyme. Es va fer reaccionar la barreja durant 24 h a 60 °C i es
van extreure els productes de reaccio amb 100 mL d’hexa. Després de filtrar
per tal de separar el biocatalitzador, es van afegir 100 mL de solucié saturada
de NaHCOs i 50 mL de solucio saturada de NaCl. Es va mantenir en agitacio
durant 24 h i es van separar les fases organica i aquosa mitjancant
centrifugacio (5 min a 1000 rpm). La fase organica es va assecar amb MgSOa,
separat posteriorment per filtracid, i es va evaporar a sequedat amb un
evaporador rotatiu (300 mbar + 50 mbar, 45 °C). El residu es va redissoldre en
50 mL d’isoocta i es va purificar mitjangant tres extraccions amb 50 mL
d’acetonitril. L’'isoocta es va assecar amb MgSO4 solid, que es va separar per
filtracio, i es va evaporar a sequedat amb un evaporador rotatiu (140 mbar + 30
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mbar, 60 °C). El residu es va assecar en bomba de buit en preséncia de silice
durant 24 h.

El producte de reaccio va ser confirmat mitjiancant GC-MS (apartat 4.5.7).
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4.4. Metodologies experimentals.

4.4.1. Monitoritzacié de [Iactivitat lipasica de Rhizopus
oryzae.

Es va buscar una reaccio model amb el doble objectiu de controlar I'activitat
lipasica del miceli liofilitzat de R. oryzae al llarg del temps (durant el seu
emmagatzematge a temperatura de congelacio) i de comprovar les diferéncies
d’activitat lipasica entre diferents produccions de miceli. Les caracteristiques
especifiques optimes que es van buscar per a aquesta reaccié enzimatica van
ser:

a. Maxima especificitat de I'enzim a les condicions de reacci6
(concretament al temps de reaccio i a la quantitat de miceli).

b. Rendiment de reaccio entre 10-20%, que coincideixi amb la
fase estacionaria de la reaccio enzimatica.

c. Maxima reproducibilitat.

4.4.1.1. Determinaci6 del sistema de monitoritzacio.

Es van assajar dos tipus de reaccions per a la quantificacié de l'activitat
lipasica del miceli liofilitzat d’acord al que s’observa a la figura 14:

a. Esterificacio, basada en la quantificaci6 del producte
generat enzimaticament a partir d’'un acid gras i un alcohol.

b. Hidrolisi, basada en la quantificacid6 de l'acid gras lliure
alliberat a partir d’'un éster d‘acid gras (Beisson et al., 2000).
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Figura 14. Reaccions assajades catalitzades per miceli liofilitzat de R. oryzae per a la
monitoritzacié de I'activitat lipasica. Les diferents condicions de reacci6 estan indicades

alaTaula 9.

Els productes de reacci6 van ser analitzats mitjangant GC segons la
metodologia descrita als apartats 4.5.4 (reaccions d’esterificacié) i 4.5.5
(reaccions d’hidrdlisi), utilitzant com a patrons en aquest cas, els productes de
reaccid corresponents a cada assaig.

A la Taula 9 es presenten les diferents reaccions catalitzades per R. oryzae

gue es van assajar.
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Taula 9. Reaccions assajades per a la monitoritzacio de I’activitat lipasica del miceli
liofilitzat de R. oryzae.

L . Volum M?SS‘?‘de .
Reaccié Reactius i proporcions Dissolvent total miceli de Cond|C|ons de
molars R. oryzae Reaccio
(mL)
(mg)
. 40°C /30 min
.. | Acid palmitic:isopropanol 40°C/1h
Esterificacio 11 TBME 0,5 15 mg 40°C /2 h
40°C/6h
. 40°C /30 min
. fas o]
Esterificacié Acid palmltllcf.isopropanol Hexa 0,5 15 mg 28 Og ; ; E
40°C/6h
e Acid palmitic:1-propanol R 40°C /15 min
Esterificacio 1_i Hexa 0,5 15 mg 40 °C /30 min
: 40°C/ 1h
- - 40°C /5 min
Esterificacio Acid palmltl@il-propanol Hexa 1 15 mg 40°C /10 min
| 40°C /30 min
Esterificacié Acid palmitic:1-propanol TBME 05 150mg 40°C /5 min
sterificacio 11 ; M3 | 400C /15 min
15 mg
Esterificacia Acid palmitic:1-propanol S mg** 40 °C /5 min
sterificacio 11 TBME 0,5 10 mg 40 °C / 15 min
15 mg*
. 5mg .
g . ,. . Acetona:H20 40°C /10 min
Hidrolisi Palmitat d’isopropil 11 1 10 mg 40 °C / 30 min
15 mg
o . . 5 mg 40 °C / 10 min
Hidrolisi** Estearat de metil Hexa 1 10 mg 40 °C / 30 min
15 mg
40°C /5 min
5mg 40°C /15 min
Hidrolisi** Estearat de metil tert-Butanol 0,5 10 mg 40°C /30 min
15 mg 40 °C / 45 min
40°C/1h
*Agitacio prévia del miceli amb la solucié d’acid palmitic durant 15 min a 40 °C
**Addicié de 5 pyL de H20 per a portar a terme la hidrolisi
4.4.1.2. Monitoritzacio de [I'activitat lipasica de miceli

liofilitzat de Rhizopus oryzae.

Un cop escollida la reaccié per al seguiment de I'activitat lipasica (Figura 15),
es va produir un nou lot de miceli de R. oryzae per tal de fer-ne el seguiment
durant 20 mesos.

CH;  O—CH,
+

No

R.oryzae
40°C,1h

o

*+  H,C—OH

Figura 15. Reacci6 per a la monitoritzacié de I'activitat lipasica de R. oryzae.
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Per a la reaccio (Figura 15), es barregen en un vial Eppendorf 500 uL de
solucié d’estearat de metil 167,5 mM en tert-butanol amb 10 mg de miceli
liofilitzat de R. oryzae, 20 uL de trideca (estandard intern) i 5 yL de H20. El vial
s’introdueix en un bloc agitador Thermomixer, on es manté a 40 °C, durant 1 h,
amb agitacid a 1400 rpm. Un cop acabat el temps de reaccio, es filtren els
productes de reaccio i les mostres es conserven a temperatura de congelacio
en atmosfera saturada de N2 fins a la seva analisi. El seguiment de la reacci6
es va fer durant 20 mesos, amb un assaig d’activitat cada 2 mesos. Els
productes de reaccio van ser analitzats per cromatografia de gasos segons els
metode de l'apartat 4.5.5, utilitzant acid estearic com a patro.

4.4.2.0btencio dels esters de solketal i glicidol dels acids
grassos continguts a les llavors de soja i sesam
catalitzada per miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae en
absencia de solvent.

4.4.2.1. Hidrolisi dels triglicerids i esterificaci6 amb
solketal o glicidol dels acids grassos de les llavors de
soja i sesam catalitzada per miceli liofilitzat de
Rhizopus oryzae.

Es van realitzar uns experiments per a la hidrolisi i esterificacié en una sola
etapa dels acids grassos continguts en les llavors, utilitzant com a catalitzador
el miceli liofilitzat de R. oryzae en absencia de solvent (Figura 16). Es van
assajar dues maneres d’addicionar l'alcohol (en una Unica addicié o de forma
fraccionada) per a la optimitzacié de la barreja dels reactius.

FA CHz
o~ O% %
o . CH, R. oryzae CH, .
~ 3 o)
FA OOC
(e}
FA oH

O—FA

R. oryzae
\>\/ y 3 T>\/O_FA * Hoﬁ/\OH
0°C
OH

F|gura 16. Reacci6 d'hidrolisi i esterificacié dels acids grassos de soja i sesam amb els
alcohols solketal i glicidol, catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae. Els temps de
reaccié assajats estan en funcié de la manera com s’addiciona I'alcohol (en un sol
moment o fraccionada).
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4.4.2.1.1. Addicio de I’alcohol en un sol moment.

Dins d’'un tub Eppendorf es van introduir 120 mg de llavor triturada i 12 mg
de miceli de R. oryzae. Després d’'una homogeneitzacié d’1 min amb vortex a la
maxima poténcia, el tub va ser introduit en un agitador Thermomixer, programat
per mantenir la temperatura a 50 °C i l‘agitaci6 a 1400 rpm durant tota la
reaccio.

Donada per iniciada la hidrolisi de triglicerids, aguesta es va mantenir durant
diferents temps, 0, 4, 151 24 h, abans d’addicionar 20 pL de I'alcohol (solketal o
glicidol) amb una bomba de perfusié (Harvard Apparatus Model 11 Single
Syringe 55-1199) a un flux de 2 pL/min. El temps de reacci6 total va ser, en tots
el casos, de 96 h.

Una vegada finalitzada la reaccio, I'extraccio dels productes es va dur a
terme mitjangant I'addicié d’1 mL d’hexa i mantenint I'agitacié a 1400 rpm i la
temperatura a 50 °C durant 20 min, filtrant posteriorment I'extracte. Els
extractes i els residus solids van ser conservats per separat a temperatura de
congelacio per a lanalisi dels productes de reaccid (apartat 4.5.3). La
determinacié del contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol tant dels extractes de
reaccio com dels residus solids es va fer segons el métode cromatografic de
'apartat 4.5.1.

4.4.2.1.2. Addicio fraccionada de I’alcohol.

Es van introduir 120 mg de llavor triturada i 12 mg de miceli de R. oryzae
dins d’'un tub Eppendorf i es va homogeneitzar la barreja durant 1 min en un
vortex a la maxima poténcia d’agitacio.

La reaccié d’hidrolisi de triglicérids es va donar per comengada amb la
introduccié del tub en un Thermomixer, programat per mantenir la temperatura
a 50 °C i I'agitacio a 1400 rpm, i es va mantenir durant diferents temps (0, 4, 15
i 24 h) abans d’iniciar I'addicié de I'alcohol.

En aquest cas, la fase d'esterificaci6 es va fer addicionant de forma
fraccionada I'alcohol (solketal o glicidol), amb una bomba de perfusié (Harvard
Apparatus Model 11 Single Syringe 55-1199) i a un flux de 2 pL/min. Es van
realitzar 5 addicions de 4 pyL d’alcohol, amb una agitacié d’1 min amb vortex a
la maxima potencia després de cada addicio. El temps total d’'esterificacié va
ser de 6 0 96 h en el cas del solketal i de 6, 24 0 96 h per al glicidol.

L’extraccié dels productes de reaccié es va fer amb I'addicié d’1 mL d’hexa
al tub, mantenint I'agitacié a 1400 rpm i la temperatura a 50 °C durant 20 min,
per despres filtrar 'extracte i dur a terme una segona extraccié del solid amb el
mateix volum d’hexa i en les mateixes condicions d’agitacio i temperatura. En
cada cas, els extractes es van ajuntar i van ser conservats, a temperatura de
congelacio, de la mateixa manera que el residu solid, per a l'analisi dels
productes de reaccid (apartat 4.5.3). La determinacié del contingut d’alfa,
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gamma i delta-tocoferol tant dels extractes de reaccié com dels residus solids
es va fer segons el métode cromatografic de I'apartat 4.5.1.

4.4.2.2. Hidrolisi dels triglicerids de soja i sésam
catalitzada per miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

Es va optimitzar el procés d’hidrolisi de triglicérids de soja i seésam catalitzat
per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de dissolvent, buscant les
condicions de temps i temperatura adients per un maxim rendiment de reaccio.
A més, es van assajar diferents alternatives d’homogeneitzacié prévia de la
barreja del miceli amb la llavor triturada (Figura 17).

R. oryzae
O\FA * 3 H,0 = 3 FFA T HO/\ﬁOH
40 °C, 50 °C / 15, 24,

39i48h OH

O

\FA

Figura 17. Reacci6 i condicions assajades de la hidrolisi de triglicérids de soja i sésam
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae. FA: acid gras; FFA: acid gras lliure.

Dins d’'un tub Eppendorf, es van introduir 120 mg de llavor triturada
conjuntament amb 12 mg de miceli liofilitzat de R. oryzae. Es van assajar dos
tipus d’homogeneitzaciéo prévia de la barreja, amb un testimoni on no es
donava aquesta etapa:

- Homogeneitzacio previa amb vortex: El vial de reaccié es sotmet a
una agitacié amb vortex a la maxima potencia durant 1 min.

- Homogeneitzacio prévia amb ultrasons: El vial de reaccié s’introdueix
a un bany d’ultrasons durant 20 min.

Després d’aquesta homogeneitzacié prévia, el tub va ser introduit a un
agitador Thermomixer, que es va mantenir en agitacié a 1400 rpm. Es van
assajar dues temperatures: 40 i 50 °C i diferents temps de reacci6: 15, 24, 39 i
48 h.

L’extraccié dels productes de reaccié es va realitzar amb I'addicié d’1 mL
d’hexa, mantenint, durant 20 min, lagitaci6 a 1400 rpm i la temperatura
determinada per I'assaig. Es va dur a terme una reextraccio dels productes de
reaccié amb 1 mL més d’hexa en les mateixes condicions que la primera. Tots
dos extractes es van ajuntar i van ser conservats a temperatura de congelacié.
L’analisi dels productes de reaccio es va fer segons el métode cromatografic de
'apartat 4.5.2.
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4.4.3.Desproteccio de I'1,2 acetonid d’ésters de solketal
d’acids grassos.

4.4.3.1. Desenvolupament d’'un meétode assistit per
microones.

Es va desenvolupar un metode per a la obtenci6 de monoglicérids
mitjangant la desproteccido dels ésters de solketal d’acids grassos amb
escalfament per microones, donat que alguns estudis reporten alts rendiments
de reacci6 amb un escurcament dels temps de reacci6 amb aquest tipus
d’escalfament per a reaccions d’obertura d’epoxids (Garcia-Vidal et al., 2006;
Ollevier and Nadeau, 2008).

La metodologia per a la desproteccio dels ésters de solketal d’acids grassos
mitjangant microones consisteix, en tots els casos, en la barreja dels reactius
(30 mg d’éster de solketal de I'acid gras o de barreja d’acids grassos i la resta
de components de la barreja segons la proporcié, molar o en massa, indicada)
en un vial de sintesi per a microones, I'aplicacio del tractament i I'extraccié dels
productes de reaccié amb 2 mL de TBME o de cloroform, filtrats a través d’un
tub de filtracié equipat amb un filtre de cel-lulosa. Els extractes obtinguts van
ser conservats en atmosfera de nitrogen a temperatura de congelacio.

Els productes de reaccio van ser analitzats mitjangant GC-MS, GC-FID i
RMN (apartats 4.5.4, 4.5.714.5.8).

4.4.3.1.1. Proves preliminars.

4.4.3.1.1.1. Estudi de desproteccié usant aigua com a
dissolvent.

Es va fer servir I'éster de solketal de I'acid palmitic com a model
per a la desproteccio de I'anell d’ésters de solketal d’acids grassos que
permeti obtenir I'1-monoglicérid corresponent (Figura 18).

Les primeres proves es van realitzar utilitzant H2O com a
dissolvent i els acids trifluoroaceétic, clorhidric i acétic com a catalitzadors.
Es van assajar diferents combinacions de reactius, temperatura i temps
de reacci6 (Taula 10).
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Figura 18. Reacci6 de desproteccié de |'éster de solketal de I'acid palmitic mitjancant
microones (proves preliminars) per a I'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant aigua o
etanol com a dissolvent. Els diferents catalitzadors assajats, aixi com les proporcions,
temperatures i temps de reacci6 estan indicades a la Taula 10i la Taula 11.

CHj

Es van realitzar dos blancs de reaccio: I'ester, en abséncia de cap
altre compost, va ser sotmés a dos tractaments d’escalfament per
microones de 15 min de durada, a 120 °C i 80 °C respectivament.

Taula 10. Condicions de les proves preliminars per a la desproteccio de I’'1,2 acetonid de
I'éster de solketal de I'acid palmitic mitjangant escalfament amb microones i utilitzant
H,O com a dissolvent. Les proporcions molars s’indiquen respecte 1 mol d’éster de
solketal de Il'acid palmitic. Per a tots els casos, la maxima poténcia assolible de
microones és de 300 W, la pressié maxima esta fixada a 250 psi i el temps de larampa de
temperatura programada és de 20 s.

Catalitzador

Proporcié molar

d’H,0 Compost ] Relgcié molar Condicions
ester:catalitzador
70 ) 1:0 80 °C, 15 min
70 . 1:0 120 °C, 15min
3 1:0 80 °C, 15 min
3 1:0 120 °C, 15min
3 . 1:0 175 °C, 15 min
3 TFA 1:0,1 80 °C, 15 min
3 TFA 1:0,1 120 °C, 15min
3 TFA 1:0,1 175 °C, 15 min
3 HCI 1:0,1 80 °C, 15 min
3 HCI 1:.0,1 120 °C, 15min
3 HCI 1:0,1 175 °C, 15 min
3 CH3COOH 1:.0,1 80 °C, 15 min
3 CH3COOH 1.0,1 120 °C, 15 min

4.4.3.1.1.2. Estudi de desproteccioé usant etanol com
a dissolvent.

La mateixa reaccid de desproteccio de I'ester de solketal de I'acid
palmitic de l'apartat anterior es va estudiar utilitzant etanol com a
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dissolvent (Figura 18). En les proves preliminars realitzades es van
assajar els mateixos acids que en el cas anterior, en les condicions
indicades a la Taula 11:

Taula 11. Condicions i proporcions de les proves prévies per a la desproteccié de I'1,2
acetonid de I'eéster de solketal de I’acid palmitic mitjangant microones amb etanol com a
dissolvent. Les proporcions molars s’indiquen respecte 1 mol d’éster de solketal de
I'acid palmitic. Per a tots els casos, la maxima poténcia assolible de microones és de 300
W, la pressi6 maxima esta fixada a 250 psi i el temps de la rampa de temperatura
programada és de 20 s.
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Proporcié molar

Catalitzador

de CHaCH,OH Compost ] Rellacié molar Condicions
ester:catalitzador
1 1:0 80 °C, 15 min
1 1:0 120 °C, 15min
3 1:0 80 °C, 15 min
3 . 1:0 120 °C, 15min
3 TFA 1:0,2 80 °C, 15 min
3 TFA 1:0,2 120 °C, 15min
3 TFA 1.0,1 120 °C, 15min
3 TFA 1:.0,1 175 °C, 15 min
3 HCI 1:.0,1 80 °C, 15 min
3 HCI 1:.0,1 120 °C, 15min
3 HCI 1:0,1 175 °C, 15 min
3 CH3COOH 1:0,1 80 °C, 15 min
3 CH3COOH 1:0,1 120 °C, 15 min

4.4.3.1.1.3. Estudi de desprotecci6 amb resina de
bescanvi ionic.

4431.1.3.1. Activacio de laresina de bescanvi
ionic IR120Na.

Es va assajar la desproteccid de I'éster de solketal de l'acid
palmitic fent servir com a catalitzador la resina de bescanvi ionic
IR120Na (Amberlite IR-120Na, Carlo Erba) donat que els protons de la
superficie d’aquesta resina es va demostrar que eren capagos de
degradar l'anell d'oxira d’olis vegetals epoxidats (Campanella and
Baltanas, 2007).

Préviament, va ser necessaria l'activacié de la resina per tal
d’utilitzar-la en la seva forma acida: es va fer passar 10 mL de HCI 2M
per un pes aproximat de 1 g de resina dins d’un tub de filtracié equipat
amb un filtre de cel-lulosa. Seguidament es va fer passar H20 fins a
detectar pH neutre a la sortida amb I'ajut de paper indicador de pH. Un
cop activada, va ser assecada durant 12 h mitjancant bomba de buit en
preséncia de P20s.
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443.1.1.3.2. Proves preliminars amb resina de
bescanvi ionic IR120Na com a catalitzador.

Utilitzant els mateixos dissolvents que a la resta de proves
preliminars, es van assajar diferents temps de reaccio, temperatures i
diferents proporcions de resina IR120Na per a la desproteccio de I'éster
de solketal de I'acid palmitic (Figura 19).

CHj,

ﬁ
IR120Na | OH

(0]
_—
Microones ©
(0]
H3C% HO
(@)
H,C

Figura 19. Reaccio de desproteccid de I'ester de solketal de I'acid palmitic mitjancant
microones per a I’'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant aigua o etanol com a dissolvent i
catalitzada per la resina IR120Na. Les proporcions, temperatures i temps de reaccio
assajats estan indicades a la Taula 12.

Les diferents condicions assajades es troben a la Taula 12.

Taula 12. Relacions molars i en pes i condicions (temperatura, temps) assajades en les
proves preliminars de desproteccié de de I'1,2 acetonid de I'éster de solketal de I'acid
palmitic mitjangant escalfament amb microones amb diferents dissolvents. Per a tots els
casos, la maxima poténcia assolible de microones és de 300 W, la pressié maxima esta
fixada a 250 psi i el temps de la rampa de temperatura programada és de 20 s.

Dissolvent \ e ProporC|.o . Condicions
ester:dissolvent:resina (*)
1:3:1 80 °C, 15 min
1:3:1 120 °C, 15 min
1:3:1 80 °C, 30 min
1:3:1 50 °C, 15 min
H.0 1:3:1 90 °C, 15 min
1:3:1 70 °C, 15 min
1:3:1 75 °C, 15 min
1:3:1 85 °C, 15 min
1:3:2 85 °C, 15 min
1:3:3 85 °C, 15 min
1:3:1 80 °C, 15 min
CHsCHAOH 1:3:1 120 °C, 15 min

(*)Proporcio molar de dissolvent i en pes de resina respecte I'éster de solketal.
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4.4.3.1.1.4. Estudi de desproteccié utilitzant diferents
alcohols i resina de bescanvi ionic IR-120Na.

Donat que alguns estudis indiquen la possibilitat d'utilitzacid
d’alcohols en medi acid per a I'obertura d’epoxids (Garcia-Vidal et al.,
2006; Mirkhani et al.,, 2003), es van assajar, amb una proporcio
ester:alcohol:resina IR120Na activada 1:3:1 (proporcié ester:alcohol
molar i éster:resina en pes), els seguents alcohols com a dissolvents:
metanol, etanol, isopropanol, 1-butanol, tert-butanol, 1-pentanol, 1-
hexanol, 1-heptanol i 1-decanol (Figura 20).

IR120Na, R-OH

o Microones, 15 min, 85 °C 0
mc%
(e]

Figura 20. Reaccio de desproteccié de I'ester de solketal de I'acid palmitic mitjancant
microones per a I'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant un alcohol com a dissolvent i
catalitzada per la resina IR120Na. Els alcohols assajats van ser: metanol, etanol,
isopropanol, 1-butanol, tert-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol i 1-decanol.

Les condicions assajades es troben a la Taula 13.

Taula 13. Relacions molars i en pes i condicions (temperatura, temps) assajades per a la
desproteccié de I'1,2 acetonid de I'éster de solketal de l'acid palmitic mitjangant
escalfament amb microones utilitzant diferents alcohols. Per a tots els casos, la maxima
potencia assolible de microones és de 300 W, la pressié maxima esta fixada a 250 psi i el
temps de la rampa de temperatura programada és de 20 s.

Proporcié
Alcohol ester:dissolvent:resina | Condicions
(*)

Metanol 1:3:1 85 °C, 15 min
Etanol 1:3:1 85 °C, 15 min
Isopropanol 1:3:1 85 °C, 15 min
1-butanol 1:3:1 85 °C, 15 min
tert-butanol 1:3:1 85 °C, 15 min
1-pentanol 1:3:1 85 °C, 15 min
1-hexanol 1:3:1 85 °C, 15 min
1-heptanol 1:3:1 85 °C, 15 min
1-decanol 1:3:1 85 °C, 15 min

(*) Proporcions molars de dissolvent i en pes de resina respecte I'éster de solketal.

56



Material i metodes

4.4.3.1.1.5. Estudi de desprotecci6 amb diferents
proporcions d’1-pentanol i resina de bescanvi
ionic IR120Na.

Es va escollir '1-pentanol per a la desproteccié de I'éster de
solketal de l'acid palmitic mitjancant escalfament amb microones en
presencia de la resina de bescanvi ionic IR120Na (Figura 21).

CH3 (0]
2 I
IR120Na, Pentanol

OH
) o
Microones, 85 °C
(0]
H3CW<
(e]

HO

HyC

Figura 21. Reaccio de desproteccié de I'ester de solketal de l'acid palmitic mitjangcant
microones per a I'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant pentanol com a dissolvent i
catalitzada per laresina IR120Na. Els temps de reaccio i les proporcions assajades estan
especificades ala Taula 14.

Es van assajar diferents proporcions de resina IR120Na i 1-
pentanol, aixi com diferents temps de reacci6 (Taula 14):

Taula 14. Relacions molars i en pes i condicions (temperatura, temps) assajades per a la
desproteccié de I'1,2 acetonid de I'éster de solketal de l'acid palmitic mitjangant
escalfament amb microones utilitzant 1-pentanol i resina IR120Na. Per a tots els casos, la
maxima poténcia assolible de microones és de 300 W, la pressi6 maxima esta fixada a
250 psi i el temps de larampa de temperatura programada és de 20 s.

Proporci6 éster:1-pentanol:resina (*) | Condicions
1:0:3 85 °C, 15 min
1:3:1 85 °C, 25 min
1:3:1 85 °C, 15 min

1:3:0,5 85 °C, 15 min
1:3:0,25 85 °C, 15 min
1:1:1 85 °C, 20 min
1:1:1 85 °C, 15 min
1:0,5:1 85 °C, 15 min
1:1:1,5 85 °C, 15 min
1:1:2 85 °C, 15 min
1:1:1 85 °C, 5 min
1:1:1 85 °C, 10 min

(*) Proporcié molar d’1-pentanol i en pes de resina respecte I’éster de solketal.
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4.4.3.1.1.6. Estudi de desproteccié6 amb diferents
proporcions d’1-pentanol i diferents resines
sulfoniques.

Es van assajar dues noves resines sulfoniques: una corresponent
a una nova remesa de la resina IR120Na (Amberlite IR-120Na, Carlo
Erba), en endavant esmentada com IR120Na-B i una altra amb la resina
IR120H (Amberlite IR-120 plus, Aldrich) presentada en la seva forma
acida. Es van comparar els seus comportaments respecte a la resina
IR120Na utilitzada en l'assaig anterior, en endavant esmentada com
IR120Na-A, per a la reaccio de desproteccio de I'ester de solketal de
I'acid palmitic (Taula 15).

Taula 15. Condicions i proporcions per a la desproteccié de I'1,2 acetonid de I’éster de
solketal de I'acid palmitic mitjangant microones amb 1-pentanol i resines sulfoniques.
Les proporcions molars s’indiquen respecte 1 mol d’éster de solketal de I'acid palmitic.
Les proporcions en pes indiquen la proporcié de massa de resina activada respecte la
massa d’éster inicial. Per a tots els casos, la maxima poténcia assolible de microones és
de 300 W, la pressié maxima esta fixada a 250 psi i el temps de la rampa de temperatura
programada és de 20 s.

58

Resina o : Condicions

IR120H Plus 1:1:1 85 °C, 15 min
IR120H Plus 1:3:1 85 °C, 5 min
IR120H Plus 1:3:1 85 °C, 10 min
IR120Na-B 1:0,5:1 85 °C, 15 min
IR120Na-B 1:1:1 85 °C, 15 min

(*) Proporcions molars d’1-pentanol i en pes de resina respecte I’éster de solketal.

Per tal d'observar 'efecte de la humitat i de fer més exhaustiva la
comparacio entre les dues resines en la seva forma de sal sodica (IR-
120Na de Carlo Erba, nova i antiga), nous lots de resina van ser activats
i assecats fins a pes constant a un dessecador amb connexiéo a una
bomba de buit i en preséncia de P20s. Les resines seques van ser
introduides a una cambra hermeética (dessecador) en presencia d’'un vas
de precipitats amb 150 mL de H20 durant diferents temps: 30 min, 1 h, 3
hi6 h.

Totes les mostres de les dues resines van ser utilitzades per a la
desproteccié de I'éster de solketal de l'acid palmitic en preséncia d’1-
pentanol amb el seglient tractament de microones:

Relacié molar ester:1-pentanol 1:1
Relacid en pes ester:resina activada 1:1
Temperatura: 85 °C

Temps: 15 min

Pressié maxima: 250 psi

Poténcia maxima: 300 W

Rampa de temperatura: 20 s
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4.4.3.1.1.7. Desproteccio de I’1,2 acetonid d’esters de
solketal d’acids grassos de cadena llarga en
presencia de tert-butanol i de la resina de
bescanvi ionic IR120Na mitjancant
escalfament per microones.

Amb una relacié molar d’éster:tert-butanol de 1:1 i una relaci6 en
pes esteriresina IR120Na activada de 1:1, i afegint trideca com a
estandard intern, es van desprotegir els ésters de solketal dels acids
lauric (C12:0), miristic (C14:0), palmitic (C16:0), estearic (C18:0) i oleic
(c18:1) (Figura 22).

CH
o 3

O

CH, H
(@]
IR120Na, tert-Butanol PaN OH
> R (@]
Microones, 85 °C, 15 min
(@] R
T HO
(@]

Figura 22. Reacci6é de desproteccio dels ésters de solketal de I'acid palmitic mitjancant
microones per a I'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant tert-butanol com a dissolvent i
catalitzada per laresina IR120Na. R: C11:0, C13:0, C15:0, C17:0i C17:1.

Les condicions del tractament amb microones van ser:

Temperatura: 85 °C

Temps: 15 min

Pressié maxima: 250 psi
Potencia maxima: 300 W
Rampa de temperatura: 20 s

4.4.3.2. Metodes d’escalfament convencional.

La metodologia per a la desproteccio dels ésters de solketal d’acids grassos
mitjangant escalfament convencional consisteix, en tots els casos, en la barreja
dels reactius (30 mg d’éster de solketal de l'acid palmitic, la resta de
components de la barreja segons la proporcié, molar o en pes, indicada) en un
vial de reaccio i I'aplicacié de la temperatura de reaccido amb agitacié constant
durant el temps de reacci6 indicat en cada cas. Els productes de reacci6 van
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ser extrets amb 2 mL de TBME o de cloroform, filtrats a través d’'un tub de
filtracié equipat amb un filtre de cel-lulosa i conservats en atmosfera de nitrogen
a temperatura de congelacio.

Els productes de reacciéo van ser analitzats mitjancant GC-MS, GC-FID |

RMN (apartats 4.5.4, 4.5.7 1 4.5.8).

4.4.3.2.1. Métodes de referéncia.

Per tal de comparar els resultats obtinguts en la desproteccioé de
I'ester de solketal mitjancant escalfament per microones, amb altres
meétodes de desproteccid, es va fer una tria de condicions d’entre
diferents métodes d’escalfament convencional o d’abséncia
d’escalfament trobats a la bibliografia (Akoh, 1993; Bornscheuer and
Yamane, 1995; Halldorsson et al., 2004; Villeneuve et al., 1998). A la
Taula 16 es poden veure les alternatives escollides.

Taula 16. Méetodes i condicions seleccionats per a la desproteccié de I'1,2 acetonid
d’ésters de solketal amb escalfament convencional o a temperatura ambient.
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Halldorsson et al., 2004

Condicions
Reflux amb acid p-toluensulfonic i
tetrahidrofuran, 12 h

Meétode

Barreja amb acetonitril:HCI (aq) 1M 4:1

Villeneuve et al., 1998 vol/vol, 6 h, temperatura ambient

a) Acid trifluoroacétic 90 % (aquos), 10
min, temperatura ambient

Akoh, 1993 b) HCI 50 % (aquos), 1 h, 75 °C

¢) Acid formic 50 % (aquos), 1 h, 75 °C

d) HCI 10 % (aqués), 1 h, 75 °C

Bornscheuer et al., 1995

a) Acid boric i 2-metoxietanol, 70 °C

b) Solucio d'1 % de iode en metanol
(pes/volum), temperatura ambient

¢) HCI50 % (aqués), 1 h, 75°C

d) Acid trifluoroacétic 90 % (aquds), 10
min, temperatura ambient

La seleccio es va fer d’acord als resultats descrits per al rendiment
d’obtencié de monoglicérid en posicié 1 per a la desproteccié de I'ester
de solketal de I'acid palmitic. Es el cas dels metodes proposats per
Halldorsson (Halldorsson et al., 2004), Villeneuve (Villeneuve et al., 1998)
i Akoh (Akoh, 1993) (en aquest ultim cas, utilitzant I'alternativa descrita
amb acid trifluoroacétic aquos al 90 % a temperatura ambient). En el cas
del treball de Bornscheuer (Bornscheuer and Yamane, 1995) l'alternativa
gue presenta un millor resultat de rendiment utilitza també acid
trifluoroacetic aqués al 90 % durant 10 min a temperatura ambient. Com
gue les condicions coincideixen amb el treball anterior de Akoh, no es va
provar cap altre métode dels proposats per Bornscheuer.
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4.4.3.2.2. Desproteccio de I'1,2 acetonid de I'éster de solketal
de I'acid palmitic en preséncia d’1-pentanol i de la
resina de Dbescanvi ionic IR120Na mitjancant
escalfament convencional.

Es va traslladar el métode de desproteccidé d’ésters de solketal
amb microones a un escalfament convencional amb agitacio magnetica,
mantenint les mateixes proporcions de reactius (30 mg dester de
solketal de l'acid palmitic, proporci6 molar éster:1-pentanol 1:1 i
proporcié en pes ester:resina activada 1:1) i la mateixa temperatura, 85
°C, per a la desproteccio de I'éster de solketal de I'acid palmitic (Figura
23). Es van provar diferents temps de reaccio: 15 min, 30 min, 45 min,
1h, 2h, 6hi 24 h.

CH (¢]
2 "l
IR120Na, Pentanol

OH
85°C ©
O
H3C
o}

Figura 23. Esquema de la reaccid de desproteccioé de I'éster de solketal de I'acid palmitic
mitjangcant escalfament convencional per a l'obtencié d’1-monopalmitina, utilitzant
pentanol com a dissolvent i catalitzada per la resina IR120Na. Els temps de reacci6
assajats van ser: 15 min, 30 min, 45 min, 1 h,2h,6 h,i 24 h.

4.4.3.2.3. Desproteccio de I'1,2 acetonid d’ésters de solketal
d’acids grassos de cadena llarga en preséncia de tert-
butanol i de la resina de bescanvi ionic IR120Na
mitjancant escalfament convencional.

Un cop traslladada la reaccid de desproteccio de I'éster de
solketal de l'acid palmitic a escalfament convencional es va decidir
substituir I'1-pentanol per tert-butanol i es va assajar la reaccio
comparant entre portar-la a terme a vials oberts i tancats, amb agitacio
orbital (Thermomixer) en ambdds casos. També es van provar altres
temps de reaccio: 60, 75, 90, 105 i 120 min.

La temperatura va ser en tots els casos de 85 °C i es van
mantenir les proporcions utilitzades en els casos anteriors d’éster de
solketal de I'acid palmitic i de la resta de reactius (proporcidé molar
ester:tert-butanol 1:1 i proporcié en pes éster:resina activada 1:1).

Amb el temps de reacci6é optim determinat, i mantenint la resta de
condicions de reaccio, es van desprotegir els ésters de solketal dels
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acids lauric (C12:0), miristic (C14:0), palmitic (C16:0), estearic (C18:0) i
oleic (c18:1), afegint trideca com a estandard intern (Figura 24).

CH
o 3

(@)

CHg H
© IR120Na, tert-Butanol N OH
- R (@]
85 °C, 105 min
(@] R
T HO
(@)

Figura 24. Esquema de la reacci6 de desproteccié de I'1,2 acetonid dels ésters de
solketal de diferents acids grassos mitjangant escalfament convencional per a I’obtencio
d’1-monoglicérid, utilitzant tert-butanol com a dissolvent i la resina IR120Na com a
catalitzador. R: C11:0, C13:0, C15:0, C17:0i C17:1.

4.4.4.0btencio de monoglicérids a partir de llavor de soja.

Es va realitzar I'obtencié de monoglicerids a partir de llavor de soja
mitjancant dues etapes. Els productes de reaccid obtinguts després de totes
dues etapes van ser analitzats per GC (quantificacio, apartat 4.5.4), GC-MS
(confirmaci6 de productes, apartat 4.5.7) i RMN (confirmacio6 i quantificacié de
productes, apartat 4.5.8). També es van quantificar els tocoferols dels extractes
finals segons el métode de I'apartat 4.5.1.

4.4.4.1. 1la Etapa: Hidrolisi i esterificacié amb solketal dels
acids grassos de la llavors de soja catalitzada per
miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

La primera etapa va consistir en la esterificaci6 amb solketal dels acids
grassos de la soja mitjangant I'is de miceli liofilitzat de R. oryzae com a
biocatalitzador en abséncia de solvent. Aixd0 es va dur a terme segons la
metodologia descrita a I'apartat 4.4.2.1.2 (addici6 fraccionada de l'alcohol). Els
extractes organics obtinguts d’aquesta manera van ser evaporats per corrent
de nitrogen i assecats en bomba de buit en preséncia de P20s, Aquests
extractes van ser el material de partida per a la segona etapa de I'obtencié de
monoglicerids.

50 pL dels extractes, abans de ser evaporats, van ser diluits en hexa fins a
un volum total de 1 mL per a la seva analisi segons el métode de I'apartat 4.5.3.
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4.4.4.2. 2a Etapa: Reacci6é de desproteccio de I'M1,2
acetonid d’ésters de solketal d’acids grassos de llavor
de soja.

La segona etapa va consistir en la desproteccio dels esters de solketal dels
acids grassos de llavor de soja obtinguts a la primera etapa. Es van assajar tres
métodes d’escalfament convencional i un d’escalfament amb microones.

4.4.4.2.1. Reacci6 de desproteccié en presencia de tert-
butanol i de laresina de bescanvi ionic IR120Na.

A partir del material obtingut a la primera etapa, de pes conegut, i
suposant una esterificaci6 completa dels acids grassos de llavor de soja
amb solketal, es va afegir al vial una proporcié molar d’ésters:tert-butanol
1:1 i una proporcié en pes d’ésters:resina IR120Na activada 1:1, La
reaccié es va dur a terme amb escalfament convencional (durant 105
min a una temperatura de 85 °C amb agitacié constant i els vials de
reaccid oberts) i amb escalfament mitjancant microones (85 °C, 15 min,
pressié maxima 250 psi, poténcia maxima 300 W i rampa de temperatura
de 20 s).

4.4.4.2.2. Reaccio de desprotecci6 en preséncia d’acid
trifluoroacetic.

Es va adaptar el metode descrit per Akoh i Bornscheuer (Akoh,
1993; Bornscheuer and Yamane, 1995), que utilitza una solucié aguosa
d’acid trifluoroacetic 90%. Al material que prové de la primera etapa (30
mg) se li va afegir 500 uL de la solucié TFA 90%. La reacci6 es va donar
durant 10 min a temperatura ambient amb agitacié constant. Els
productes de reaccio es van extreure dues vegades amb 2 mL de TBME.
Aquest extracte organic va ser rentat 3 vegades amb un volum d’1 mL
d’H20 i es va assecar amb 0,1 g de MgSOs solid.

4.4.4.2.3. Reaccio de desproteccié en preséncia d’acetonitril i
acid clorhidric.

Es va adaptar el metode descrit per Villeneuve (Villeneuve et al.,
1998), que utilitza una solucié acetonitri:HCI (ag) 1M 4:1 vol/vol. Al
material que prové de la primera etapa (30 mg) se li va afegir 2 mL de
solucio acetonitril:HCI 1M 4:1 i es va mantenir la reaccié durant 6 h a
temperatura ambient amb agitacid constant. Un cop transcorregut el
temps de reaccid, es van afegir 15 mL d’'H20 i els productes es van
extreure tres vegades amb 10 mL d’éter dietilic que van ser ajuntats i
assecats amb 0,5 g de MgSOa solid. Es va filtrar al buit i I'éter va ser
evaporat a 900 mbar i 40 °C.
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4.5, Determinacions i metodes d’analisi instrumental.

4.5.1.Analisi de tocoferols (HPLC).

El métode d’analisi d’a-tocoferol, &-tocoferol i y-tocoferol per HPLC va ser el
de la norma europea prEN 12822:1999 E, amb una modificacié de la fase mobil
per tal de millorar la deteccio. Aquesta modificacié consisteix en I'addicié de a-
tocoferol a la fase mobil per tal de bloquejar els llocs d’'unié de la columna
susceptibles d’adsorbir els tocoferols de la mostra (Hewavitharana et al., 2004).

Fase Estacionaria: Lichrosorb® Si60, 5 yum, 250 mm x 4 mm

Fase Mobil: 4% 1,4-dioxa, 0,04% acid acétic i 0,02 mg/L a-tocoferol en hexa.
Flux:1,0 mL/min

Volum d’injeccié 10 pL

Detecci6: Fluorimeétrica, excitacié a 295 nm i emissiéo a 330 nm

45.1.1. Preparacio de mostres.

Extractes d’esterificacié6: 100 pL dels extractes obtinguts a la
esterificacié dels acids grassos de les llavors amb solketal o glicidol,
van ser diluits en 900 yL d’hexa per a la seva injeccio.

Residus d’esterificacié: 50 mg del residu solid resultant de la reaccio
d’esterificacio dels acids grassos de les llavors amb solketal o glicidol
van ser extrets amb 600 yL d’hexa en un vial Eppendorf durant 20
min i a 50 °C amb una agitaci6 de 1400 rpm dins d’'un agitador
Thermomixer. 100 pL d’aquest extracte filtrat van ser diluits en 900
ML d’hexa per a la seva injeccid.

Extractes de monoglicérids: 100 uL dels extractes obtinguts després
de la esterificaci6 amb solketal i de la desproteccid de l'anell de
solketal per a la obtencié de monoglicérids a partir dels acids grassos
de la llavor de soja, van ser diluits en 900 yuL d’hexa per a la seva
injeccio.

Extraccions de tocoferols de llavors: 100 pL de la solucié obtinguda a
'extraccié de tocoferols de llavors segons la norma europea prEN
12822:1999 E (apartat 4.2.1.3) van ser diluits en 900 pL d’hexa per a
la seva injeccio.

4.5.1.2. Preparaci6 de patrons.

A partir d'una solucid6 mare de 0,1 mg/mL de cada un dels patrons (a-
tocoferol, &-tocoferol i y-tocoferol) en hexa es prepara una solucié conjunta dels
tres patrons de concentracio 10 pg/mL.
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Es preparen dilucions de concentracions de 0,1, 0,5, 1, 1,5 2 pg/mL a partir
de la solucié patré conjunta. Als vials d’injeccié, 100 pL dels diferents nivells de
concentracié de patrons sén diluits amb 900 yL d’hexa. La quantificacio es
realitza mitjangant una recta patré o a partir de la seguent férmula:

o A VeVer
Ag; -m- Vs -1000

On:

p: Concentracio de a-, 6- o y-tocoferol en mg/100 g de mostra.

As: Es I'area del pic de a-, &- o y-tocoferol obtinguda amb la mostra.

Ast: Es l'area del pic de a-, &- o y-tocoferol obtinguda amb la solucié patré.
c: Es la concentracio de a-, 8- o y-tocoferol a la solucié patré (ug/mL).

m: Es la massa de la mostra (g).

Vst: Es el volum d'injeccié de la solucié patré (uL).

Vs: Es el volum d’injeccio de la mostra (uL).

V: Es el volum total de la solucié de mostra per a I'assaig (uL).

4.5.2.Analisi de triglicérids residuals d’hidrolisi (HPLC).

L’analisi dels triglicérids residuals després de la hidrolisi dels triglicérids de
llavors catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae (apartat 4.4.2.2) es va fer
mitjancant HPLC (Torres et al., 2003b). Les condicions d’analisi foren:

Fase estacionaria: Symmetry C18 Waters.

Dimensions de la columna: 150 mm x 3,9 mm

Fase mobil: Acetonitril + 0,1% acid trifluoroacétic (solvent A); Acetona
(solvent B).

Gradient: De 0-10 min, 0,28 mL/min (80% solvent A, 20% solvent B); de
10-27 min, 0,40 mL/min (50% solvent A, 50% solvent B); de 27-33 min, 1,5
mL/min (80% solvent A, 20% solvent B); de 33-40 min, 0,28 mL/min (80%
solvent A, 20% solvent B).

Temps d’analisi: 40 min

Temps de delay: 10 min

Volum d’injeccié: 10 uL

Deteccié: UV (A=210 nm) i ELSD (amplificacio senyal 400 A; temperatura
de nebulitzacié 30 °C; temperatura evaporacié 40 °C).

4.5.2.1. Preparacio de mostres.

Extractes d’hidrolisi: 100 pL dels extractes obtinguts a la hidrolisi dels
triglicérids de llavors catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae van
ser evaporats a sequedat i diluits fins a 1 mL amb acetona:acetonitril
(1:1) per a la seva injeccio.
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4.5.2.2. Preparacio de patrons.

La mateixa quantitat de llavor emprada per a la hidrolisi (120 mg) va ser
sotmesa a les mateixes condicions de tractament en abséncia de miceli durant
48 h. Tot seguit es van extreure els triglicerids amb dos volums d’'1 mL d’hexa
de la mateixa manera que les mostres. Considerant que en aquest extracte no
hi pot haver hidrolisi deguda a I'accié del miceli, el seu contingut en triglicérids
és considerat del 100%, tenint en compte que aquest és un percentatge relatiu.
A partir d’aquesta solucid, és possible la preparacié d’una recta patré amb
diferents continguts relatius de triglicérids (75%, 50%, 25%, 10% i 5% de
triglicerids).

100 pyL de cada una d’aquestes solucions van ser diluits fins a 1 mL amb
acetona:acetonitril (1:1) per a la seva injeccio.

4.5.3.Analisi d’ésters de solketal i glicidol d’acids grassos
(GC).

Per tal de quantificar, en bloc, el total d’ésters de solketal i glicidol formats a
la reaccié d’esterificacidé dels acids grassos de llavors amb aquests alcohols
(apartat 4.4.2.1), es va realitzar una analisi per cromatografia de gasos amb
patrons de palmitat de solketal i palmitat de glicidol, amb les seglents
condicions cromatografiques:

Cromatograf: FISONS GC8000, detector FID

Columna: Columna capil-lar DB-1 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Agilent
Technologies)

Gas portador: Hidrogen

Temperatura de l'injector: 250 °C

Split: 1:20

Rampa de temperatura: 50 °C per min, fins a 110 °C a 5 °C/min, fins a
260 °C a 10 °C/min i 260 °C per 14 min

Temperatura del detector: 300 °C

Estandard Intern: Trideca

De manera alternativa, els ésters de solketal i glicidol van ser analitzats amb
un altre sistema cromatografic (per a tots dos meétodes, la preparacié de
mostres i patrons va ser la mateixa):

Cromatograf: Agilent 7890A, detector FID

Columna: Columna capil-lar DB-1 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent
Technologies)

Gas portador: Hidrogen

Temperatura de l'injector: 280 °C

Split: 1:20

Rampa de temperatura: 50 °C per 5 min, fins a 110 °C a 5 °C/min i fins a
260 °C a 10 °C/min

Temperatura del detector: 250 °C

Estandard Intern: Trideca
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4.5.3.1. Preparacio de mostres.

Extractes d’esterificacio: 100 pL dels extractes obtinguts a
I'esterificacié dels acids grassos de llavors catalitzada per miceli
liofilitzat de R. oryzae van ser diluits en 900 pL d’hexa per a la seva
injeccio. Com a estandard intern, van ser afegits 10 puL de solucio de
trideca 18,75 mg/mL.

4.5.3.2. Preparacio de patrons.

A partir d’'una solucié mare d’ester de solketal o de glicidol de I'acid palmitic
de concentracié 10 mg/mL en hexa, es van preparar una série de dilucions amb
les seglients concentracions: 4, 2, 1, 0,75, 0,5, 0,251 0,1 mg/mL.

Per a la seva injeccid, 100 puL de cada una de les dilucions van ser rediluits
en 900 pyL d’hexa. Es van afegir 10 uL de solucié de trideca 18,75 mg/mL com
a estandard intern.

4.5.4.Analisi de monoglicerids (GC).

Els monoglicerids obtinguts de la desproteccio dels esters de solketal
d’acids grassos de soja (apartat 4.4.3) van ser analitzats amb el seguent
sistema cromatografic:

Cromatograf: Agilent 7890A, detector FID

Columna: Columna capil-lar DB-1 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent
Technologies)

Gas portador: Hidrogen

Temperatura de l'injector: 280 °C

Split: 1:20

Rampa de temperatura: 70 °C per 1 min i fins a 280 °C a 15 °C/min

Temperatura del detector: 280 °C

Estandard Intern: Trideca

De manera alternativa, es va utilitzar un altre sistema cromatografic:

Cromatograf: Agilent 7890A, detector FID

Columna: Columna capil-lar DB-1 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (Agilent
Technologies)

Gas portador: Hidrogen

Temperatura de l'injector: 280 °C

Split: 1:20
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Rampa de temperatura: 50 °C per 5 min, fins a 110 °C a 5 °C/min i fins a
260 °C a 10 °C/min

Temperatura del detector: 250 °C

Estandard Intern: Trideca

4.5.4.1. Preparacio de mostres.

La preparaci6 de les mostres va ser la mateixa per als dos meétodes
comentats anteriorment.

100 pL dels extractes obtinguts als apartats 4.4.3 i 4.4.4 van ser diluits en
900 uL de TBME o cloroform per a la seva injeccié. Com a estandard intern,
van ser afegits 10 pL de soluci6 de trideca 18,75 mg/mL en TBME o cloroform.

4.5.4.2. Preparacio de patrons.

La preparacidé de patrons es va realitzar a partir d’'una soluci6 mare d’1-
monopalmitina de 4,28 mg/mL en TBME o cloroform. Es va preparar una série
de dilucions de concentracions 1,61, 1,20, 0,77, 0,411 0,15 mg/mL. A cada una
de les dilucions es va afegir 10 pyL de soluci6 de trideca 18,75 mg/mL en TBME
o cloroform.

4.5.5. Analisi dels acids grassos majoritaris de les llavors
(GO).

Posteriorment a I'extraccié dels acids grassos de les llavors de sésam i soja
per a [lesterificaci6 amb resina PS-Carbodiimida (apartat 4.3.1), es van
quantificar els acids majoritaris, aixd és, I'acid palmitic, I'estearic, l'oleic i el
linoleic. EI métode cromatografic va ser el mateix que a I'apartat 4.5.3 i per a la
guantificacié es van tenir en compte els diferents factors de resposta dels
diferents acids grassos.

4.5.5.1. Preparacio de mostres.

Extractes d’esterificacié: 100 uL dels extractes obtinguts a I'extraccio
d’acids grassos de llavors de sésam i soja van ser derivatitzats amb
50 pL de BSTFA (N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) en
presencia de 500 pL de piridina durant 15 min a temperatura ambient
(modificacié del métode de derivatitzacié de (Foglia et al., 2004). 100
ML d’aquesta solucié d’acids grassos derivatitzats van ser diluits en
900 pL d’hexa i es van addicionar 10 pL de solucié de trideca 18,75
mg/mL com a estandard intern.
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4.5.5.2. Preparacio de patrons.

Partint d’'una soluci6 mare de 10 mg/mL d’acid palmitic en hexa, es va
preparar una seérie de dilucions de concentracions 1, 0,5, 0,25, 0,1 i 0,05 mg/mL.
100 pL de cada una de les dilucions van ser derivatitzats amb 50 uL de BSTFA
en preséncia de piridina durant 15 min a temperatura ambient. 100 pL
d’aquesta solucié van ser diluits en 900 pL d’hexa i com a estandard intern, es
van afegir 10 pL de soluci6 de trideca 18,75 mg/mL.

4.5.6.Perfils acidics (GC).

Els ésters metilics d’acids grassos de la llavor de soja (perfil acidic), aixi
com del miceli liofilitzat de R. oryzae obtinguts segons les metodologia dels
apartats 4.2.2.414.2.1.4 van ser analitzats per cromatografia de gasos:

Cromatograf: Trace 2000 series (ThermoQuest), detector FID

Columna: Columna capil-lar SP-2330 30 m x 0,25 mm x 0,20 pm
(Supelco)

Gas portador: Heli

Temperatura de I'injector: 250 °C

Split: 1:20

Rampa de temperatura: 120 °C per 1,5 min, fins a 185 °C a 25 °C/min,
fins a 205 °C a 5 °C/min, fins a 230 °C a 30 °C/min i 230 °C per 2 min.

Temperatura del detector: 250 °C

4.5.6.1. Preparacié de mostres.

Els extractes obtinguts als apartats 4.2.2.4 i 4.2.1.4 es dilueixen per a la
seva injecci6 al cromatograf: diluci6 1/3 amb hexa:eter dietilic (1:1) dels
extractes de soja i dilucié 1/10 amb hexa:eter dietilic (1:1) dels extractes de
miceli liofilitzat de R. oryzae.

4.5.6.2. Preparacio de patrons.

Es fa servir una solucié patré comercial d’ésters metilics d’acids grassos
(FAMESs) 10 mg/mL en diclorometa.

4.5.7.Confirmacié de productes per massa atomica (GC-
MS).

La confirmacié per espectrometria de masses dels productes de reaccid
dels apartats 4.3.2, 4.4.3 1 4.4.4 es va fer amb el seglent sistema analitic:

Cromatograf: Agilent 6890N, detector de masses 5973 MSD
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Columna: Columna capil-lar SGE BPX5 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
(Agilent Technologies)

Gas portador: Hidrogen

Temperatura de l'injector: 280 °C

Split: 1:20

Rampa de temperatura: 50 °C per 5 min, fins a 110 °C a 5 °C/min i fins a
260 °C a 10 °C/min

Temperatura d’interfase: 280 °C

4.5.7.1. Preparacio de mostres.

La preparacio de mostres per a la seva injeccié al cromatograf de gasos
acoblat a un espectrometre de masses és la mateixa que es fa amb les mostres
que s’analitzen al cromatograf de gasos amb deteccié FID per a cada un dels
productes analitzats (apartat 4.5.4).

4.5.8.Analisi quantitativa de monoglicerids (RMN).

Els monoglicérids productes de les reaccions dels apartats 4.4.3 i 4.4.4 van
ser quantificats mitjancant ressonancia magnetica nuclear. Per a la
caracteritzacié dels productes es va realitzar I'experiment de *H amb un pols de
45° i un temps de relaxacié d’1 s i per a la quantificacié dels monoglicérids a
través de la integracio de les arees corresponents als senyals caracteristics, es
va aplicar un pols de 30° i un temps de relaxacio de 5 s.

4.5.8.1. Preparacio de mostres.

200 pL dels extractes van ser evaporats amb corrent de N2 i acabats
d’assecar amb bomba de buit dins d'un dessecador en presencia de P20s,
Aquests extractes secs es redissolen en 1 mL de dissolucié 0,67 mg/mL d’1,4-
diclorobenzé en cloroform deuterat com a estandard intern.

4.5.9. Analisi d’ésters de solketal d’acids grassos (RMN).

Els ésters de solketal d’acids grassos sintetitzats a I'apartat 4.3.2 van ser
caracteritzats mitjancant ressonancia magnética nuclear. 20 mg de cada éster
de solketal van ser dissolts en 0,7 mL de cloroform deuterat i es van realitzar
els experiments de 'H i 13C amb un pols de 30 ° i un temps de relaxacié de 3 s.

45.10. Analisi estadistica de dades.

Les analisis estadistiques de les dades generades es van fer mitjancant el
programes de gestié de dades Microsoft Excel 2002 i SAS System for Windows
9,0.
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5.1. Material biologic.

5.1.1.Llavors de soja i sésam.

Es van caracteritzar les llavors de sésam i soja utilitzades per tal de tenir
ben definit el material vegetal de partida i coneixer els diferents parametres que
influencien en les transformacions quimioenzimatiques aplicades en aquest
estudi.

5.1.1.1. Determinacié de la humitat, matéria seca i greix
brut de les llavors de soja i sesam.

Es va determinar el contingut en humitat, matéria seca i contingut de greix
brut de les llavors utilitzades en aquest estudi. El contingut en humitat de les
llavors determinara la necessitat o no d’addicié d’aigua per a la hidrolisi dels
triglicérids catalitzada per la lipasa de R. oryzae. El contingut de matéria seca
ens dona informacié del pes sec de material vegetal de partida. Pel que fa al
contingut de greix brut, dona una idea de la quantitat de substrat lipidic sobre el
gual pot actuar la lipasa.

Les mostres que es van utilitzar per als experiments d’hidrolisi i esterificacid
dels acids grassos de les llavors amb solketal i glicidol, corresponen a un lot de
cada llavor (soja 1 i sesam). Aquests varen ser triturats mitjangant un moli amb
sistema de refrigeracid6 (IKA Analysenmihle A10). Per als experiments
d’obtencié de monoglicérids (hidrolisi, esterificacio amb solketal i desproteccio
de l'alcohol) es va utilitzar un sol lot de llavor de soja (soja 2, adquirida al
mateix establiment dos anys després de I'adquisicié de la llavor de soja 1) que
va ser triturat mitjancant un moli Cyclotec 1093 Sample Mill (FOSS). A la Taula
17 es presenten els resultats d’humitat, materia seca i greix brut de les llavors
de soja i sesam.

Taula 17. Humitat (n=3) i greix brut (n=5) de les llavors de soja i sésam. Resultats en
percentatge + desviaci6 estandard.

Sésam  Sojal Soja 2
Humitat (%) 6,06 + 0,37 9,88 + 0,02 8,34 + 0,07
Greix Brut (%) 4576 £+ 2,85 | 1455+0,13 | 21,46 + 0,20
Mateéria seca* (%) 93,94 90,12 91,66

*Matéria seca obtinguda per diferéncia entre el pes fresc i la humitat de la llavor

A partir del contingut de greix és possible predir el contingut d’aigua
necessaria per a la hidrolisi segons la reaccio general:

TGC +3H,0 — 3FFA +Glicerol

On:
TGC: Triglicerid.
FFA: Acid gras lliure.

Si als diferents experiments es parteix de 120 mg de llavor, amb els
percentatges de greix indicats a la Taula 17 (assumint I'error que suposa
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equiparar el contingut de greix amb el contingut de triglicérids) i considerant
com a pes molecular promig dels triglicerids 875 g/mol, son necessaris, per a la
hidrolisi dels triglicerids de soja 1, 1,26 mg d’aigua (aix0 és, un 1,05%) i per a
la hidrolisi dels triglicerids de sésam, 3,95 mg d’aigua (és a dir, un 3,29%). Per
a la hidrolisi dels triglicérids de soja 2 sén necessaris 1,59 mg d’aigua (1,32%).
Aixi, segons els resultats mostrats a la Taula 17, 'aigua no suposa un factor
limitant per a la reaccié d’hidrolisi per cap de les dues llavors.

5.1.1.2. Contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol de les
llavors de soja i sésam.

Donat que es pretén optimitzar el contingut de tocoferols a I'extracte final de
monoglicerids obtingut a partir de les llavors, es va determinar el contingut
inicial d’alfa, gamma i delta-tocoferols de les llavors de soja i sésam.

Els resultats de la determinacié de alfa, gamma i delta tocoferols de les
llavors de soja (11 2) i de sesam segons la norma europea prEN 12822:1999 E
es presenten a la Taula 18.

Taula 18. Resultats de la determinacidé d'alfa, gamma i delta-tocoferol a les llavors de
sojai sésam (mg/100 g llavor + desviacié estandard, n=3).

| a-Tocoferol = y-Tocoferol = &-Tocoferol

Soja 1 44,88 + 5,76 112,70 + 4,92 65,03 + 7,34
Soja 2 14,72 + 2,61 134,85 + 8,47 70,25 + 5,24
Sésam - 96,77 + 3,66 103,31 + 4,97

Per a la llavor de soja, els resultats de tots tres tocoferols es troben dintre
dels rangs dels estandards de composicio d’olis vegetals crus. En canvi, per a
la llavor de sesam, només el contingut de gamma-tocoferol es troba dins del
rang indicat, mentre que el contingut de delta-tocoferol es troba molt per sobre
del valor estandard segons el Codex Alimentarius (4-21 mg/kg) (Codex
Committee on Fats and Oils, 2005).

5.1.1.3. Perfil acidic de la llavor de soja i del miceli
liofilitzat de Rhizopus oryzae.

Es van determinar els perfils acidics de la llavor de soja i del miceli liofilitzat
de R. oryzae per tal de conéixer les diferents proporcions de cada un dels acids
grassos majoritaris dels materials biologics de partida per a l'obtencié dels
corresponents monoglicérids.

A la Taula 19 es troben els resultats de la determinacio del perfil acidic de
miceli liofilitzat de R. oryzae, aixi com dels perfils acidics de tots dos lots de
llavors de soja utilitzats. El perfil acidic de la llavor de sésam no es va
determinar degut a que les proves d'obtencié de monoglicérids es van limitar
finalment a les llavors de soja. De totes maneres I'acid oleic i I'acid linoleic sén
els dos acids predominants a la llavor de sesam amb percentatges propers al
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40% cada un. Els altres dos acids grassos que hi predominen son I'acid
palmitic (10%) i I'acid estearic (7%) (Kamal-Eldin and Appelgvist, 1996).

Taula 19. Perfil acidic de dos llavors de soja i de miceli liofilitzat de R. oryzae.

Acid Gras R. oryzae Soja 1l Soja 2
C10:0 n.d. 0,11 0,10
C12:0 0,87 3,21 3,18
C14.0 0,06 0,06 0,06
C15:0 0,04 n.d. n.d.
C15:1 n.d. 0,03 0,03
C16:0 7,78 10,86 10,88
Cil6:1 0,08 0,25 0,51
C17:0 0,05 0,12 0,14
Cl7:1 n.d. 0,15 0,07
C18:0 4,18 3,73 3,70

Cl8:1trans 0,03 0,18 0,17

C18:1cis 26,89 16,95 16,80
C18:2trans 0,02 0,08 0,07
C18:2cis 56,67 54,76 54,79
C20:0 0,31 0,29 0,30
C18:3 0,89 7,97 7,99
C20:1 0,19 0,13 0,14
C21:.0 0,05 0,07 0,07
C20:2 0,08 n.d. n.d.
C22:0 0,83 0,70 0,81
C22:1 n.d 0,09 n.d
C23:.0 0,05 0,08 0,06
C24.0 0,63 0,17 0,13
C24:1 0,03 n.d. n.d.
Desconegut 0,19 n.d. n.d.
100 100 100

Per a totes dues llavors de soja, els acids grassos majoritaris sén, per ordre
decreixent d’abundancia, I'acid linoleic, I'oleic, el palmitic i el linolénic. Destaca
el fet que el contingut en acids grassos insaturats és superior al 80% per a
totes dues llavors. Aquests resultats, aixi com els resultats del contingut d’alfa,
gamma i delta tocoferol, coincideixen amb les dades corresponents a la soja
dels estandards de composicio d’acids grassos d’olis vegetals crus del Codex
Alimentarius (Codex Committee on Fats and Oils, 2005). Pel que fa al perfil
acidic de la soja comparat amb el que s’ha trobat al miceli de R. oryzae es pot
observar una menor quantitat de la majoria d’acids menys en el cas dels acids
oleic (C18:1) i el lignoceric (C24:0), que presenten una major proporcio relativa
en el fong, i dels acids estearic (C18:0) i linoleic (C:18:2), amb una proporcié
molt similar entre I'oli de soja i el fong. Aquests resultats ens indiquen que en
les proves posteriors amb soja i miceli, les proporcions d’oleic i lignoceric ens
serviran com indicadors de possibles aportacions del miceli al resultat final de
les hidrolisi de soja.
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5.2. Material quimic.

5.2.1.Preparacié de patrons d’éster de solketal de les
llavors de soja i sesam.

Es va estudiar I'obtencid, per a les llavors de soja i seésam, d’'una barreja
dels seus acids grassos esterificats amb solketal i amb glicidol per ser utilitzada
com a patré per a la quantificacio dels ésters formats al procés d’hidrolisi i
esterificacié catalitzat per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de
dissolvent. Per fer-ho, es va realitzar una primera extraccié dels acids grassos
de les llavors i una posterior esterificaci6 amb resina PS-Carbodiimida, donat
gue estudis anteriors mostren I'aplicabilitat d’aquesta resina per a la sintesi
d’ésters d’'acids carboxilics (Llovera et al., 2005).

La reaccio d’esterificacio dels acids grassos de soja o sesam amb solketal o
glicidol en preséncia de la resina PS-Carbodiimida no va tenir lloc per a cap de
les dues llavors. Probablement, els acids grassos de cadena llarga, tenen un
impediment esteric per a la reacci6 amb aquesta resina, que si que catalitza
altres reaccions d’esterificacio amb acids carboxilics de cadena més curta amb
rendiments superiors al 50 % (Llovera et al., 2005).

5.2.2.Sintesi d’esters de solketal d’acids grassos de
cadena llarga.

Donat els perfils acidics determinats per a la llavor de soja i per al miceli
liofilitzat de R. oryzae, es va considerar necessaria la sintesi d’ésters de
solketal dels acids grassos majoritaris en tots dos materials de partida per tal
de fer-los servir com a reactius de partida a I'estudi de desproteccié d’ésters de
solketal d’acids grassos (apartat 4.3.2). Es van utilitzar dos metodes
d’escalfament per a la sintesi: microones (per a la sintesi de I'éster de solketal
de l'acid palmitic) i convencional (per a la sintesi dels esters de solketal dels
acids lauric, miristic, palmitic, estearic i oleic).

5.2.2.1. Metode assistit per microones.

Es va assajar un métode d’esterificacio catalitzada per lipasa comercial
(Novozyme) per a la preparacié de I'éster de solketal de 'acid palmitic amb
escalfament mitjangant microones, amb Il'objectiu d’escurgar els temps de
reacci6 respecte la sintesi mitjangant escalfament convencional. L’éster format,
palmitat de solketil, sera utilitzat com a model de reaccié a l'estudi de
desproteccio d’ésters de solketal d’acids grassos (apartat 4.4.3). Les condicions
de reaccio es troben descrites a I'apartat 4.3.2.1.

Amb les condicions emprades, el rendiment de reaccid promig va ser del

51,26 % (n=2). Aquest resultat mostra que és possible la preparacié enzimatica
d’ésters de solketal mitjancant escalfament amb microones a les condicions de
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reaccié assajades (2 h de reaccié a 60 °C, proporcié molar acid:alcohol 1:2)
amb rendiments moderats.

5.2.2.2. Metode amb escalfament convencional.

Encara que els resultats de I'apartat anterior mostren que és possible la
sintesi de I'éster de solketal de l'acid palmitic catalitzada per Novozyme amb
escalfament per microones, es va decidir emprar un meéetode d’escalfament
convencional tot i que aquest suposi un temps de reaccioé de 24 h, molt superior
a les 2 h del métode d’escalfament amb microones. Aquesta decisié va estar
motivada pel fet de que treballar amb microones fa que no es puguin emprar
grans quantitats de reactius degut a la mida del receptacle per als vials de
laparell de microones. Aixi, es va utilitzar un métode d’escalfament
convencional per a la preparacié enzimatica d’éster de solketal de I'acid
palmitic (per ser utilitzats com a model de reaccidé a I'estudi de desproteccio
d’ésters de solketal d’acids grassos als experiments de tot I'apartat 4.4.3) i
també dels esters de solketal dels acids lauric, miristic, palmitic, estearic i oleic
(per ser utilitzats com a model de reacci6 a I'estudi de desproteccio d’ésters de
solketal d’acids grassos als experiments dels apartats 4.4.3.1.1.7 1 4.4.3.2.3).

A la Taula 20 es presenten els rendiments de les reaccions de sintesi per
escalfament convencional dels éesters de solketal dels acids grassos: lauric
(C12:0), miristic (C14:0), palmitic (C16:0), estearic (C18:0) i oleic (C18:1).

Taula 20. Rendiments de les reaccions de sintesi
d'esters de solketal d'acids grassos catalitzada per
Novozyme. Condicions de reaccio6 60 °C, 24 h.

Rendiment de

Producte de partida Reaccio (%)

Acid Lauric (C12:0) 58,94%
Acid Miristic (C14:0) 64,32%
Acid Palmitic (C16:0) 55,44%
Acid Estearic (C18:0) 70,81%

Acid Oleic (C18:1) 42,23%

En general, els rendiments obtinguts sén moderats, amb un valor maxim de
70,81% de rendiment per a la sintesi d’éster de solketal de I'acid estearic. El
valor de rendiment minim correspon a la sintesi de I'éster de solketal de I'acid
oleic (42,23%). Aquest rendiment pot ser degut a que és l'unic acid gras que
presenta insaturacions i, amb les condicions emprades, aix0 impliqui una
menor selectivitat de I'enzim respecte la resta d’acids grassos saturats.

Respecte la sintesi d’éster de solketal de [l'acid palmitic mitjancant
escalfament amb microones, el resultat trobat amb un escalfament
convencional és practicament el mateix.

Les caracteritzacions dels productes mitjancant RMN (*H i *3C) segons el
procediment descrit a 'apartat 4.5.9 reporten els seglents resultats:
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Espectres de proté (*H):

Ester de solketal de I'acid lauric:

'H RMN (400 MHz, CDCI3) & ppm 0,88 (t, J=7,03 Hz, 3 H) 1,18 - 1,35 (m, 16 H)
1,37 (s, 3H) 1,43 (s, 3H) 1,53 - 1,69 (m, 2 H) 2,33 (t, J=7,42 Hz, 2 H) 3,73 (dd,
J=8,60, 6,25 Hz, 1 H) 4,04 - 4,11 (m, 2 H) 4,16 (dd, J=11,33, 4,69 Hz, 1 H) 4,27
- 4,34 (m, 1 H).

Ester de solketal de I'acid miristic:

1H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 0,87 (d, J=7,03 Hz, 3 H) 1,16 - 1,34 (m, 20 H)
1,36 (s, 3 H) 1,42 (s, 3 H) 1,54 - 1,69 (m, 2 H) 2,32 (t, J=7,42 Hz, 2 H) 3,68 -
3,75 (m, 1 H) 4,03 - 4,10 (m, 2 H) 4,15 (dd, J=11,33, 4,69 Hz, 1 H) 4,26 - 4,33
(m, 1 H).

Ester de solketal de I'acid palmitic:

IH RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 0,87 (t, J=6,85 Hz, 3 H) 1,17 - 1,35 (m, 28 H)
1,37 (s, 3H) 1,43 (s, 3H) 1,53 - 1,70 (m, 2 H) 2,33 (t, J=7,57 Hz, 2 H) 3,73 (dd,
J=8,61, 6,25 Hz, 1 H) 4,04 - 4,12 (m, 2 H) 4,16 (dd, J=6,64, 4,69 Hz, 1 H) 4,27 -
4,36 (m, 1 H).

Ester de solketal de I'acid estearic:

'H RMN (400 MHz, CDCI3) & ppm 0,87 (t, J=6,85 Hz, 3 H) 1,17 - 1,35 (m, 28 H)
1,37 (s, 3H) 1,43 (s, 3 H) 1,53 - 1,70 (m, 2 H) 2,33 (t, J=7,57 Hz, 2 H) 3,73 (dd,
J=8,61, 6,25 Hz, 1 H) 4,04 - 4,12 (m, 2 H) 4,16 (dd, J=6,64, 4,69 Hz, 1 H) 4,27 -
4,36 (m, 1 H).

Ester de solketal de I'acid oleic:

IH RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 0,87 (t, J=7,03 Hz, 3 H) 1,09 - 1,36 (m, 24 H)
1,36 (s, 3 H) 1,43 (s, 3 H) 1,52 - 1,72 (m, 2 H) 2,32 (t, J=7,42 Hz, 2 H) 3,73 (dd,
J=8,60, 6,25 Hz, 1 H) 4,04 - 4,11 (m, 2 H) 4,16 (dd, J=11,33, 4,69 Hz, 1 H) 4,20
- 4,36 (m, 1 H) 5,23 - 5,40 (m, 2 H).

Espectres de carboni (*3C):

Ester de solketal de I'acid lauric:

13C RMN (101 MHz, CDCls) & ppm 14,08 (s, 1 CHs) 22,66 (s, 1 CHz) 24,88 (s, 1
CHs) 25,38 (s, 1 CH2) 26,67 (s, 1 CHa) 29,10 (s, 1 CHz) 29,22 (s, 1 CHz) 29,30
(s, 1 CH2) 29,43 (s, 1 CH2) 29,57 (s, 2 CH2) 31,89 (s, 1 CHz) 34,10 (s, 1 CHy)
64,50 (s, 1 CH2) 66,34 (s, 1 CHz) 73,65 (s, 1 CH) 109,81 (s, 1 C) 173,65 (s, 1 C).

Ester de solketal de I'acid miristic:

13C RMN (101 MHz, CDClI3) d ppm 14,08 (s, 1 CHs) 22,66 (s, 1 CH2) 24,87 (s, 1
CHs) 25,37 (s, 1 CH2) 26,66 (s, 1 CHs) 29,10 (s, 1 CH2) 29,22 (s, 1 CH2) 29,32
(s, 1 CH2) 29,42 (s, 1 CH2) 29,57 (s, 1 CH2) 29,62 (s, 1 CH>) 29,64 (s, 2 CH>)
31,89 (s, 1 CH2) 34,09 (s, 1 CH2) 64,48 (s, 1 CH2) 66,34 (s, 1 CH2) 73,65 (s, 1
CH) 109,78 (s, 1 C) 173,60 (s, 1 C).

Ester de solketal de I'acid palmitic:

13C RMN (101 MHz, CDCl3) & ppm 14,11 (s, 1 CHs) 22,68 (s, 1 CH>) 24,89 (s, 1
CHs) 25,39 (s, 1 CHz) 26,67 (s, 1 CHs) 29,10 (s, 1 CH2) 29,23 (s, 1 CH2) 29,34
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(s, 1 CH2) 29,44 (s, 1 CH2) 29,57 (s, 1 CH2) 29,63 (s, 1 CH2) 29,65 (s, 1 CHy)
29,67 (s, 3 CH2) 31,91 (s, 1 CH2) 34,10 (s, 1 CH») 64,50 (s, 1 CH2) 66,34 (s, 1
CH2) 73,65 (s, 1 CH) 109,80 (s, 1 C) 173,64 (s, 1 C).

Ester de solketal de I'acid estearic:

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & ppm 14,10 (s, 1 CH3) 22,68 (s, 1 CH>) 24,88 (s, 1
CHs) 25,38 (s, 1 CH2) 26,67 (s, 1 CHs) 29,10 (s, 1 CH2) 29,23 (s, 1 CH2) 29,34
(s, 1 CH2) 29,44 (s, 1 CH2) 29,57 (s, 1 CH2) 29,62 (s, 1 CH2) 29,64 (s, 1 CH>)
29,68 (s, 5 CH2) 31,91 (s, 1 CH2) 34,10 (s, 1 CH2) 64,50 (s, 1 CH2) 66,34 (s, 1
CH2) 73,65 (s, 1 CH) 109,79 (s, 1 C) 173,62 (s, 1 C).

Ester de solketal de I'acid oleic:

13C RMN (101 MHz, CDClI3) d ppm 14,08 (s, 1 CH3) 22,66 (s, 1 CH>) 24,86 (s, 1
CHs) 25,37 (s, 1 CH2) 26,67 (s, 1 CHs) 27,15 (s, 1 CH2) 27,21 (s, 1 CH2) 29,03
(s, 1 CH2) 29,25 (s, 2 CH2) 29,31 (s, 1 CH?) 29,43 (s, 1 CH2) 29,50 (s, 1 CH2)
29,67 (s, 1 CH2) 29,74 (s, 1 CH2) 31,89 (s, 1 CH2) 34,10 (s, 1 CH2) 64,51 (s, 1
CH2) 66,33 (s, 1 CH2) 73,64 (s, 1 CH) 109,92 (s, 1 C) 129,80 (s, 1 CH) 130,09
(s, 1 CH) 173,69 (s, 1 C).

Els valors de desplagcaments obtinguts corresponen als valors de prediccié
obtinguts mitjancant les aplicacions HNMR i CNMR del software ACDLabs
(versid 9.0), i en el cas de I'éster de solketal de I'acid estearic, el valor per a
'experiment de 'H, coincideix també amb valors trobats a la bibliografia (Yu et
al., 2003).

5.3. Metodologies experimentals.

5.3.1.Monitoritzacié de [Iactivitat lipasica de Rhizopus
oryzae.

Pel fet de fer servir miceli liofilitzat de R. oryzae com a biocatalitzador, i no
una lipasa comercial estandarditzada, és previsible que existeixi una certa
variabilitat en l'activitat enzimatica entre diferents lots d’obtencié de miceli,
lligada principalment a la produccié de lipasa durant el cultiu del fong. Aquesta
variabilitat en l'activitat enzimatica de cultius de fongs pot ser deguda, per
exemple, a canvis en la velocitat d’agitacio del cultiu en creixement (Nahas,
1988), o als canvis en l'estructura secundaria de I'enzim induits pel procés de
liofilitzacio (Xiao et al., 2009). Es per aixd0 que es va fer necessari el
desenvolupament d’'un metode de determinacié de I'activitat lipasica que ens
permetés comparar I'estabilitat en el temps del miceli (en termes d’activitat
enzimatica) i el comportament de diferents lots de miceli cultivat de R. oryzae.

Tal i com s’explica a l'apartat 4.4.1, es va buscar una reaccidé enzimatica

model per ser utilitzada com a mesura de l'activitat enzimatica de miceli
liofilitzat de R. oryzae.
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5.3.1.1. Resultats de les proves preliminars.

Els resultats de les diferents reaccions d’esterificacié assajades a les proves
preliminars per a l'establiment d'una reacci6 que ens permeti determinar
I'activitat lipasica del miceli liofilitzat de R. oryzae es presenten a la Taula 21.

Taula 21. Rendiments de les reaccions d’esterificacié catalitzades per miceli liofilitzat de
R. oryzae assajades en les proves preliminars (promig + desviaci6 estandard de n=3). n.d.
= no detectat.

S Volum MQSS&_’{ de . .
Reactius i . miceli de Condicions Rendiment
- Dissolvent total i
proporcions molars (mL) R. oryzae de Reacci6 (%)
(mg)
40 °C /30 min 1,06 + 0,04
Acid palmitic:lsopropanol 40°C/1h 2,69 + 0,02
palmite: SoProP TBME 0,5 15 mg RETYET 5995001
40°C/6h 4,28 +£0,19
40 °C /30 min 4,34 +0,21
L o 40°C/1h .a.
Acid palmltllc:.llsopropanol Hexa 05 15 mg e 23
40°C/6h n.d.
. » 40°C/15min | 49,00 + 2,18
Acid pa'm'tl".:il'pmpa”c" Hexa 0,5 15 mg 40°C/30min | 49,41 + 2,61
: 40°C/ 1h 4851 + 1,15
. B 40°C/5min | 44,89 +0,60
Acid paimitic: 1-propanol Hexa 1 15mg | 40°C/10min | 47,79 0,37
' 40°C/30min | 49,45 + 3,83
5 mg 40 °C /5 min 11,50 + 0,25
40°C/15min | 13,68 + 0,94
Aci 40°C /5 min +
Acid palm|tl|:ci1 propanol TBME 0.5 10 mg s 13:22 ; 8:23
15 mg 40°C /5 min 11,24 + 0,85
40°C/15min | 14,07 +0,71
5 mg* 40 °C /5 min 6,57 + 0,37
40°C/15min | 16,37 + 0,08
o ftic1- 40°C/5min 8,85+ 0,22
hee palm|t1|:011 propand TBME 0.5 10mg” 40°C/15min | 14,83 £0,45
15 mg* 40 °C /5 min 9,81+0,11
40°C/15min | 15,04 + 0,61

*Agitacio prévia del miceli amb la solucié d’acid palmitic durant 15 min a 40 °C

Les reaccions d’esterificacio de l'acid palmitic amb isopropanol donen
rendiments molt baixos o inferiors al limit de deteccié del métode cromatografic,
probablement degut a la dificultat de la lipasa continguda en el miceli per a
esterificar alcohols secundaris. Al substituir I'isopropanol per 1-propanol, els
rendiments augmenten, sobretot en utilitzar hexa com a dissolvent, pero també
amb I'is de TBME. Tot i aix0, la reacci6 no sembla ser gaire sensible a la
massa de miceli emprada, donat que els rendiments no sempre augmenten a
'augmentar la quantitat de miceli.

Donats aquests resultats per les reaccions d’esterificacid, es va decidir
estudiar 'activitat lipasica a partir de reaccions d’hidrolisi per tal d’obtenir una
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reaccio model que s’adaptés a les caracteristiques desitjades. Els resultats es
mostren a la Taula 22.

Taula 22. Rendiments de les reaccions d’hidrolisi catalitzades per miceli liofilitzat de R.
oryzae assajades en les proves preliminars (promig + desviaci6 estandard de n=3). n.d. =
no detectat.

R Volum Mgssg de -
Rez_ictlus i Dissolvent total miceli de Cond|0|0r_1§ Rendiment (%)
proporcions molars R. oryzae de Reacci6
(ML) (mg)
40 °C /10 min n.d.
5mg 40 °C /30 min n.d.
) ) ) Acetona:H,O 40 °C /10 min n.d.
Palmitat d’isopropil 11 1 10 mg 20°C /30 min nd.
40 °C /10 min n.d.
15mg  —5eci30 min n.d.
40 °C /10 min 161+£0,11
5mg -
40 °C /30 min 1,11 £ 0,03
_ . 40 °C /10 min 1,88 + 0,05
Estearat de metil Hexa 1 10 mg 20°C / 30 min 269+013
15 mg 40 °C /10 min 2,15+ 0,06
40 °C /30 min 2,05+0,10
40 °C /5 min 1,12 £ 0,09
5 mg 40 °C /15 min 1,78 £ 0,04
40 °C /30 min 3,42 £ 0,06
40 °C /5 min 2,36 + 0,07
40 °C / 15 min 3,65 + 0,09
Estearat de metil tert-Butanol 0,5 10 mg 40 °C /30 min 6,36 +0,12
40 °C / 45 min 12,21 £ 0,33
40°C/1h 18,06 + 0,86
40 °C /5 min 4,21 +0,08
15 mg 40 °C / 15 min 5,58 £0,10
40 °C /30 min 8,35+ 0,16

No es va observar reaccid dhidrolisi en el cas del palmitat d’isopropil
catalitzada pel miceli en el dissolvent assajat. En quant a la reaccio d’hidrolisi
d’estearat de metil, la utilitzacié d’hexa com a dissolvent va donar rendiments
molt baixos després de 30 min. A més, no sembla una reaccio sensible a la
guantitat de miceli. Finalment es va veure que I'Us de tert-butanol com a
dissolvent donava rendiments més elevats a mesura que augmentava tant la
massa de miceli com el temps de reaccio. A la Figura 25 es representa
'augment de la velocitat d’hidrolisi en funcio de la quantitat de miceli emprat. Es
pot observar una bona relacio lineal encara que la dispersié dels resultats és
alta quan s’empra 15 mg de miceli.
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Figura 25. Velocitat d'hidrolisi d'estearat de metil en funcié de la quantitat de miceli de R.
oryzae emprat com a biocatalitzador. La reaccid es realitza a 40 °C emprant 0,5 mL de
tert-butanol com a medi de reaccio.

A partir d’aquestes dades es procedi a escollir com a condicions per a la
monitoritzacié de I'activitat lipasica de miceli liofilitzat de R. oryzae la reaccié
d’hidrolisi d’estearat de metil emprant 10 mg de miceli, 1 h, 40 °C i tert-butanol
com a dissolvent. Finalment, es va definir I'activitat lipasica com els pmol d’acid
estearic alliberats per minut mitjangant la hidrolisi d’estearat de metil en les
condicions de reaccio escollides. Per tal d’'obtenir aquest valor, es va quantificar
el contingut d’acid estearic després dels 60 min de I'assaig i es va calcular
I'activitat segons la formula:

umolacidestearic

Activitat lipasica= ;

On t = 60 min.

Aquestes unitats (umol d’acid gras alliberat a la hidrolisi d’'un substrat lipidic
per minut) s’han fet servir en altres estudis d’activitat lipasica de miceli liofilitzat
de R. oryzae (Essamri et al., 1998; Razak et al., 1999).

5.3.1.2. Seguiment de I'activitat lipasica de miceli liofilitzat
de Rhizopus oryzae.

Un cop escollides les condicions per a monitoritzar I'activitat lipasica, es va
procedir al seguiment d’aquesta activitat al llarg de 20 mesos, en un nou lot de
miceli de R. oryzae que va ser liofilitzat després del cultiu i es va mantenir a
temperatura de congelacio durant tot el periode estudiat. Els rendiments de la
reaccio d’hidrolisi d’estearat de metil al llarg d’aquest temps es troben a la
Taula 23.
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Taula 23. Influéncia del temps de conservacid i el lot de miceli en el rendiment i I'activitat
lipasica per a la reaccio d’hidrolisi d’estearat de metil catalitzada per miceli liofilitzat de R.
oryzae.

Activitat
Rendiment lipasica Desviaci6
(%) (mmol acid Estandard
estearic/min)
R. oryzae 1 11 5 18,06 0,25 0,86
0 5 63,14 0,88 3,55
28 5 63,03 0,88 2,82
54 4 61,72 0,86 1,98
R. oryzae 2 8B 5 55,91 0,78 2,59
118 3 54,58 0,76 2,86
148 5 52,45 0,73 3,58
178 4 51,17 0,71 1,97
20° 3 49,46 0,69 2,78
R. oryzae 3 0 3 30,89 0,43 2,57

Els resultats obtinguts als temps amb la mateixa lletra no sén significativament
diferents segons el test d’Student-Newman-Keuls (a¢=0,05)

Amb el miceli que va catalitzar les reaccions a les proves preliminars (R.
oryzae 1) es van obtenir rendiments de reaccio inferiors a les reaccions
catalitzades pel miceli amb el que es va fer el seguiment de l'activitat lipasica
(R. oryzae 2). Aix0 també s’observa per un altre miceli obtingut posteriorment
(R. oryzae 3). Les diferencies poden estar donades pels multiples factors que
poden incidir en el creixement fangic, com sén la poblacié microbiana real
inoculada, la temperatura, I'agitacid, petites diferéncies en la preparacio dels
medis d’activacié i creixement, aixi com els que tenen a veure amb la
recuperacioé del miceli, com el filtrat, el rentat o el mateix procés de liofilitzacio.

Respecte les diferéncies d’activitat en el temps de R. oryzae 2, s’observa
una disminucié dels rendiments a mesura que augmenta el temps
d’emmagatzematge. La caiguda del rendiment després de 20 mesos va ser del
13,64%. Es va fer una separacié mitjanes segons el test d’Student-Newman-
Keuls (0=0,05) que mostra un primer descens significatiu de I'activitat a partir
del mes 8 i un segon a partir del mes 20 de conservacié del miceli.

Els resultats d’aquest estudi van demostrar a posteriori (ja s’havia portat a
terme la major part d’assajos als quals intervé el miceli liofilitzat de R. oryzae)
qgue diferents lots de miceli obtingut son susceptibles de presentar diferent
activitat enzimatica i que el miceli obtingut en cada lot, perd activitat lipasica
amb el temps, fent necessari establir una data limit d’us de miceli liofilitzat de R.
oryzae per a estudis posteriors.

5.3.2.0btencié dels esters de solketal i glicidol dels acids
grassos continguts a les llavors de soja i sesam
catalitzada per miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae en
abséncia de solvent.

Com a primera etapa per a I'obtencié de 1-monoglicérids a partir dels acids
grassos continguts en les llavors de soja i sésam, es va desenvolupar un
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procediment d’hidrolisi dels triglicérids vegetals seguit d’'una esterificacio dels
acids grassos amb els alcohols solketal i glicidol en abséncia de dissolvent.
Tots dos processos van ser catalitzats per miceli liofilitzat de R. oryzae. Aquest
procediment permet I'obtencié d’ésters d’acids grassos de glicerols protegits
com a pas previ a la desproteccidé i obtencié dels regioisomers purs de
monoglicerids (Bornscheuer, 1995).

En primer lloc es va estudiar la hidrolisi de triglicérids i I'esterificacié dels
acids grassos de les llavors com a procediment conjunt (apartat 4.4.2.1) i
seguidament es va optimitzar la fase d’hidrolisi (apartat 4.4.2.2), donat que els
resultats suggerien que aquesta optimitzacié permetria una millora dels
rendiments del procés conjunt d’hidrolisi i esterificacié.

5.3.2.1. Hidrolisi dels triglicerids i esterificaci6 amb
solketal o glicidol dels acids grassos de les llavors de
soja i seésam catalitzada per miceli liofilitzat de
Rhizopus oryzae.

Es va desenvolupar un procediment que comprengués la hidrolisi dels
triglicérids vegetals catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abseéencia de
solvent, seguida de I'esterificacié amb solketal i glicidol. Aixd permetra obtenir
els esters de glicerols protegits dels acids grassos, completant aixi la primera
etapa per a l'obtencié d’1-monoglicérids. Donat que la lipasa de R. oryzae
presenta inhibicio per substrat (Méndez, 2004), es van estudiar dues maneres
d’addicionar l'alcohol d’esterificacio (solketal i glicidol) un cop transcorregut el
temps destinat a la hidrolisi dels triglicerids (0, 4, 15 i 24 h) continguts a les
llavors de soja i sesam:

a. Addici6 de l'alcohol en un sol moment: consisteix en I'addicié d’un sol
cop de tot I'alcohol d’esterificacié (20 yL) a la barreja de reaccié a un
flux de 2 pL/min.

b.  Addicié fraccionada de l'alcohol: consisteix en afegir I'alcohol de
manera fraccionada en 5 addicions de 4 pL a un flux de 2 yL/min i
amb 1 min d’agitacié en vortex entre addicions.

Es va fer també, per a tots dos assaigs, un seguiment del contingut en
tocoferols tant dels extractes obtinguts després de la biotransformacié com dels
residus solids (material vegetal i fungic) que se’n deriven per tal de comprovar
si és possible, en aquesta primera etapa d’obtenci6 de monoglicérids,
aconseguir extractes de reaccio rics en aquests antioxidants.

5.3.2.1.1. Addicioé de ’alcohol en un sol moment.

En aquest primer assaig, es va estudiar la capacitat del miceli
liofilitzat de R. oryzae per catalitzar, a 50 °C i diferents temps de reaccio,
la hidrolisi dels triglicerids continguts en llavors de soja i sesam seguida
d’'una esterificacio dels acids grassos formats amb solketal i glicidol
mitjangant I'addicié en un sol moment d’aquests alcohols.
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Les concentracions totals d'éster format i els rendiments de la
reaccid d’hidrolisi més esterificacié per a cada alcohol emprat (afegits en
un sol moment) i per a cada temps de reaccid assajat, es troben a la
Taula 24 i la Taula 25.

Taula 24. Rendiments (n=3) de reaccié d’hidrolisi més esterificaci6 amb solketal o
glicidol a 50 °C i a diferents temps de reacci6 per a la llavor de soja amb addici6 de
I'alcohol en un sol moment i catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de

solvent.
Temps Temps Concentracio Conc‘er?tramo :
Alcohol = d’hidrolisi | d’esterificacié = ésters totals Error maxima Rendolment
) h) (mg/mL) Estandard teorica (%)
(mg/mL)
0 96 7,67 0,50 11,90 64,41 %
Solketal 4 92 6,63 0,29 12,04 55,09 %
15 81 9,07 0,18 11,90 75,61 %
24 72 9,40 0,24 11,92 78,86 %
0 96 0,63 0,04 10,16 6,23 %
Glicidol 4 92 2,03 0,42 10,10 20,12 %
15 81 2,16 0,42 10,07 21,42 %
24 72 2,59 0,07 10,12 25,60 %

Taula 25. Rendiments (n=3) de reaccié d’hidrolisi més esterificaci6 amb solketal o
glicidol a 50 °C i a diferents temps de reaccid per a la llavor de sésam amb addicié de
I'alcohol en un sol moment i catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de

solvent.
Temps Temps Concentracié Conc\er}tracm ,
s g , g L. X Error maxima Rendiment
Alcohol d’hidrolisi | d’esterificacid esters totals N o o
) ) (mg/mL) Estandard teorica (%)
(mg/mL)
0 96 8,25 0,45 37,07 22,25 %
Solketal 4 92 8,94 0,37 37,10 24,11 %
15 81 9,42 0,53 37,15 25,37 %
24 72 8,76 0,67 37,55 23,30 %
0 96 6,46 0,32 32,02 20,17 %
Glicidol 4 92 9,24 0,51 31,91 28,96 %
15 81 8,81 0,49 31,50 27,97 %
24 72 8,52 1,26 31,69 26,84 %

En el cas de la llavor de soja s’observen rendiments moderats o
alts per a l'esterificaci6 amb solketal (fins a un 78,86% amb 24 h
d’hidrdlisi i 72 h d’esterificacid) i rendiments baixos per a I'esterificacio
amb glicidol (maxim 25,60% amb 24 h d’hidrolisi i 72 h d’esterificacio).
Per a tots dos alcohols, el rendiment de reaccié augmenta a mesura que
augmenta el temps d’hidrolisi. La millora en el rendiment en el cas de fer
servir solketal amb l'augment del temps d’hidrolisi pot venir també
influenciat pel fet de que un major temps de processat implica una major
possibilitat de que els 2-monoglicerids isomeritzin a 1-monoglicérids i,
d’aquesta manera, la lipasa 1,3-especifica de R. oryzae sigui ja capac
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d’hidrolitzar facilment el compost corresponent. Crida [I'atencié el
rendiment moderat en el cas del glicidol i la no millora d’aquest en el
temps. En aquest cas, a part de la possible inhibicié de I'enzim per part
del substrat hi podria haver també un fenomen d’obertura del glicidol i
polimeritzacié del mateix o sintesi de nou triglicérid. Qualsevol de les
dues posibilitats donarien també com a resultat una no progressio de la
reaccié en termes macromoleculars. Donat que al medi de reaccié no es
troben cap dels iniciadors de la reaccidé de polimeritzacid descrits a la
bibliografia, com son algunes bases o determinats acids de Lewis
(Dworak et al., 1995; Weiss et al., 2012), aquests resultats podrien
indicar una certa activitat epoxi hidrolasica d’enzims presents a R.
oryzae o de la mateixa lipasa, com la que presenta la lipasa AK de
Pseudomonas fluorescens, emprada en un treball descrit a la bibliografia
precisament per a la polimeritzacié enzimatica de glicidol (Soeda et al.,
2001).

Per a la llavor de sesam, els rendiments de reaccié amb tots dos
alcohols oscil-la entre 20-30% i no s’observa cap variacié en augmentar
el temps d’hidrolisi. Aquest fet, que només s’observa en el cas de la
matriu vegetal amb un percentatge més elevat d’oli, la llavor de sésam
(veure Taula 17), sembla indicar un possible efecte d’inhibicid per
substrat de I'enzim. Aquest efecte s’ha comprovat en estudis anteriors
per al substrat donador del grup acil perd no per al substrat donador del
grup alquil (Garcia-Alles and Gotor, 1998; Singh et al., 2008).

D’altra banda, per a la llavor de sésam no s’observen diferéncies
substancials entre els rendiments de reaccié d’esterificaciéo amb solketal i
amb glicidol. Aixo suggereix un efecte de la matriu vegetal, més enlla del
seu contingut en greix, en la preferéncia de I'enzim pel substrat alcohol.

Per altra part, es va determinar també el contingut en alfa, gamma
i delta-tocoferol als extractes de reaccio obtinguts després de la hidrolisi
mes esterificacio i als residus solids resultants. A la Taula 26 i la Taula
27 es presenten els resultats corresponents als extractes i als residus
resultants de la reaccio d’esterificacié per a la llavor de soja amb una
addicié en un sol moment de solketal o glicidol.
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Taula 26. Contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes provinents de
I'esterificacio (mg/100g d’extracte) de la llavor de soja per a diferents temps d’hidrolisi i
d’esterificaci6 amb dos alcohols en condicions d’addicié en un sol moment (+ error
estandard i n=3).

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi d’esterificacio Gamma Delta
(h) (h)
0 96 25,02+0,05 | 63,36 +0,09 | 39,58+0,11
Solketal 4 92 27,42 +0,10 | 62,50+0,23 | 40,61 +0,20
15 81 25,78 +0,17 | 60,08 +0,36 | 38,31 +0,22
24 72 27,41 +0,17 | 63,57+0,27 | 39,72+0,21
0 96 8,35+ 0,03 26,08 +0,12 | 22,26 + 0,08
Glicidol 4 92 7,15 + 0,07 19,77+0,14 | 17,79 £ 0,05
15 81 9,82 + 0,45 21,02+1,02 | 18,31 +0,54
24 72 11,05+0,31 | 27,29+0,61 | 24,84 +0,34

Taula 27. Contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol als residus soélids (mg/100g material
solid) de la llavor de soja per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos
alcohols en condicions d’addici6é en un sol moment (z error estandard i n=3).

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi  d’esterificacié Alfa Gamma Delta
(h)
0 96 7,98 + 0,29 22,47 +150 | 16,93+1,03
Solketal 4 92 8,13 + 0,98 21,19+1,90 | 16,76 +1,18
15 81 7,34 +0,51 1890+1,21 | 1549+1,18
24 72 8,71 +0,48 23,37 +2,25 | 19,10+1,52
0 96 4,22 + 0,68 16,14+ 2,25 | 1556 + 0,74
Glicidol 4 92 3,49 + 0,38 13,08 +0,98 | 12,73+0,42
15 81 4,05+ 2,65 11,72 +6,20 | 11,20+ 4,25
24 72 2,37 +0,44 7,87 +1,07 8,96 + 1,99

Respecte als valors de contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol
trobats per a la llavor de soja (Taula 18, soja 1: 44,88 mg d’alfa-
tocoferol/100 g de llavor, 112,70 mg de gamma-tocoferol/100 g de llavor i
65,03 mg de delta-tocoferol/100 g de llavor), s’observa una pérdua de
tocoferols que pot ser atribuida a I'oxidaciéo d’aquests durant el proceés
d’hidrolisi de triglicérids i esterificacio amb solketal o glicidol catalitzada
per miceli liofilitzat de R. oryzae i durant 'emmagatzematge tant de la
llavor triturada com de les mostres d’extractes d’esterificacié i residus
solids. Per a una addicié de I'alcohol en un sol moment, s’observa una
tendencia generalitzada a recuperar una major concentracié de
tocoferols quan la esterificacio es realitza amb solketal, tant per als
extractes com per als residus solids. Aquest fenomen podria ser
igualment degut a la major reactivitat de I'anell oxiranic del glicidol en
front del solketal, cosa que podria afavorir una reaccion entre els
hidroxils lliures dels tocoferols i I'anell oxiranic, provocant una disminucio
de la quantitat total de tocoferols lliures recuperats.
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Pel que fa als extractes provinents de l'esterificacio amb solketal
addicionat en un sol moment, els valors obtinguts per a cada tocoferol
sén d'entre 25-27 mg d’alfa-tocoferol/100 g d’extracte, 60-64 mg de
gamma-tocoferol/100 g d’extracte i 38-41 mg de delta-tocoferol/100 g
d’extracte. Els extractes provinents de [I'esterificaci6 amb glicidol
addicionat en un sol moment presenten concentracions de tocoferols
d’entre 7-11 mg d’alfa-tocoferol/100 g d’extracte, 19-27 mg de gamma-
tocoferol/100 g d’extracte i 17-25 mg de delta-tocoferol/100 g d’extracte.
El contingut de alfa, gamma i delta-tocoferol no sembla mostrar cap
tendencia al variar el temps d’hidrolisi ni tampoc el temps d’esterificacid
amb I'addicié en un sol moment de cap dels dos alcohols d’esterificacio.

En quan al contingut en tocoferols dels residus solids s’observa
gue, per a tots els casos, és menor que el contingut dels seus
corresponents extractes provinents de l'esterificacio. Aixd indica que
I'extraccio dels productes de reaccié permet també extreure, en tots els
casos, més del 50 % dels tocoferols extractables després de la reaccid,
fet previsible, per altra part, donat que el procés d’extracciéo dels
tocoferols dels residus solids consisteix en una reextraccié del material
vegetal i fangic (apartat 4.5.2.1) amb el mateix dissolvent emprat per a
I'extraccio dels productes de reaccio (hexa). Aquest fet es repetira per a
tots els assaigs posteriors.

Els valors trobats per als residus solids després d’esterificacio
amb solketal addicionat en un sol moment son d’entre 7-9 mg d’alfa-
tocoferol/100 g de material solid, 19-23 mg de gamma-tocoferol/100 g de
material solid i 15-19 mg de delta-tocoferol/100 g de material solid. Els
valors trobats per als residus solids després d’esterificacio amb glicidol
addicionat en un sol moment sén d’entre 2-4 mg d’alfa-tocoferol/100 g de
material solid, 8-16 mg de gamma-tocoferol/100 g de material solid i 9-16
mg de delta-tocoferol/100 g de material solid.

En termes de percentatge de recuperacio, els resultats de la
recuperacié de tocoferols en extractes i residus es presenten a la Taula
28.



Resultats i Discussio

Taula 28. Resultats de recuperacié d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes
provinents de I’esterificacio i als residus solids (%) respecte al contingut en la llavor de
soja crua per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos alcohols en
condicions d’addicié en un sol moment (+ error estandard i n=3).

Temps Temps
Material Alcohol d’hidrolisi | d’esterificacio Alfa Gamma Delta
I ) I

0 96 55,7% 56,2% 60,9%

Solketal 4 92 61,1% 55 5% 62.4%

15 81 57.4% 53.3% 58.9%

e ractes 24 72 61,1% 56,4% 61,1%

0 96 18.6% 23.1% 34.2%

Giicidol 4 92 15,9% 17.5% 27.4%

15 81 21,9% 18,7% 28.2%

24 72 24,6% 24,2% 38,2%

0 96 17.8% 19.9% 26.0%

Solketal 4 92 18,1% 18,8% 25.8%

15 81 16,4% 16,8% 23.8%

residus 24 72 19,4% 20,7% 29.,4%

0 96 9.4% 14,3% 23.9%

Giicidol 4 92 7.8% 11,6% 19,6%

15 81 9.0% 10,4% 17.2%

24 72 5.3% 7.0% 13,8%

0 96 73.5% 76.2% 86,9%

Solketal 4 92 79.2% 74,3% 88,2%

15 81 73.8% 70,1% 82.7%

Ex”‘j‘ftes 24 72 80,5% 77.1% 90,5%

. 0 96 28,0% 37.5% 58.2%

Residus N 4 92 23.7% 29.1% 46.9%
Glicidol : : :

15 81 30,9% 29,1% 45 4%

24 72 29,9% 31,2% 52,0%

Les mateixes determinacions de tocoferols fetes per a la llavor de
soja es van realitzar per a la llavor de sesam. A la Taula 29 i la Taula 30
es presenten els resultats del contingut de gamma i delta-tocoferol tant
de I'extracte com del residu solid de la reaccié d’hidrolisi i esterificacio
per a la llavor de sésam fent I'addicié d’alcohol en un sol moment.
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Taula 29. Contingut de gamma i delta-tocoferol als extractes provinents de l'esterificacio

(mg/100g d’extracte) de la llavor de sésam per a diferents temps d’hidrolisi
d’esterificaci6 amb dos alcohols en condicions d’addicié6 en un sol moment (* error

estandard i n=3).

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi = d’esterificacio Gamma
(h) (h)
0 96 65,46 +2,39 | 17,55+ 2,69
Solketal 4 92 48,90+0,92 | 11,57 +0,19
15 81 54,64 +2,17 | 13,49+1,45
24 72 5480+1,42 | 13,65+ 0,38
0 96 58,71 +1,28 | 15,31 + 0,08
. 4 92 32,74 + 0,83 8,22 + 0,02
Glicidol
15 81 4424 +455 | 11,09 + 1,57
24 72 43,77+1,82 | 10,88 +0,73

Taula 30. Contingut de gamma i delta-tocoferol als residus solids (mg/100g material solid)
de la llavor de seésam per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos alcohols
en condicions d’addicio en un sol moment (* error estandard i n=3).

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi = d’esterificacio Gamma
(h) (h)
0 96 1,82+0,44 0,41+0,12
Solketal 4 92 1,23+0,13 0,26 + 0,03
15 81 1,11 £ 0,05 0,23 +0,01
24 72 1,27 +0,04 0,27 +0,01
0 96 1,23 +£0,02 0,25 + 0,02
Glicidol 4 92 0,80 + 0,09 0,14 + 0,02
15 81 0,57 £ 0,27 0,10 + 0,06
24 72 0,90 + 0,26 0,16 + 0,06

Respecte als valors de contingut de gamma i delta-tocoferol
trobats per a la llavor de sésam (Taula 18: 96,77 mg de gamma-
tocoferol/100 g de llavor i 103,31 mg de delta-tocoferol/100 g de llavor),
s’observa el mateix fet que per a la llavor de soja: una pérdua de
tocoferols que pot ser atribuida als mateixos factors esmentats
anteriorment per a aquesta llavor.

Pel que fa als extractes provinents de l'esterificacio amb solketal
addicionat en un sol moment, els valors obtinguts per a cada tocoferol
soén d’entre 49-65 mg de gamma-tocoferol/100 g d’extracte i 12-18 mg de
delta-tocoferol/100 g d’extracte. Els extractes provinents de I'esterificacid
amb glicidol addicionat en un sol moment presenten concentracions de
tocoferols d’entre 33-59 mg de gamma-tocoferol/100 g d’extracte i 8-15
mg de delta-tocoferol/100 g d’extracte. El contingut de alfa, gamma i
delta-tocoferol no sembla mostrar cap tendéncia al variar el temps
d’hidrdlisi ni tampoc el temps d’esterificacié6 amb I'addicié en un sol
moment de cap dels dos alcohols d’esterificacid, encara que els valors
maxims per a tots dos tocoferols i tots dos alcohols es donen a 0 h
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d’hidrolisi i 96 h d’esterificacio. Per a totes les condicions assajades, els
resultats sén superiors quan I'esterificacié es porta a terme amb solketal,
tot i que les diferéncies respecte el glicidol no s6n tan marcades com als
resultats presentats per a la llavor de soja.

En quan al contingut en tocoferols dels residus solids s’observa
gue, per a tots els casos, és menor que el contingut dels seus
corresponents extractes provinents de [l'esterificacid, de la mateixa
manera que succeia amb la llavor de soja i per la mateixa rad
argumentada abans. Els valors trobats per als residus solids després
d’esterificacio amb solketal addicionat en un sol moment son d’entre 1,1-
1,8 mg de gamma-tocoferol/100 g de material solid i 0,2-0,4 mg de delta-
tocoferol/100 g de material solid. Els valors trobats per als residus solids
després d’esterificacid6 amb glicidol addicionat en un sol moment soén
d’entre 0,6-1,2 mg de gamma-tocoferol/100 g de material solid i 0,1-0,3
mg de delta-tocoferol/100 g de material solid. De la mateixa manera que
als valors trobats als extractes, els resultats so6n superiors quan
I'esterificacio es porta a terme amb solketal per a totes les condicions
assajades.

En termes de percentatge de recuperacio, els resultats de la

recuperacié de tocoferols en extractes i residus per a la llavor de sesam
es presenten a la Taula 31.
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Taula 31. Resultats de recuperacié d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes
d’esterificacid i als residus solids (%) respecte al contingut en la llavor de soja crua per a
diferents temps d’hidrolisi i d’esterificacié amb dos alcohols en condicions d’addicié en
un sol moment (x error estandard i n=3).

92

Temps Temps
Material Alcohol d’hidrolisi | d’esterificacié Gamma
() (@)
0 96 67,6% 17,0%
Solketal 4 92 50,5% 11,2%
15 81 56,5% 13,1%
Extractes 24 72 56,6% 13,2%
0 96 60,7% 14,8%
Glicidol 4 92 33,8% 8,0%
15 81 45,7% 10,7%
24 72 45 2% 10,5%
0 96 1,9% 0,4%
Solketal 4 92 1,3% 0,3%
15 81 1,1% 0,2%
Residus 24 72 1,3% 0,3%
0 96 1,3% 0,2%
Glicidol 4 92 0,8% 0.1%
15 81 0,6% 0,1%
24 72 0,9% 0,2%
0 96 69,5% 17,4%
Solketal 4 92 51,8% 11,5%
15 81 57,6% 13,3%
Extrictes >4 =5 57006 135%
Residus 0 96 61,9% 15,1%
Glicidol 4 92 34,7% 8.1%
15 81 46,3% 10,8%
24 72 46,2% 10,7%

5.3.2.1.2. Addicioé fraccionada de I’alcohol.

Donada la dificultat de l'agitacié de la barreja de reaccié en
condicions d’abséncia de solvent, es va intentar augmentar els
rendiments de reaccio d’aquesta etapa amb una addicié de 'alcohol que
permetés una millor mobilitat d’aquest a través de la barreja solida de
reaccio. Aixi, després de l'assaig realitzat amb una esterificacio
addicionant I'alcohol en un sol moment, es va estudiar de quina manera
podia afectar al procés una addici6 fraccionada de solketal o glicidol. Per
fer-ho, es van sotmetre les llavors de soja i sésam triturades a diferents
temps de reaccio d’hidrolisi dels triglicérids i d’esterificacio amb solketal
o glicidol a 50 °C, catalitzades per miceli liofilitzat de R. oryzae, afegint la
mateixa quantitat total d’alcohol i al mateix flux emprats a I'apartat
anterior pero fraccionada en 5 addicions de 4 yL a un flux de 2 pL/min i
amb 1 min d’agitacié en vortex entre addicions.

A la Taula 32 i la Taula 33 es presenten les concentracions totals
d’ésters formats i els rendiments de reacci6é a la reaccié d’hidrolisi més
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esterificacié6 amb una addici6 fraccionada de solketal o glicidol per a les
llavors de soja i de sésam, catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae
en absencia de solvent.

Taula 32. Rendiments (n=3) de reaccié d’hidrolisi més esterificacié amb solketal i glicidol
a 50 °C i a diferents temps de reaccio per a la llavor de soja amb addicid fraccionada de
I'alcohol, catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent.

Concentracio

Temps Temps Qoncentracié Error maxima Rendiment
Alcohol | d’hidrolisi = d’esterificacié | ésters totals N < o
() () (mg/mL) Estandard teorica (%)
(mg/mL)
0 6 9,1 0,99 11,81 76,76 %
4 6 8,9 0,69 11,80 74,97 %
Solketal 15 6 10,7 0,27 11,80 90,92 %
24 6 11,2 1,78 11,80 95,02 %
24 96 11,5 1,46 11,80 97,46 %
0 6 1,37 0,55 10,06 13,65 %
4 6 2,85 0,64 10,06 28,38 %
Glicidol 15 6 2,72 0,10 10,04 27,06 %
24 6 3,40 0,16 10,06 33,77 %
24 24 0,90 0,17 10,07 13,77 %
24 96 0,37 0,14 10,08 3,65 %

Taula 33. Rendiments (n=3) de reaccié d’hidrolisi més esterificacié amb solketal i glicidol
a 50 °C i a diferents temps de reacci6 per a la llavor de sésam amb addici6 fraccionada
de I’alcohol, catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent.

Concentracio

Temps Temps Concentracit Error maxima Rendiment
Alcohol | d’hidrolisi  d’esterificacio esters totals Estandard teor| o
() (h) (mg/mL) standar eorica (%)
(mg/mL)
0 6 13,15 1,22 37,14 35,39 %
4 6 11,42 0,13 37,08 30,80 %
Solketal 15 6 12,62 1,00 37,07 34,04 %
24 6 11,87 0,96 37,08 31,98 %
24 96 11,53 1,46 37,11 31,07 %
0 6 4,99 3,10 31,63 15,76 %
4 6 12,15 0,51 31,65 38,37 %
Glicidol 15 6 9,06 1,74 31,59 28,67 %
24 6 4,02 1,66 31,62 12,70 %
24 96 0,30 0,14 31,66 0,95 %

Tot i que per a ambdues llavors es comprova que l'addicid
fraccionada de l'alcohol fa augmentar el rendiment de reacci6 (fins a un
97,46% en el cas de l'esterificacid de la llavor de soja amb solketal i
temps d’esterificacio de 96 h), per a [lesterificaci6 de sésam els
rendiments continuen sent moderats o baixos amb tots dos alcohols.

Només per a l'esterificacid de la llavor de soja amb solketal
s’observa una tendéncia a augmentar el rendiment de reaccid a
'augmentar el temps d’hidrolisi. El temps d’esterificacié no sembla tenir
cap efecte en el rendiment excepte per a l'esterificaci® amb glicidol
durant 96 h d’'ambdues llavors, amb rendiments molt baixos. Com ja s’ha
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comentat anteriorment les importants diferéencies de rendiments de
reaccid entre I'esterificacio amb solketal i glicidol podrien ser degudes a
que al llarg del procés conjunt d’hidrolisi i esterificacio té lloc una
apertura del glicidol i la seva possible reesterificacié o polimeritzacié. En
aquest segon cas es limitaria el paper del glicidol com a donador de grup
alquil. Donat que al medi de reaccié no es troben cap dels iniciadors de
la reacci6 de polimeritzacié descrits a la bibliografia, com s6n algunes
bases o determinats acids de Lewis (Dworak et al., 1995; Weiss et al.,
2012), aquests resultats podrien indicar una certa activitat epoxi
hidrolasica de la lipasa de R. oryzae, com la que presenta la lipasa AK
de Pseudomonas fluorescens, emprada en un treball descrit a la
bibliografia precisament per a la polimeritzacié enzimatica de glicidol
(Soeda et al.,, 2001). Un o altre fenomen explicarien el fet de que els
rendiments més baixos de I'esterificacié amb glicidol es trobin amb el
temps d’addicié i d’hidrolisi més llargs (96 i 24 h respectivament).

Igual que pel cas de I'addicio de I'alcohol d’esterificacié en un sol
moment, es va determinar el contingut de tocoferols dels extractes de
reaccio i dels residus solids obtinguts per a cada assaig d’hidrolisi i
esterificacié catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en absencia de
solvent i amb addici6 fraccionada de I'alcohol.

Per a la llavor de soja, els resultats de contingut d’alfa, gamma i
delta-tocoferol tant de I'extracte de reaccié com del residu solid resultant
amb una addici6 fraccionada de l'alcohol es presenten a la Taula 34 i la
Taula 35.

Taula 34. Contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes provinents de
I'esterificaciéo (mg/100g d’extracte) de la llavor de soja per a diferents temps d’hidrolisi i
d’esterificaci6 amb dos alcohols en condicions d’addicié fraccionada de I'alcohol (+
error estandard i n=3).

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi = d’esterificacié Alfa Gamma Delta
() ()
0 6 13,58 +0,53 | 63,37 +6,01 | 23,34 +0,48
4 6 12,21+0,80 | 63,88+2,27 | 21,11+0,54
Solketal 15 6 13,63+0,44 | 65,02+3,15 | 23,52 +0,81
24 6 17,87 +0,72 | 81,90+0,49 | 27,77 £0,35
24 24 12,62+0,10 | 65,44+1,11 | 23,29 +0,37
0 6 3,18 + 0,09 2495+0,29 | 14,42 +0,05
4 6 3,56 + 0,06 29,07 +0,20 | 16,91 0,06
Glicidol 15 6 3,31+0,01 27,82 +0,01 | 16,44 +0,06
24 6 2,21 +0,02 23,89+0,16 | 15,77 £0,09
24 24 2,47 £0,10 22,08+0,44 | 15,13+0,23
24 96 2,12 +0,01 21,17 +0,05 | 15,88 +0,12

Taula 35. Contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol als residus solids (mg/100g material
solid) de la llavor de soja per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos
alcohols en condicions d’addicio fraccionada de I'alcohol (+ error estandard i n=3).
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Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi d’esterificacié Gamma Delta
(h) (h)
0 6 0,36 + 0,08 2,43+0,10 0,90 + 0,05
4 6 0,21 + 0,06 1,96 +£0,12 0,62 + 0,04
Solketal 15 6 0,19 £ 0,07 1,65+ 0,33 0,56 + 0,08
24 6 0,22 +0,04 2,11 £0,09 0,71 £0,02
24 24 0,17 + 0,01 1,38 +0,32 0,45 + 0,08
0 6 0,39 + 0,06 1,49 +£0,22 0,76 + 0,05
4 6 0,35+ 0,01 1,21 +£0,09 0,69 + 0,03
Glicidol 15 6 0,32 + 0,04 1,34+0,11 0,75 + 0,02
24 6 0,28 + 0,02 1,19 +£0,02 0,71 + 0,03
24 24 0,38 £ 0,09 1,24 +0,22 0,63 £ 0,08
24 96 0,34 + 0,08 1,17 +£0,18 0,66 + 0,07

Respecte als valors de contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol
trobats per a la llavor de soja (Taula 18, soja 1: 44,88 mg d’alfa-
tocoferol/100 g de llavor, 112,70 mg de gamma-tocoferol/100 g de llavor i
65,03 mg de delta-tocoferol/100 g de llavor), s’observa una pérdua
important de tocoferols recuperats, de la mateixa manera que es
mostrava per a l'addicié de l'alcohol en un sol moment, que pot ser
atribuible a les mateixes raons esmentades abans.

Quan es fa una addicié fraccionada de l'alcohol, s’observa una
tendéncia a recuperar una major quantitat de tocoferols quan
I'esterificacid es realitza amb solketal. Aquest resultat s’observa
practicament a totes les combinacions de temps de reaccié excepte en el
cas del contingut d’alfa tocoferols als residus solids de llavor de soja on
la quantitat que s’obté per al glicidol és més elevada que per al solketal.
Es particularment destacable la diferéncia en el contingut de alfa i
gamma tocoferol quan es comparen els continguts dels extractes
d’esterificacio amb solketal i glicidol, sent els primers els que presenten
un contingut més elevat de tots els tocoferols.

Pel que fa als extractes provinents de I'esterificacio amb addicié
fraccionada de solketal, els valors obtinguts per a cada tocoferol s6n
d’entre 12-18 mg d’alfa-tocoferol/100 g d’extracte, 63-82 mg de gamma-
tocoferol/100 g d’extracte i 21-28 mg de delta-tocoferol/100 g d’extracte.
Els extractes provinents de l'esterificaci6 amb addicié fraccionada de
glicidol presenten concentracions de tocoferols d’entre 2,1-3,6 mg d’alfa-
tocoferol/100 g d’extracte, 21-29 mg de gamma-tocoferol/100 g
d’extracte i 14-17 mg de delta-tocoferol/100 g d’extracte. El contingut de
alfa, gamma i delta-tocoferol no sembla mostrar cap tendéncia al variar
el temps d’hidrolisi ni tampoc el temps d’esterificaci6 amb l'addicié
fraccionada de cap dels dos alcohols d’esterificacio.

En quant al contingut en tocoferols dels residus solids i de la
mateixa manera que als assaigs fets amb addicié dels alcohols en un sol
moment, s’observa que per a tots els casos, és menor que el contingut
dels seus corresponents extractes d’esterificacio.
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Els valors trobats per als residus solids després d’esterificacio
amb addicié fraccionada de solketal sén d’entre 0,2-0,4 mg d’alfa-
tocoferol/100 g de material solid, 1,4-2,4 mg de gamma-tocoferol/100 g
de material solid i 0,5-0,9 mg de delta-tocoferol/100 g de material solid.
Els valors trobats per als residus soOlids després d’esterificacio amb
addicié fraccionada de glicidol sén d’entre 0,3-0,4 mg d’alfa-tocoferol/100
g de material solid, 1,2-1,5 mg de gamma-tocoferol/100 g de material
solid i 0,6-0,8 mg de delta-tocoferol/100 g de material solid.

Els percentatges de recuperacio de tocoferols es troben recollits a
la Taula 36.
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Taula 36. Resultats de recuperacié d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes
provinents de l'esterificacid i als residus solids (%) respecte al contingut en la llavor de
soja crua per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos alcohols en
condicions d’addici6 fraccionada (x error estandard i n=3).

Temps Temps
Material Alcohol d’hidrolisi | d’esterificacio Gamma
(h) W)

0 6 30,3% 56,2%
4 6 27,2% 56,7%
Solketal 15 6 30,4% 57,7%
24 6 39,8% 72, 7%
24 24 28,1% 58,1%
Extractes 0 6 7,1% 22,1%
4 6 7,9% 25,8%
Glicidol 15 6 7,4% 24, 7%
24 6 4,9% 21,2%
24 24 5,5% 19,6%
24 96 4.7% 18,8%
0 6 0,8% 2,2%
4 6 0,5% 1,7%
Solketal 15 6 0,4% 1,5%
24 6 0,5% 1,9%
24 24 0,4% 1,2%
Residus 0 6 0,9% 1,3%
4 6 0,8% 1,1%
. 15 6 0,7% 1,2%
Glicidol 24 6 0,6% 1,1%
24 24 0,8% 1,1%
24 96 0,8% 1,0%
0 6 31,1% 58,4%
4 6 27,7% 58,4%
Solketal 15 6 30,8% 59,2%
24 6 40,3% 74,5%
Extractes 24 24 28,5% 59,3%
+ 0 6 8,0% 23,5%
Residus 4 6 8,7% 26,9%
Glicidol 15 6 8,1% 25,9%
24 6 5,5% 22,3%
24 24 6,4% 20,7%
24 96 5,5% 19,8%

Si es comparen aquests resultats amb els trobats per a una
addicié de I'alcohol d’esterificacid en un sol moment, la concentracié de
tocoferols als residus solids és de I'ordre de 10 vegades inferior a la
concentracié trobada als residus amb addicio en un sol moment de
l'alcohol. En canvi, per a la concentracié de tocoferols dels extractes, el
contingut d’alfa i delta-tocoferol, que és superior en el cas d‘addicio en
un sol moment, mentre que el contingut de gamma-tocoferol es manté
en tots dos tipus d’addicio.
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El mateix estudi es va fer amb les llavors de sesam. A la Taula 37
i la Taula 38 es presenten els resultats del contingut de gamma i delta-
tocoferol tant de I'extracte com del residu solid de la reaccié d’hidrolisi i
esterificacié per a la llavor de sesam i una addicié fraccionada de
l'alcohol.

Taula 37. Contingut de gamma i delta-tocoferol als extractes provinents de I'esterificacio
(mg/100g d’extracte) de la llavor de sésam per a diferents temps d’hidrolisi i
d’esterificaci6 amb dos alcohols en condicions d’addicié fraccionada de I'alcohol (%
error estandard) i n=3.

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi = d’esterificacio Gamma
(h) (h)
0 6 72,21 +5,26 5,25+ 0,38
4 6 68,69 + 3,62 4,32 +0,43
Solketal 15 6 73,81 +1,57 5,42 £0,29
24 6 75,92 + 1,09 5,31+£0,16
24 24 72,83 +1,30 5,02 + 0,63
0 6 73,15+ 0,03 | 12,01 +0,06
4 6 79,36 +0,28 | 13,53 + 0,05
Glicidol 15 6 68,30+ 0,04 | 12,03 + 0,03
24 6 70,98 +0,17 | 13,34+ 0,05
24 96 60,76 + 0,16 | 11,72 +0,01

Taula 38. Contingut de gamma i delta-tocoferol als residus solids (mg/100g material solid)
de la llavor de sésam per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos alcohols
en condicions d’addicié fraccionada de I’alcohol (* error estandard) i n=3.

Temps Temps
Alcohol d’hidrolisi = d’esterificacio Gamma
(h) (h)
0 6 1,30 £ 0,05 0,06 + 0,01
4 6 1,02 £0,02 0,07 + 0,01
Solketal 15 6 1,03+0,01 0,11 +0,01
24 6 1,05+0,01 0,11 + 0,02
24 24 1,15 +0,03 0,09 +0,01
0 6 1,62+0,19 0,60 + 0,08
4 6 1,18 +£0,11 0,85+0,18
Glicidol 15 6 1,45+ 0,05 0,48 + 0,05
24 6 1,46 £ 0,02 0,47 +0,02
24 96 1,47 £0,15 0,51 + 0,03

Respecte als valors de contingut de gamma i delta-tocoferol
trobats per a la llavor de sesam (Taula 18: 96,77 mg de gamma-
tocoferol/100 g de llavor i 103,31 mg de delta-tocoferol/100 g de llavor),
s’observa el mateix fet que per a la llavor de soja: una péerdua de
tocoferols que pot ser atribuida als mateixos factors esmentats
anteriorment per a aquesta llavor.
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Pel que fa als extractes provinents de I'esterificaci6 amb addicid
fraccionada de solketal, els valors obtinguts per a cada tocoferol son
d’entre 69-76 mg de gamma-tocoferol/100 g d’extracte i 4,3-5,4 mg de
delta-tocoferol/100 g d’extracte. Els extractes provinents de I'esterificacio
amb addici6 fraccionada de glicidol presenten concentracions de
tocoferols d’entre 61-80 mg de gamma-tocoferol/100 g d’extracte i 12-14
mg de delta-tocoferol/100 g d’extracte. El contingut de alfa, gamma i
delta-tocoferol no sembla mostrar cap tendéncia al variar el temps
d’hidrolisi ni tampoc el temps d'esterificaci6 amb [I'addicié addicid
fraccionada de cap dels dos alcohols. Per a gairebé totes les condicions
assajades, els resultats de gamma-tocoferol sén similars quan
I'esterificacié es porta a terme amb glicidol o amb solketal, mentre que
els resultats de delta-tocoferol son superiors quan l'esterificacio es porta
a terme amb glicidol.

En quan al contingut en tocoferols dels residus solids s’observa
que, per a tots els casos, és menor que el contingut dels seus
corresponents extractes d’esterificacio, de la mateixa manera que
succeia amb la llavor de soja i per la mateixa raé argumentada abans.
Els valors trobats per als residus solids després d’esterificacio amb
addicio fraccionada de solketal son d'entre 1,0-1,3 mg de gamma-
tocoferol/100 g de material solid i 0,06-0,11 mg de delta-tocoferol/100 g
de material solid. Els valors trobats per als residus solids després
d’esterificacio amb addicié fraccionada de glicidol sén d’entre 1,2-1,6 mg
de gamma-tocoferol/100 g de material solid i 0,5-0,9 mg de delta-
tocoferol/100 g de material solid. En aquest cas, els resultats tant de
gamma com de delta-tocoferol son superiors quan I'esterificacio es porta
a terme amb glicidol.

Els percentatges de recuperacié de tocoferols es troben recollits a
la Taula 39.
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Taula 39. Resultats de recuperacié d’alfa, gamma i delta-tocoferol als extractes
d’esterificacio i als residus solids (%) respecte al contingut en la llavor de sésam crua
per a diferents temps d’hidrolisi i d’esterificaci6 amb dos alcohols en condicions

d’addicio fraccionada (+ error estandard i n=3).

Temps Temps

Material Alcohol d’hidrolisi | d’esterificacio Gamma

Q) Q)

0 6 64.1% 8,1%

4 6 60,9% 6.6%

Solketal 15 6 65,5% 8,3%

24 6 67,4% 8,2%

e ractes 24 24 64.6% 7.7%
0 6 64,9% 18,5%

4 6 70,4% 20,8%

Glicidol 15 6 60,6% 18,5%

24 6 63,0% 20,5%

24 24 53.9% 18,0%

0 6 1.2% 0.1%

4 6 0,9% 0.1%

Solketal 15 6 0,9% 0.2%

24 6 0,9% 0.2%

Residus 24 24 1,0% 0,1%
0 6 1.4% 0.9%

4 6 1,0% 1,3%

Glicidol 15 6 1,3% 0,7%

24 6 1.3% 0,7%

24 24 1.3% 0,8%

0 6 65,2% 8.2%

2 6 61,9% 6,8%

Solketal 15 6 66,4% 8,5%

c 24 6 68.3% 8.3%
X”f‘ftes 24 24 65,6% 7.9%
Residus 0 6 66.3% 19.4%
4 6 71,5% 22.1%
Glicidol 15 6 61,9% 19,2%
24 6 64.3% 21,2%
24 24 55.2% 18,8%

Comparant els resultats amb els trobats per a I'addicié en un sol
moment de Il'alcohol, mentre que la concentracié de tocoferols dels
residus d’esterificacio amb glicidol és superior per a I'addicié fraccionada
de I'alcohol, la dels residus d’esterificacio amb solketal és inferior, sense
que la diferencia sigui molt marcada en cap dels casos. En canvi, per als
extractes, s’observa una concentracio lleugerament superior de gamma i
delta-tocoferol en el cas de I'addicié fraccionada per a tots els casos
excepte pel contingut de delta-tocoferol i esterificaci6 amb solketal, que
és superior en el cas de I'addicio de I'alcohol en un sol moment.
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5.3.2.1.3. Tractament estadistic i discussio.

Els resultats de I'estudi d’obtencié d’ésters de solketal i glicidol
dels acids grassos continguts en les llavors de soja i sésam mitjancant
hidrolisi dels triglicérids seguida d’esterificaci6 amb aquests alcohols,
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae van set sotmesos a un
tractament estadistic de separaci6 de mitjanes per tal d’establir les
condicions meés favorables de totes les assajades per tal d’aconseguir
rendiments de reaccié optims i la maxima recuperacié de tocoferols de
les llavors.

5.3.2.1.3.1. Productes de reaccio.

En primer lloc es va aplicar una separacié de mitjanes segons test
d’Student-Newman-Keuls (a=0,05) als resultats de rendiments de
reaccio per als diferents nivells dels factors assajats per a 'obtencié dels
esters de solketal i glicidol mitjangant hidrolisi seguida d’esterificacio
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséencia de solvent a
50 °C. Els resultats d’aquesta separacié de mitjanes per a les llavors de
soja i sésam s’exposen a la Taula 40.

Taula 40. Resultat de la separacié de mitjanes segons test d’Student-Newman-Keuls dels
rendiments de reaccié d’hidrolisi seguida d’esterificacié per a les llavors de soja i de
sésam a 50 °C amb diferents factors assajats.

Llavor
Factor Nivell Mitjana Mitjana
(%) (%)
L Un sol
Au?;gme moment 24 43,49 B 24 24,87 A
Fraccionada 32 51,64 A 29 25,77 A
0 12 40,27 C 12 23,39 B, C
Temps 4 12 44,64 B, C 12 30,56 A
d’hidrolisi (h) 15 12 53,90 A 12 29,01 A, B
24 20 51,53 A B 17 20,52 C
Alcohol Glicidol 29 19,56 B 27 22,27 B
Solketal 27 78,85 A 26 28,58 A
6 24 55,07 A 23 28,31 A
24 2 13,77 C - - -
d,esth:r?f';’facié 72 6 52,23 A 6 25,07 A
(h) 81 6 48,80 A B 6 26,67 A
92 6 37,61 B 6 26,53 A
96 12 42,94 A B 12 18,63 A

* Les mitjanes amb la mateixa lletra no sén significativament diferents.

Una comparacio entre llavors mostra que a partir de la soja s’obté
un rendiment de reaccié significativament superior al que s’obté a partir
del sesam. Aquest fet pot estar relacionat amb el contingut de greix de la
llavor. De la mateixa manera que la lipasa presenta inhibicié per substrat
davant d’'un excés d’alcohol, un excés de greix podria produir el mateix
efecte en 'enzim, com s’ha comentat a 'apartat 5.3.2.1.1.
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Per a la llavor de sésam, no es troben diferéncies significatives
entre els diferents tipus d’addicié de I'alcohol ni entre els diferents temps
d’esterificacio. En canvi, el temps dhidrolisi si que afecta
significativament al rendiment, de forma que trobem rendiments més
elevats quan el temps d’hidrolisi és de 4 i 15 h. L’esterificacio amb
solketal presenta rendiments significativament superiors a I'esterificacio
amb glicidol.

Per a la llavor de soja si que es troben diferencies entre els dos
tipus d'addici6 de [lalcohol, obtenint un rendiment de reaccio
significativament més alt en realitzar una addicié fraccionada. De la
mateixa manera que en el cas del sésam, l'esterificacio amb solketal
presenta rendiments significativament més elevats que [Iesterificacio
amb glicidol. En quant al temps d’esterificacid, els rendiments més
elevats s’obtenen per un temps minim de 6 h, sense que es trobin
diferéncies significatives amb temps de 72, 81 0 96 h. El temps d’hidrolisi
gue presenta rendiments significativament més elevats és de 15 h.

A totes dues llavors es comprova que l'etapa critica és la hidrolisi.
Aixi, la quantitat d’acid gras lliure disponible per a I'enzim afectaria
directament al rendiment de tot el procés. El fet de que el tipus d’addicio
de l'alcohol a la barreja solida (sistema llavor-miceli) no afecti al
rendiment de reaccio amb el sesam i si que ho faci amb la soja pot estar
relacionat amb la composicié de cada llavor: es possible que I'agitacié
que suposa l'addicio fraccionada de I'alcohol d’esterificacio (segons el
procediment emprat, 1 min d’agitaciéo en vortex a la maxima poténcia
abans i després de cada addicié) millori 'accés dels llocs actius de
'enzim contingut en el miceli al seu substrat en el cas de la soja (que
conté només un 14,55 % de greix brut). En canvi, amb el contingut lipidic
superior de la llavor de sésam (45,76 % de greix brut, aproximadament
el triple de la llavor de soja), aguesta agitacié6 no fa variar gaire la
disponibilitat de substrat per part de I'enzim contingut en el miceli.

Els millors rendiments de reaccié s’obtenen amb ['esterificacio
amb solketal i no amb glicidol, coincidint amb els resultats trobats en
estudis anteriors (Méndez, 2004). Aix0 pot ser degut a la major
inestabilitat del glicidol en comparacié amb el solketal. El grup epoxi del
glicidol podria obrir-se parcialment a les temperatures de reaccio
utilitzades amb la formacio de glicerol, abans de I'esterificacié amb els
acids grassos, com alguns estudis indiquen (Kim et al., 2009), la qual
cosa podria portar a la formacié de triacilglicerids i, per tant, a una
subvaloracié del rendiment final de la reaccié. Igualment podem estar
davant d’'una polimeritzacio del glicidol o d’'un major poder inhibitori de
l'activitat enzimatica del glicidol comparat amb el solketal en condicions
d’abséncia de dissolvent, causes totes elles ja discutides préviament.

Donats aquests resultats, les millors condicions per a la hidrolisi
més esterificacio dels acids grassos de llavors de soja i sesam,
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae soén:
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Soja: temps d’hidrolisi de 24 h, addicié fraccionada de solketal i
temps d’esterificacio de 6 h.

Sésam: temps d’hidrolisi de 15 h, addicio fraccionada de solketal i
temps d’esterificacio de 6 h.

En altres estudis es van obtenir ésters de solketal d’acids grassos
amb rendiments de conversid semblants als trobats per a la llavor de
soja utilitzant aquest alcohol, emprant dissolvents com a medi de reaccio
(conversions de 70-95%) (Bornscheuer and Yamane, 1995) o mitjancant
esterificacié en absencia de dissolvent (conversions superiors al 90%)
(Akoh, 1993). S’ha de tenir en compte que tots dos estudis parteixen de
productes purs comercials.

5.3.2.1.3.2. Tocoferols.

Es va fer també una separaci6 de mitjanes segons tests
d’Student-Newman-Keuls (a=0,05) dels resultats de contingut en
tocoferols dels extractes de reaccio i els residus solids obtinguts després
d’hidrolisi i esterificacid catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae a
50 °C en absencia de solvent. Les condicions que permeten una major
recuperacié de tocoferols tant d’extractes com de residus, obtingudes a
partir de la separacié de mitjanes realitzada, es presenten a la Taula 41 i
la Taula 42 per a les llavors de soja i sésam respectivament.

Taula 41. Condicions optimes per a la obtencié d’extractes i residus amb concentracio
de tocoferols maxima per a la llavor de soja. Resultats obtinguts a partir d’'una separacié
de mitjanes segons test SNK (a=0,05).

Extractes \ Residus
Alfa Gamma Delta Alfa Gamma Delta
Addicio Unica Fraccionada Unica Unica Unica Unica
Temps Sense Sense Sense
d’hidrolisi (h) efecte efecte efecte Oh Oh Oh
Temps
d’esterificacio 72 h 6 h 72 h 72 h 72 h 72 h
(h)
Alcohol Solketal Solketal Solketal Solketal Solketal Solketal

Taula 42. Condicions optimes per a la obtencié d’extractes i residus amb concentracié
de tocoferols maxima per a la llavor de sésam. Resultats obtinguts a partir d’'una
separaci6é de mitjanes segons test SNK (a=0,05).

Extractes \ Residus
Gamma Delta Gamma Delta
Addicioé Fraccionada Unica Fraccionada | Fraccionada
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Temps Sense Sense oh Sense
d’hidrolisi (h) efecte efecte efecte
Temps
d’esterificacio 6 h 72 h 96 h 6h
(h)
Alcohol Solketal Glicidol Glicidol Glicidol

Per a la llavor de soja, es comprova que [lesterificaci6 amb
solketal és la que permet obtenir més quantitat de tocoferols tant als
extractes de reacci6 com als residus solids. La resta de factors
coincideixen en les condicions optimes per a la recuperacié de tocoferols
(addicié unica de lalcohol, temps d’hidrolisi sense efecte per als
extractes i O h per als residus i 72 h d’esterificacio), excepte pel cas del
gamma-tocoferol dels extractes (addicié fraccionada de I'alcohol i 6 h
d’esterificacio).

Al cas de la llavor de sésam, les condicions optimes per a la
recuperacio de tocoferols es troben en funcio del tipus de tocoferol i de si
es tracta dels extractes de reaccid o dels residus solids.

Les condicions optimes de la reaccié d’hidrolisi i esterificacio es
van escollir en funcié dels rendiments d’obtencié d’ésters de solketal, i
no en funcié d’'una maxima recuperacio de tocoferols als extractes. Les
concentracions de tocoferols per a cada llavor en aquestes condicions es
troben a la Taula 43.

Taula 43. Recuperacions de tocoferols als extractes i residus solids de la reaccié
d’hidrolisi i esterificacié d’acids grassos continguts en llavor de soja i sésam, catalitzada
per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent.

Concentracié Tocoferols (mg/100 g material)

Material
Alfa Gamma Delta
Llavor 44,88 +5,76 112,70 + 4,92 65,03 +7,34
Soja Extracte 17,82 +0,72 81,90 +£0,49 27,77 £0,35
Residu 0,22 +0,04 2,11 + 0,09 0,71 + 0,02
Llavor - 96,77 + 3,66 103,31 + 4,97
Seésam Extracte - 73,81 +1,57 5,42 + 0,29
Residu - 1,03 +0,01 0,11 +0,01
5.3.2.2. Hidrolisi dels triglicerids de soja i

catalitzada per miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

Els resultats de rendiments de reaccié de la etapa d’hidrolisi dels triglicerids
I esterificacio amb solketal o glicidol dels acids grassos de les llavors de soja i
sesam catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae (apartat 5.3.2.1.3.1) van
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mostrar que l'etapa limitant del procés conjunt és la hidrolisi. Per aix0, es va
decidir estudiar més en detall el procés d’hidrolisi dels triglicérids continguts en
les llavors de soja i sésam catalitzat per miceli liofilitzat de R. oryzae amb
l'objectiu d’optimitzar la temperatura, el temps de reaccid i el sistema
d’homogeneitzacio de la barreja de reacci6 abans de dur a terme I'esterificacio.

A la Taula 44 i la Taula 45 es presenten, a diferents temps | temperatures
de 40 i 50 °C respectivament els percentatges de triglicerids residuals i els
rendiments de la reaccio d’hidrolisi (calculats a partir d’aquests percentatges
trobats) per a la llavor de soja catalitzada amb miceli liofilitzat de R. oryzae en
abséncia de dissolvent, utilitzant dos sistemes d’homogeneitzacié prévia o
sense homogeneitzacio.

Taula 44. Percentatge de triglicérids residuals i rendiments de reaccié d’hidrolisi
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent, amb diferents
sistemes d’homogeneitzacié prévia i per a diferents temps de reaccié per a la llavor de
soja a 40 °C (n=3).

Temps de

Homogeneitzacié i %TGC Rendiment Promig
- reaccio . o
prévia ) residuals (%)
15 16,61 83,39
24 14,43 85,57
Vortex 39 14,76 85,24
48 13,28 86,72
98 12,87 87,13
15 20,71 79,29
Ultrasons 24 19,52 80,48
39 17,78 82,22
48 21,35 78,65
15 14,03 85,97
Thermomixer* 24 19,65 80,35
39 21,53 78,47
48 17,87 82,13
*Sense homogeneitzacio préevia

n=3
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Taula 45. Percentatges de triglicérids residuals i rendiments de reaccio d’hidrolisi
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent, amb diferents
sistemes d’homogeneitzacié prévia i per a diferents temps de reaccié per a la llavor de
soja a50 °C (n=3).

Homoggng'l'tzacié Tﬁggiige %_TGC Rendiment Promig
prévia ) (CHLIELS (%)
15 23,96 76,04
Vortex 24 18,45 81,55
39 14,91 85,09
48 11,20 88,80
15 22,75 77,25
Ultrasons 24 20,16 79,84
39 22,59 77,41
48 17,26 82,74
15 13,75 86,25
Thermomixer* gg 117030 22(2)(7)
48 24,02 75,98
*Sense homogeneitzacié previa

n=3

Es pot observar que tots els rendiments de reaccid, a totes dues
temperatures d’hidrolisi es troben entre 75-92 %. En general tampoc s’observen
grans diferéncies en el rendiment entre 15 i 48 hores de reaccid.

A les Taula 46 | Taula 47 es mostren, a diferents temps i temperatures de
40 i 50 °C respectivament els percentatges de triglicerids residuals i els
rendiments de la reaccié d’hidrolisi (calculats a partir d’aquests percentatges
trobats) per a la llavor de sésam catalitzada amb miceli liofilitzat de R. oryzae
en abséencia de dissolvent, utilitzant dos sistemes d’homogeneitzacio prévia o
sense homogeneitzacio.
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Taula 46. Percentatges de triglicérids residuals i rendiments de reaccié d’hidrolisi
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent, amb diferents
sistemes d’homogeneitzacié prévia i per a diferents temps de reaccié per a la llavor de
sésam a 40 °C (n=3).

Homogeneitzacié Temps_@e %TGC Rendiment Promig
- reaccio i
prévia ) residuals (%)
15 36,44 63,56
R 24 39,67 60,33
Vortex
39 10,82 89,18
48 19,15 80,85
15 24,08 75,92
24 31,48 68,52
Ultrasons
39 23,75 76,25
48 22,59 77,41
15 28,85 71,15
Thermomixer* 24 34,16 65,84
39 30,73 69,27
48 19,86 80,14

*Sense homogeneitzacié previa
n=3

Taula 47. Percentatges de triglicérids residuals i rendiments de reaccié d’hidrolisi
catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae en abséncia de solvent, amb diferents
sistemes d’homogeneitzacié prévia i per a diferents temps de reaccié per a la llavor de
sésam a 50 °C (n=3).

Homogeneitzacio Tfen;l&s:ige %TGC Rendiment Promig
prévia ) (CHIIELS (%)

15 27,39 72,61
Vortex 24 33,48 66,52
39 36,88 63,12
48 42,63 57,37
15 30,15 69,85
Ultrasons 24 18,97 81,03
39 44,58 55,42
48 37,03 62,97
15 27,46 72,54
Thermomixer* gg 32;3 2222
48 45,56 54,44
*Sense homogeneitzacié previa

n=3

Es pot observar que per a la llavor de sésam, els rendiments de reaccio es
troben entre 55-89 % i son, en general, inferiors als rendiments d’hidrolisi dels
triglicerids de soja. La hidrolisi a 40 °C sembla reportar millors rendiments per a
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tots els tipus d’homogeneitzacio respecte a la hidrolisi a 50 °C, tot i que sense
presentar diferencies molt marcades. D’altra banda, en general no es detecta
un augment evident del rendiment de reaccio a 'augmentar el temps d’hidrolisi i
en algun cas es comprova una disminucio del rendiment a les 48 h de reaccio
respecte el trobat a les 15 h (hidrolisi a 50°C sense homogeneitzacié prévia). El
sistema d’homogeneitzacié prévia tampoc sembla tenir un efecte clar en els
rendiments de reacci6 per a cap de les dues temperatures assajades.

Els resultats de la hidrolisi dels triglicérids de cada llavor es van sotmetre a
una separacio de mitjanes dels diferents nivells de cada factor assajat. Aixo ens
permet veure a quin nivell s’obtenen els millors resultats de rendiment d’hidrolisi
per a cada factor estudiat (tipus d’homogeneitzacié prévia, temperatura i temps
de reaccid). Aixi, es va dur a terme un test d’'Student-Newman-Keuls amb un
nivell de significanca de a=0,05. Els resultats d’aquest test es troben a la Taula
48.

Taula 48. Resultat del test de la separacié de mitjanes (Student-Newman-Keuls) per als
rendiments de la hidrolisi de les llavors de soja i de sesam considerant els diferents
factors assajats.

Llavor
Factor Nivell Mitjana Mitjana
(%) (%)

Homogeneitzacié Vc‘)rte_x 24 84,52 A 16 69,19 A
prévia Thermomixer* | 11 82,77 A B 16 67,05 A
Ultrasons 23 79,61 B 16 70,92 A
Temperatura (°C) 40 24 83,16 A 24 73,20 A
50 34 81,58 A 24 64,91 B
15 11 76,86 A 12 70,94 A
Temps (h) 24 15 83,95 A 12 69,41 A
39 15 83,19 A 12 68,86 A
48 14 82,56 A 12 67,01 A

* Les mitjanes amb la mateixa lletra no sén significativament diferents (a=0,05).
*Sense homogeneitzacié prévia

Un primer tractament conjunt de totes les dades per tal de comparar entre
llavors, troba diferencies significatives entre soja i sesam, sent la llavor de soja
la que presenta un rendiment d’hidrolisi superior.

Per a la llavor de soja, ni la temperatura ni el temps de reacci6 influeixen al
rendiment de la hidrolisi. Una agitacié previa amb vortex faria augmentar el
rendiment respecte a una agitacié amb bany d’ultrasons previ, perd no respecte
a una agitacio amb Thermomixer.

Per a la llavor de sésam, en canvi, homés l'efecte de la temperatura
presenta diferencies significatives entre els dos nivells (el rendiment de la
reaccié a 40 °C és significativament superior al de la reacci6é a 50 °C). La resta
de factors (temps de reaccio6 i tipus d’agitacid) no tenen cap efecte diferenciat
sobre el rendiment de reaccio.
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El fet d’obtenir menors rendiments amb la llavor de sésam podria estar
relacionat amb el contingut de greix de la llavor. L’enzim podria veure’s inhibit
per substrat davant un excés de greix. Aquesta inhibicié6 per substrat de la
lipasa de R. oryzae ha estat previament estudiada en treballs anteriors del grup
de recerca (Méndez, 2004) i altres lipases d’origen fungic presenten el mateix
comportament (Kiran and Divakar, 2002). Aquesta inhibici6 també podria
explicar el fet de que el temps de reaccid no tingui cap efecte al rendiment.

Que l'agitacié amb vortex faci augmentar el rendiment de la hidrolisi de soja
es pot interpretar com que la matriu fisicament més dura que suposa la soja
respecte el sesam fa necessaria una millor barreja fisica de la llavor amb el
miceli.

Donats aquests resultats, les condicions escollides per a la hidrolisi dels
triglicerids de llavors de soja i sesam, catalitzada per miceli liofilitzat de R.
oryzae son:

Soja: 50 °C, homogeneitzacio prévia amb vortex i temps d’hidrdlisi de 24 h.
Sesam: 40 °C, homogeneitzacié prévia amb vortex i temps d’hidrolisi de 24
h.

5.3.3.Desprotecciéo de I'1,2-acetonid dels esters d’acids
grassos amb solketal.

L’estrategia de preparacié d’1-monoglicérids mitjangant la sintesi d’ésters de
glicerol protegits d’acids grassos comporta necessariament una segona etapa
de desprotecci6 dels ésters formats. En aquest apartat s’exposen els resultats
obtinguts a I'estudi de la desproteccié del cetonid dels ésters d’acids grassos
amb solketal mitjangant diferents metodologies d’escalfament convencional i
amb microones.

5.3.3.1. Desenvolupament d’'un meétode assistit per
microones.

En primer lloc, es va desenvolupar una metodologia per a la desproteccio
de I'1,2-acetonid basada en escalfament mitjancant microones, una font
energetica no convencional que ha demostrat reduccions considerables dels
temps de reacci6 a nombrosos ambits de la sintesi organica en diferents
estudis publicats, especialment als ultims anys (Kappe and Dallinger, 2009). A
meés, s’han reportat també bons resultats de rendiments de reaccié mitjangant
'aplicacié d’aquest tipus d’escalfament en reaccions amb abséncia de solvent
(Gupta et al., 2009), una caracteristica que s’ha tingut en compte en el present
estudi com a part de I'estratégia d’obtencié de monoglicérids amb aplicaci6 dels
principis de 'anomenada “quimica verda”.
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Per als apartats 5.3.3.1.1, 5.3.3.1.2, 5.3.3.1.3 i 5.3.3.1.4 es va partir de
I'éster de solketal de I'acid palmitic com a model per a I'estudi de la reacci6 de
desproteccio i per a I'apartat 5.3.3.1.5 es van assajar els esters de solketal dels
acids lauric, miristic, palmitic, estearic i oleic. Tots els ésters de solketal d’acids
grassos van ser sintetitzats al laboratori (segons la metodologia descrita a
l'apartat 4.3.2.2).
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5.3.3.1.1. Proves preliminars.

5.3.3.1.1.1. Estudi de les condicions de desproteccié
usant aigua o etanol com a dissolvent.

Es van realitzar un seguit de proves preliminars per a la
desprotecci6 de [I'1,2-acetonid dels palmitat de solketil mitjancant
escalfament amb microones, amb diferents acids com a catalitzadors
(TFA, HCI, CH3COOH) i amb etanol o aigua com a dissolvent de reaccio.
Les diferents condicions de reaccio assajades es troben a la Taula 10 i la
Taula 11.

Per a les proves prévies, només en el cas de les reaccions a
175 °C en preséncia de TFA o HCI es va detectar formacié de
monopalmitina, amb uns rendiments de reaccié inferiors al 15%
(rendiments cromatografics). Aquest resultat es repeteix per a tots dos
dissolvents emprats, aigua i etanol. En aquests casos, als
cromatogrames es comprova la preséncia d’acid palmitic. Aixd sembla
indicar la hidrolisi de I'enllag éster a aquesta temperatura, tant de I'éster
de solketal, com de la monopalmitina formada. L'us de TFA i HCI es
troba descrit a la bibliografia com a catalitzadors en la desproteccio de
'anell de solketal mitjangant escalfament convencional amb rendiments
d’obtencié de monoglicérids superiors als trobats en aquests estudis
preliminars (Akoh, 1993; Bornscheuer and Yamane, 1995).

5.3.3.1.1.2. Proves preliminars amb resina de
bescanvi ionic com a catalitzador.

Donat que les proves preliminars de desproteccié de I'1,2-
acetonid del palmitat de solketil amb els catalitzadors acids i amb les
condicions assajades a I'apartat anterior no permeten obtenir rendiments
satisfactoris, es va buscar un altre catalitzador de la reaccid. Es va
decidir estudiar I's d’'una resina de bescanvi cationic (Amberlite IR-120)
com a catalitzador de la reaccio de desproteccio de I'1,2-acetonid amb
guantitats minimes de dissolvents (aigua i etanol), donat que a la
bibliografia en van trobar aplicacions d’aquest tipus de resines
sulfoniques, amb diferents condicions de reaccié i amb escalfament
convencional, per a la desproteccio de I'1,2-acetonid present a I'anell de
solketal (Wang et al., 2013) i I'apetura de I'anell d’oxira d’olis vegetals
epoxidats (Campanella and Baltanas, 2007, 2005, 2004).
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En primer lloc es van realitzar unes proves preliminars per
comprovar el comportament de la resina Amberlite IR120Na activada
(s’entén per forma activa de la resina la seva forma acida, obtinguda
segons el protocol dactivaci6 de [lapartat 4.4.3.1.1.3.1), amb
escalfament amb microones i diferents proporcions i condicions de
reaccio, amb aigua i etanol com a dissolvents. Els rendiments trobats en
aquestes proves es troben a la Taula 49.

Taula 49. Rendiments i condicions de les reaccions de desproteccié de I'1,2-acetonid
dels palmitat de solketil assajades a les proves preliminars utilitzant la resina de
bescanvi idnic IR120Na activada com a catalitzador.

, Proporcié . Rendimen}t
Dissolvent | e o Condicions de Reacci6
ester:dissolvent:resina (*)
(%)
1:3:1 80 °C, 15 min 26,71
1:3:1 120 °C, 15 min 16,46
1:3:1 80 °C, 30 min 14,34
1:3:1 50 °C, 15 min n.d
O 1:3:1 90 °C, 15 min 28,71
1:3:1 70 °C, 15 min n.d
1:3:1 75 °C, 15 min 12,52
1:3:1 85 °C, 15 min 35,97
1:3:2 85 °C, 15 min 32,66
1:3:3 85 °C, 15 min 33,90
1:3:1 85 °C, 15 min 42,41
CHsCHOH 1:3:1 120 °C, 15 min 16,57

(*)Proporcions molars de dissolvent i en pes de resina respecte I'éster de solketal.

A les reaccions portades a terme a 120 °C s’observa la preséncia
d’acid palmitic per als dos dissolvents emprats. Per altra banda, la
temperatura optima de la reaccido sembla ser 85 °C. A un estudi de la
degradacio de l'anell d’oxira d’olis vegetals epoxidats mitjangant H20:2 i
utilitzant la mateixa resina de bescanvi ionic com a catalitzador, es van
obtenir rendiments de reaccio similars amb temperatura de reaccio de
85 °C (Campanella and Baltanas, 2007).

La reaccié amb etanol com a dissolvent a 85 °C és la que déna un
rendiment més elevat (42,41 %).

5.3.3.1.2. Estudi de desproteccio utilitzant diferents alcohols i
resina de bescanvi ionic IR-120Na.

Els resultats de les proves preliminars de l'apartat anterior (el
rendiment de reacci6 més elevat s’obté a I'emprar etanol com a
dissolvent), junt amb resultats d’estudis que reporten bons resultats per a
l'obertura d’epdxids amb I'Us d’alcohols i escalfament amb microones
(Garcia-Vidal et al., 2006), ens van portar a realitzar una série d’assaigs
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per a la desproteccio de I'1,2-acetonid dels palmitat de solketil,
combinant I'is de resina IR-120Na activada i de diferents alcohols. Els
resultats de rendiments de reaccié d'aquests assaigs es troben a la
Taula 50.

Taula 50. Rendiments de la reacci6 de desproteccié de I'1,2-acetonid dels palmitat de
solketil utilitzant la resina IR120Na en preséncia de diferents alcohols mitjancant
escalfament amb microones. Proporci6 molar éster alcohol 1:3 i proporcié en pes
ester:resina activada 1:1, Condicions de reacci6 85 °C, 15 min. Resultats promig * Desv.
Estandard, n=2 (n.d.: no detectat).
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Rendiment Rendiment
d’obtencio de d’obtencid de
Alcohol " . , .
Monopalmitina Palmitat d’alquil
(%) (%)
1-Metanol 36,75+ 3,17 n.d.
1-Etanol 46,51 £5,40 n.d.
Isopropanol 66,31 + 2,89 n.d.
1-Butanol 77,53 +2,13 5,36 + 1,98
tert-Butanol 72,40 £ 2,57 n.d.
1-Pentanol 84,77 £ 2,21 8,28 + 2,55
1-Hexanol 75,10 £ 3,81 21,77 £ 3,03
1-Heptanol 24,32 +7,43 66,06 + 4,77
1-Decanol 49,31 £5,85 14,09 + 2,29

Els resultats mostren una tendencia a augmentar el rendiment de
reaccio a mesura que augmenta la llargada de la cadena de I'alcohol fins
a I'-pentanol, que presenta el rendiment d’obtencié de monopalmitina
més elevat (84,77 %). Aixd coincideix amb els resultats de I'estudi de
'obertura de I'anell de I'epdxid de clorometiloxira (Mirkhani et al., 2003),
on es troben rendiments de reaccid superiors, perd s’'observa la mateixa
tendéncia a augmentar el rendiment de reaccié a mesura que augmenta
la llargada de la cadena de I'alcohol emprat.

Per als alcohols de cadena superior o igual a quatre carbonis,
s’observa la preséncia de I'éster d’alquil corresponent a I'alcohol emprat
excepte per al tert-butanol. Aixd tampoc succeeix amb ['altre alcohol no
lineal, lisopropanol, per tant, tot sembla indicar que es dbna
simultaniament una reaccié de transesterificacié quan s'utilitzen alcohols
lineals de més de tres carbonis.

5.3.3.1.3. Estudi de desproteccié amb diferents proporcions
d’1-pentanol i resina de bescanvi ionic IR-120Na.

Donat que els resultats de I'apartat anterior indiquen que I'is d’1-
pentanol i resina activada IR-120Na permeten la desproteccié de I'1,2-
acetonid dels palmitat de solketii amb I'obtencié d’1-monopalmitina
mitjangant escalfament amb microones i amb un rendiment satisfactori
(84,77 %), es va decidir estudiar aquesta reaccid assajant diferents
proporcions d’alcohol i de resina, aixi com diferents condicions de
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reaccid, amb [I'objectiu d’augmentar el rendiment dobtencié de
monoglicerid i minimitzar I'obtencié de I'éster d’alquil d’1-pentanol. Els
resultats es mostren a la Taula 51.

Taula 51. Rendiments de la reaccié de desproteccié de I'1,2-acetonid dels palmitat de
solketil utilitzant diferents proporcions de la resina IR120Na i 1-pentanol mitjancant
escalfament amb microones. Proporcié molar éster alcohol 1:3 i proporcié en pes
ester:resina activada 1:1, Condicions de reacci6 85 °C, 15 min. Resultats promig + Desv.
Estandard, n=2, (n.d.: no detectat).

Rendiment
Rendiment d’obtencié
Proporcié Condicions | d’obtenci6 de de
ester:1l-pentanol:resina (*) de Reaccié | Monopalmitina  Palmitat
(%) de Pentil
(%)
1.0:3 85 °C, 15 min 6,36 + 0,44 n.d.
1:3:1 85 °C, 25 min 33,62+ 1,70 49,04 + 1,25
1:3:1 85 °C, 15 min 84,77 +£2,21 8,28 + 2,55
1:3:0,5 85 °C, 15 min 54,67 + 2,69 6,17 +1,12
1:3:0,25 85 °C, 15 min 23,36 + 1,83 3,23+1,13
1:0,5:1 85 °C, 15 min 79,79 2,17 n.d.
1:1,5:1 85 °C, 15 min 68,83 + 3,49 10,03 +1,16
1:1:2 85 °C, 15 min 85,50 + 2,96 3,28 +1,43
1:1:1 85 °C, 5 min 32,20+ 1,22 n.d
1:1:1 85 °C, 10 min 46,87 + 2,49 2,80+ 1,97
1:1:1 85 °C, 15 min 86,08 + 2,09 7,24 +1,50
1:1:1 85 °C, 20 min 58,15 + 2,32 n.d.

(*) Proporcions molars d’1-pentanol i en pes de resina respecte I'éster de solketal.

Els resultats mostren que les proporcions minimes a utilitzar de la
resina IR120Na i d’1-pentanol respecte la quantitat del cetonid dels
palmitat de solketil son ester:resina 1:1 (en pes) i ester:1-pentanol 1:1
molar, amb una temperatura de 85 °C i un temps de reaccié de 15 min
amb escalfament per microones, amb un rendiment de 86,06 %. Per a
escollir les condicions i proporcions oOptimes s’ha buscat maximitzar
I'obtencié de monopalmitina i minimitzar I'obtencié de palmitat de pentil.

5.3.3.1.4. Estudi de desproteccié amb diferents proporcions
d’1-pentanol i diferents resines sulfoniques.

Un cop obtingut un rendiment d’obtencié d’1-monopalmitina a
partir d’éster de solketal de I'acid palmitic de 86,06% amb les condicions
esmentades a l'apartat anterior, es va adquirir la mateixa resina de
bescanvi ionic en la seva forma acida (IR-120H) per tal de simplificar la
metodologia. Al mateix temps, es va adquirir també un nou lot de la
mateixa resina en la seva forma sodica (anomenada aqui IR-120Na-B
per tal de diferenciar aquest lot de l'antic, IR-120Na-A) emprada als
assaigs realitzats anteriorment.
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Amb les dues resines noves adquirides, es va realitzar una
comparacio respecte la resina IR120Na utilitzada fins al moment amb
diferents condicions de reaccié de desprotecciéo de I'1,2-acetonid dels
palmitat de solketil mitjangant escalfament amb microones. Els resultats
de rendiment d’obtencié d’1-monopalmitina es troben a la Taula 52.

Taula 52. Rendiments d'obtenci6 de monopalmitina i palmitat de pentil en la
desproteccié de I'1,2-acetonid dels palmitat de solketil utilitzant 1-pentanol i diferents
resines sulfoniques amb diferents temps de reaccié. Resultats promig + Desv. Estandard,

n=2.
Proporci6 Rendiment anf'me.”,t
ester:1- Condici d’obtencié de d oPttlen(_:tlot
pentanol:resina OnEICtons | monopalmitina 95 "2
0/) e Penti

(*) (% (%)
IR120H Plus 1:1:1 85°C,15min | 3,44+025 |54,23+1,79
IR120H Plus 1:3:1 85 °C, 5 min n.d. 89,09 + 2,25
IR120H Plus 1:3:1 85 °C, 10 min n.d. 94,05+ 2,10

IR120Na-B 1:0,5:1 85°C, 15min | 52,86+ 3,21 n.d.
IR120Na-B 1:1:1 85°C, 15min | 7423+556 | 4,44+0,73
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(*) Proporcions molars d’1-pentanol i en pes de resina respecte I’éster de solketal.

Els resultats indiquen que la resina sulfonica adquirida en la seva
forma acida (Amberlite IR120H Plus, Aldrich), funciona pel que fa a la
transesterificacié, donant rendiments elevats d’obtencié de palmitat de
pentil, perd no realitza la desproteccié de I'anell del solketal. Pel que fa a
la nova resina IR210Na-B (Amberlite IR120Na, Carlo Erba), activada
seguint el mateix procediment emprat fins ara, no assoleix els
rendiments d’obtencié de monopalmitina que permetia I'iUs de l'antiga
resina.

Per tal de descartar I'efecte de la humitat retinguda per la resina
un cop activada i rentada, es van comparar totes dues resines IR120Na
activades i assecades, utilitzades per a la reacci6 de desproteccidé de
'anell de solketal després de diferents temps d’exposicidé a la humitat
dins d’'una cambra tancada. Els resultats es mostren a la Taula 53.
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Taula 53. Rendiments d'obtenci6 de monopalmitina i palmitat de pentil en la
desproteccié de I'1,2-acetonid dels palmitat de solketil utilitzant 1-pentanol (proporcio
molar 1:1) i dues resines sulfoniques (proporcié en pes 1:1) exposades a humitat durant
diferents temps. Les condicions de reaccié s6n 85 °C i 15 min amb escalfament
mitjancant microones). Resultats promig + Desv. Estandard, n=2; Les mitjanes amb la
mateixa lletra no son significativament diferents.

Rendiment
Temps Rendiment d’obtencio
Resina en d’obtencio de de
IR120 cambra | Monopalmitina  Palmitat
d'humitat (%) de Pentil
(%)
0 71,674+4,08 | 4,78 +0,33
30min 73,124 +376 | 4,25+0,92
IR120Na-B 1h 72,44* + 457 | 4,00 +0,52
Nova 3h 73,94 +3,22 | 4,82+0,46
6h 74,60%+3,78 | 4,07 £0,23
24h 78,554 +4,10 | 4,22+0,71
0 81,178 +366 | 7,72+1,10
30min 87,888+234 | 7,75+0,65
IR120Na-A 1h 82,478 +396 | 7,42+0,43
Antiga 3h 81,328+ 4,57 | 7,61+0,88
6h 80,098 +421 | 7,57 +0,53
24h 79,898 +475 | 7,15+0,39

En aquests nous assaigs es continua observant diferéncies entre
les dues resines assajades: per a tots els casos, el rendiment d’obtencié
de monopalmitina és significativament superior quan s'utilitza la resina
IR120Na-A. Una analisi de variancia de les dades indica que el temps
d’exposicio de la resina a la humitat no és un factor que influeixi en el
rendiment d’obtencié de monopalmitina, en canvi la resina utilitzada si
que té un efecte significatiu en el rendiment. Dins de cada una de les
resines, una separacié de mitjanes segons el test d’Student-Newman-
Keuls (a=0,05) no troba cap diferéncia significativa entre cap dels temps
d’exposicio a la humitat.

5.3.3.1.5. Desproteccié de I'1,2-acetonid de carboxilats de
solketil de diferents acids grassos de cadena llarga en
preséncia de tert-butanol i de la resina de bescanvi
ionic IR120Na mitjan¢cant escalfament amb microones.

Per tal d’evitar la formacié de palmitat de pentil, es va decidir
substituir I'alcohol emprat, 1-pentanol, per tert-butanol, amb I'objectiu de
gue la preséncia del grup hidroxil sobre un carboni trisubstituit minimitzi
la transesterificacio, segons I'observat als resultats de la Taula 50. Es
van sotmetre tots els ésters de solketal sintetitzats a I'apartat 4.3.2.2 a la
reaccio de desproteccio del 1,2-acetonid en preséencia de tert-butanol
(proporcié molar éster:alcohol 1:1) i de resina IR120Na-B (proporcid en
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pes éster:resina 1:1), durant 15 min i a una temperatura de 85 °C
mitjancant escalfament per microones. Els resultats es mostren a la
Taula 54.

Taula 54. Rendiments d'obtencié de monoglicérids en la desproteccié de I'1,2-acetonid
de carboxilats de solketil de varis acids grassos utilitzant tert-butanol (proporcié molar
ester: tert-butanol 1:1) i la resina IR120Na-B (proporcié en pes éster resina 1:1). Les
condicions de reaccido s6n 85 °C i 15 min amb escalfament mitjangcant microones.
Resultats promig + Desv. Estandard, n=3.

Rendiment
d’obtencio de
Monoglicerid

(%)

Ester de Solketal

Laurat (C12:0) 57,57 + 8,36
Miristat (C14:0) 59,88 + 4,25
Palmitat (C16:0) 55,37 + 2,86
Estearat (C18:0) 64,92 + 3,24

Oleat (C18:1) 24,85 + 6,03

Com era d’esperar, en cap cas es produeix transesterificacio entre
I'éster de solketal i el tert-butanol. Ara bé, els rendiments de
desproteccié so6n en tots els casos menors que el rendiment de
monoglicerid obtingut a la desproteccié del palmitat de solketil quan
s'utilitza 1-pentanol i la mateixa resina IR-120Na-B (Taula 53),
observant-se el valor d’hidrolisi més baix en I'obtencié d’1-monooleina a
partir de I'éster de I'acid oleic. La diferéncia dels rendiments de reaccié
entre els esters dels acids oleic i lauric coincideix amb els resultats d’un
estudi on es van utilitzar altres resines de bescanvi ionic per a la
obtencio de monoglicérids a partir de la reaccid directa entre acids
grassos i glicerol, on s’observa un rendiment d’esterificaci6 amb acid
lauric superior al rendiment d’esterificacio amb acid oleic (Pouilloux et al.,
1999).

El resultat de la desproteccié de I'éster de I'acid palmitic amb tert-
butanol i resina IR120Na-B, la resina de nova adquisici6, és inferior a
que es va trobar a l'utilitzar resina IR120Na-A, la resina antiga (Taula 50).
Aix0 coincideix amb els resultats de I'apartat 5.3.3.1.4, on es comprova
la pérdua de rendiment quan s’utilitza la resina IR120Na-B.

5.3.3.2. Meétodes d’escalfament convencional.

Una vegada desenvolupada una metodologia de desproteccio dels de I'1,2-
acetonid de carboxilats de solketil de diferents acids grassos mitjangant
escalfament amb microones que permet obtenir rendiments de reaccid
satisfactoris, es va procedir a traslladar-la a un escalfament convencional per
tal de comparar els resultats de rendiments de reaccio entre tots dos metodes
d’escalfament. Abans, perod, es van assajar diferents procediments d’obtencié
de monoglicerids per desproteccié d’ésters de solketal mitjangcant escalfament
convencional trobats a la bibliografia per tal de comparar els resultats amb els
obtinguts segons la nostra metodologia.
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5.3.3.2.1. Metodes de referencia.

L’obtencié de monoglicerids mitjangant esterificacio amb glicerols
protegits i posterior desproteccié és una estratégia coneguda. Es per
aixod que existeixen diferents metodologies descrites a la bibliografia per
a I'etapa de desproteccio (Akoh, 1993; Bornscheuer and Yamane, 1995;
Halldorsson et al., 2004; Villeneuve et al., 1998). D’entre aquestes
metodologies (alguns d’aquests estudis proposen varies alternatives), es
van escollir tres meéetodes de referéncia que es van aplicar a la
desproteccid de I'ester de solketal de I'acid palmitic per tal de comparar
els resultats de rendiments de reacci6 amb els trobats aplicant les
metodologies d’escalfament amb microones desenvolupades a 'apartat
5.3.3.1 i les d’escalfament convencional que es desenvoluparan a
'apartat seglent (5.3.3.2.2).

Es van assajar els metodes de referéencia escollits, basats en un
escalfament convencional o en abséncia d’escalfament, per a la
desproteccié de I'anell de I'éster de I'acid palmitic. Els resultats d’aquests
assaigs es mostren a la Taula 55.

Taula 55. Rendiments d'obtencié de monopalmitina en la desproteccido de I’anell de
I'éster de solketal de Pacid palmitic mitjangant diferents métodes d’escalfament

convencional (n=3).

Métode . Rendiment d’obtencié de Monopalmitina (%)
Halldorsson et al., 2004
(Reflux amb acid p-
toluensulfonic i tetrahidrofuran,
12h)

60,05 + 0,12

Villeneuve et al., 1998
(Acetonitril:HCI (aq) 1M 4:1
vol/vol, 6h, temperatura
ambient)

88,71 + 0,56

Akoh, 1993
(Acid trifluoroacétic 90%
(aquos), 10 min, temperatura
ambient)

98,32 + 0,29

Mitjangant el métode proposat per Akoh, s’obté una desproteccio
practicament total de I'anell de solketal. A més, és el métode més curt de
tots els assajats (10 min) i la reaccio té lloc a temperatura ambient. Per
contra, €s un metode que necessita de dissolvent, encara que sigui
aigua, i d'un catalitzador car, com I'acid trifluoroacétic, que és dificilment
recuperable, a diferéncia de la resina que s’empra en el nostre cas. Els
altres dos métodes han donat percentatges d’hidrolisi menors,
necessiten temps meés llargs i I'us de dissolvents més cars i toxics que
no l'aigua.
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5.3.3.2.2. Desprotecci6 de [I'1,2-acetonid del palmitat de
solketil en preséncia d’1-pentanol i de la resina de
bescanvi ionic IR120Na mitjancant escalfament
convencional.

Es va adaptar el métode per a la desproteccio de I'anell de I'éster
de solketal de l'acid palmitic mitjangant escalfament amb microones
(proporcié molar ester:1-pentanol 1:1, proporcid en pes ester:resina
IR120Na 1:1, 85 °C, 15 min) a un escalfament convencional, mantenint
la mateixa temperatura durant diferents temps de reaccié. D’aquesta
manera es vol tenir una idea de les diferéncies de rendiments i temps de
reaccid necessaris a l'utilitzar totes dues tecniques d’escalfament. Els
resultats es mostren a la Taula 56.

Taula 56. Rendiments d'obtencié de monopalmitina en la desproteccié de I'anell de
I'éster de solketal de I'acid palmitic mitjancant diferents temps de reaccid. Condicions de
la reacci6: proporcié molar ester:1-pentanol 1:1, proporcié en pes éster:resina IR120Na
1:1, 85 °C. Resultats promig + Desv. Estandard, n=3.
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Temos de Reacci6 Rendiment d’obtenciéo de Rendiment d’obtencié de
b Monopalmitina (%) Palmitat de Pentil (%)

15 min n.d. n.d.

30 min 51,96 + 0,44 n.d.

45 min 66,98 + 0,21 1,14 £ 0,03
1h 78,81 +£0,28 2,62 +0,02
2h 74,41 £0,17 5,17 +0,51
6 h 49,15+ 0,24 9,46 £ 0, 19
24 h 24,03 £ 0,39 12,81 +1,12

Sembla haver-hi una tendéncia a augmentar el rendiment
d’obtencié de monopalmitina a mesura que augmenta el temps finsa 1 h
de reaccio. A partir d’aqui, la disminucié esta relacionada amb l'aparicié
d’acid palmitic lliure (no quantificat) i amb la formacié de palmitat de
pentil. Aixi, sembla que la monopalmitina formada es va hidrolitzant a
partir de 2 h de reacci6é. En quant a la formacié de palmitat de pentil,
augmenta amb el temps de reaccio fins a les 24 h.

5.3.3.2.3. Desprotecci6 de I'1,2-acetonid de carboxilats de
solketil de diferents acids grassos de cadena llarga en
presencia de tert-butanol i de la resina de bescanvi
ionic IR120Na mitjancant escalfament convencional.

Donat els resultats de la Taula 56, es va decidir assajar diferents
temps intermedis entre 1 h i 2 h la reaccié de desproteccio de I'anell de
I'éster de solketal de 'acid palmitic mitjangant escalfament convencional
segons el meétode adaptat d’escalfament amb microones, per tal
d’optimitzar el temps de reaccid. De la mateixa manera que a l'apartat
5.3.3.1.5, es va decidir substituir I'1-pentanol per tert-butanol, per tal de
reduir el grau de transesterificacié. A més, per veure un possible efecte
de la formacio de acetona a I'equilibri de la reaccié de desproteccio, es
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va repetir I'assaig amb els vials de reaccio oberts, per tal d’afavorir-ne

'evaporacio. Els resultats es troben a la Taula 57.

Taula 57. Rendiments d'obtencié de monopalmitina en la desproteccié de I’anell de
I'éster de solketal de I'acid palmitic amb diferents temps de reaccié, en vials oberts o
tancats durant la reacci6. Condicions de la reaccidé: proporcié molar éster:tert-butanol

1:1, proporcié en pes esteriresina IR120Na 1:1, 85 °C. Resultats promig

Desv.

Estandard, n=3, Les mitjanes amb la mateixa lletra no sOn significativament diferents

(a=0,05).

Temps de Reaccié

Rendiment d’obtencié de Monopalmitina (%)

Vial Obert Vial Tancat
60 min 52,36° + 0,54 52,015 + 0,23
75 min 72,09°+0,71 63,97+ 0,34
90 min 86,988 + 0,22 71,30* £ 0,25
105 min 90,86" + 0,31 65,768 + 0,62
120 min 71,31¢ + 0,55 53,49 + 0,47

En cap cas s’observa transesterificacio. Excepte per al temps de
reaccio de 60 min, on els rendiments sén similars, s’obtenen rendiments
de reaccid superiors al mantenir oberts els vials durant la reaccio. El
rendiment més alt d’obtencié de monopalmitina correspon a un temps de
reaccio de 105 min amb vial obert (90,86%). A partir dels 75 min,
s’observa la preséncia d’acid palmitic lliure (no quantificat). Una
separacio de mitjanes segons test d’Student-Newman-Keuls (a=0,05)
confirma que el temps de 105 min per a un vial obert és el que reporta
un rendiment d’obtencié de monopalmitina significativament superior.
Per als vials tancats, els rendiments de reaccié augmenten fins als 90
min, on s’assoleix el rendiment maxim (71,30%) i disminueixen despreés,
fins al temps de reaccio de 120 min. D’aquestes alternatives assajades,
es decideix escollir com a temps de reaccié optim 105 min per a la
reacci0 de desproteccio dels ésters de solketal amb escalfament
convencional. Aquests valors sén equivalents als obtinguts per
desprotegir el mateix compost emprant una resina sulfonica i metanol.
En el nostre cas no s’observa la formacié del corresponent éster alquilic i
el temps de reacci6 passa a ser de 105 min, mentre en el metode descrit
van ser necessaries 10 h de reaccio per obtenir els mateixos resultats

(Wang et al., 2013).

Una vegada s’havia obtingut un métode adequat per

la

desproteccié de I'éster de solketal de I'acid palmitic, es va voler estudiar
la seva aplicabilitat als altres ésters de solketal d’acids grassos
sintetitzats a I'apartat 4.3.2.2. Es va sotmetre la resta d’ésters de solketal
d’acids grassos sintetitzats a la reaccié de desproteccié de I'anell del
solketal, amb les condicions de reaccié optimes: vial de reaccioé obert,
85 °C, temps de reaccio 105 min, proporcié molar ester:tert-butanol 1:1 i
proporcié en pes ester:resina activada 1:1. Els resultats es presenten a

la Taula 58.
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Taula 58. Rendiments d'obtencié de monoglicérids en la desproteccié de I’'anell de I'éster
de solketal d’acids grassos utilitzant tert-butanol (proporcié molar 1:1) i la resina
IR120Na (proporcié en pes 1:1). Les condicions de reaccié sén 85 °C i 105 min amb
escalfament convencional. Resultats promig + Desv. Estandard, n=3.

120

Rendiment
d’obtencioé de
Monoglicerid

Ester de Solketal

(%)
Laurat (C12:0) 89,92 £ 2,41
Miristat (C14:0) 92,61+2,12
Palmitat (C16:0) 90,86 + 0,31
Estearat (C18:0) 87,13+1,57
Oleat (C18:1) 39,68 + 0,22

Com es pot veure a la Taula 58 s’obtenen rendiments de reaccio
superiors al 85% per a tots els esters excepte per a I'éster de solketal de
'acid oleic, per al qual s’obté un 39,68%. De totes maneres els
rendiments d’obtencié de monoglicérid trobats al portar a terme la
reacci6 amb escalfament convencional sén superiors per a tots els
esters als trobats al fer la reaccié mitjancant escalfament per microones.
El baix rendiment de reaccié de lI'unic éster que presenta insaturacions
coincideix amb els resultats de la reaccié de desproteccié mitjancant
escalfament amb microones (apartat 5.3.3.1.5).

Aquesta diferéncia en la resposta enfront d’aquest tipus de resina
podria obrir un cami per I'enriquiment de fraccions amb acids saturats o
insaturats a partir de mescles de tots ells, estudi que va més enlla de
I'objectiu d’aquesta tesi.
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5.3.4.0btencié de monoglicérids a partir de llavor de soja.

Als apartats anteriors s’han desenvolupat les metodologies necessaries per
a portar a terme les dues etapes per a la preparacio de monoglicérids a partir
de llavors vegetals. Per a I'estudi de la primera etapa es van utilitzar de llavors
de soja i sésam com a material de partida per a la obtencié d’ésters de glicerols
protegits d’acids grassos. Per a l'estudi de la segona etapa de desproteccio
d’aquest tipus d’ésters, es va partir de productes sintetitzats al laboratori.

En aquest apartat es van aplicar totes dues metodologies desenvolupades
per a les dues etapes al material vegetal, aixo és, hidrolisi dels triglicéerids i
esterificacié amb solketal dels acids grassos de llavor de soja catalitzada per
miceli liofilitzat de R. oryzae en abseéencia de solvent (1a etapa) i desproteccio
de I'anell de solketal dels ésters d’acids grassos obtinguts (2a etapa).

Per altra part, es va determinar el contingut de tocoferols dels extractes
finals obtinguts després de totes dues etapes per tal d’establir si la metodologia
permet I'obtencié d’extractes de monoglicérids que continguin alguna fraccio
d’aquests antioxidants, presents al material vegetal de partida.

A la Taula 59 es presenten els resultats de rendiments de reaccié de la
primera etapa (columna 1), les diferents metodologies emprades a la 2a etapa
(columna 2), les concentracions de monoglicerids als extractes obtinguts
després de totes dues etapes (columnes 3 i 4), els rendiments de la 2a etapa
calculats a partir de la determinaci6 mitjancant GC-FID (columna 5) i els
rendiments globals d’obtencié de monoglicérids de la llavor de soja (columna 6).
Per al calcul de rendiment d’obtencié de monoglicérids s’han fet servir les
dades de concentraci6 de monoglicérids a [I'extracte final de reaccio
determinades mitjancant GC-FID (pels metodes propis i els de referéncia) i
RMN (pels metodes de referéncia). La discussié d’aquests resultats es troba als
seguents apartats.
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Taula 59. Resultats de la obtenciéo de monoglicerids de llavor de soja mitjangant dues
etapes: una primera etapa d’hidrolisi (24 h de reaccio) i esterificacié (6 h de reaccid) a
50 °C amb addicid fraccionada de solketal catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae i
una segona etapa de desproteccid dels éesters de solketal portada a terme segons les
metodologies descrites a les referéncies indicades o segons les metodologies
desenvolupades: 85 °C amb escalfament convencional (105 min de reaccid) o mitjangant
microones (15 min de reaccidé) en preséncia de tert-butanol (proporcié molar
ester:alcohol 1:1) i de resina IR-120Na activada (proporcié en pes éster:resina 1:1).
(Promig £ Desv. Est. de n=4).

) Rendiment
_ _ Concentracio _ Global
Rendiment | Metodologia 2a Monoglicerids (% p/p) Rendiment

la Etapa (%) Etapa 2a Etapa (%) &;Tgﬂg'e?igz

GC-FID (%)

tert-Butanol /
65,39 + 2,57 IR120Na 4,12 + 0,09 ; 6,30 + 0,09 <5%
(convencional)
tert-Butanol /
66,71 + 2,95 IR120Na 3,86 + 0,13 - 5,79 + 0,13 <5%
(microones)
V'”e”iggg etal. | 5r39+187 | 51.78+2.86 | 80,82+1,87 | 5323+ 3,46

68,36 + 3,15 Akoh 1993 35,68 +3,32 | 36,12+2,59 | 52,19 + 3,32 37,97 £ 3,77

64,82 £ 2,28

5.3.4.1. la Etapa: Hidrolisi i esterificacio amb solketal dels
acids grassos de la llavors de soja catalitzada per
miceli liofilitzat de Rhizopus oryzae.

La primera etapa del procediment va consistir en la hidrolisi dels triglicerids
de llavor triturada de soja i esterificacié dels acids grassos resultants amb
solketal, catalitzat per miceli liofilitzat i en abséncia de solvent. La metodologia
utilitzada va ser la descrita a l'apartat 4.4.2.1.2 (addici6 fraccionada de
l'alcohol), amb les seglients condicions: 50 °C, temps d’hidrolisi de 24 h i temps
d’esterificacio de 6 h.

En aquesta etapa, la hidrolisi i esterificacié dels triglicérids continguts en la
llavor de soja, catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae, reporta rendiments
de reacci¢ inferiors als trobats a I'apartat 5.3.2 (Taula 59, columna 1). Hi ha dos
factors que poden haver influit en aquesta diferencia:

En primer lloc, totes dues reaccions s’han dut a terme amb diferents lots de
miceli liofilitzat de R. oryzae. Per als experiments realitzats quan es va
desenvolupar la metodologia (apartat 5.3.2) es va fer servir un lot de miceli amb
una activitat enzimatica desconeguda donat que no s’havia establert encara
I'assaig d’activitat enzimatica del miceli (corresponent al lot R. oryzae 1 acabat
de preparar de la Taula 23), mentre que als experiments realitzats al present
apartat es va fer servir un lot de miceli amb una activitat enzimatica de 0,43
pMmol d’acid estearic/min (corresponent al lot de R. oryzae 3 acabat de preparar).
Donades les diferents activitats lipasiques trobades entre diferents lots de
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miceli i la pérdua d’activitat d’aquest amb el temps (Taula 23), aix0 podria
explicar, en part, les diferéncies trobades entre els rendiments de reaccio.

D’altra banda, per a aquests assaigs, la trituracié de la llavor s’ha fet de
manera diferent, fins a I'obtencié d’'una textura de pols. Per als experiments
realitzats quan es va desenvolupar la metodologia (apartat 5.3.2), la llavor es
va utilitzar amb una textura menys fina (descripcié a I'apartat 4.2.1), en canvi,
als experiments realitzats al present apartat es va utilitzar com a material
vegetal de partida llavor de soja triturada fins a textura de farina. El fet de que
la textura sigui més fina fa pensar que augmenta el contacte de I'enzim
contingut en el miceli amb el seu substrat lipidic respecte a la llavor menys
triturada. Aix0 podria augmentar la inhibici6 per substrat que s’observa en
diferents experiments realitzats al llarg d’aquest estudi.

5.3.4.2. 2a Etapa: Reacci6 de desprotecci6 de I'1,2-
acetonid de carboxilats de solketil d’acids grassos de
llavor de soja.

La segona etapa del procediment va consistir en la desproteccio dels ésters
de solketal d’acids grassos de llavor de soja obtinguts a la primera etapa
mitjancant dues metodologies desenvolupades en aquest estudi, una amb
escalfament convencional (105 min de reacci6 a 85 °C) i laltra amb
escalfament amb microones (15 min a 85 °C), totes dues en preséncia de tert-
butanol (proporcié molar éster:alcohol 1:1) i resina de bescanvi ionic IR-120Na
activada (proporcié en pes ester:.resina 1:1). Es van emprar també, per a la
desproteccié dels esters de solketal, dos metodes de referéncia amb
escalfament convencional per tal de comparar-ne els resultats amb els metodes
propis. Els protocols i les condicions de reaccio dels diferents metodes es
troben descrits a 'apartat 4.4.3.2.1.

Els resultats de rendiments dobtenci6 de monoglicérids (respecte el
material vegetal inicial i respecte a la quantitat d’ésters obtinguts a la primera
etapa) i la concentracid6 de monoglicérids de llavor de soja a I'extracte final
emprant diferents metodologies a la 2a etapa, es troben a la Taula 59
(columnes 2, 3, 4,51 6).

El rendiment de la reaccio segons la metodologia que combina I'is de la
resina de bescanvi ionic IR120Na i tert-butanol amb escalfament convencional
és, contrariament a I'esperat considerant els resultats obtinguts amb els ésters
model, inferior al 5 %. Aquest baix rendiment no és pot explicar nomeés per les
dificultats observades en la desproteccid del oleat de solketal, doncs fins hi tot
en aquest cas teniem rendiments proxims al 40 % quan s’empra escalfament
convencional i del 25 % per escalfament en microones. Aixo pot ser degut a la
inhibicié de la capacitat catalitica de la resina per substancies diferents als
esters de solketal. Aquestes substancies podrien provenir de la mateixa matriu
vegetal (llavor de soja) o del biocatalitzador (miceli de R. oryzae) emprat en la
sintesi d’aquestes mescles. Es va repetir la mateixa reaccié pero amb
escalfament mitjancant microones, obtenint resultats similars. Aix0 donaria
suport a la hipotesi de la inhibicié de la capacitat catalitica de la resina sulfonica.
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A més, el fet de partir de llavor de soja triturada fins a textura de farina, pot
augmentar I'extraccié de diferents constituents de la llavor que poden suposar
una interferéncia per a I'actuacié de la resina.

Respecte als altres dos metodes de referéncia assajats, el que té un
rendiment de reaccié mes elevat és el que utilitza acetonitril:HCI (aq) 1M 4:1
vol/vol durant 6 h a temperatura ambient (Villeneuve et al., 1998). Mitjangcant
aguesta metodologia es va obtenir un extracte amb un contingut de
monoglicerids de soja de 52,39 % (GC-FID), amb un rendiment de la 2a etapa
de 80,82 %. El fet d’obtenir rendiments de reaccié d’obtencié de monoglicérids
menors que quan es parteix de palmitat de solketal (apartat 5.3.3.1.4) és degut,
en gran mesura, a que la primera etapa del procés no és completa, i aixo
limitaria el rendiment global de totes dues etapes. El rendiment del procés
global en les millors condicions trobades és menor que el descrit per altres
autors, tal com queda reflectit a la Taula 4 (apartat 1.3.2) i en la reacci6 descrita
recentment emprant palmitat de vinil i glicerol amb o sense dissolvent (Wang et
al., 2013). De totes maneres hem de tenir en compte que en el nostre cas
partiem d’oli contingut directament en la llavor, mentre que tots els altres autors
empren triacilglicérids o altres ésters ja purificats.

5.3.4.3. Tocoferols obtinguts als extractes finals.

Es va determinar el contingut de tocoferols dels extractes finals de
monoglicerids de soja obtinguts després de totes dues etapes. Donat que els
monoglicérids presenten un ampli camp d’aplicacié com a emulsionants a les
indastries alimentaria i cosmetica, els extractes de monoglicérids derivats de
vegetals que continguin tocoferols naturals suposarien un ingredient (o additiu)
amb un elevat valor afegit.

Pel que fa al contingut d’alfa, gamma i delta-tocoferol dels extractes finals,
nomes es va detectar-ne la presencia a I'inic extracte obtingut al realitzar la
segona etapa de la reaccid6 mitjancant escalfament amb microones.
Probablement, al cas dels métodes Villeneuve i Akoh, la preséncia d’'acids i
'augment local de la temperatura que aixd6 comporta, podria haver induit a
'oxidacié dels tocoferols continguts al material vegetal. Pel cas de la
metodologia que utilitza tert-butanol/IR120Na amb escalfament mitjancant
microones, es comprova una reduccid considerable de gamma-tocoferol i la
pérdua d’alfa-tocoferol (Taula 60).

Taula 60. Contingut en tocoferol dels extractes obtinguts després de totes dues etapes
per a la obtenci6 de monoglicérids de soja en realitzar la segona etapa mitjancant
escalfament amb microones (mg/100 g material + desviaci6é estandard, n=3).

' a-Tocoferol  y-Tocoferol = &-Tocoferol |
Material Llavor de soja 1472 +2,61 | 13485+8,47 | 70,25+5,24
Extracte - 72,90 +3,61 | 64,52 +3,09
Recuperaci6 (%) 0% 54,06 % 91,84 %
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Respecte els resultats de tocoferols recuperats quan es va realitzar I'estudi
de la primera etapa (Taula 43), tot i que es parteix d’un lot de llavor diferent,
amb contingut de tocoferols diferent, s’observa que, després de totes dues
etapes, es recupera una porcio menor de gamma-tocoferol i practicament tot el
delta-tocoferol, mentre que [l'alfa-tocoferol es perd per complet. En canvi,
després de la primera etapa, s’aconseguia recuperar part de I'alfa-tocoferol,
una porcié més elevada de gamma-tocoferol i una porcié més petita de delta-
tocoferol.

El fet de que, al realitzar la reaccid mitjancant escalfament convencional
durant 105 min a 85 °C no trobem restes de tocoferols i que en fer la reaccio
mitjancant escalfament amb microones (85 °C, 15 min) en detectem la
preséncia d’aquests, tot i la reduccié de les concentracions, fa pensar que la
pérdua d’aquests ha estat deguda a les condicions de reaccio (85 °C durant
105 min).
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Les conclusions d’aquest estudi son les seguents:

1. S’ha establert una metodologia d’obtencid d'un extracte ric en
monoglicerids a partir de llavor de soja mitjancant un procediment de
dues etapes: una primera etapa d’hidrolisi dels triglicerids i
esterificacié amb un glicerol protegit, el solketal, catalitzada per miceli
liofilitzat de R. oryzae en condicions d’absencia de solvent i una
segona etapa de desproteccio quimica del glicerol protegit mitjancant
diferents metodologies descrites a la bibliografia i d’altres
desenvolupades en aquest estudi.

2. Segons la metodologia descrita al punt anterior, el rendiment maxim
d’obtencié de monoglicérids a I'extracte final de reaccié ha estat del
80,82 %, amb les seguents condicions: una primera etapa catalitzada
per miceli liofilitzat de R. oryzae en condicions d’abséncia de solvent,
portada a terme a una temperatura de reaccié d’hidrolisi i esterificacio
amb solketal de 50 °C i un temps de reacci6 d’hidrolisi de 24 h i de
reaccié d’esterificaci6 amb solketal de 6 h, i una segona etapa de
desproteccio del glicerol protegit (solketal) emprant com a solvent
una barreja acetonitril:HCI 1M en proporcio 4:1 (v/v), amb un temps
de reacci6 de 6 h a temperatura ambient.

3. Els métodes desenvolupats per a la segona etapa del procés, la
desproteccid del glicerol protegit, que suposen el tractament a una
temperatura de reaccié de 85 °C en preséncia d’una proporciéo molar
d’ester:tert-butanol 1:1 i una proporcid en pes esterrresina de
bescanvi ionic IR120Na 1:1, amb escalfament convencional (105 min
de reaccid) i mitjangant microones (15 min de reaccid), tot i donar lloc
a rendiments de reaccié6 moderats i alts quan es parteix dels ésters
purificats, no permeten bons rendiments de reaccié quan es parteix
de I'extracte d’ésters de solketal provinents de la reaccié d’hidrolisi i
esterificacié catalitzada per miceli liofilitzat de R. oryzae.

4. Tan sols l'extracte final obtingut mitjancant una segona etapa de
desproteccio del glicerol protegit a una temperatura de reaccié de 85
°C en presencia d’'una proporcié molar d’ester:tert-butanol 1:1 i una
proporcié en pes éster:resina de bescanvi ionic IR120Na 1:1, amb
escalfament amb microones durant 15 min de reaccié permet
recuperar part dels tocoferols de partida de la llavor (un 54,06 % de
y-tocoferol i un 91,84 % de d-tocoferol).

5. S’ha establert una metodologia de monitoritzacié de l'activitat lipasica
del miceli liofilitzat de R. oryzae, basada en els ymol d’acid estearic
alliberats en 60 min mitjangant la hidrolisi d’estearat de metil
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catalitzada per 10 mg de miceli a una temperatura de reaccié 40 °C.
Aquesta metodologia hauria de permetre l'avaluacié de [l'activitat
lipasica de diferents lots de miceli liofilitzat de R. oryzae obtinguts aixi
com [lactivitat d’aquest al llarg del temps de conservacido a
temperatura de congelacio.

El procediment quimioenzimatic desenvolupat permet, amb I's d’'un
sistema de reaccid6 mediambientalment favorable, l'obtencié de
monoglicerids amb rendiments que es troben en un rang de 30-60 %.
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