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1. RESUMEN

Se realiz6 la sintesis de productos de condensaciéon de mentol y &cido lactico catalizada por la
enzima Novozym 435, una lipasa comercial de Candida antarctica libre de solvente. Las
reacciones se llevaron a cabo en un matraz de fondo redondo con agitacion magnética,
adaptado a un condensador recto y usando calentamiento convencional. Se aplicé un disefio
experimental tipo Box-Behnken con 29 experimentos, utilizando como factores: la temperatura
(60, 90 y 120 °C), el tiempo de reaccion (1, 6.5 y 12 horas), la relacion molar mentol: &cido
lactico (M/AL) (1, 2 y 3) y el porcentaje de enzima en peso (5, 27.5 y 50); las variables
respuestas fueron conversion, selectividad y rendimiento. Se evaluaron por medio de GC-MS,
relacionadas directamente con la concentracion de mentol y lactato de mentilo. Los datos fueron
analizados con Minitab 18 Statiscal Software y los productos obtenidos se caracterizaron
mediante espectroscopia FTIR, espectrometria de masas y polarimetria.

La respuesta conversion no tuvo asociado un factor significativo, pero la relacién molar al
cuadrado (RM?) fue el que mas cerca estuvo del valor p<0.05 teniendo un efecto positivo en la
conversion, mientras que, para la selectividad y rendimiento, la temperatura es el factor afecta
estadisticamente la formacién del producto. Las condiciones dptimas: temperatura (90 °C),
relacion molar (2.3), carga enzimatica (25%) y tiempo (1 h), arrojaron una conversion del
64.528%, una selectividad del 19.338% y un rendimiento de 64.528%, usando sustratos
comerciales. Ademas, el proceso llevado a cabo fue analizado mediante la métrica de ecoscale,
logrando un puntaje de 79, estando por encima de otras metodologias.

Se determind mediante CG-MS la presencia de un subproducto denominado MLL, el cual se
pudo eliminar del medio de reaccion mediante hidrélisis controlada. Se realiz6 el uso sucesivo de
la enzima, encontrando que la lipasa presenta una estabilidad en mas de 8 ciclos, y el lactato de
mentilo un porcentaje de exceso enantiomérico del 98%.

Se concluye que la metodologia usada para el desarrollo de esta investigacién promueve el
cumplimiento de los criterios de la quimica verde, a través de la eliminacion del uso de
sustancias auxiliares, el empleo materia prima renovable, y la generacion de un producto no
toxico para la salud humana y el ambiente.



2. INTRODUCCION

Los ésteres y sus procesos de obtencion son conocidos desde hace mucho tiempo. La creciente
demanda mundial en los sectores de la farmacia, cosmética, biocombustibles y automotriz ha
generado la busqueda de nuevas metodologias a través de las cuales se puedan sintetizar de
manera mas eficiente y econémica. Estos compuestos se encuentran en diversas fuentes
naturales, por lo que se suelen extraer a partir de diferentes tipos de vegetacion. Otra manera
para obtener este tipo de productos en las Ultimas décadas, es mediante las reacciones de
esterificacion en presencia de catalizadores".

Los productos cosméticos, farmacéuticos y alimenticios, entre otros, tienen en sus formulaciones
un alto requerimiento de ésteres de mentol, lo que ha generado el interés de estos sectores en
obtenerlos de manera répida y eficiente de forma sintética. En la reaccion de esterificacion a
escala industrial, se destaca el uso de catalizadores como: (1) acidos inorganicos, como el

1. Estos catalizadores presentan buen rendimiento y también promueven reacciones
secundarias de polimerizacién en la esterificacion del acido lactico y el mentol, como se ha
demostrado en la fabricacién de uno de los principios activos del aditivo FrescoLab, que se utiliza
ampliamente en muchos productos como enjuagues bucales, cremas tdpicas, desodorante en
espray, cremas dentales, ente otras. Otros catalizadores probados en reacciones de

esterificacion son las enzimas lipasas, las cuales presentan alta selectividad en estas reacciones
2

Las lipasas producidas por la empresa Novozymes se han estudiado ampliamente y cuentan con
caracteristicas unicas; entre ellas la enantioselectividad reportada recientemente por Sun y
colaboradores 2. Esta investigacion se centra en la obtencion de lactato de mentilo catalizada por
Novozym 435@ mediante un protocolo eficiente con tiempo de reaccidn corto y ausencia de
subproductos; el cumplimiento de estas caracteristicas enmarcaria los resultados en el contexto
de la Quimica Verde. La enzima lipasa B de Candida antarctica (C. antarctica) registrada como
Novozyme 435 es notablemente termoestable y esta disponible comercialmente en sus formas
soluble e inmovilizada.

La alta actividad y estabilidad de Novozym 435® ha permitido usar esta enzima en reacciones sin
disolventes y con distintos medios de reaccién, incluyendo los bifasicos de agua y disolvente
organico. Aunque inicialmente fue orientada hacia la industria alimentaria, también se han
encontrado aplicaciones en diferentes areas industriales, desde la produccién de biodiesel, hasta
la sintesis fina de sustancias quimicas 2. A nuestro conocimiento, en la literatura no hay reportes
sobre la sintesis de lactato de mentilo mediante condensacién enzimatica con Novozyme 435€.
Adicionalmente, se anticipa que esta enzima podria aportar valor agregado al proceso por la alta
enantioselectividad registrada.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria quimica colombiana es muy diversa y de gran impacto en la economia del pais,
especialmente, por la interconexidn que tiene con un gran nimero de sectores productivos. En la
actualidad presenta dificultades y una muy sustancial es la pobre generacién de reactivos de
partida 0 de materia prima que cumplan los niveles de calidad exigidos en los procesos
industriales, por lo que se acude con frecuencia a la importacion, una via que no resuelve la
totalidad de los casos por los elevados aranceles, lentitud en los procesos de importacion y de
nacionalizacién 3, en concomitancia con los cambios sociopoliticos habituales a nivel mundial
que generan escasez de materias primas y el alza de precios de los insumos para el sector
quimico 4.

El lactato de mentilo, un éster derivado del &cido lactico y el mentol es una materia prima del
sector cosmético con gran demanda, pero con incidencia notable en la industria farmacéutica y
alimenticia. La demanda en cosmética obedece a la sensacion de frescura que produce, y por
ello, es comln en el uso en productos faciales; asi mismo, disminuye la inflamacion, la
hinchazén y aumenta la circulacién sanguinea de la zona irritada®. El lactato de mentilo posee
una actividad 15 veces mayor frente al mentol y menos contraindicaciones 5, por lo que se
requiere menor cantidad que su homologo en la mayoria de las formulaciones y podria
reemplazarlo en las aplicaciones industriales.

Recientemente la comercializacion del lactato de mentilo se ha limitado por su escasez y el
precio de importacién se ha incrementado como consecuencia de la devaluacion del peso
colombiano. Al interior del grupo Quimica de Productos Naturales (QPN) surge la siguiente
pregunta de investigacion ;Es posible generar un protocolo para la produccion de lactato de
mentilo, que sea eficiente, econdmico, escalable y de bajo impacto ambiental?. Con esta
propuesta de investigacion se pretende fortalecer el desarrollo de materias primas de interés
cosmetico a nivel industrial.



4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1.ESTERES

Los ésteres son el resultado de la mezcla de reaccion de alcoholes, acidos carboxilicos y los
cloruros de acilo, a los cuales se denomina ésteres de acidos carboxilicosé. Los alcoholes
también pueden reaccionar con halogenuros de sulfonilo lo que dan origen a los sulfonatos.
También se pueden originar por las reacciones con &cido inorganicos como el acido fosférico
formando diéster fosféricof. En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos de esteres segun el
acido precursor.

Tabla 1. Clasificacion de ésteres segun el acido precursor

Acido Precursor Ejemplo
Acidos organicos Triglicéridos, ceras, fosfolipidos, etc.
Acidos inorgéanicos Nitroglicerina, sulfato de dimetilo, diéster
fosférico, etc.

Fuente: Elaboracion propia.

Estas sustancias son de gran importancia tanto a nivel biolégico como industrial. En la naturaleza
se puede encontrar gran variedad de ésteres, por ejemplo, en las plantas se producen los olores
caracteristicos; en las células para la formacion de fosfolipidos un tipo de éster importante para
la membrana celular®7. A nivel industrial la reaccién de un alcohol de peso molecular bajo o
medio con un &cido graso de peso molecular también bajo o medio, da origen a una gama de
esencias como lo son el butirato de butilo (aroma a pino), isovalerato de isoamilo (aroma a
manzana) o acetato de isoamilo (aroma a banano); es de recalcar que en la naturaleza los
aromas de las plantas y/o frutas son producto de la combinacién de varias sustancias8, en la
Figura 1 se presenta las estructuras de los esteres mencionados.

/\)Lo/\/\ )LO fo)
Butirato de butilo Acetato de isoamilo Isovalerato de amilo

Figura 1. Esteres relacionados con esencias

Fuente: Elaboracion propia.

Algunos ésteres son usados como disolventes de resinas como el acetato de etilo y el acetato de
butilo, los cuales disuelven la nitrocelulosa. También se puede encontrar ésteres que se usan
como aromatizantes y esencias artificiales para la reposteria de las cuales se destacan el
formiato de etilo (ron, aguardiente de arroz), acetato de isobutilo (platano), butirato de metilo
(manzana), butirato de etilo (pifia) y butirato de isopentilo (pera)8, los cuales son ilustrados en la
Figura 2.
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Formiato de etilo Acetato de isobutilo Butirato de metilo
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Butirato de etilo Butirato de isopentilo

Figura 2. Esteres de interés industrial como aromatizantes y esencias

Fuente: Elaboracién propia.

En el sector farmacéutico se encuentra al &cido acetilsalicilico, mas conocido como la aspirina, el
cual es usado para la disminucion del dolor, también la novocaina (anestésico). Las fibras
semisintéticas son el resultado de la esterificacion de la celulosa (rayon), como derivado de la
celulosa en la industria textil se encuentra triacetato de celulosa que, al mezclar con los
plastificantes a base de ésteres de &cido ftalico se consiguen celuloides resistentes a la
combustiond. Asi mismo también se encuentran muchos mas ésteres en todo tipo de industrias,
como lo son: colorantes, cosméticos, alimentos y polimeros® 0.

4.2.SINTESIS DE ESTERES

La sintesis de los ésteres se puede generar por la condensacion de un alcohol con acido
carboxilico® (esterificacion de Fisher), por la adicion y eliminacién en haluros de acilo o por la
reaccion en los anhidridos con alcoholes, estas dos ultimas reacciones se destacan por generar
mayor rendimiento debido a que consisten en reacciones directas, gracias a su reactividad,
mientras que la esterificacién de Fisher limitada su reversibilidad termodinamica, es decir que el
producto puede reaccionar con el medio para generar los reactivos de partida, por lo cual se
requiere mayor cantidad de materia prima para desplazar el equilibrio a la generacion de
productos.

Para entender la diferencia entre estas reacciones se presentan los mecanismos de reaccién. La
esterificacion de Fisher inicia con la protonacién del acido carboxilico, generando que el oxigeno
carbonilico sea mas electrofilico, por tanto, es mas propenso a sufrir un ataque electrofilico por
parte del oxigeno del alcohol; se genera una reaccidn acido-base, donde se extrae el proton del
alcohol. La salida del OH del medio se da por la incorporacion un protén para formar agua siendo
este un buen grupo saliente, finalmente se da la reconstitucion del acido catalizador y la
formacién del ésterS. A continuacién, se presenta en el esquema 1.
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Esquema 1. Mecanismos de esterificacion de Fisher 6

En la reaccién de los haluros de acilo, se requiere la presencia de una base, siendo la
trietilamina o la piridina las mas usadas. El mecanismo de reaccion para la formacion de éster es
por medio de una reaccion de adicion y eliminacion. En la primera etapa el alcohol produce un
ataque nucleofilico sobre el carbonilo del haluro, generando un desplazamiento de cargas,
facilitando el segundo paso, el cual consiste en la eliminacién del cloruro de hidrogeno, que en
presencia de la amina es neutralizado (esquema 2), este paso es importante, debido a que no se
genera una especia acida que genere equilibrios quimicos, dirigen la reaccion a mayor
produccion del éster.

(\6@

0

R cl N(CHs)3

—— D — )L + HN(CHs)5Cl
R Cl /(%—R /

R—OH

Esquema 2. Mecanismos de reaccion de haluros de acilo ¢

En la reaccién de los anhidros de &cidos frecuentemente se usa la piridina como solvente, el
mecanismo de reaccion inicia con el ataque nucleofilico sobre el carbonilo electrofilico,
posteriormente la piridina retira el proton del alcohol, promoviendo la eliminacion del ion
carboxilato, que retira el proton de la piridina formando el acido correspondiente, como se detalla
en el esquema 3.
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Esquema 3. Mecanismos de reaccidn de anhidridos de &cidos 6

La ventaja de la esterificacion de Fisher sobresale sobre las otras metodologias de sintesis,
debido a que no se requiere sustancias toxicas como la piridina, los reactivos de partida son mas
estable y menos sensibles al agua.

4.3.BIOSINTESIS DE ESTERES

En los organismos vivos la sintesis de ésteres se da mediante la intervencion de enzimas. Las
lipasas que reconocen el acido organico y el alcohol 7, para la formacion de los triglicéridos.
Necesariamente se precisa de los &cidos grasos libres y la glicerina.

En la biosintesis de ésteres la participacion de la alcohol acetiltransferasa (AAT) conlleva a la
condensacion del etanol con el acetil-CoA para la formacion de ésteres, con ello se puede
obtener mas de 100 ésteres'!; sin embargo, rutas metabdlicas de microorganismos presentes en
las bebidas alcohdlicas como el vino intervienen en la produccion de diversos ésteres'?, por lo
cual diversos estudios se han centrado en mejorar la produccién y calidad de este tipo de
bebidas, se han usado diversos tipo de levaduras, en combinaciones para aumentar la
produccion de diversos metabolitos entre ellos los ésteres'? (tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos producidos por fermentacion mixta de levaduras 12

Especie Metabolitos

Saccharomyces cerevisiae Acetaldehido, ésteres etilicos (caprilato)

Esteres frutales, propanoato de etilo, isobutanoato de etilo,
Torulaspora delbrueckii dihidrocinamato de etilo, tioles, terpenos, glicerol 3-metiltio-1-
propanol, 4-msp

Acido lactico, ésteres, alcoholes monoterpénicos, 2-

Kluyveromyces spp. feniletanol, acidos carboxilicos, cetonas, furanos, acetato de
isoamilo
K. marxianus Poligalacturonasas 2-feniletanol, acetato de fenetilo, acetato




de etilo

Acido acético, éster acetato, acetato de etilo, sulfuro de

Hanseniaspora spp. hidrégeno

H. guilliermondii Ester de acetato

Acetato y éster etilico, acetato de 2-feniletilo, f-damascenona,

H. vinae acetato de isoamilo, fenilacetaldehido

Terpenos libres, linalol, geraniol, nerol, citronerol, alfa-
terpineol, aminas biogénicas (histamina, tiramina y
putrescina), ésteres de acetato de -damascenona, alcoholes
superiores (isobutanol y feniletanol)

Metschnikowia pulcherrima

Fenoles volatiles (4-etilfenal), 2-acetil-3,4,5,6-
tetrahidropiridina, 2-acetil-1,2,5,6-tetrahidropiridina,  2-etil-
3,4,5,6-tetrahidropiridina, alcohol isoamilico, acetato de
isoamilo, ésteres

Brettanomyces bruxellensis

La produccion de ésteres en este tipo de microorganismos se da por la condensacion de
alcoholes de alto peso molecular con el acetil-CoA, en la que interviene una acetiltransferasa
codificada por dos genes ATF 1 y 2. La produccion de ésteres de etilo se da por medio del
metabolismo de la glucosa, la cual luego se da por la condensacién de la acetil-CoA y el etanol
mediado por una acetiltransferasa monoacilglicerol lipasa codificada por los genes EHT2, EEB1
y YMR210W"2 (esquema 2).
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La biocatalisis se define como la disciplina en la que se usan enzimas aisladas o células enteras,
denominadas biocatalizadores, para la conversion quimica de compuestos organicos'3
denominados sustratos.



Las enzimas son biomoléculas mayormente de naturaleza proteica y de elevado peso molecular
que aceleran la velocidad de reaccion hasta alcanzar un equilibrio?’. Son las encargadas de
cumplir funciones (produccién de cambios quimicos) en practicamente todos los procesos
metabdlicos que ocurren en el interior de la célula 7.

Las enzimas tienen la capacidad de acelerar reacciones, poseen ademas caracteristicas de
especificidad (regioselectividad y enantioselectividad) en los sustratos'y versatilidad para actuar
en diferentes medios de reaccion. A diferencia de las enzimas, los catalizadores quimicos
convencionales producen un aumento en la velocidad de reaccion mayor, sin embargo, en la
mayor parte de los casos no son especificos.

La enzima y el sustrato entran en contacto, en el sustrato entra al sitio activo de la enzima, en
este sera retenido por fuerzas no covalentes. Estas fuerzas no covalentes son las responsables
de la disminucion de la energia de activacion'® (Figura 3).

Sin presencia de enzima 5 . .
Presencia de enzima

(Sin catalizar) (Catalizada)

Energia

Ec
Sustrato
AH,
Productos ,LR Productos
Progreso de reaccién Progreso de reaccidn

Figura 3. Energia de activacion de reaccion catalizada enzimatica y sin catalizador Ey>Ec 17

Las enzimas se nombran afiadiendo el sufijo asas, segun el sustrato sobre el que trabajan, por
ejemplo: Lipasas, glucosidasas, etc.; el nombre también se asocia a la reacciéon que catalizan
ejemplo: piruvato deshidrogenasa. La clasificacion segun la reaccion que manejan es la mas
empleada y con base en ella se han establecido 6 grupos de enzimas' (tabla 3). En la
clasificacion internacional se asigna un cddigo de cuatro digitos a cada enzima, segun la
reaccion que cataliza 6.

Tabla 3. Grupos de enzimas segun la reaccion catalizada 4

Nombre del

grupo de enzimas Reaccion que catalizan

Oxidorreductasas Transferencia de hidrdgeno, oxigeno o electrones de un sustrato
a otro.

Transferasas Transferencia de un grupo funcional, excluyendo hidrégeno y
oxigeno.




Hidrolasas Hidrdlisis de enlaces en éster, éter, glicosidicos, peptidicos, C-C,
entre otros.

Liasas Remocidn no hidrolitica de grupos funcionales. (Usualmente
produce un doble enlace).

Isomerasas Convierte un isémero en otro (racemizacion, transferencia de
grupos funcionales intramolecular, cis/trans).

Ligasas Formacion de enlaces mediante utilizacion de ATP u otro
nucledtido fosforilado.

4.41 Lipasas

Dentro del grupo de las hidrolasas, existe un grupo de enzimas encargadas de la hidrdlisis
(rompimiento) de los triacilglicéridos, denominadas lipasas (esquema 3). Son enzimas que
actian en el interior de los organismos en el proceso de digestion de las grasas; normalmente
rompen enlaces en posiciones especificas de un triglicérido como es el caso de la principal
lipasa en humanos (lipasas pancreaticas) que hidroliza el triacilglicérido y produce un
monoacilglicérido y dos &cidos grasos 716,
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Esquema 5. Formacion del triacilglicérido catalizado por lipasa

Fuente: Elaboracién propia

Las lipasas, sin embargo, poseen capacidades particulares tales como: catalizar tanto la
reaccion directa, como la reaccién inversa (reaccion reversible) y la posibilidad de ser empleadas
tanto en medios acuosos como organicos, incluso en reacciones sin solventes'®,

La importancia de las lipasas en el sector industrial debido a que en los ultimos afios se ha
logrado realizar grandes avances en la produccién, extraccion y purificacién de estas enzimas
por medio de la modificacion de microrganismos'920, ha proporcionado una diversidad de lipasas
que poseen las ventajas mencionadas, ademas pueden emplearse a pH mas &cido o basico que
sus congéneres de otros organismos, también pueden soportar temperaturas elevadas (bajo
ciertas condiciones) 2!, lo que ha permitido el uso en diversas reacciones como se muestra
ilustra en el esquema 4.
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Esquema 6. Principales reacciones quimicas catalizadas por lipasas 21

El uso de enzimas en procesos industriales presenta una serie de ventajas comparado con los
catalizadores convencionales (quimiocatalizadores), tales como: son muy activos a temperatura
ambiente y presion ambiental, sin embargo, la mayoria de las enzimas no son estables en las
condiciones de trabajo, al ser solubles en agua, su recuperacién es dificil y no es facil de
reutilizar?2. La inmovilizacion de las enzimas se ha podido superar estos ultimos convenientes,
permite que los procesos que involucren enzimas inmovilizadas sean econdmicamente mas
rentables?2.

4.4.2.Caracteristicas de las lipasas en sintesis de ésteres

El uso de las enzimas soportadas en los procesos de biotransformacién es una de las técnicas
mas usadas porque su separacion de los productos se puede realizar por técnicas sencillas y
esto disminuye los costos de produccién'”. Los productos generados tienen mayor valor
agregado, por la manera de obtencion, teniendo mayor aceptacién dentro de la industria. Las
lipasas intervienen en reacciones de transesterificacion, hidrolisis y esterificacién en medios
convencionales y en medio libres de solventes'®, es una buena alternativa para obtener diversos
productos'’.

Diversos estudios realizados han demostrado el potencial de las enzimas de las lipasas para la
produccion de diversos ésteres, como los ésteres terpénicos, presentan varias propiedades
organolépticas deseadas para la industria 22 Asi mismo, en la industria tradicionalmente la
obtencién de algunos aromatizantes y sabores naturales se realizaban mediante una extraccion
directa de las plantas o por sintesis quimica 24. Sin embargo, no pueden suplir con la demanda
de estos compuestos debido a que el aislamiento y purificacion conlleva costos elevados 23,
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Entre las alternativas desarrolladas por la biotecnologia se implementa el uso de lipasa para
superar los desafios anteriormente descritos.

Los estudios realizados para la obtenciéon de esteres usados como aditivos aromaticos, se
centran en los aspectos que influyen entre el tipo de lipasas, su porcentaje, los sustratos
empleados y la relacién molar, la temperatura, entre otros2526, Dentro de estos estudios se
destaca el uso de las enzimas producidas por Novozymes, ofrece diferentes lipasas que ha sido
estudiadas para la sintesis de estos y muchos mas compuestos?’. Dentro de las lipasas mas
usadas son procedentes de Candida antarctica, Rhizomucor miehei y Thermomyces lanuginosu,
siempre se comparan entre ellas, siendo la primera presenta la mayor obtencion de ésteres
aromaticos23.24.27-29, Esto esta relacionado con la variacion configuracional de las lipasas, que,
segun su procedencia, presentan especificidades distintas, esto haciendo referencia a hacia las
cadenas de triglicéridos que pueden hidrolizar, por ejemplo, las lipasas de la Candida antarctica,
no es especifica, pero Rhizomucor miehei y Thermomyces lanuginosu son estereoselectivas de
las cadenas en posicion 1,3 de un triglicérido®.

La reutilizacién de las enzimas en ciclos sucesivos también es fuente de interés en los procesos
industriales, ya que se determina si se pierde la eficacia en el empleo de la enzima, tras ser
lavada y acondicionada 823, El porcentaje de enzima a usar es un factor fundamental, existe un
optimo de concentracién de enzima que se puede emplear, al superar ese punto, no se
obtendréan mayores rendimientos en la reaccion, debido a que hay una disminucion de los
centros activos accesibles para los reactivos3' o también a la falta de sustrato32 .

Paralelamente la lipasa B de la Candida antarctica, tiene como triada catalitica los aminoacidos
serina 105 (Ser 105), Histidina 224(His 224) y el acido aspartico187 (asp 187). La Figura 4 se
representa en color verde, el centro de glicosilacion formado por Asparagina en azul (Asn74) y la
hélice de unidn en rojo®, como se ilustra en la figura 4.

Figura 4. Representacion de la lipasa B de la Candida antarctica 33

La lipasa B de Candida antarctica, no requiere cofactores, se basa en la formaciéon de dos
intermediarios tetraédricos entre los sustratos y el tipio activo de la enzima. El proceso inicia con
el ataque nucleofilico de la serina, Se estabiliza por la formacién de enlaces de puentes de
hidrogeno en la region denominada “Hueco oxoanionico” formando el primer intermedio.
Seguidamente de estos, se el grupo OH es liberado, dando a lugar a un complejo covalente
entre la lipasa y el radical acilo. Posteriormente, se genera un nuevo ataque nucleofilico para
constituir el segun intermediario tetraédrico, finalmente colapsa liberando el producto y la
enzima®4. Se presenta el mecanismo de reaccion en el esquema 7.
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Esquema 7. Mecanismo de reaccion de las lipasas 34

En la mayoria de las reacciones de hidrolisis se produce agua, su acumulacion puede causar el
desplazamiento del equilibrio hacia la izquierda (sustratos). En los reactores se suele usar
tamices moleculares3®. Asi mismo se ha explorado como la presencia de agua en el medio
puede disminuir la conversion, el uso de solventes organicos apolares han contribuido a superar
estas dificultades, sin embargo, usar el propio acil donador como medio de reaccién, da a lugar a
procesos conocidos como “solvent-free” o libre de solvente que también presentan buenos
resultados 36-38,

La estereoselectividad de las lipasas es un aspecto muy importante para tener en cuenta, si se
usan sustratos con caracteristicas quirales. Las lipasas presentan presenta preferencia por la
fraccion del isomero R, por lo que limita la posibilidad de catalizar completamente los sustratos si
hay presencia de mezclas racémicas®. A continuacién, se presenta la figura 5, donde se
ejemplifica la favorabilidad para los isomero R.
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Figura 5. Favorabilidad de los isomeros en presencia de lipasa 3

Las lipasas se han usado para la produccion de polimeros a base de reacciones de
poliesterificacion. En 1983 ocurrié la primera polimerizacion, surgié de casualidad, debido a que
se investigaba la hidrolisis enzimatica del aceite de castor con la lipasa Geotrichum candidum, se
evidencié la presencia de dimeros y trimeros del &cido ricinoleico®. La incursion en la
modificacion genética del organismo para la produccién de enzimas especificas, con
caracteristicas como mayores rangos de pH, termdfilas, entre otras. En la universidad del Cauca,
se realizo la esterificacion de xilitol y &cido succinico®?, en condiciones extremas (140 °C),
evidenciando que la enzima aun sigue presentando actividad en dicha condicion debido
probablemente al soporte de la enzima.

4.5.CARACTERIZACION INSTRUMENTAL DE ESTERES

En los procesos de sintesis, la caracterizacion instrumental de los productos, ya que se puede
corroborar la obtencion de la molécula objetivo. Para la caracterizacion de obtenidos de los
ésteres, se tiene: la espectroscopia infrarroja, cromatografia de gases, espectrometria de masas
y polarimetria. La espectroscopia infrarroja permite conocer los grupos funcionales que se
encuentran en la muestra a analizar, mientras que la polarimetria solo interactiia con moléculas
dpticamente activas, permitiendo determinar su rotacion especifica siempre y cuando la muestra
sea pura, finalmente la cromatografia de gases acoplada a masas permite la separacién,
determinar y cuantificar de los analitos de interés, ademas la espectrometria de masas es de
vital importancia para la elucidaciéon de moléculas, mediante la fragmentacién asociada a cada
sefial en el cromatograma.

4.5.1.Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una espectroscopia vibracional, que consiste en irradiar una
muestra con fotones de energia hv. Cuando la frecuencia v es igual a la frecuencia de vibracion
de un modo normal (w), causando la absorcion de energia de la frecuencia de vibracién normal
del enlace de una molécula, las vibraciones moleculares producen oscilaciones en las cargas
eléctricas de la molécula#!. Una condicidén necesaria para que se produzca la vibracion, es que
debe existir la presencia de momentos dipolares, si el momento dipolar es nulo, no hay absorcion
de la energia infrarroja#!.
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Esta técnica es conveniente para la identificacién de los grupos funcionales que estan presentes
en una sustancia. Ya que cada grupo funcional requieren energias de excitacion distintas para
que experimente los cambios de tension en sus enlaces!. Para la medicion de muestras
mediante esta técnica se pueden usar varios accesorios, entre los mas comunes se tiene el
accesorio de transmitancia, en la muestra puede estar liquida o solida, segun su estado se
pueden ajustar para desarrollar la medicion; este accesorio permite la recoleccion de datos en
poca cantidad, en este caso el haz de radicacion atraviesa el porta muestras (por ende también
la muestra), a la hora de medir se debe tener en cuenta que debe ser traslucida, para no causar
saturacion en el detector4!.

Asi mismo se tiene el accesorio de ATR, el cual resulta ser mas versatil la muestra no requiere
ser preparada, el haz de radiacién indice sobre la superficie de la muestra, donde se aprovecha
la onda evanescente por lo que la radiacién incide sobre el cristal de ATR y posteriormente por lo
menos una vez sobre la superficie de la muestra 41 (figura 6).

Onda evanescente

Muestra -~ S A A A PN

Cristal ATR /\/\/\/\/\

Radiacién Detector
infrarroja

Figura 8. Funcionamiento del FT-IR ATR 42
4.5.2.Cromatografia de gases (CG)

La cromatografia es una técnica de separacion, resulta muy Util para la determinacion y
cuantificacion de analitos en muestras complejas. Dentro del &rea de la cromatografia tenemos:
cromatografia liquida (CL) y cromatografia de gases (CG)#!. La cromatografia de gases de gases
(GC), es la técnica de mas amplio uso, ofrece una gran capacidad de separacién y sensibilidad
al momento de analizar compuestos volatiles, los Unicos requisitos que debe presentar los
analitos, es que sean estables térmicamente, pesos moleculares menores a 1000 u y que su
rango de trabajo este por debajo de los 400 °C41.

Para realizar el proceso de separacion por CG, se inyecta una pequefia cantidad de muestra, es
volatilizada en el puerto de inyeccion, arrastrada por un gas inerte a través de una columna
cromatografica, los cuales son liberados dependiendo de su interaccion con la columna donde
finalmente llega al detector. Dentro de los gases inertes se tiene helio, nitrogeno y argdn, sin
embargo, en casos especiales se usa hidrogeno como gas portador*!(esquema 8). Las columnas
mas usadas actualmente son las columnas capilares que son un tubo de silice fundida, donde la
fase estacionaria se une quimicamente o recubre el interior de la columna, estas columnas
ofrecen mayor resolucién y eficiencia al separar, ya que proporcionan mas platos tedricos por
metro cuadrado, por lo que se puede encontrar columnas de diversas longitudes*!.

Los detectores que se le pueden adaptar a un cromatoégrafo de gases dependen de las
necesidades que se tenga a la hora de realizar el analisis. Entre ellos tenemos detectores de
conductividad térmica, deteccion de ionizacidn de llama, detector de captura electrénica, detector
fotométrico de llama y deteccion de masas. Este Ultimo siendo de los usados para la
investigacion, identificacion y cuantificacién de moléculas desconocidas*!.
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Esquema 8. Partes del cromatdgrafo de gases 43

4.5.3.Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es la técnica analitica que permite la identificacion de compuestos
desconocidos, la cuantificacion de los compuestos conocidos y una herramienta de apoyo para
la elucidacion de estructuras y propiedades de las moléculas. La técnica se basa en la obtencion
de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, posteriormente hay una separacién de
los iones de acuerdo con su masa y carga (m/z), que finalmente llega al detector4!.

Esta herramienta se puede usar de dos maneras, por inyeccidn directa o acoplado a diversos
equipos como son los de cromatografia liquida o de gases. El acople a un cromatégrafo permite
la separacion y cuantificacion de los analitos; las columnas se encargan de separar los analitos,
para finalmente llegar a la fuente de ionizacion. La fuente de ionizacién pueden ser blandas o
fuertes*!. En la cromatografia de gases se suele usar fuentes de iones fuertes como lo es el
impacto electronico. Al interior del espectrometro, los analitos son sometidos a campos
electromagnéticos por los analizadores de masas que discriminan por la relacién m/z si es
necesario o permite el paso total de los iones de la muestra4' (esquema 9).
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Esquema 9. Cromatografia de gases acoplada a masas 44
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4.5.4.Polarimetria

La polarimetria es una técnica analitica que se fundamenta en la medicion de la rotacion optica
de un haz de luz polarizada al pasar a través de una sustancia dpticamente activa®’. Es una
técnica no destructiva ya que solo se requiere preparar una solucidon del analito a estudiar, se
debe considerar la concentracién de la molécula, propiedades del solvente y la temperatura
estos influyen a la hora de realizar la medicion4!. El funcionamiento del polarimetro se presenta
en el esquema 8.

Dentro de la polarimetria se deben tener en cuenta conceptos como la quiralidad, este tipo de
moléculas se caracterizan por generar la rotacion del plano de luz polarizada, por tal motivo se
denominan oOpticamente activos y dichos efectos generados se conoce como rotacion optica.
Una molécula quiral no se puede superponer con su imagen especular, a lo que da a lugar a los
enantiomeros, entre ellos tenemos los azucares, aceites esenciales, ingredientes farmacéuticos,
aminoacidos, entre otras®.

Analizador

Detector

Porta muestra con
muestra opticamente
activa

2 A Luz no polarizada
4 &
Esquema 10. Funcionamiento del polarimetro 45
4.6.SUSTRATOS Y PRODUCTO

Es importante conocer algunos aspectos de los sustratos y del producto de sintesis, ya que en la
seccion 4.4.2. se menciond la preferencia de la lipasa por los isdmeros con la configuracion L de
los enantiomeros, debido a ello en esta investigacion se usan el mentol como mezcla de
isomeros. A continuacion, se presenta los sustratos (mentol, acido lactico) y el producto
esperado (lactato de mentilo).
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4.6.1.Acido lactico

El acido lactico (Figura 7) es un acido organico de la familia de los AHA (alfa-hidroxiacidos), esta
presente en algunos jugos de frutas (tomate y guayaba), en la sangre y musculos de los seres
vivos, es el componente mas comun en los productos fermentados de los lacteos y en bebidas
como el vino. Presenta dos isomeros (L)-acido lactico y (D)- acido lactico, el isémero D es
perjudicial para el metabolismo humano porque puede generar acidosis lactica y
decalcificacion?6. Mientras que el isomero L, esta clasificado por la FDA como una sustancia
GRAS.
0]

OH

OH
Figura 7. Estructura quimica del acido lactico

Fuente: Elaboracién propia

El acido lactico, presenta un amplio rango de aplicaciones en la industria alimenticia, quimica,
farmacéutica, quimica y cosmética, entre otras. Sus usos pueden ir desde curtir cuero y tefir
lana; como agente aromatizante y conservante en queso procesado, aderezos para ensaladas,
encurtidos y bebidas carbonatadas; y como materia prima o catalizador en numerosos procesos
quimicos?.

Presenta un mercado en crecimiento en Asia y el Pacifico (Figura 8), debido a la gran aplicacion
que tiene como aditivo para alimentos y fabricacién de biomateriales de bajo costo. El mercado
de este producto en el 2023 fue de 491.03 millones USD vy la proyeccion para el 2028 se espera
que sea de 600 millones USD (Figura 9), lo que se traduce en una tasa anual de crecimiento
compuesta del 4.09%*7.

Mercado del acido lactico: Tamafio del mercado (%) por region, global 2022

L
Sl

m Alto

Medio
Bajo

Figura 8. Mercado del &cido lactico a nivel global 47

18



USD 600 M

USD 491.03 M

2023 2028
Figura 9. Prediccion del crecimiento del mercado del acido lactico a nivel global 47

Se ha acelerado la investigacion en L (+) y D (-), &cido lactico, por via biotecnolégica, con el
objetivo de fomentar la produccion del isomero L, ademas se enfoca en la disminucion de costos
para su produccion. En Colombia diversas universidades han presentado propuestas para la
generacion acido lactico de manera sostenible, donde se recalca que la mayor demanda esté en
el sector de alimentos y la industria quimica (Figura 10), resaltando que segun su aplicacién se
requiere que esta sustancia sea pura o se encuentre en mezcla de isdmeros, variando los costos
de produccion.

Demanda colombiana de acido lactico

Farmacéutica
21%

Plasticos

13% L Alimentos

36%

Figura 10. Demanda de acido lactico en Colombia 48

La produccion biotecnolégica esta basada en la fermentacion de sustratos ricos en carbohidratos
por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) o L (+), 6ptimamente
activos. La produccion biotecnologica depende del tipo de microorganismo utilizado, la
inmovilizacién o recirculacion del microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la
fuente de nitrogeno, el modo de fermentacion empleado y la formacién de subproductos*®.

4.6.2.Mentol

El mentol (Figura 11) es un alcohol terpénico con un fuerte olor y sabor a menta refrescante. Se
obtiene del aceite de menta o se produce sintéticamente mediante hidrogenacion de timol. El
mentol se usa con fines medicinales en unglentos, pastillas para la tos e inhaladores nasales.
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También se utiliza como aromatizante en alimentos, cigarrillos, licores, cosméticos y perfumes.
La molécula de mentol puede existir como uno de dos enantiémeros®. El material natural es la
forma levégira también conocida como (-)-mentol o (L)-mentol. EI mentol sintético es racémico,
que consta de cantidades iguales de (-)-mentol y (+)-mentol o (D)-mentol, siendo este ultimo el
isémero que hace girar el plano de luz polarizada hacia la derecha®.

A B

OH HO

Figura 11. Estructura quimica del mentol. A corresponde a (L)- mentol, B corresponde a (D)-
mentol

Fuente: Elaboracién propia

Es de los principales componentes de la esencia de menta. Es un solido blanco, su forma
cristalina es de grandes prismas que funden entre 41 y 44 °C. El liquido ebulle a 212 °C. El
mentol posee propiedades como anestésicas (ligeramente), refrescantes y también propiedades
antisépticas®0.

En Colombia la importacién de mentol se da mayoritariamente desde Asia de paises como India
y China, y en el mismo continente desde Peru y Estados Unidos®! (Figura 12). Las aplicaciones
que tiene por sus propiedades en la industria farmacéutica son en analgésicos,
descongestionantes, tratamiento de las quemaduras, parches para el dolor, ungientos para
tratar dolores, inhaladores, pastillas o ungiientos para tratar la congestiéon nasal, entre otross2.
Otros usos como ingredientes en cremas dentales, chicle, aceite de menta, enjuagues bucales,
shampoo, perfumes, entre otros®2,

Paises que importan mentol a Colombia 2020

b
S

$368 $1k $10k $100k $975k

Figura 12. Mercado de la importacion de mentol en Colombia 51
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4.6.3.Lactato de mentilo

El lactato de mentilo (Figura 13) es un éster artificial, producto de la reaccién del acido lactico
con el mentol. Se usa ampliamente como saborizante homologo a la menta, dulces de frutas,
productos de cuidado bucal y bebidas. Sus propiedades sensoriales se han descrito como bajas
de olor aparente, incorporado a cremas de uso tdpico para atletas. En la aplicacion de 25 mg/L
se exhibe una sensacion de refrescante persistente, por lo que se usa como alternativa al mentol
debido a su poco aroma a menta3?,

OH

Figura 13. Estructura quimica del (L)-Lactato de (L)-mentilo (LL-LM)

Fuente: Elaboracién propia
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5. OBJETIVOS

5.1.0BJETIVO GENERAL

e Estudiar la esterificacion de acido lactico y mentol con la participaciéon de la enzima
comercial Novozym 435€.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones (equivalentes sustrato — enzima, tiempo, temperatura), para
llevar a cabo una reaccion enzimatica eficiente de mentol con acido lactico, catalizada

por Novozym 4359,

o Valorar el desarrollo de la reaccion enzimatica mediante cromatografia de gases-masas.

e Evaluar la estabilidad de la enzima Novozym 4359 en la reaccion de esterificacion.

5.3.0BJETIVO ESPECIFICO ADICIONAL

o Estimar que tan verde es el proceso sintesis enzimatico de lactato de mentilo.
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6. METODOLOGIA

6.1.REACTIVOS, SOLVENTES Y EQUIPOS

6.1.1. Reactivos y solventes

6.1.2.

Mentol grado analitico (299%) (Sigma-Aldrich).

Acido lactico grado reactivo ACS (299%) (Sigma-Aldrich).
Etanol grado industrial (G&M quimica).

Novozym 435€ enzima lipasa (CA) (Novozymes, Brasil).
Heptano

Hidréxido de sodio

Equipos

Balanza analitica (60 g / 0,0001 g) (Unidad de Analisis Industriales, Departamento de
quimica, Universidad del Cauca).

Espectrofotometro IR con transformada de Fourier Thermo Scientific Nicolet iS10 FT-IR
con correccion ATR (Unidad de Analisis Industriales, Departamento de quimica,
Universidad del Cauca).

Cromatégrafo de gases Thermo Scientific Trace 1300 Con detector de masas TSQ DUO
(Laboratorio de instrumental, Escuela de quimica, Universidad Tecnoldgica de Pereira).
Polarimetro ATAGO (Unidad de Analisis Industriales, Departamento de quimica,
Universidad del Cauca).

Bomba de vacio vacuubrand 2¢c modelo MZ 2C NT (Facultad de Ciencias Naturales,
Laboratorio QPN, Universidad del Cauca).

6.2.SINTESIS DE LACTATO DE MENTILO

A partir de la metodologia reportadas por Sousa et al'8 y Shih et al®* se definieron las variables
de proceso y con ellas se establecié un disefio experimental para su optimizacién, cuyas
condiciones se reportan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del Disefio Experimental.

Tipo de Nombre Factores Bloque Respuesta | Experimentos

disefo del disefio | experimentales

Disefio (Tiempo, Relacion Conversion
compuesto Box- de sustratos, Carga 1 Selectivida d’ 29 (5 puntos
superficie Behnken enzimatica Ren dimientoy centrales)
respuesta y Temperatura)
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La metodologia de cada experimento se llevo a cabo como sigue: se us6 un sistema de reflujo
con agitacion magnética en un balon de reaccion conectado a un condensador recto, donde
fueron afadidos el mentol (M) y el &cido lactico (AL) en relacién molar para cada ensayo (1,2y 3
[M/AL]), se ajusto la temperatura (60, 90, 120 °C) y alcanzada la temperatura se adiciono la
cantidad de enzima (en relacion con el mentol) correspondiente para cada ensayo. Se destaca
que ambos reactivos se funden a bajas temperaturas por lo que no es necesario la adicién de

solvente.

Tabla 5. Factores y niveles considerados para realizacion de disefio experimental Box-

Behnken (DBB).
Niveles
Factor Nombre X 0 1
A Temperatura 60 90 120
B Tiempo de 1 65 12
reaccion
c Porcentaje de 5 275 50
enzima
D Relacion molar** 1 2 3

* Porcentaje peso de enzima / peso de mentol

**Relacion mentol / acido lactico

Tabla 6. Disefio experimental Box-Behnken para la sintesis del lactato de mentilo.

Tiempo *Porcentaje | ** Relacion
Experimento Temperatura (°C) (h) de Enzima M/AL
1 120 1.0 27.5 1
2 90 1.0 5,0 1
3 90 1.0 27.5 2
4 60 1.0 27.5 1
5 90 6.5 27.5 1
6 90 6.5 27.5 3
7 120 6.5 27.5 1
8 90 6.5 27.5 2
9 90 6.5 27.5 2
10 60 6.5 27.5 3
11 90 12.0 27.5 8
12 90 6.5 50.0 1
13 60 6.5 5.0 2
14 90 12.0 27.5 1
15 90 6.5 5.0 3
16 90 6.5 50.0 3
17 90 12.0 5.0 2
18 90 6.5 27.5 2
19 120 6.5 50.0 2
20 90 65 5.0 1
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21 60 12.0 27.5 2
22 60 65 50.0 2
23 120 6.5 5.0 2
24 90 6.5 27.5 2
25 120 6.5 27.5 3
26 90 12.0 50.0 2
27 60 6.5 27.5 1
28 120 12.0 27.5 2
29 90 6.5 27.5 2

* Porcentaje peso de enzima / peso de mentol
**Relacion mentol / &cido lactico

Concluido el tiempo de reaccion, se adiciondé metanol frio, para detener la reaccion y separar la
enzima de la mezcla obtenida. La enzima se extrae por medio de centrifugacién y decantacion;
para ello, la mezcla se sometié a centrifugacion, posteriormente se separd el sedimento (enzima)
por decantacion y se repitid el proceso 3 veces con volumenes de 10 mL de metanol.
Finalmente, las fases fueron reunidas y rota evaporadas.

6.2.1 Respuesta del disefio: Conversion, Selectividad, Rendimiento

La conversion del mentol se obtuvo por medio de la ecuacion 1.

(mol mentolipjciqi—mol mentolsing;)

Conversion (%) = x100 (1)

mol mentolinicial

Ecuacion 1. Conversion de mentol

La selectividad del producto se obtuvo por medio de la ecuacion 2.

mol lactato de mentiloyptenido

Selectividad (%) = x100 (2)

(mol mentolinicigi—mol mentolginqgr)

Ecuacion 2. Selectividad de reaccion

El rendimiento del producto se obtuvo por medio de la ecuacion 3.

.. moles obtenidas de lactato de mentilo
Rendimiento (%) = 3)

moles teoricas de lactato de mentilo

Ecuacion 3. Rendimiento de producto
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6.2.2 Analisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron empleando medidas repetidas de ANOVA y técnicas de
regresion de superficie de respuesta a un nivel de significancia del 5% usando Minitab 18
Statiscal Software.

6.3.CARACTERIZACION DEL LACTATO DE MENTILO

6.3.1. Caracterizacion de espectroscopia Infrarroja

Se realiz6 una caracterizacion de la mezcla obtenida, mediante espectroscopia IR-ATR. La
adquisicion de datos fue realizada en el equipo Nicolet™ iS™10 Thermo Scientific. Las
condiciones de espectroscopicas para la recoleccién fueron de 4000 - 500 cm, 32
interferogramas y una resolucion de 4 cm-'. Se adiciond 10 yL de muestra, recubriendo el cristal
de ATR, la limpieza del cristal se realiz con isopropanol y entre cada medicion de muestra se
realizé la adquisicion de fondo para eliminar la presencia de CO,. Los datos son analizados con
el Software OMNIC.

6.3.2.Cromatografia de gases

La separacion e identificacion del crudo de reaccion se llevo a cabo en los laboratorios de
instrumental de la Universidad Tecnologica de Pereira (UTP). Para la preparacién de las
muestras se tomd 20 L y se diluyo a 20 mL, posteriormente se tom6 una alicuota de 0.8 mL y
se llevd a un volumen final de 10 mL. La solucion final se pasé por filtro de nylon de tamafio de
poro 0.22 um, se inyecto 1 pL en el cromatografo de gases por Split. La columna usada
corresponde a TR-5MS, con una longitud de 30 m, un didmetro de 0,25 mm y un grosor de
pelicula 0.25 um, la temperatura del puerto de inyeccién se fijo a 300 °C, Flujo de Helio 1
mL/min, la rampa se programé el horno a 60 °C por 1 min, posteriormente subi6 a 300 °c a 20
°C/min.

El detector de masas TSQ DUO inici6 la adquisicion de datos a partir del minuto 2 hasta el
minuto 11.5, la fuente se configuro a una temperatura de surco de iones y la linea de
transferenciaa 230 °C y el rango de masas fue de 50 m/z hasta 450 m/z.

Para la curva de calibracion se usaron los estandares del mentol y lactato de mentilo, se
emplearon 7 soluciones con las siguientes concentraciones: 10, 20, 50, 100, 200, 400, 600 mg/L.

6.3.3. Purificacion del producto

La purificacion del producto consistié en la adicién del crudo de reaccién a 10 mL de heptano,
este se puso en agitacion constante, se adiciond una solucién de hidréxido de sodio al 25 % en
volimenes de 1 mL durante 10 min, durante el proceso se controld que la temperatura no
superar los 30 °C, la agitacion se deja por 30 min. La fase organica se separa por decantacion y
la separacion del producto se realiza por destilacion fraccionada al vacio con la bomba de vacio
vacuubrand 2¢ modelo MZ 2C NT, se detuvo el proceso al tener la temperatura estable y no
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observar mas destilacion. El crudo sin destilar fue ademas caracterizado por cromatografia de
gases

6.3.4.Polarimetria

Para la determinacion de la pureza enantiomérica del lactato producido, se tomé 2 g para
preparar una solucion al 10 % en etanol, de igual forma se prepararon soluciones de (L)-acido
lactico, (DL)(L) mentol y (L)-Lactato de (L)-mentilo. El equipo de polarimetria se usé en el modo
de rotacion especifica, la celda de la muestra fue de 1 dm de largo. Se determiné la pureza
enantiomérica mediante las siguientes ecuaciones.

@ =4

Ecuacion 4. Rotacion especifica

Donde T es la temperatura es igual a 20 °C, A es la longitud de onda de la lampara de sodio (589
nm), « es igual a rotacion optica observada, | a longitud de la celda y c la concentracion de la
solucion igual a 1 g/mL.

Para la pureza Optica y % ee se usd la ecuacion 5y 6 respectivamente.

rotacion especifica de la mezcla
rotaciéon especifica del enantiémero puro

Y%pureza 6ptica = 100(5)

Ecuacion 5. Pureza enantiomérica

(% enantiémero abundante—50)

” x 100(6)
Ecuacion 6. Exceso enantiomérico

%ee =
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA IR-ATR DE LOS PATRONES

En la sintesis del lactato de mentilo, los reactivos usados para dicha sintesis son solidos
cristalinos. Se realizé el seguimiento por espectroscopia infrarroja con el accesorio de ATR, para
comparar cada una de las sefales obtenidas en los precursores y en el producto. En las figuras
14 se presenta las sefiales asociadas del mentol.

El mentol tiene asociada dos sefiales: 3246,37 cm! asociada a la tension O-H del grupo OH,
1023.97 cm! asociada a la tensién C-O del alcohol secundario, para su esqueleto carbonado se
presentan la tension de C-H a 2944.29 - 2922.21 — 2864.79 cm-!, relacionadas con los grupos -
CH> del anillo. Para los sustituyentes del ciclohexano la sefial a 1461.56 cm-' debido a la flexién
C-H del grupo metileno y para el gem di metilo se asocian las sefiales 1171.86 cm".

100 -

80
.0
e 60 -
S
= OH
(7]
&
— 3246,37 cm!
=40 + O-H
X
1461,56 cm!
C-H
1171,86 cm!
20 _ H,z cm
2944 29 — 2922 21 — 2864.79 cmr! HaC ~ ¢ ~. CH
C'H 3 <]
1023,97 cm!
C-0
0 T

! | ! I ! | ! ! 1 ' I ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda (cm™)
Figura 14. Espectro infrarrojo (ATR) del mentol
El &cido lactico, en la figura presenta las siguientes sefiales: para el grupo OH se asigna una
sefial en 3335.27 cm™! para la tensién O-H, a 2996.65 cm! se da la tension C-H del esqueleto
carbonado; 1709.89 cm! se relaciona con la tension C=0; 1464.39 cm-' es relacionada con la

flexion C-H del metileno y finalmente 1016.14 ¢cm' se asocia a la tension C-O del alcohol
secundario.
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Figura 15. Espectro infrarrojo del acido lactico

En la figura 16 se observa como el lactato de mentilo comparte algunas de las sefiales de los
compuestos precursores. La presencia del grupo OH con una sefial a 3446.93 cm-!, 2952.62 y
2932.36 cm! correspondiente al esqueleto carbonado del mentol; 1737.08 cm-! corresponde a la
tension del grupo C=0 del enlace éster, 1459 cm-! relacionado con la tension C-H del metileno.
Al isopropilo se relaciona las sefiales a 1170.23 c¢cm, 1034.10 cm' debidos al alcohol
secundario, y finalmente la tension O-C-C a 1123.24 ¢cm! correspondiente a la formacion del
enlace éster.
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29



Figura 16. Espectro infrarrojo del lactato de mentilo

7.2.SINTESIS DE LACTATO DE MENTILO

La figura 17 presenta el espectro IR del crudo de reaccién, presenta las mimas sefales
relacionadas con el patrén (figura 16) del lactato mentilo. Se enfatiza la sefial a 1134.45 cm-!
corresponde a la formacion del enlace éster, sin embargo, para corroborar esta informacién se
realizo la comparacion entre los espectros del mentol y acido lactico con el crudo como se
observa en la figura 18. Se observa la presencia de una banda ancha a superior a los 3300 cm-1,
correspondiente a las interacciones de puente de hidrogeno entre el exceso de reactivos y el
producto, la banda asignada al grupo C=0, presenta un desplazamiento a 1730 ¢cm-! asociado a
la formacién del enlace éster, sin embargo, la presencia de la sefial a 1134.45 cm la Unica
presente en el crudo de reaccion, a la que se asocia al enlace O-C-C.

100

80 -

60 -

_ 1134 45 cmr!
40 0-C-C

% Transmitancia

20 -

0 —T
4000 3500

T T T T T T

I I I I I 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Figura 17. Espectro infrarrojo del crudo de reaccion.
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Acido lactico

Mentol

Crudo de reaccion

% Transmitancia

' 1 ' I ! | ! | v I ' I ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 18. Comparacion del espectro IR-ATR del crudo de reaccién

Al realizar seguimiento al enlace O-C-C se evidencia en la figura 19 una variacion entre cada uno
de los experimentos realizados de la tabla 6, algunos presentan mayor intensidad que otros. Se
puede asociar la intensidad de la banda con el avance de la reaccion, se debe a que cuanto
mayor sea la concentracion de éster en la reaccién, mayor sera la interaccion con la radiacion
aumentando la intensidad en la banda 1134 cm-'. Por lo que se puede corroborar la presencia
del producto.

100

Exp. 27

80

60

40 4

% Transmitancia

20

Exp. 6

’ I > I ® I I * I " |
1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000
Numero de onda (cm™)
Figura 19. Aumento en la sefial 1134 cm!
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En la sintesis se omite la adicion de solventes, primero debido a que, cumpliendo con los
principios de la quimica verde, se realiza la sintesis de una sustancia quimica segura y de bajo
impacto ambiental y se eliminan sustancias auxiliares, debido a que los sustratos funden a
temperaturas menores a los 50 °C y los reactivos cumplen la funcién de solvente. Esta decision
se apoya en la investigacion de Patzold et al26, quienes realizaron la esterificacion del mentol con
el acido laurico obteniendo o logrando (,???7?. Este tipo de sintesis resulta ventajosa pues no
implica la eliminacion del solvente del medio para realizar la caracterizacién, ademas de
disminuir los costos al momento de escalar el procedimiento a nivel industrial.

7.3.ANALISIS DE CROMATOGRAFIA DE GASES

El seguimiento de la reaccion también se realizd mediante CG-MS, con el fin de identificar cada
uno de los compuestos en la mezcla de reaccion. Se pudo identificar el mentol con un tiempo de
elucion de 6.06 min, mientras que el lactato de mentilo eluye a 8.19 min. También se identific
otro compuesto con tiempo de retencién de 8.26 min asociado al producto de la formacién de
esteres de lactoilicos de mentilo superiores (MLL) (Figura 20), por la reacciéon del lactato de
mentilo con acido lactico disponible como se presenta en el esquema 11. En la seccién 7.4 de
andlisis de espectrometria de masas se abordara de manera mas detallada la formacién de este
compuesto.

g e G

HO

>
>

Esquema 11. Subproducto de reaccion

La diferencia en los tiempos de retencion de los compuestos se debe a la masa molecular de
cada uno, a mayor peso molecular se espera mayor tiempo de retencion, ya que se favorece una
mayor interaccién con la fase estacionaria de la columna; asi, si el mentol tiene un peso
molecular de 156.26 g/mol, el lactato de mentilo 228.33 g/mol y el MLL uno de 301.19 g/mol, la
interaccién va a hacer menor para el mentol.
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Figura 20. Cromatograma de crudo de reaccion.

7.4.ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Cada una de la sefial cromatografica obtenidas, presentan un fragmentograma. Para el mentol,
lactato de mentilo y el subproducto se presenta en los esquemas 12,13 y 14. La adquisicion de
datos se realizd en un rango de 50 hasta 400 m/z, debido a que es el rango en el que se
encuentra el producto de reaccion y el derivado.
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7.5.RESPUESTAS DEL DISENO EXPERIMENTAL

El objetivo principal del disefio experimental fue conocer las mejores condiciones de reaccion
para obtener la mayor conversion, selectividad y rendimiento del lactato de mentilo. Del mismo
modo evalua las interacciones que existen en el proceso de sintesis mencionada para cada
experimento (tabla 5). Se plantea el disefio experimental DBB/SR, en la aplicacién Minitab
Statiscal Software se presenta en la tabla 6. El porcentaje de enzima se definié con referencia en
la cantidad de mentol adicionado segun la investigacion de Shih | et al®4, ya que en el disefio se
contempla el exceso de mentol en relacidn con el acido lactico, debido a que el mentol presenta
mezcla enantiomérica.

En la tabla 7 se presentan la respuesta del disefio experimental aplicado para la sintesis, para la
conversion se analiza a partir del consumo de mentol; la selectividad hace referencia a la
produccion exclusiva de lactato de mentilo y el rendimiento a la obtencion del producto por
aplicacion de las ecuaciones 1, 2 y 3.

Tabla 7. Respuesta del disefio experimental.

Experimento Conversion (%) Selectividad (%) | Rendimiento (%)
1 45.491 2.864 2.035
2 45.127 2.856 2.014
3 43.252 2.993 26.257
4 45.828 1.408 1.008
5 44.032 1.302 0.896
6 62.238 1.143 2.137
7 61.905 1.906 1.844
8 21.779 1.585 6.860
9 27.884 3.095 8.634
10 7.190 0.836 1.827
11 26.158 1.296 10.207
12 44.090 1.170 0.806
13 19.775 0.697 2.765
14 53.037 0.275 0.228
15 44.538 0.548 7.334
16 25.398 0.715 5.509
17 12.014 5.542 13.253
18 23.575 1.965 9.327
19 26.814 2.843 15.133
20 39.913 1.696 1.058
21 19.537 0.714 2.818
22 15.784 0.476 1.510
23 35.590 2.623 18.666
24 24.666 2.339 11.569
25 10.762 0.869 2.787
26 28.357 1.368 7.792
27 7.192 1.573 0.177
28 20.040 2.969 12.000
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| 29 | 31.020 | 1.119 | 6.962 |

En el analisis de varianza del porcentaje de conversion se tiene en cuenta que para que un
término sea significativo el valor p debe ser p<0.05. El modelo lineal del porcentaje de
conversion arrojo un valor p=0.192, es decir, que ningln factor presento un efecto significativo.
Esto se puede explicar a que el mentol que se usé presentaba una mezcla de isémeros, por lo
cual la conversion no supera el 65%, asi mismo, el modelo cuadrado y de interacciones de 2
factores no presenta valores significativos (p=0.140 y p=0.653). Sin embargo, la interaccion AA
es la més cerca con p=0.068 y se estimaria que si se usara (L) mentol se podria tener una mayor
conversion (Figura 21)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Conversion; o = 0,05)

Término 2145
1
AA | ! Factor Nombre
DD 1 A Relacion molar
| B Carga enzimatica (%p/p)
C | 1 C Tiempo de reaccién (h)
|
D ‘ 1 D Temperatura ("C)
AD i
1
A 1
1
AB :
cC :
AC :
BC :
D :
B i
1
BD 1
|
BB 1
1
0,0 0,5 10 15 2,0

Efecto estandarizado
Figura 21. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para conversion

Para la selectividad (Figura 22), el factor de temperatura presentd un efecto significativo
(p=0.020), el modelo cuadrético la interaccion de relacion molar al cuadrado (RM)2 también
presento un valor significativo (p=0.011) al igual que la interaccion de 2 factores carga
enzimatica- tiempo de reaccion (p=0.016). La Figura 23 muestra el tipo de efecto que presenta
cada una de las interacciones, donde los valores a la derecha del cero presentan efectos
positivos, mientras que los valores a la izquierda son negativos. La temperatura mostré un efecto
positivo, indicando que el aumento de la temperatura aumenta la selectividad, mientras que RM?2
y carga enzimatica con el tiempo de reaccion disminuyen la selectividad, es decir a mayor
relacion molar, mayor carga enzimatica y tiempo, la selectividad del lactato de mentilo disminuira
(Figura 24).
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Selectividad; o = 0,05)

Término 2,145

Factor Nombre

A Relacion molar

B Carga enzimatica (%p/p)
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(@]
C
AD
BD

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Efecto estandarizado

Figura 22. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para selectividad

Grafica normal de efectos estandarizados
(la respuesta es Selectividad; o = 0,05)

89— T T T T T T T~ T
Tipo de efecto
® No significativo
95 mD  m Significativo
90 Factor Nombre
A Relacion molar
80 - B Carga enzimatica (%p/p)
2 70 C Tiempo de reaccién (h)
8 60 D Temperatura (°C)
c
a 50
[v]
ac-, 40
o 30
20

3 2 A 0 1 2 3
Efecto estandarizado

Figura 23. Grafico normal de efectos estandarizados para selectividad
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Gréﬁca de contorno de Selectividad VS. Temperatura (Oc); Ca rga enz'lma Grafica de contorno de Selectividad vs. Tiempo de reaccion (h); Relacién molar
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El anélisis de varianza para el rendimiento se presenta en la Figura 25. Los factores temperatura
(p=0.006) y relacion molar (p=0.001) presentaron efectos estadisticamente representativos. En la
Figura 26 se observa que la temperatura y la relacién molar afectan de manera positiva. El
aumento de la relacién molar y la temperatura favorecen el rendimiento de la reaccién ya que a
mayor cantidad de mentol disponible disminuye la probabilidad de generar subproductos de
polimerizacidn del &cido lactico, ademas, es de aclarar que no todo el mentol reaccionara, solo la
proporcion del isdmero L. Si la proporcion de mentol efectivo (isémero L) es menor al &cido
lactico se genera la polimerizacion del lactato como se observa en la Figura 20 y esquema 11. El
grafico de contorno permite ver el efecto de estas variables, ver la Figura 27.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento; o = 0,05)

Término 2,145
1
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2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 25. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para rendimiento
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Figura 26. Grafico normal de efectos estandarizados para rendimiento

Grafica de contorno de Rendimiento vs. Temperatura (°C); Relacion molar
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Figura 27. Grafica de contorno para rendimiento contra temperatura y relacién molar

7.6.CICLOS DE USO DE LA ENZIMA

Para la optimizacion del método mediante la prediccidn del software se toman las siguientes

condiciones para la maximizacion de todas las respuestas segun la tabla 8 y la Figura 28.
Tabla 8. Condiciones Optimas para la sintesis

Relacion Carga Tiempo de Temperatura
molar** (M/AL) enzimatica*(%) reaccion (h) (°C)
Alto 3 50 12 120
Optimo 2.3 25 1 90
Bajo 1 5 1 60

* Porcentaje peso de enzima / peso del mentol )
**Relacion M/AL: Relacién molar entre M(mentol):AL(Acido lactico)
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En la tabla 9 se presentan las respuestas a las condiciones dptimas por octuplicado. La lipasa

inmovilizada Novozym 435€

tras utilizarse en la reaccién en 8 ciclos sucesivos tiene la

posibilidad de recuperarse y acondicionarse nuevamente para su uso. La posibilidad de reusar
un catalizador en la industria es de gran interés puesto que disminuye los costos asociados a la
produccion de los reactivos. La sintesis del lactato de mentilo en 8 ciclos sucesivos, se llevo
acab0 con reactivos comerciales y mostraron valores prometedores en funcién de las respuestas
del disefio, en el ultimo ciclo realizado presenta una conversion de 58.18%. Una selectividad del
19.77% y un rendimiento del 53.687%.

Tabla 9. Ciclos sucesivos de la enzima para la sintesis en condiciones optimas

Ciclo Conversion Selectividad Rendimiento
1 64.528 19.338 64.611
2 63.492 19.297 63.466
3 62.346 19.280 62.623
4 61.948 19.987 62.016
5 60.720 19.298 60.309
6 60.597 19.956 58.237
7 58.458 19.260 57.198
8 58.183 19.774 53.687
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7.7.ANALISIS POLARIMETRICO

La Novozym 435® presenta una enantioselectividad hacia los enantidmeros R o en este caso
isomero L (Cabrera et al en el 2009%). Los experimentos de cada ciclo realizado son sometidos
a purificacion mediante una hidroélisis controlada para eliminar la presencia del subproducto para
el anélisis de polarimetria, como se registra en la Figura 29.
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Figura 29. Cromatograma de enriquecimiento del lactato de mentilo

En la tabla 10 se presentan los resultados de la rotacion dptica del mentol comercial, (L)-mentol y
(LL)-lactato de mentilo. Se observé que la mezcla de isémeros presenta una pureza dptica del
65% del enantiomero L del mentol. Esta pureza Optica esta relacionada a la maxima conversion
obtenida en la tabla 9 que fue de 64.528%, y en términos del isomero L, la conversion fue del
99.07%. La Figura 30 relaciona los ciclos de usos vs. el exceso enantiomérico.

Tabla 10. Rotacion Optica, pureza dptica y exceso enantiomérico

cspociica | oPurezasptica o GUER
Mentol comercial -34.5° 65.13* 30.26*
(L)-Mentol -53° - -
(L)-Lactato de (L)-mentilo -75.6° - -
Lactato de mentilo** -75.2 99.47* 98.94*

*Valor de referencia del enantiomero L
**Producto de sintesis purificado
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Figura 30. Graficas de barra entre el ciclo de uso y exceso enantiomérico

7.8.EVALUACION DE CRITERIOS: QUIMICA VERDE

Los criterios para evaluar el proceso de sintesis propuesto respecto a la quimica verde y sus
doce principios, es importante aclarar que no hay unas métricas establecidas que agrupen todos
los factores, sin embargo, para esta investigacion se toma como referencia la eco-escala
(ecoscale), que aborda el criterio econémico y ecoldgico. Los criterios de dicha métrica se

presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Criterios de la Ecoscale®

Parametro

Puntos De Penalizacion

1) Rendimiento

(100- % rendimiento) /2

2) Precios de los componentes de la reaccion para obtener
10 mmol de producto final

Barato

Caro

Muy caro

3) Seguridad?

N (peligroso para el medio ambiente)

T (toxico)

F (altamente inflamable)

E (explosivo)

10

F+ (extremadamente inflamable)

10

T+ (extremadamente toxico)

10

4) Configuracion técnica

Configuraciéon comun
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Instrumentos Para La Adicion Controlada De Quimicos P

Técnica De Activacion No Convencional ¢

Presion a >1 atm¢

Cualquier cristaleria especial adicional
Atmosfera inerte

Wl lalalw|(n|—

Guantera

5) Tiempol temperatura
Temperatura Ambiente < 1h
Temperatura ambiente <24 h
Calefaccion <1h

Calefaccion < 2h

Enfriamiento A 0°C

Enfriamiento < 0°C

6) Tratamiento y purificacion
Ninguna

Enfriamiento a temperatura ambiente
Anadiendo disolvente

ol Bl I~ O

Fraccion sencilla

Eliminacion de disolvente con pb <150 °c
Cristalizacion y filtracion
Eliminacion de disolvente con pb >150 °c
Extraccion en fase sélida

Destilacion

Extraccion liquido-liquido

W WwWlw MDD~ 0| OO |O

Cromatografia liquida
a Basado en los simbolos de advertencia de peligro. ® Embudo de goteo, bomba de jeringa,
regulador de presion de gas, etc. ¢ Irradiacion por microondas, activacion por ultrasonido o
fotoquimica, etc. ¢ sc CO2, equipo de hidrogenacion de alta presion, etc. ¢ Si corresponde, el
proceso incluye secado del solvente con desecante y filtracion del desecante.

La sumatoria total de las penalizaciones se sustituye en la siguiente ecuacion para determinar
que puntaje tiene el proceso.

Ecoscale = (100 — sumatoria de penalizaciones)

Ecuacion 7. Determinacién de ecoscale

Para este proceso se tiene en cuenta los resultados de las condiciones optimas dado que la
finalidad de este proceso es evaluar a posteriori su factibilidad a escala industrial. Los reactivos
usados son comerciales de facil adquisicion, bajo costo, para obtener la mayor rentabilidad en la
comercializacion del producto final. A continuacion, se presentan los criterios que aplicados al
proceso:
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Tabla 12. Ecoscale para el proceso de sintesis

Parametro Puntos De Penalizacion
1) Rendimiento (100- 64) /2

2) Precios de los componentes de la reaccion para obtener

10 mmol de producto final 0

3) Seguridad?

4) Configuracion técnica

5) Tiempo/ temperatura

Calefaccién <1h 2
6) Tratamiento y purificacion 1
Puntos totales de penalizacién 21

Ecoscale = (100 — 21) = 79

El proceso desarrollado se puede catalogar con una alta afinidad a los criterios considerados en
la ecoscale. Su factibilidad de implementaciéon a escala industrial podria ser valorada y se
esperaria poca repercusion en el ambiente, ademas de la promocion de un bajo riesgo para su
salud de las personas expuestas al proceso y del consumidor.

La patente desarrollada por Erman et al%” reporta diversos métodos, de las cuales se tiene en
cuenta dos de ellas para realizar la comparacion con el método desarrollado en esta
investigacion. Se resalta que puede existir omision de informacion por parte de los
investigadores de dicha patente por lo que la aplicacién de los criterios de la ecoscale podria
incluir imprecisiones. En el método 1, los autores reportan el uso de un balén de 3 bocas, con
una trampa Barret, hace uso de heptano como solvente y los reactivos de partida, son isbmeros
puros, sumado a ello se aplica una temperatura de 128 °C por 32 horas (ver esquema 15). Para
el método 2 utilizaron el mismo sistema de reaccién y reactivos similares, sin embargo,
emplearon elacido sulfurico como catalizador, reduciendo el tiempo de reaccidn a 2 horas bajo
una temperatura de 119 °C ((ver esquema 16); ambos métodos reportan un proceso de
purificacion similar al desarrollado en esta investigacion. En la tabla 13 se presentan los
parametros evaluados para los dos métodos descritos anteriormente

OH 128 °C ; 0

OH

Esquema 15. Método 1 para sintesis de lactato de mentilo segun Ermans?
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+ H,S0,4/2h

OH 119 °C : 0
OH
OH

Esquema 16. Método 2 para sintesis de lactato de mentilo segin Erman®’

Tabla 13. Ecoscale para el proceso de Erman et al%’

Puntos De Penalizacion
Método 1 Método 2

Parametro

1) Rendimiento (100-67.7) 12 (100- 57.6) /2

2) Precios de los componentes de la reaccion para obtener
10 mmol de producto final 3 3

3) Seguridad? 0 4}

4) Configuracion técnica

5) Tiempol temperatura

Calefaccion >2h / Calefaccion <2h 10 2
6) Tratamiento y purificacién 1

Puntos totales de penalizacion 31.15 33.2
Método 1:

Ecoscale = (100 — 31.15) = 68.85
Método 2:
Ecoscale = (100 — 33.2) = 66.8

Al comparar la metodologia desarrollada en esta investigacion y la reportada en la patente se
resaltan las siguientes ventajas en la tabla 14:

Tabla 14. Comparacion de las variables de reaccion por metodologia

Parametr Metodologias
arametro Esta investigacion Método 1 Método 2

Rendimiento 64% 67.7% 57.6%

BT .de LI Menor costo Mayor costo Mayor costo

de partida

Seguridad Alta Baja Baja

o - Complementos Complementos

Equipamiento Basica o . . .
adicionales adicionales

Tiempo/ temperatura 1h/90°C 32h/128 °C 2h /119 °C
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Trat.a.mle_n’to y Hidrolisis controlada | Hidrolisis controlada | Hidrolisis controlada
purificacién

*Requiere material adicional (trampa Barret)

La metodologia propuesta en esta investigacion resulta ventajosa dado que emplea sustancias
de menor costo, menores tiempo de reaccion y temperatura respecto a lo reportado por Erman et
al®”; asi como, propone la eliminacién de sustancias auxiliares y el uso de equipamiento basico,
y con ello, promueve la produccion de lactato de mentilo a mayor escala con un menor costo de

produccion.
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8. APLICACIONES

Los solventes de DES de precursores naturales como el mentol y el &cido lactico se denominan
NADES®8, Delgado Rodriguez reporta el uso de NADES para la extraccion de cannabinoides. La
mezcla de reaccion presento las caracteristicas fisicas de ser un liquido a temperatura ambiente,
asi que se puede usar como solventes DES para las extracciones verdes de analitos polares de
plantas. Mediante el uso de metodologia de sintesis se puede obtener diferentes NADES segun
las necesidades. Por ejemplo, la mezcla entre los analitos del cannabis y un solvente de este
tipo, al no ser tdxicos, podrian usarse para la fabricacion de ungtentos.

Esta metodologia puede ser util para la separacion de la mezcla de isdmeros del mentol, puesto
que puesto que permite un enriquecimiento del isémero D. La incorporaciéon del lactato de
mentilo en productos cosméticos, ofrece las ventajas del acido lactico (renovacion celular,
eliminacién de células muertas, retencién de hidratacién) y el mentol (sensacion de frescura,
analgésico suave) Utiles para la fabricacion de cremas hidratantes, enjuagues bucales otorgando
la sensacion de frescura prolongada.
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9. CONCLUSIONES

Se realizd la optimizacién del proceso de sintesis con ayuda del DBB encontrando que las
mejores condiciones para la maximizacién de las respuestas fueron: Tiempo=1h, Carga
enzimatica= 25%, Relacion molar= 2.3 y Temperatura= 90 °C, generando una conversion
méxima del 64.53 %, una selectividad del 19.34% y un rendimiento de 64.11%.

En el disefio experimental Box-Behnken no se encontré que los factores (temperatura, tiempo,
carga enzimatica, relacion molar) hubiesen aportado en términos de conversion. Sin embargo, la
relacion RM2 present6 un valor p=0.068 afectando esta respuesta de manera positiva. Para la
selectividad se determind que RM2 y el tiempo de reaccion afectaron de manera negativa la
produccion de lactato, mientras que la temperatura aumenta la concentracion de lactato. Para el
rendimiento se encontré que el factor tiempo de reaccién no garantiza mayor rendimiento de
reaccion, mientras que la temperatura y la relacion molar afectan de manera positiva la
respuesta.

En la sintesis del lactato de mentilo se identificé la produccién del subproducto denominado MLL,
mediante espectrometria de masas, este fue eliminado en su totalidad mediante una hidrélisis
basica controlada del crudo de reaccion.

Se determind que la enzima es estable hasta por 8 ciclos de uso continuos con un rendimiento
de 64%. El exceso enantiomérico del producto es mayor al 98%, por lo cual se puede garantizar
que la enzima presentd selectividad hacia el isobmero L y el 2% de exceso enantiomérico se
atribuye a impurezas.

Aplicando la métrica de ecoscale al proceso a escala de laboratorio de sintesis de lactato de
mentilo se estimd un puntaje de 79, que comparado con las metodologias reportadas por Erman
et al¥’, resulta ser mas eficiente y econdmico. Por tanto, se concluye, que el método desarrollado
en la presente investigacién promueve el cumplimiento de los criterios de la quimica verde.
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