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RESUMEN

En la sintesis de aceptores de lactosa que seran utilizados para formar parte de oligisacaridos y glicoconjugados,
es necesario la proteccion de las posiciones 3°,4" de la lactosa con grupo isopropilidén. En la reaccién quimica
de proteccion de estas posiciones se obtienen varios productos colaterales que son necesarios separar del
isomero de interés. Se ha reportado la realizacion de dos purificaciones en columna cromatografica y una
cristalizacion final. El presente trabajo propone la sustitucion de la primera purificacién cromatografica por dos
extracciones: una liquido-liquido y una liquido-sélido. Ademas, se realiz6 un disefio de experimento para
determinar las mejores condiciones en las dos extracciones. En la extraccion liquido-liquido se utilizd6 como
disolvente diclorometano con una relacion entre el disolvente organico y la fase acuosa en el nivel + 1, una
velocidad de agitacion en el nivel +1 y se repitidé la operacién ocho veces. En la extraccion liquido-sélido se
utilizé como disolvente acetona con una relacion liquido-sélido en el nivel +1, una velocidad de agitacion en el
nivel -1 y la operacion se repitié 12 veces. Se compar6 el método de purificacion de la literatura y la propuesta
realizada y en ambos se obtienen cantidades similares de la mezcla de los isomeros 3°,4" y 4°,6” isopropilidén de
lactosa, pero en la propuesta se alcanza en un tiempo menor y con una notable reducciéon del consumo de
reactivos.

Palabras claves: extraccion liquido-sélido, 37,4 -isopropilidén and de lactosa, extraccion liquido-liquido.

ABSTRACT

In the synthesis of lactose acceptor that will be used to take part of oligisacarides and glicoconjugate it is
necessary the protection of the 3°,4" lactose positions with the isopropylidene group. In the chemical reaction,
several collateral products are also obtained that must be separated from the isomer of interest. Two
chromatographic column purifications and one final crystallization have been reported. In this work, the first
chromatographic purification is replaced by two extractions: one liquid-liquid and one solid-liquid. Besides, an
experimental design was also made to identify the best operation conditions for the extractions. In the liquid-
liquid extraction dichloromethane was used with a liquid-liquid ratio at level +1 and a stirring speed at level +1.
The operation was repeated eight times. In the solid-liquid extraction, acetone was used with a liquid-solid ratio
at level +1 and a stirring speed at level -1. The operation was repeated 12 times. The purification method
described in the literature and the method proposed in the present work were compared, and both obtained
similar amounts of the mixture of the 3 ', 4' and 4 ', 6' isopropylidene lactose isomers. Following the proposed
method, the results are obtained in a shorter time and with a notable reduction in the consumption of reagents.

Keywords: liquid-solid extraction, 3°, 4’-isopropylidene and lactose, liquid-liquid extraction.
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INTRODUCCION

Los gangliésidos son carbohidratos que pertenecen al grupo de los glicoesfingolipidos, que
participan en una gran variedad de eventos bioldgicos que ocurren en las células epiteliales
de los vertebrados (Pilco et al, 2019; Blanco et al, 2015; Shimizu et al, 2020). Se ha
demostrado que, durante la transformacion maligna de la célula, la composicién de los
gangliosidos cambia cuantitativa y cualitativamente (Pilco et al/, 2019; Blanco et al, 2015;
Gonzalez et al, 2016). Por esta razon se encuentran expresados en mayor concentracion en
los tejidos cancerosos, en comparacion con el resto, lo que posibilita el uso de anticuerpos
contra él (Gentilini et al, 2016; Gonzalez et al, 2018; Zheng et al, 2019).

Dado las potencialidades como inmunosupresor de los ganglidsidos N-Acetil GM3
(NAcGM3) y N-glicolil GM3 (NGcGM3) y su importancia en el desarrollo tumoral, se han
convertido en probados blancos terapéuticos (Zheng et al, 2020; Dorvignit et al, 2019; Uskent
et al, 2020; Bjerregaard et al, 2020; Mulens et al, 2009). El gangliosido que contiene la
variante N-glicolilada del acido sialico (NGcGM3) se encuentra sobreexpresado en las
células tumorales del cancer de mama y melanoma (Bjerregaard et a/, 2020), convirtiéndose
este en uno de los componentes fundamentales de un candidato vacunal contra estas
enfermedades, el cual ha mostrado no solo ser eficaz en modelos animales, sino también ha
reportado beneficios clinicos palpables en varios ensayos clinicos conducidos (Mulens ez al,
2009).

Los gangliésidos NGcGM3y NAcGM3 pueden obtenerse por extraccion y purificacion de
fuentes naturales (eritrocitos de caballo y de perro). La produccidon de estas moléculas por
esta via se ve limitada por su fuente de procedencia y porque, ademas, existen regulaciones
internacionales muy estrictas para la comercializacion de productos provenientes de este tipo
de fuente, pues se corre el riesgo de arrastrar contaminantes biolodgicos, por lo que la
obtencién de estos ganglidsidos mediante la sintesis quimica resulta favorable, ya que se
obtiene como compuesto puro y con una estructura definida (Espinosa et a/, 2013). Un
intermedio importante en la obtencion de esta molécula es el aceptor de lactosa. Para la
sintesis de glicoconjugados y oligosacaridos que contengan una unidad de lactosa en su
estructura, con frecuencia es necesario proteger las posiciones 3, 4 de la unidad de galactosa
que forma la lactosa (Zheng et al, 2019).

En la literatura se encuentra reportada la reacciéon de proteccion de estas posiciones con un
grupo isopropilidén, de la cual se obtiene el 4-O-(3,4-O-isopropiliden-f-D-galactopiranosil)-
a,3-D-glucopiranosido (3,4’ -isopropilidén de lactosa). Como resultado de esta reaccion el
crudo que se obtiene de la misma contiene, ademads del 3’,4"-isopropilidén de lactosa, el
1somero 4°,6’-isopropilidén de lactosa, los acetales mixtos y la lactosa que no reacciond
(Duclos, R.I. 2000).

Para la separaciéon de 3°,4’-isopropilidén de lactosa se deben realizar dos purificaciones
cromatograficas en columnas (Duclos, R.I. 2000). Estas operaciones consumen gran cantidad
de tiempo y de reactivos, los cuales son muy costosos y ademds los mismos tienen uso
limitado a escalas superiores (Turner, C. 2006). Este trabajo se centra en la sustitucion de la
primera purificacion cromatografica por otra operacion donde se mejore la economia del
proceso y facilite el desarrollo de la operacion a escala superior.

35


https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=aqepu7tlt3yk.x-ic-live-01?option2=author&value2=Zheng,+Changping
https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=aqepu7tlt3yk.x-ic-live-01?option2=author&value2=Zheng,+Changping
https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=aqepu7tlt3yk.x-ic-live-01?option2=author&value2=Zheng,+Changping
https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=aqepu7tlt3yk.x-ic-live-01?option2=author&value2=Zheng,+Changping
https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=aqepu7tlt3yk.x-ic-live-01?option2=author&value2=Zheng,+Changping

Rev. CENIC Cienc. Quim.; Vol. 52. (1): 034-045. Ao. 2021. e-ISSN: 2221-2450.

EXPERIMENTACION

Reactivos

Lactosa para sintesis, Merck

Dimetilfromamida para sintesis, Merck

Cloroformo para sintesis, Merck

Metanol para sintesis, Merck

Acido metanosulfonico para sintesis, Merck

Trietilamina para sintesis, Merck

Diclrometano para sintesis, Merck

Acetona para sintesis, Merck

Gel de silice 60 (0,040-0,063) Merck

El material de referencia de 3°,4"-Oisopropilidén-a, B-lactosa y 4',6"-O-isopropilidén-a, [3-
lactosa, fueron obtenidos en el laboratorio de sintesis quimica del Instituto Finlay de
Vacunas y purificados por cromatografia de columna con una pureza mayor del 99 %,
determinada por RMN 'H (Espinosa et al, 2013).

Equipos

Agitador mecanico IKA-WERKE IKA®, Alemania

Termopar HANNA, Thermometer PT 100, USA

Termostato Julabo, Modelo ME-26, Alemania

Rotoevaporador 2 L Buchi, Modelo R-215, Alemania

Bomba de vacio de membrana Vacuubrand. Modelo MZ-2C, Alemania

Control de la calidad del proceso

En todo el proceso de sintesis se utilizo la cromatografia de capa delgada para el control del
mismo. Para esto se emplearon placas pre-elaboradas de gel de silice 60 GF254 (Merck) de
0,1 mm de espesor, en las cuales fueron aplicadas las muestras obtenidas en cada etapa y el
material de referencia. El sistema de disolventes que se utilizd fue acetato de etilo: 2-
propanol: agua (3:2:1; V:V:V). Los cromatogramas se visualizaron por tratamiento con una
disolucion de 4cido sulfurico al 5 % en etanol seguido por calentamiento a 105 °C durante 5
min.

Sintesis del 3",4 -isopropilidén de lactosa

La reaccién se realizd en un reactor de 1 L de capacidad provisto de camiseta, agitador
mecanico, condensador y un termopar. Primeramente, se suspendieron 50 g de lactosa en
500 mL de dimetilformamida mediante agitacion. Cuando esta suspension alcanzé la
temperatura de 85 °C con ayuda de termostato, se anadieron 160 pL. de 4&cido
metanosulfénico y 42,3 mL de dimetoxipropano. El curso de la reaccion se cheque6 por
cromatografia de capa delgada con el sistema de disolventes acetato de etilo: 2-propanol:
agua en proporcion 3:2:1. Transcurridos los 45 minutos de reaccion se retird el calentamiento
y se enfrid a temperatura ambiente. Cuando se logro esta condicidn, se adicionaron 10 mL de
trietilamina para neutralizar la reaccion. Una vez terminada se eliminé la mezcla de
disolventes por roto evaporacion, usando un rotoevaporador de 2 L de capacidad con una
temperatura de bafio de 40 °C y una presion de 556 mbar (Espinosa ez al, 2013).
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Extraccion liquido-liquido

Al crudo de la reaccion de sintesis de 3’,4’-isopropiliden de lactosa se le adicionaron 100 mL
de agua y se agito hasta total dilucion.

En un embudo separador de 500 mL con agitacion mecanica se coloco la fase acuosa y se le
adicionaron 50 mL de diclorometano, se agit6 por un tiempo de 5 minutos y luego se
separaron ambas fases. Esta operacion se realizd cinco veces mas para extraer la mayor
cantidad de acetales mixtos. La fase acuosa se evapor6 a sequedad con ayuda de un
rotoevaporador de 2 L de capacidad con una temperatura de bafio de 50 °C y una presion de
72 mbar, hasta obtener un s6lido espumoso. La operacion se controla por cromatografia de
capa delgada para comprobar que el sélido obtenido contiene lactosa y la mezcla de isdbmeros
y en la fase orgédnica se encuentra los acetales mixtos extraidos (Espinosa ez al, 2013).

Estudio de las variables de operacion en la extraccion liquido-liquido

Se estudio el efecto de las variables velocidad de agitacion y relacidén entre el disolvente
organico y la fase acuosa para esta etapa de extraccion. Para esto se realizé un disenio de
experimento 3's2!) con una réplica en cada punto, es decir una repeticién del experimento
basico, el cual se muestra en la tabla 1. Como niveles inferiores para las variables a estudiar
se fijaron 300 rpm de velocidad de agitacion y la relacion entre el disolvente organico y la
fase acuosa 0,5:1.

Tabla 1. Influencia de la cantidad de DCM y la agitacidn en la extraccion liquido-liquido.

Experimento  Relacion entre el disolvente organico y la fase . o ey
xperimen acion entr vente organico y 1a 1as€ - yelocidad de agitacion

acuosa
Nivel (mL/mL) Nivel (min™)

1 -1 0,5:1 -1 300
2 0 1:1 -1 300
3 +1 1,5:1 -1 300
4 -1 0,5:1 +1 700
5 0 1:1 +1 700
6 +1 1,5:1 +1 700

Los resultados fueron analizados con la ayuda del programa estadistico Statgraphics
Centurion en su version XV.II., donde se realizé el analisis de varianza para un 95 % de
confianza. Se obtuvo ademas el modelo ajustado y la superficie de respuesta.

Extraccion liquido-solido

Esta extraccion se realizo en el mismo balén donde se evaporo la fase acuosa de la operacion
anterior. Al s6lido espumoso obtenido en la evaporacion de la fase acuosa se le adicionaron
75 mL de acetona, le fue conectado un agitador mecéanico y se agitdé por un tiempo de 15
minutos. Ambas fases se separaron por filtracion a vacio en un embudo Biichner con placa y
papel de filtro. A la fase sélida obtenida se le realizo siete veces mas esta operacion con el
objetivo de extraer la mayor cantidad posible de la mezcla de isémeros. La operacion se
controld por cromatografia de capa delgada para comprobar que la fase liquida contiene la
mezcla de los isomeros 3,4’y 47,6 -isopropilidén de lactosa, la misma se evapord a vacio con
ayuda de un rotoevaporador de 2 L de capacidad con una temperatura de bafio de 50 °C y
una presion de 11 mbar (Espinosa et al, 2013)
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Estudio de las variables de operacion en la extraccion liquido-s6lido

Para estudiar el efecto de las variables velocidad de agitacion y relacion liquido-solido en esta
etapa, se realizo un disefio de experimento 3'+2', con una réplica en cada punto, es decir una
repeticion del experimento basico. Como niveles inferiores para las variables a estudiar se
fijaron 300 rpm de velocidad de agitacion y la relacion liquido-sélido 3:1.

Tabla 2. Efecto de la relacion liquido-sélido y la agitacion sobre la separacidon de la lactosa
de la mezcla de isomeros.

Experimento  Relacion liquido-s6lido  Velocidad de agitacion

Nivel mL/g Nivel (min™)
1 -1 3:1 -1 300
2 0 6:1 -1 300
3 +1 9:1 -1 300
4 -1 3:1 +1 700
5 0 6:1 +1 700
6 +1 9:1 +1 700

Los resultados fueron analizados con la ayuda del programa estadistico Statgraphics
Centurion en su version XV.II., donde se realizd el analisis de varianza para un 95 % de
confianza. Se obtuvo ademas el modelo ajustado y la superficie de respuesta.

Determinacion del nimero de extracciones liquido-sélido

Con el objetivo de definir el nimero de extracciones a realizar en ambas operaciones se
realizaron cuatro extracciones mas que las establecidas segun el procedimiento, para
encontrar el punto de agotamiento del producto a extraer. Con los resultados obtenidos se
realizé la curva de agotamiento para cada uno de los productos a extraer, utilizando para ello
el programa Curve Expert Professional.

Purificacion cromatografica

Se tomo6 una columna cromatografica a la cual se le adiciona silica gel 60 como fase
estacionaria y se le comienza a adicionar mezcla de disolventes cloroformo metanol en
proporcién 50:1, para compactar la misma. Posteriormente, se adiciond el crudo de reaccion
previamente disuelto en metanol e impregnado en silica gel 60. Luego se comienza a
adicionar la mezcla de disolventes variando la polaridad de la misma, para obtener una
primera fraccién donde se encuentran los acetales mixtos y posteriormente la fraccion de la
mezcla de los isomeros. Esta ultima fraccion se evaporo6 hasta peso constante.

RESULTADOS

Influencia de la relacion entre el disolvente organico y la fase acuosa y la velocidad de
agitacion en la extraccion liquido-liquido

En la tabla 3 se presentan los resultados alcanzados en el plan experimental descrito
anteriormente, donde se aplico el método gravimétrico para determinacion de los mismos.
Como variables respuestas se obtuvo la masa extraida de acetales mixtos y la masa de la
mezcla de isdémeros y lactosa al final de la extraccion.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la extraccion liquido-liquido.
Relacion entre el

Velocidad de disolvente Acetales Mezcla de isOmeros y
agitacion organico y la fase mixtos (g) lactosa (g)
acuosa

-1 -1 5,70 5,30 25,10 24,60

-1 0 5,80 590 23,30 22,90

-1 1 5,30 5,40 23,20 21,70

1 -1 4,32 3,22 24,20 25,30

1 0 5,66 3,71 2512 23,30

1 1 6,05 6,79 2295 23,40

En las Figura 1 y 2 se muestran el diagrama de Pareto y la superficie de respuesta resultantes
del analisis estadistico de estos resultados para la masa de acetales mixtos.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Acetales

= -
e = -

ARelacion LL

o -

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

Fig. 1. Significacion de las variables estudiadas sobre la masa de acetales mixtos.
Superficie de Respuesta Estimada

Masa de acetales

- . 400 ) o
® “ 85 7w 0 Velocidad de agitacion

Relacion Lig-Lig
Fig. 2. Supetficie de respuesta para las variables con significacion en el proceso.

De este analisis se encontrd6 como variables significativas (p < 0,05) la relaciéon entre el
disolvente orgédnico y la fase acuosa y su interaccién con la velocidad de agitacién, ambas
con efecto positivo. Esto demostrd que al aumentarse la velocidad de agitacion y la relacion
entre el disolvente organico y la fase acuosa se logra extraer una mayor masa de acetales
mixtos del crudo de la reaccion. Se comprobd a partir de cromatografia de capa delgada que
en la fase orgdnica solamente habia acetales mixtos, no arrastrandose en esta operacion el
producto de interés.

De este mismo andlisis se obtuvo el polinomio ajustado para el efecto de la relacidon entre el
disolvente organico y la fase acuosa y de la velocidad de agitacion sobre la masa de acetales
mixtos en el proceso de extraccidon (ecuacion 1)
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Masa acetales = 5,261 — 1,252 (relacion lig-liq) + 1,402 (veloc. de agit.)
(1)

Este mismo analisis se realizd para la masa extraida de isomeros y lactosa residual. En la
Figura 3 se muestra el diagrama de Pareto correspondiente.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Isolac

il

A:Relacion LL

B:Agitacion

o 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Fig. 3. Significacion de las variables operacion sobre la masa de isomeros y lactosa residual.

En el diagrama de Pareto se muestra que solamente una variable es significativa (p<0,05): la
relacidn entre el disolvente organico y la fase acuosa con efecto negativo. Esto demuestra que
al aumentarse la relacion entre el disolvente organico y la fase acuosa se obtiene menor
cantidad de mezcla de isomeros y lactosa residual, debido a que se extrae mayor cantidad de
acetales mixtos del crudo obtenido en la reacciéon, lo que se comprobd a partir de
cromatografia de capa delgada como se explico en el andlisis de la influencia de estas
variables sobre la masa de acetales mixtos.

De todo esto se tiene como conclusiéon que, la mejor condicion de operacién para esta
extraccion es trabajar con el nivel 1 de la relacién entre el disolvente organico y la fase
acuosa y con el nivel 1 de la velocidad de agitacion.

Determinacion del nimero de extracciones a realizar

En la Figura 4 se muestra la curva de agotamiento de los acetales mixtos, la misma se obtuvo
de graficar las 10 extracciones realizadas a las mejores condiciones encontradas en esta
operacion. El modelo ajustado se representa en la ecuacion 1, donde n representa el nimero
de extracciones realizadas. El coeficiente de correlacién obtenido fue 0,99.

Curva de agotamiento
T I I I

g 4 I | I
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535 3 : 1
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B ] S e
Y R - N ]
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i i i | i 9 9
z 0p 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nimero de extracciones realizadas

Fig. 4. Masa de acetales mixtos extraida por niimero de extracciones.

3,759

= ®)
Mediante esta ecuacion fue posible predecir el nimero de extracciones que son necesarios
realizar para extraer totalmente los acetales mixtos. También es posible calcular la cantidad
maxima de acetales a extraer y el porcentaje de agotamiento que se obtiene al cabo de un

Masa de acetales extraida = 0,153 — 0,0102 n+
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determinado numero de ellas. De esta manera se determind que en ocho extracciones se
separaba el 94,3 % de los acetales mixtos presentes en el crudo de reaccion. De realizar un
mayor numero de extracciones se incurriria en un mayor gasto de disolvente, lo que afectaria
la economia del proceso y ademds se tuvo en cuenta que el 5,7 % de acetales que no se

remueve, no influye en los pasos posteriores del proceso.

Influencia de la relacion liquido-solido y la velocidad de agitacion en la extraccion

liquido-sdlido

Los resultados obtenidos para la extraccidon liquido-solido se muestran en la tabla siguiente,
donde se aplico el método gravimétrico para determinacién de los mismos. La variable
respuesta analizada fue la masa de mezcla de isomeros 3°,4"y 4,6 -isopropilidén de lactosa.

Rev. CENIC Cienc. Quim.; Vol. 52. (1): 034-045. Ao. 2021. e-ISSN: 2221-2450.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la extraccion liquido-solido.

Velocidad de agitacion Relacion liquido-solido lél)ezcla de isomeros
-1 -1 7,00 3,20
-1 0 14,00 14,70
-1 1 14,10 16,80
1 -1 6,30 6,00

1 0 2,60 5,19

1 1 11,20 9,31

El analisis estadistico de estos resultados brindé el diagrama de Pareto y la superficie de

respuesta que se muestran en las Figuras 5 y 6.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Mezcla Iso

ARel LS

BiAgitacion

AB

AA

°oFre—

10

1 2 3
Efecto estandarizado

Fig. 5. Significacion de la relacion liquido-solido y la velocidad de agitacion sobre la extraccion de la

mezcla de isomeros.
Superficie de Respuesta Estimada

8 a2 02 06 a4

Relacion Sél-Liq

Masa de isomeros y lactosa

Velocidad de agitacion

Fig. 6. Superficie de respuesta para las variables con significacion en el proceso.
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De este analisis se encontr6 que las dos variables estudiadas resultaron significativas, relacion
liquido-sélido con efecto positivo por lo que se decidid seleccionar el nivel 1 y la velocidad
agitacion con efecto negativo. La significacion negativa de la velocidad de agitacion puede
explicarse teniendo en cuenta que el trabajo experimental se desarrolld6 en un balon y al
aumentar la velocidad del nivel -1 al 1 aumento6 considerablemente el vortice, este fendmeno
creado no es deseado por su efecto negativo sobre la calidad del mezclado. O sea que, se
debe trabajar a una velocidad de agitacion que garantice una adecuada calidad del mezclado
para favorecer la separacion de la mezcla de los isomeros de la lactosa residual.

De este mismo analisis se obtuvo el polinomio ajustado que describe el proceso de extraccidén
liquido-solido (ecuacién 3)

Masa 1sémeros y lactosa = 9,28 + 3,50 (relacidn lig-sol) - 2,50 (veloc. de agit.)

)

Determinacion del nimero de extracciones a realizar

En la Figura 7 se muestra la curva de agotamiento de la mezcla de isémeros 3°,4" y 4,6’
1sopropilidén de la lactosa, la misma se obtuvo de graficar las 12 extracciones realizadas con
las mejores condiciones encontradas en esta operacion. La ecuacion 4 representa el modelo
ajustado donde n es el nimero de extracciones realizadas. El coeficiente de correlacion
obtenido fue 0,98.

Curva de agotamiento
) 1 I

l4—w

12

0.8 =

0.6 - (=]

i i i i
0 2 4 6 8 10 12
NuUmero de extracciones realizadas

Masa de mezcla de isémero
]

0.4
Fig. 7. Masa de isomeros extraida por extraccion realizada.

Masa de isomerosextraida = 607,73 (n+13,77) % @

A partir de la ecuacion 4 esta claro que no se pueden separar completamente la mezcla de
1sdbmeros de la lactosa en un tiempo finito. No obstante, empleando esta ecuacidn, se estimo
la masa de isomeros extraida en las extracciones posteriores al numero 12 hasta no apreciar
variaciones en esta en el orden de las centésimas, este limite se fijo teniendo en cuenta la
precision del método gravimétrico utilizado para medir la masa de la mezcla de isémeros.
Como conclusién de este andlisis se determind que en 12 extracciones se separaba el 65 % de
la mezcla de isomeros presentes en el crudo de la reaccidon. Se determind ademas que de
realizar un mayor numero de extracciones aumentaria el consumo de disolvente y las
cantidades que se obtendrian de masa de isomeros serian pequeiias, por lo que se veria
afectada la economia del proceso.

Comparacion de los dos procedimientos de purificacion
Para comprobar la posibilidad de sustituir la primera purificacién cromatografica por una
extraccion liquido-liquido y una extraccion liquido-solido, se realizé la comparacion de dos

42



o

CENTRO
DE INVESTIGACIONES

CIENTIFICAS Rev. CENIC Cienc. Quim.; Vol. 52. (1): 034-045. Ao. 2021. e-ISSN: 2221-2450.

lotes: uno donde los pasos de purificacion coinciden con lo descrito en la literatura, una
purificacion cromatografica utilizando como disolventes cloroformo: metanol y como fase
estacionaria silica gel 60 y otro donde se realizaron los pasos propuestos, una extraccion
liquido-liquido y una extraccion liquido-solido, ambas operaciones utilizando las mejores
condiciones encontradas en los epigrafes anteriores. En ambos casos se obtiene la mezcla de
los isébmeros 3°,4" y 4”,6 isopropilidén de lactosa.

En la tabla 5 se aprecian las cantidades obtenidas siguiendo las dos variantes de purificacion
y en la tabla 6 se muestra una comparacion de tiempo y volumenes de disolventes
consumidos en ambos métodos.

Tabla 5. Comparacion de la masa de la mezcla de isomeros obtenida por las dos vias de
purificacion.

. . .. Masa de lactosa [ Masa obtenida de mezcla de
Tipo de Purificacion . . .
partida (g) isomeros (g)
Columna , 25 11,89
cromatografica
Extracciones 25 13,38

Tabla 6. Comparacion de los parametros de operacion de los dos métodos de purificacion.

Método de purificacion Columna cromatografica Extracciones
Tiempo de operacién (h) 40 16

Volumen de cloroformo (L) 30 -

Volumen de diclorometano (L) - 0,6

Volumen de acetona (L) - 2,7

Como se observa en la tabla 5 la masa de mezcla de isbmeros que se obtuvo por la via
propuesta es superior a la obtenida por la via reportada en la literatura (Duclos, R.I. 2000).
Ademas, esto se logro con una sensible disminucion del tiempo de operacion y del consumo
de reactivos (tabla 6), lo que impacta directamente en la econémica del proceso.

CONCLUSIONES

Se encontraron las mejores condiciones en los intervalos estudiados en ambas extracciones
que permiten obtener las mayores masas de los productos en cada uno de ellas. En la
extraccion liquido-liquido las condiciones adecuadas de operacion son: relacidén entre el
disolvente orgéanico y la fase acuosa 1,5:1, velocidad de agitacién 700 rpm y realizar ocho
extracciones. En la extraccion liquido-solido las condiciones adecuadas de operacion son:
relacién liquido-solido 9:1, velocidad de agitacion 300 rpm y realizar 12 extracciones.

El método de purificaciéon propuesto de una extraccion liquido-liquido y una liquido-sélido
permiten obtener cantidades superiores de la mezcla de los isémeros 34" y
4’ 6’1sopropilidén de lactosa a las logradas empleando purificaciones cromatograficas, en un
tiempo menor y con una notable reduccion del consumo de reactivos.
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