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Las grasas, aceites vy ceras naturales se han venido utilizando, durante décadas como materias
primas en la preparacién de jabones, lubricantes para maquinarias con mayor o menor grado de
desarrollo, preparados de caricter medicinal, obtencién de ciertos perfumes y esencias, preparacién de

barnices y pinturas, y en la composicién de ungiientos, geles, bilsarnos y pomadas de uso tépico.

Con la aparicion de las primeras industrias, estos compuestos de origen natural se han seguiﬂo
empleando en la fabricacién de diferentes productos de interés industrial hasta la mitad de este siglo.
Desde entonces, la situacion ha cambiado considerablemente: El aumento de la demanda de estos
productos, la aparicién de otros nuevos, la disminucién de recursos naturales, el desarrollo de la
industria del petréleo y la coyuntura econémica han sido factores decisivos en el desarrollo de los
mismos, sintéticamente. En algunos casos, Ciertas sustancias se han podido sustituir por otras de origen
vegetal, pero en la mayoria, dicha sustitucién se hace imposible debido, principalmente, a su uso
cotidiano. Por lo general, los productos derivados de grasas, aceites y ceras de origen naturai, se
emplean en la industria farmacéutica, cosmética, de la alimentacién y en la preparacién de aditivos,

y, por lo tanto, los niveles de pureza e inocuidad exigidos son muy estrictos.
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Debido a esto y para subsanar tanto la creciente demanda como la inminente escasez de
recursos naturales de estos productos, actualmente se ha tenido que recurrir a la bisqueda de
compuestos andlogos obtenidos por sintesis quimica [AUSTIN, 1988]. En este sentido, el crecimiento
del mimero de investigaciones y proyectos para ¢l desarrollo de nuevos productos de quimica fina que

sustituyan a los convencionales, estd adquiriendo gran importancia en los iltimos afios.

Teniendo en cuenta que las grasas, aceites y ceras naturales son sustancias que pertenecen al
grupo de compuestos orginicos denominado lipidos, su obtencion se lleva a cabo conjuntamente. Los
lipidos se encuentran en la naturaleza formando parte importante de los constituyentes de animales y
plantas, presentando como propiedad més importante su escasa o inexistente solubilidad en agua,
aunque son solubles en disolventes orgdnicos apolares. Este grupo de compuestos puede subdividirse
a su vez en otros dos subgrupos atendiendo a su capacidad para ser hidroliza.dos al ponerse en contacto
con una base acuosa. Cuando este hecho tiene lugar, se produce la saponificacién de los reactivos y
se dice que los lipidos de partida eran grasas, accites o ceras. Cuando, por el contrario, la reaccién de
saponificacién no tiene lugar, los h’pidos_ de partida se denominan esteroides. Por esto, en el primer
paso para acondicionar las materias primas, es importante purificar la mezcla de partida liberandola de
esteroides, en mayor o menor grado, segiin las especificaciones del proceso para el que vayan a ser
empleadas. En la tabla 1.1 se muestran algunas fuentes de obtencién de estos compuestos, detalldndose
su composicién y dos parametros determinantes de la calidad de la materia prima obtenida, como son

el indice de iodo y el indice de saponificacidn.

Tanto a las grasas como a los aceites y a las ceras se les considera ésteres de dcidos grasos,
principalmente acido oleico, estedrico y palmitico. Sin embargo, los términos grasa y aceite se refieren
a los correspondientes ésteres formados con la glicerina, siendo los més comunes en la naturaleza los
triglicéridos. La diferencia entre grasas y aceites viene dada por el estado de agregaci6n de la materia

que constituyen dichos ésteres, encontrindose las primeras como s6lidos y los 1iltimos como liquidos.



Tabla 1.1. Composicion de las principales fuentes naturales de grasas, aceites y cerss.

Cabra
Marteguilla
Cacnn
Coco

Maiz
Algoddn
Aree
Manteca

Mostaza
Vacung
Oliva
Palma
Almenda

Pailla
Colza
Aoz
Anfrin
Sardina
Sesamo
Soja
Cachalote

Sebo

Ballem

Indice
Todo

118
B8
340
212
18128
102149
515
1710204
180-195
114,428
6513
B
45.55
1424
93.98
193-208
91106
0299
115
150-193
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5570
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110.140

Tndice
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C4

30
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0t

Ce
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0.6
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35
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Las ceras, por su parte, se diferencian de Ias grasas y los aceites en que no son ésteres de la
glicerina, sino ésteres de 4dcidos grasos de cadena larga vy par monobdsico, y alcoholes grasos de
cadena larga y par que sélo posee un grupo hidroxilo terminal, siendo estas insaponificables cuando

hierven con un dlcali [HART & SCHUETZ, 1980].

En cuanto al proceso bdsico de obtencién del crudo de dichos productos, se puede decir que
ha cambiado muy poco en los dltimos tiempos, ya que se reduce a procesos de prensado hidrdulico o
maceracién, dependiendo del tipo de materia prima de partida, y a una serie de tratamientos de
extraccion con diferentes tipos de disolvente. En cambio, con el fin de aumentar la calidad del producto
final, mejorar la eficacia de los procesos, reducir los costes de capital y evitar tanto Ia presencia de
sustancias contaminantes como el deterioro del medioambiente, el posterior tratamiento del crudo ha
sufrido bastantes cambios en las tltimas décadas [MAG, 1994]. En la figura 1.1 se muestra ¢l esquema

bésico empleado en el procesado de grasas, ceras y aceites.

ACEITE CRUDO

PRODUCTO FINAL

Figura 1.1. Esquema bdsico del procesado de grasas, aceites y ceras.
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El consumo mundial de grasas, ceras y aceites fue, durante el afio 1994, de unos 78.9 millones
de toneladas métricas. Teniendo en cuenta que ¢l precio medio mundial es de unos 400 $/Tm, el
volumen econdmico puesto en juego es de unos 31.56 billones de ddlares anuales, lo que nos da una
idea de la importancia del mercado de productos sobre la economia mundial. Para el afio 2001, las
previsiones parecen apuntar hacia un aumento de la demanda de entorno a un 13.6% sobre ¢l total
actual. Al parecer, ¢l aumento de dicha demanda tendrd lugar mayoritariamente en los paises orientales,
concretamente en la India, China y Japdn. En la figura 1.2 se muestran datos econémicos del mercado
de grasas, aceites y ceras en los ultimos afios. Como puede observarse, ¢l principal productor esti
constituido por la Unién Europea, seguido de Estados Unidos y Canadd. La demanda casi se ha
doblado en los ultimos 15 afios, siendo los productos de mayor consumo los obtenidos a pa.rt'ir de

materias primas de origen vegetal [MIELKE; DIXON; BASIRON & IBRAHIM; MERGELL; OFIC'94,

1994].
PRODUCCION MUNDIAL PRECIOS MEDIOS MUNDIALES
MILLONES DE T DOLARES / Tin
100¢” )
- W A [
A/ AL AL 7
(+) VALOR PREVISTO
PRINCIPALES PAISES ORIGEN DE PROCEDENCIA
PRODUCTORES
HISPANOAMERICA 13 % FLANTAS
EEUU 4%
EUROPA 27% | 3 7
5 CHINA 7%
) OTROS 1 % o=
ANIMALES AL
INDIA & PAKISTAN 9 % AFRICA 19% T 1> 333 %

Figura 1.2. Datos econdmicos a nivel mundial para grasas, aceites y ceras.
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Habida cuenta de lo anteriormente expuesto, cn el presente trabajo de investigacidn se ha
llevado a cabo la obtencion, el andlisis y el modelado cinético para su posterior puesta en planta de
productos de sintesis que puedan sustituir o complementar la creciente demanda del mercado, sin dejar

de tener en cuenta el punto de vista econémico-industrial.

Los productos que se han estudiado pueden encuadrarse, por definicién, dentro del término
Ceras, ya que son ésteres constituidos por monodcidos grasos y monoalcoholes grasos. La eleccién de
los diferentes ésteres se ha llevado a cabo en base a la longitud de la cadena tanto del 4cido como del
alcohol, y teniendo en cuenta la presencia de insaturacion en dichas cadenas. En la tabla 1.3 se hace
uﬂ resumen de las ceras que se van a estudiar a continuacion. Algunos de estos ésteres pueden
emplearse como compuestos andlogos a otros de origen natural, mientras otros, adn siendo sus materias
primas de origen natural, son de origen sintético. No obstante, en todos los casos el éster objeto de
estudio encuentra diferentes tipos de aplicacién como producto de Quimica Finag dentro del sector

quimico industrial.

Tabla 1.2. Esteres objeto de estudio.

e ———— ] -
TIPO DE
CERA ACIDO ~ ALCOHOL ESTER l
' OLEATO
PESO OLEICO OLEICO DE OLEILO
MOLECULAR OLEATO |
ALTO
OLEICO CETILICO DE CETILO
MIRISTATO
PESO MIRISTICO MIRISTICO DE MIRISTILO
MOLECULAR : 2-METIL-BUTIRATO |
MEDIO A | ) ,
2-METIL-BUTIRICO OLEICO DE OLEILO
OLEATO
MOLECULAR PALMITATO
BAJO
PALMITICO ISOPROPILICO DE ISOPROPILO
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1.1 ACEITE DE JOJOBA

La jojoba (Simmondsia Chinensis Schneider) es una planta que crece en medio de un clima
desértico, sobre los terrenos semidridos del suroeste de los Estados Unidos, Méjico, algunas zonas de

Latino América, Isracl, zona sur de Africa, otras regiones africanas y Australia.

Las industrias que demandan el aceite de jojoba, debido a sus caracteristicas, son las industrias
' de lubricantes, plésticos, cosmética, farmacéutica y alimentacidn, principalmente. Este aceite de origen
natural presenta una serie de ventajas frente a los otros aceites del mismo tipo que lo hacen ser m4s
codiciado por el sector industrial [AYERZA, 1993]. Las principales ventajas residen en que presenta
una composicién mas uniforme, es inodoro, contiene menor nimero y cantidad de impur_ezas, €s capaz
de maﬁtenersc en estado liquido después de haber sido sulfatado y puede ampliarse su campo de
utilizacién empleando técnicas de hidrogenacion para dar lugar a una cera dura y blanca. Debido a esto
el aceite de Jjojoba, también puede reemplazar a otro tipo de ceras de origen natural, como puede ser

el aceite de cachalote 0 esperma de ballena [BHATIA, 1990; SANCHEZ, 1992; BUSSON, 1994].

El principal inconveniente que se presenta a la hora de 1a obtencion del aceite de jojoba reside
en el ciclo de reproduccion de la planta, qﬁe tiene una duracién mfnima de cinco a seis afios, por lo
que son necesarios importantes desembolsos econémicos a medio y largo plazo. Hoy en dia, se tiende
al estudio de las mejoras del cultivo, por lo que se ha propuesto el empleo de plantones artificiales,
a los que se llega a partir de plantas de crecimiento espontaneo mediante la técnica de clonacién. Estos
sistemas proporcionan una mayor resistencia frente a las condiciones medio-ambientales, asf como un

mayor rendimiento en cuanto a la produccién de semillas y a su contenido en aceite.

Las principales lineas de investigacién y desatrollo del aceite de jojoba se llevan a cabo en los

campos de la cosmética, lubricacién y farmacia [WISNIAK, 1988].
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1.1.1 OBTENCION DEL ACEITE DE JOJOBA.

El método convencionalmente empleado para la obtencidn del aceite de jojoba es el prensado
' hidraulico, que permite la separacion del aceite procedente de las semillas. Este método da lugar a una
pérdida de rendimiento debido a que, junto con el residuo de las semillas, queda una apreciable
cantidad residual de aceite; esto hace que la técnica de prensado hidrdulico presente una baja eficacia.
Con el fin de subsanar este tipo de deficiencias, se sometié el residuo del prensado, en un principio,
a un sistema de extraccién con disolventes, basado en la técnica convencional de la extracciéon del
petréleo, pero utilizando como disol.vente diéxido de carbono disuvelto en sulfuro de carbono. Debido
a la baja eficacia que proporcionaba la extraccién con este tipo de disolvente [FRIEDRICH, 1998}, el

proceso se desestitné por su inviabilidad econémica.

Actualmente, la técnica mds empleada es la extraccién directa con disolventes. Como las
variables criticas a controlar son la naturaleza del disolvente (por su influencia directa sobre el
rendimiento y 1a eficacia de la operacién) y la calidad del producto, fue objeto de estudio el empleo
de diferentes tipos de disolventes de origen orgénico, tales como el tetracloruro de carbono, benceno,
hexano, heptano, alcohol isopropilico y tetracloroetileno. La conclusion a la que se llegé fue que el mis
efectivo era el alcohol isopropilico, pero, por cuestiones de tipo econémico, se adopté como disolvente

el hexano, y, en algunos casos, la mezcla hexano-heptano.

Para conseguir un aprovechamiento integral de la semilla, una vez que se ha logrado extraer
al mdximo el aceite, se procede al aprovechamiento del residuo. Este residuo contiene,
aproximadamente, un 32 % de masa proteica, que puede procesarse para producir comida para animales
domésticos. Para llevar esto a cabo, es necesario proceder a la eliminacién del grupo ciano de uno de
los componentes que integran el residuo: Simmondsin (2-cianometilén-3-hidroxi-4,5-

dimetoxiciclohexil-D-gluc6xido) [ELLIGER, 1975].
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1.1.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DEL ACEITE DE JOJOBA.

Segiin sea la procedencia y el origen de la planta en cuestion, se obtedrdn semillas de diferente

composicién, que segiin su contenido en cera pueden clasificarse en dos grupos:

(a) Semillas de elevado contenido en ceras, cuya composicién méaxima en ésteres es del 58.6 %

y su contenido proteico del 28.5 %.

(b) Semillas de bajo contenido en ceras, cuya composicidon minima es del 43.2 % y su contenido

proteico del 30.7 %.

Las caracteristicas organolépticas del aceite de jojoba vienen definidas por su color amarillo

oscuro 0 dmbar, por su olor ligeramente graso y por su apariencia clara o ligeramente turbia. En cuanto

a las caracteristicas fisico-quimicas, las analogias entre el aceite de jojoba y el aceite de cachalote

vienen detalladas por el peso especifico y el indice de refraccién de ambos, mientras que las diferencias

mds marcadas vienen dadas por el punto de fusién y el indice de viscosidad. No obstante, las

caracteristicas de ambos son bastante parecidas [ROEHR, 1910; MALINS, 1970; BAILEY, 1952;

BUSSON,1994]. En 1a tabla 1.3 se detallan las caracteristicas del aceite de Jojoba.

Tabla 1.3. Caracteristicas del aceite de jojoba.

PURO REFINADO

COLOR amarillo-dmbar incoloro
OLOR £raso inodoro
APARIENCIA clara-turbia clara
INDICE REFRACCION (25°C) 1.465 1.465
PESO ESPECIFICO (25°C) 0.863 0.863
PUNTO FUSION (°C) 6.8-7.0 6.8-7.0
PUNTO EBULLICION (°C) 398 398
VISCOSIDAD, 25°C, (cs) 58-60 58-60




12 Introduccidn

En cuanto a los anilisis realizados para la determinacién de la composicién, los resultados
revelan que los principales alcoholes predominantes que integran el aceite de jojoba son el 13-
son las

Docosenol y el 11-Eicosenol, mientras que las estructuras &dcidas predominantes

correspondientes a los dcidos 11-Eicosenoico, 13-Docosenoico y 9-Octadecenoico (ver tabla 1.4).

Por tanto, las formulaciones que se ajustan a la composicién media de las estructuras, tanto
dcidas como alcohdlicas, que integran el aceite de jojoba, son las siguientes [MIWA, 1971; STANSBY,
1981; BUSSON,1994]:

CH; - (CH,), - CH = CH- (CH,), - COOH

CH, - (CH,); - CH = CH - (CH,), - CH,OH

Siendo n superior a 2 y m superior a 4.

Tabla 1.4. Estructuras acidas y alcohdélicas del aceite de jojoba.

1[ N° CARBONOS ACIDO ALCOHOL %
12 Dodecanoico - Trazas
14 Tetradecanoico Tetradecanol 0.1
15 Pentadecanoico - Trazas
16 Hexadecanoico Hexadecanol 0.1-12 II
17 Heptadecanoico Heptadecenol Trazas
Octadecanoico Octadecanol 0.2
18 9-Octadecenoico 9-Octadecenol 10.1
11-Octadecenoico 11-Octadecenol 0.7
19 Nonadecanoico - Trazas "
20 Eicosanoico Eicosanol 0.1
11-Eicosenoico 11-Eicosenol 71.3-43.8
21 - 12-Hencosenol Trazas
2 Docosanoico Docosanol 0.2-1.0
13-Docosenoico 13-Dococenol 13.6-44.9
I\
24 Tetracosanoico - Trazas
15-Tetracosenoico 15-Tetracosenol 1.3-89
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Por tltimo, hay que tener en cuenta la composicién del aceite de jojoba en cuanto a ésleres
[WISNIAK, 1974,1975,1977]. que son los principales responsables de las caracteristicas que presenta
este aceite. Los ésteres predominantes son iodos de alto peso molecular. El principal éster integrante
del aceite de jojoba es el eicosenoato de docosenilo, seguido del eicosenoato de eicosenilo. En la tabla

1.5 se muestra la composicién del aceite de jojoba, teniendo en cuenta su contenido en ésteres.

Tabla 1.5. Contenido porcentual en ésteres del aceite de Jajoba.

ﬂ N° CARBRONOS TIPO DE ESTER % ]
i Octadecanoato de eicosenilo 59
> Eicosenato de octadecenilo 1.0
40 Eicosenato de eicosenilo 30.9 j
42 | Docosenoato de eicosenilo 7.6
Eicosenaonato de tetracosenilo 6.2 |
44 Dacosenoato de docosenilo 1.8
Tetracosenoato de eicosenilo ' 0.8
L 46 Docosenoato de tetracosenilo 0.9

1.1.3 APLICACIONES DEL ACEITE DE JOJOBA

Las aplicaciones del aceite de jojoba dependen directamente de sus propiedades fisicas, de su
composicién, de su comportamiento quimico y de sus caracteristicas en general. Sus propiedades y

caracteristicas pueden resumirse de la manera siguiente:

1.- Presenta una elevada pureza y una estructura perfectamente definida y conocida.
2.- Debido a su elevada estabilidad, el aceite de jojoba presenta una gran resistencia frente a la
oxidacién y a las reacciones de pardeo, por lo que puede permanecer varios afios sin

enranciarse.
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3.- Presenta un doble enlace tanto en las estructuras dcidas como en las alcohdlicas, por lo que
permanece en estado liquido a temperatura ambiente.

4.- Cumple las especificaciones exigidas por la industria de lubricantes, por lo que puede ser
utilizado como tal mediante un proceso de sulfuracion.

5.- Presenta un potencial estimable para ser sometido a reacciones de hidrogenacidn y

polimerizacién,
Por todas estas razones, sus aplicaciones son las que se indican a continuacion:

Lubricante.

La elevada viscosidad del producto, unido a otra serie de caracteristicas, tales como su baja
presion, 1a ausencia de componentes voldtiles, asi como un punto de solidificacién suficientemente bajo
para permanecer cn estado liquido a la temperatura de trabajo, dan lugar a que los ésteres de alto peso
molecular posean unas excelentes propiedades para ser utilizados como lubricantes o como aditivos de

estos para elevar su viscosidad [EIGTVED, 1988].

Debido a su elevada estabilidad v su escasa tendencia a oxidarse [BEANE, 19§7], puede
utilizarse en sistemas que operan bajo condiciones extreras de presion, Al no variar apreciablemente
la viscosidad del aceite con la temperatura, su campo de utilizacién aumenta, pudiendo utilizarse como
lubricante de frenos, armas y maquinarias que operan a elevada velocidad y temperatura. En su empleo
como lubricante, el aceite de joioba presenta una serie de ventajas frente al aceite de cachalote, como
son su olor m4s suave, la ausencia de glicéridos y el no necesitar un refino previo para su utilizacion,

entre otras,

El principal inconveniente que se presenta a la hora de su utilizacién como lubricante, en

comparacién con los aceites minerales, es su bajo fndice de acidez; esto puede subsanarse mediante
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un proceso de sulfuracién parcial [BHATHIA, 1990], obteniéndose asi unas condiciones mds 6ptimas

e, incluso, un aumento de la viscosidad.

Fammacia. )

chi;lo a su naturaleza cérea, el aceite de jojoba resulta una sustancia no digerible para la
mayorfa de los animales. Esto le confiere propiedades para ser utilizado como soporte de productos
farmacéuticos. La técnjca empleada consiste en incorporarlo a principios activos que atraviesan el
estémago y no son liberados hasta que se encuentran en el intestino [HINDS, 1950). También puede
emplearse como soporte de varias formas de vitamina A, ya que inhibe la hidrélisis de esta; y para la

preparacién de productos que previenen y curan el acné, por su actividad reductora de las secreciones

excesivas de las glandulas sebiceas.

Encuentra aplicacién como emulgente, para dar soporte y textura adecuada a productos de
aplicacién externa. Su elevado contenido en ésteres de alto peso molecular, le confiere, ademass,

propiedades ¢ptimas para ser utilizado como purgante [GUNSTONE, 1986].

El aceite de jojoba también se emplea como agente protector y estabilizante de compuestos de
la penicilina, como inhibidor del crecimiento de los bacilos de la tuberculosis, como sustituto del aceite
de ricino en sus funciones dietéticas y como componente fundamental en la preparacién de linimentos,

ungiientos, bdlsamos y lociones capilares [MIROV, 1952].

Cosmética.

La industria de la cosmética es la que mds se sirve del aceite de jojoba para producir una
mayor variedad de productos. As{, en forma de emulsion, constituye la fase discontinua y activa de los
agentes corporales de proteccidn, a la vez que puede servir para ajustar la viscosidad de las cremas y

lociones [AVIDON, 1994].



16 Introduccién

Su condicién cérea, le permite actuar como estructura y soporte de los aceites liquidos que se
incluyen en 1as barras de labios y bdlsamos. La cantidad y composicion de tas ceras utilizadas en este
tipo de productos sirve para controlar su dureza, brillo, punto de fusién y facilidad de aplicacidn. Por
ello, en la preparacién de maquillajes puede utilizarse, junto con otras ceras, para producir una fina
pelicula sobre la piei [MASAYUKI, 1976], permitiendo la posterior adherencia del cosmético, asi como

una mayor facilidad a la hora del desmaquillado.

También es empleado en la producci6n de champiies, snavizantes, geles de bafio, jabones,
espumas de afeitar y todo tipo de cremas y aceites protectores, solares, hidratantes, para pieles

delicadas y para nifios [MASAYUKI, 1980; MAGDASSI, 1990].

Alimentacion,

El aceite de jojoba, debido a la estructura de sus componentes, puede utilizarse dentro del
campo de la alimentacién [MORI, 1964] para cocinar, como aceite crudo bajo en calorias y en la
preparacién de margarinas y mantecas mediante una hidrogenacién parcial previa. Por tanto, su

aplicacién en alimentacion estd ortentada hacia la dietética.

Otras aplicaciones.

En general, el resto de las aplicaciones se consiguen mediante la modificacién quimica del
aceite de jojoba. Dichas modificaciones se llevan a cabo empleando el aceite como materia prima en
reacciones de adicién de los dobles enlaces que presenta en su composicion, o bien, sometiéndolo a

procesos de polimerizacién, segdn vaya a ser su aplicacion final.

El producto sulfurado, se emplea como Iubricante de maquinas que trabajan a presiones
extremas, mientras que cuando se presenta sulfatado encuentra aplicacion en la industria textil

[GISSER, 1975].
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Cuando el aceite de jojoba se somete a un procese de polimerizacion [MIROV, 1952], s¢

obtienen gomas que se diferencian de otros polimeros de origen vegetal, por ser los primeros solubles
en disolventes tales como el benzol y la gasolina. Estos productos se emplean en la fabricacion de
chicles, adhesivos, barnices y tintas [PAISLEY, 1961]. El aceite de jojoba puede incorporarse a una
mezcla de polimerizacion para la obtencion de pldsticos primarios, tales como el DOP o TCP [FORE,
1958], pero en una concentracién no superior al 5%, por ser incompatible con los polimeros de vinilo,
Esta propiedad es debida a las insaturaciones que se presentan en su estructurd, que pueden ser atacadas

con icido acético, dando lugar a un producto unico por oxidacidn.

Para la hidrogenacién del aceite de jojoba, se emplean catalizadores de Ni-Cu, somctiéndlolo
a temperaturas y presiones suaves. Mediante este proceso, se llega a la obtencion de una cera cristalina
y dura de color blanco, cuyo punto de fusién es de 70°C, y que se emplea para la fabricacién de ceras,
papel carbén, en el encerado .de frutas y para impregnar recipientes de carton resistentes al calor
[KUBIE, 1960]. También es empleado para la fabricaci6n de velas con las que se pretende conseguir
una lama brillante, poco humo y gran duracién. Esta cera hidrogénada, también, se utiliza como
aditivo en la preparacion de lubricantes cuya aplicacién estd destinada a maquinarias constituidas por

metales maleables, tales como el cobre, magnesio y aluminio.

Los derivados bromados pueden obtenerse atacando la cera con N-Bromosuccinimida (NBS)
en medio organico (CLC), dando lugar a un producto de mayor densidad que puede emplearse para
la fabricaci6n de materiales ignifugos; mientras que si partimos de derivados altamente bromados,
podemos conseguir sustancias polisaturadas, mediante la eliminacién de dcido bromhidrico [SHANI,

1988], que se emplean para la prepai'acién de pinturas de secado répido.

En este trabajo, ¢l estudio esti orientado hacia la obtencion de un compuesto sintético anilogo

al aceite de jojoba: Oleato de oleilo que, por sus caracteristicas, puede reemplazar a dicho aceite.
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1.2 ACEITE DE CACHALOTE

El Aceite de cachalote, también denominado Esperma de Ballena o Spermaceti, es una cerarica
en ésteres de alto peso molecular obtenida principalmente de la cavidad craneal del cachalote, cuyo
campo de aplicacion se extiende a las industrias farmacéutica, de lubricantes, de plésticos, papelera,

cosmética y alimentaria.

La persecucidn y captura de las ballenas para ser utilizadas como alimento, por su aceite 6 pé,ra
otros usos humanos (huesos, cosmética y farmacologia) se practica por lo menos desde hace 1000 afios.
Como industria se cree que nacid entono a 1550, en Inglaterra, Rusia, Dinamarca, Noruega y Holanda,
al descubrirse la gran proliferacion de grandes ceticeos en las aguas del norte y noroeste de Europa.
De la misma manera se comenzd, a principios del siglo XVII, 1a caza costera en Norteamerica. La
desaparicion de las ballenas de las 4reas costeras obligd a la pesca de altura, apareciendo los barcos
balleneros. La historia de la caza de ballenas viene determinada por el criterio de la explotacién répida
de los stocks mds rentables (generalmente los més abundantes), por lo cual en cada momento, el interés
se centraba en a]gunas especies de ballena, no mis de tres, que eran sustituidas en funcidn del interés

comercial, una vez que habian sido reducidas a niveles infracomerciales.

Esto explica que tras la dréastica reduccién de las ballenas Vasca, Franca 'y Gris antes de finales
del siglo XIX, el objetivo de 1a caza fuera la Y ubana hasta alrededor de 1915, Posteriormente, fue 1a
ballena A zul la especie mas perseguida, que al final de los afios 30 se encontraba en peligro de
extincién (se estima que se capturaron unas 320.000). Se emprendid entonces la caza del Rorcual
comtn hasta el comienzo de los 60, .y desde entonces Rorcual boreal, Rorcual de Bryde y
posteriormente ¢l Cachalore han constituido las dlitimas posibilidades para la caza de grandes ceticeos.
En la Figura 1.3 se reflejan los volimenes anuales de captura de las ballenas con interés comercial a

los largo del presente siglo.
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VOLUMENES ANUALES DE CAPTURA DE BALLENAS
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Figura 1.3. Volimenes anuales de la caza de ballenas.

‘Para intentar controlar y racionalizar el nimero de capturas de ballenas se creo en Washington

.en 1946 la Comision Bailenera Internacional (C.B.1.), 1a cual firmaba el dia 2 de diciembre de ese
mismo afio el convenio internacional para la regulacion de la pesca ballenera. La comisitn ha tratado
de reducir la captura de ballenas con escaso €xito. En lo referente a los cachalotes, a partir de la
temporada peldgica de 1981/1982 se prohibié su captura excepto en el stock de la Divisién QOeste de

Pacifico Septentrional [CONVENIO, 1988].

Entre los dias 10-14 de mayo de 1993 en Kioto, Japén, se celebr la asamblea anual de la CBI.
Delegados de treinta y seis paises decidieron sobre la conveniencia de reanudar la caza comercial de
la ballena. Los paises interesados en ateniuar la moratoria eran, principalmente, Noruega y Japon,
quienes argumentaban tradiciones culturales y el uso licito de sus recursos naturales. El grupo opuesto

lo encabezaban Francia, Gran Bretaiia, Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda y Espaiia, quienes
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mantenian la propuesta de mantener la moratoria sobre la caza comercial de la ballena, asi como la
creacion de un santuario en la Antdrtida. Afortunadamente, la resolucién de la CBI estuvo a favor de
estos ultimos, por 1o que en la actualidad s6lo se admiten capturas para fines cientificos y para

necesidades de poblaciones aborigenes.

Actualmerte, el aceite de cachalote estd considerado como una cera muy apreciada por la
industria quimica, al estar compuestos por esteres de alto peso molecular, y aunque su actividad
comercial contimia por medio de los pafses que siguen cazando ballenas (Jap6én, Noruega e Islandia),
el acuerdo del resto de paises de no cazarlas, ha reducido en gran medida su produccion,

manteniéndose la pujanza de 1a demanda.

Debido a esto, se han desarrollado una serie de lineas de investigacién dirigidas hacia la
obtencién de nuevas fuentes y procedimientos alternativos para conseguir grasa y ceras de con

propiedades fisicas y quimicas anélogas a las del aceite de cachalote [WOOD, 1976].

Esta situacién induce a una bisqueda alternativa de grasas y ceras andlogas a las usadas hasta
ahora. La obtencion de éstercs sintéticos de alto peso molecular por via catalitica, empleando tanto
catalizadores cldsicos (inorgdnicos), como enzimdticos, es fundamentalmente 1a linea que se sigue en

Ia actualidad. En este trabajo, 1a alternativa objeto de estudio es el Oleato de cetilo.

1.2.1 OBTENCION DEL ACEITE DE CACHALOTE

El Aceite de cachalote se obtiene en general de la grasa de los cetdceos, siendo la procedente
de 1a cavidad craneal del cachalote la mds rica en este producto. El procedimiento mis cominmente
extendido para su obtencién es el que utiliza la técnica de enfriamiento. La mezcla de todas las grasas

reunidas de 1a ballena se deja enfriar y reposar progresivamente de forma que se van solidificando poco
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a poco los diferentes componentes. De esta manera se obtienen varias fracciones de grasas y ceras

agrupadas por intervalos de puntos de fusién,

Por otro lado, para aprovechar el aceite remanente en el animal, este es prensado, obteniéndose
una mezcla de agua y grasas de la que se separan las ultimas por centrifugacion, obteniéndose el
Itamado aceite de segunda presién. Una vez recogidas todas las fracciones se procede al proceso de
clarificacién, que se realiza lavando cada una de ellas con agua caliente, de forma que ésta arrastra las

impurezas que contienen. La posterior separacion de ambas fases se produce por centrifugacion.
Las refinerias clasifican los aceites de ballena obtenidos por el procedimiento anterior en cuatro
fracciones cuyos intervalos de fusién y rendimientos aproximados respecto del total de grasas obtenida

se reflejan en la tabla 1.6.

Tabla 1.6. Fracciones obtenidas del aceite de cachalote.

'] FRACCION DE ACEITE RENDIMIENTO LIMITE DE SEPARACION i

h ACEITE DE INVIERNO 75 % SOLIDIFICA A 3°C
ACEITE DE PRIMAVERA 9 % SOLIDIFICA ENTRE 10-15.5°C
ACEITE DE SEGUNDA PRESION | - 5% FUNDE ENTRE 32-35°C
ESPERMACETI CRUDO 11 % FUNDE A PARTIR DE 43-46°C

Finalmente, el espermaceti y el resto de los aceites se¢ almacenan y envasan en lugares y

recipientes secos, hasta su utilizacién o distribucion.

1.2.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DEL ACEITE DE CACHALOTE

El aceite de cachalote es un sélido cristalino a temperatura ambiente, de color blanco brillante.

Las especiales propiedades fisicas de esta cera estdn relacionados con su elevado contenido en ésteres
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de alto peso molecular, 76 % y su relativamente bajo contenido en triglicéridos 23 % [MORI, 1964]
en comparacion con otros aceites de animales marinos. En la tabla 1.7 se muestran caracteristicas
fisico-quimicas del aceite de cachalote comercial [WISNIAK, 1977; BAYLEY, 1952; OIL SOCAP,

1942; STANSBY, 1967].

Tabla 1.7. Caracteristicas del aceite de cachalote.

COLOR Blanco cristalino
OLOR A pescado
APARIENCIA Cérea
PESO ESPECIFICO, (25 °C) 0.905-0.96
INDICE REFRACCION, (25 °C) | 1.470-1.477
PUNTO FUSION, (°C) 41-49

| INDICE DE SAPONIFICACION 121-135
INDICE DE YODO 2.6-3.8
INDICE DE ACETILO 2.6
MATERIA SAPONIFICABLE (%) 52

= = — — — —— .. ——————————

La hidrélisis de los triglicéridos que constituyen el aceite de cachalote, realizada para las
especies que proceden del Artico y Antértico, dio como resultado una composicion en dcidos grasos
que no era exactamente igual para ambas, aum;lue puede considerase cualitativamente semejante
[MORI, 1964]. Los icidos grasos obtenidos eran todos de un nimero par de Atomos de carbono, entre
14y 22, fundamentalmente monoinsaturados, con claro predominio del dcido cis-9-octadecenoico, dcido
oleico, seguido de los dcidos 9-hexadecenoico y 11-eicosenoico. A continuacién se muestra, en la tabla
1.8 los principales dcidos grasos componentes del aceite de cachalote segiin la distinta procedencia de
la captura. La diferencia en la composicién de dcidos grasos en esta especie de ballenas procedentes
de dos zonas diferentes se debe tanto a las variaciones estacionales como a la localizacidn geografica
en la que habitan [STANSBY, 1981]. Ambos factores, sin embargo, estin subordinados a otro més .

determinante: la naturaleza de la dieta alimenticia.
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Tabla 1.8. Variacién de los dcidos grasoes componentes del aceite de cachalote segin la zona de
procedencia de la captura.

ACIDO BALLENA ANTARTICA (%) BALLENA ARTICA (%)
14:0 83 7.4
16:0 119 10.4 B
18:0 1.1 1.0
16:1 18.0 159
18:1 32,8 27.7
20:1 | 119 16.6
22:1 3.8 8.6
18:2 0.1 ) 0.7

Por otro lado, la hidrélisis completa de la fraccion de ésteres del aceite de cachalote produce
dcidos y alcoholes organicos de cadena comprendida entre 10 y 20 dtomos de carbono, con predominio
de los que contienen un nimero par de los mismos. Los 4cidos grasos mds frecuentes en cstos.ésteres
son el 4cido cis-9-octadecenbico y el 9-hexanodecendico, y los alcoholes mds usuales el 9-octadecenol
y el 1-hexadecanol (alcohol cetilico). En la tabla 1.9, se relacionan los icidos y alcoholes obtenidos

por hidrélisis de los ésteres contenidos en dicho aceite [NEVENZEL, 1970].

En cuanto a la estructura de los ﬁiglicéridos puede decirse que es compleja y que para
determinarla se han realizado varios estudios con ¢l fin de conocer la distribucién de 4cidos grasos. De
dichos trabajos se concluye que en los mamiferos marinos, los 4cidos poliinsaturados abundan las
posiciones 1 y 3 [BROCKﬁRHOFF, 1968] a diferencia de la estructura de los triglicéridos contenidos
en aceites de pescado donde los dcidos poliinsaturados ocupan la posicién 2; los saturados la posicién
1 y los monoinsaturados las posiciones 1y 3 [BROCKERHOFF, 1968; LITCHFIELD, 1972; MALINS,

19701.



24 Introduccién

Tabla 1.9. Relacién de acidos y alcoholes de esteres contenidos en el espermaceti.

h_-HOMOLOGO ALCOHOL (%) ACIDO (%)
10:0 - 0.9 |
12:0 0.2 5.5
12:1 . 0.6
14:0 9.9 10.7
14:1 0.7 ' 7.4
15:0 1.5 0.2
16:0 272 45
16:1 10.1 214
17:0 1.0 0.2
17:1 - 1.1
18:0 2.8 13
18:1 38.6 35.0
20:1 6.9 9.2

En la tabla 1.10 se detalla la distribucién de dcidos grasos (sin diferenciar los diferentes
is6meros de cada uno) en los triglicéridos de la grasa de uno de los cetdceos tipicos, €l rorcual boreal
[BROCKERHOFF, 1968]. Los icidos grasos moncetilénicos m4s frecuentes son, por 1o tanto, el dcido
9-hexadecenoico (4cido palmitoleico), el 4cido cis-9-octadecenoico (4cido oleico) y su isémero, el 4cido

cis-11-octadecenoico (4cido vacénico).

La existencia de unas cantidades apreciables de dcidos grasos poliinsaturados es una de las
caracteristicas de las grasas de los animales marinos. El 4cido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico estd
relacionado aparentemente con el sistema nervioso de los vertebrados [CRAWFORD, 1974, LENAR,
1978]. Esto explica la presencia de este dcido graso en el aceite de cachalote, que procede de la

cavidad craneal del cachalote.
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Tabla 1.10. Porcentaje en moles de dcidos grasos en los triglicéridos de la grasa del rorcual boreal.

ACIDO GRASO POSICION 1 (%) POSICION 2 (%) POSICION 3 (%) |
14:0 3 12 4
16:0 13 6 - 6
16:1 3 12 2
18:0 4 1 2 "
18:1 . 14 29 7 ]
18:2 1 5 1
18:4 1 4 1
20:1 33 10 28
20:4 5 6 3 h
20:5 3 5 6
22:1 10 2 16
22:5 1 1 3
22:6 6 : 3 16
Otros | 3 4 2 _J

Referente a este tipo de 4cidos, recientes trabajos han sugerido que la asociacién de 4cidos
grasos de cadena larga y altamente insaturados, especialmente los dcidos pentaetcosandico y
docosohexendico, son beneficiosos para el tratamiento de la arteriosclerosis. [DYERBERG, 1978;

BARLOW, 1980].

Respecto a la estructura de los ésteres, la mayoria son insaturados y monoinsaturados, debido
al predominio en la composicién de los alcoholes del 1-hexadecanol, el cual tiende a esterificarse
principalmente con el dcido hexadecanoico (dcido palmitico), produciendo hexadecanoato de hexadecilo
(palmitato de cetilo), que es el ester predominante en el aceite de cachalote, y en segundo lugar con
los 4cidos cis-9-octadecenoico y 9-hexadecenoico (dcido oleico y idcido palmitoleico), para producir

octadecenoato de hexadecilo {oleato de cetilo) y hexadecenoato de hexadecilo (palmitoleato de cetilo)
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[NEVENZEL, 1970]. La abundancia de &steres saturados y monosaturados explica que el aceite de
cachalote tenga un punto de fusién tan relativamente elevado, permaneciendo en estado solido a

temperatura ambiente.
1.2.3 APLICACIONES DEL ACEITE DE CACHALOTE Y SUS DERIVADOS

Las posibles aplicaciones del aceite de cachalote vienen determinadas por sus propiedades
fisicas, comportamiento guimico 6 por ambos conjuntamente, Debido a la analogia existente entre ¢l
aceite de cachalote y el aceite de jojoba, van a tener varias aplicaciones en comiin. Los principales usos

a los que se destina el espermaceti se indican a continuacién.

Lubricantes,

La elevada viscosidad del producto, unido a otra serie de caracteristicas, como son su baja
presién de vapor, la ausencia de componentes volitiles asi como un producto de solidificacién
suficientemente bajo para estar en estado liquido a la temperatura de trabajo, conceden a los ésteres
de alto peso molecular (PCT WO 86/00300) y especialmente al aceite de cachalote unas excelentes
propiedades lubricantes en su uso tanto como lubricante base como aditivo de éstos para aumentar su
viscosidad [EIGTVED, 1988]. Al igual que el aceite de jojoba, su alta estabilidad y su escasa tendencia
a oxidarse le confieren caragtcristicas Optimas para emplearse en sistemas que operan bajo condiciones
extremas, especialmente de presion, ya que estas caracteristicas son las buscadas en este tipo de

aplicaciones [BEANE, 1987].

Cosmética.
La industria cosmética es la que mds se sirve del espermaceti para preparar una mayor variedad
de productos [DORGAN, 1983]. En forma de emulsién, constituyendo la fase discontinua actda como

agente corporal de proteccién, a la vez que puede servir para ajustar la viscosidad de cremas y lociones.
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En estado sélido sirve [a estructura y soporte para Ios aceites liquidos que se incluyen en las
barras de labios y bdlsamos. La cantidad y composicién de las ceras usadas en estos productos sirve
para controlar su dureza (evitando asi su deterioro), brillo, punto de fusion y facilidad de aplicacion.
También en maquillajes se emplean espennaceti y otras ceras como base para producir una fina pelicula

sobre la piel que permita la posterior adherencia de polvos de colorete.

Farmacia.
Al igual que en el caso del aceite de jojoba, esta cera no es digerible por la mayoria de los
animales y, por tanto, se¢ emplea para incorporar principios activos que no deben ser liberados hasta

su llegada al intestino {U.S. Patent, 1949].

Encuentra también aplicacién como emoliente y, al igual que en cosmética, para dar el soporte

y la textura adecuada a productos de aplicacién externa.

Alimentacién.
Para obtener un producto de estabilidad oxidativa adecuada para uso en la alimentacion, el
aceite de cachalote se hidrogena parcialmente el uso de catalizadores metdlicos tipo Ni-Cu a presién

relativamente reducida. De esta forma s¢ utiliza en la produccién de margarinas y mantecas

[GUNSTONE, 1986].

Otras aplicaciones.
La grasa hidrogenada, debido al aumento de la dureza, resistencia y punto de fusion, se emplea
en la fabricacién de jabones, pinturas y barnices, tintas, protectores antihumedad, plastificantes de

superficie de papel y cartén, asi como en el tratamiento de pieles [SWERN, 1979].
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1.3 MIRISTATO DE MIRISTILO

El Miristato de miristilo es un éster de origen sintético, que se encuentra en la naturaleza en
proporciones muy pequefias, en algunos aceites, ceras y grasas; y cuyo campo de aplicacién estd

practicamente limitado a la industria cosmética y de perfumeria [GUNSTONE, 1982].

Los aceites naturales a partir de los cuales se obtienen las materias primas constituyentes de
diché éster son, bdsicamente, las denominadas Grasas miristicdceas o Grasas miristdceas. Este tipo
de grasas se caracterizan por ser muy ricas en icido mirfstico y 4cido ldurico, predominando en su
composicién el primero. Casi todas ellas son sdlidas, incluso en verano, debido al elevado punto de
fusién que les confiere, precisamente, su contenido en dcido miristico; mientras que ¢l contenido de
4cidos grasoslinferiores suele ser exiguo. El indice de iodo es variable, generalmente bajo, dependiendo
de la procedencia del aceite de partida. Entre las grasas de mayor contenido en 4cido mirfstico se
destacan las siguientes: manteca de nuez moscada, grasa de mangalore, aceite de macias, manteca de
Kombo, grasa de otoba, sebo de virola, aceite de nueces de California, y grasa de ucuhuba

[MANGRANE, 1944].

La manteca de nuez moscada, es una grasé que estd contenida en una proporcion alrededor del
25-33% en las semillas de Myristica officinales, Myristica moscata, Myristica fragans, Myristica
. argentea y Myristica tomentosa, plantas que se encuentran en la mayor{a de los pafses tropicales. La
grasa tiene una consistencia parecida a la del sebo, un olor fuerte, sabor a nueces y presenta un color

que puede ser m4ds o menos rojizo, dependiendo de la planta de partida.

La grasa de mangalore se obtiene mediante extraccion a partir de las semillas de Myristica
canaria, y presenta un aspecto similar a la de nuez moscada, pero contiene un mayor nimero de 4cidos

voldtiles, por lo que presenta una menor consistencia.
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El aceite de macias se obtiene a partir de algunas piantas que crecen en Bombay, Penang,
Macasar y Zanzibar. Es un aceite semiliquido a temperatura ambiente, presenta un color amarillo mds

0 menos oscuro y tiene un olor que recuerda al vegetal de partida.

La manteca de kombo procede de la planta Myristica kombo, que crece en algunas rcgiones
det Congo y Gabén. Presenta un aspecto similar al del aceite de macias, pero se utiliza menos, debido

a la limitacién de su produccion.

La grasa de otoba se extrae de las semillas de Myristica otoba, también llamada nuez moscada
de Santa Fe, que crece en algunas zonas de Nueva Granada. Es de color amarillo pdlido, de
consistencia semejante a la del sebo y olor a nuez moscada. Durante su conservacién se oscurece y se¢

enrancia. Sus caracteristicas dependen del contenido de insaponificables, que puede llegar hasta el 25%.

'El sebo de virola se extrae de las semillas de Myristica sebifera, Virola micheli, Virola sebifera

v Virola venezuelensis, plantas tipicas de las Guayanas, Guatemala, islas Carolinas, etc., que contienen
| alrédedor de un 40-50% de grasa. El sebo de virola presenta la consistencia del sebo de buey, pudiendo
observarse Ia formacion de pequefios cristales. Es amarillento, mds 0 menos rojizo y tiene un olor

semejante al de la nuez moscada y se enrancia rapidamente.

La Grasa de ucuhuba se extrae de las semillas de la planta Myristica becuhyba, tipica de brasil
¥ que contiene alrededor de un 60% de una grasa semejante a la manteca de nuez moscada, pero

presenta un olor muy desagradable y un sabor 4cido.

Existen otras grasas miristiceas como el aceite de nueces de california, obtenido a partir del
fruto de la planta Tumion californicum, que contiene cantidades variables de un aceite no secante; La

grasa de las semillas de frya de Ceildn y 1a India, que presenta caracteristicas semejantes a la manteca
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de nuez moscada; la manteca de ochoco, que se extrae de las semillas de Seyphocephalium ochocu,
de las costas de Africa occidental, y que contiene un 60-70% de una grasa formada, casi
exclusivamente, por trimiristina. También hay que tener en cuenta otras plantas, a partir de las cnales
se pueden obtener compuestos, mayoritariamente constituidos por cadenas de estructura miristica, como
son el aceite de nuez de suri y 1as grasas de mirica y otras plantas originarias de Africa y América del

sur.
1.3.1 OBTENCION DEL MIRISTATO DE MIRISTILO

La obtencién del miristato de miristilo se lleva a cabo principalmente mediante reacciones de
esterificacién directa entre el 4cido miristico y el alcohol miristico [MILLER, 1988], para lo cual se
pueden emplear los métodos de sintesis de ésteres que se detallan en el punto 1.7 de este capitulo.
Generalmente el método mis empleado es el de esterificacién catalitica, donde el tipo de catalizador

empleado juega un importante papel.

A partir de las grasas y aceites anteriormente descritas, se obtienen las materias primas para
dicha reacci6n de esterificacién. En ocasioncs,‘ cuando no se requiere una estricta pureza del producto
final, se puede someter la grasa cruda a una reaccidn de esterificacién, con 10 que se llega a obtener
una mezcla de ésteres de diferentes naturalezas, segin sean los componentes de la materia prima dé

partida [PRYDE, 1979].

La obtencién de 1a grasa se lleva a cabo, bdsicamente, como se¢ indica en el esquema de 1a
figura 1.1. De esta manera, para la extraccién de la manteca de muez moscada se emplean las nueces
picadas o atacadas por insectos. Se tuestan, se pulverizan y se someten a prensado hidrauwlico. En el
caso del sebo de virela, la extraccién se lleva a cabo machacando las semillas e hirviéndolas en agua

durante horas, dejando decantar posteriormente la grasa. La extraccion a partir del resto de las semillas
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mencionadas anteriormente, en general se lleva a cabo sometiendo a presion las semillas tostadas y

pulverizadas.

1.3.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LAS GRASAS DE MIRISTACEAS

En general, los aceites, grasas y ceras de las miristdceas suelen ser sélidas a temperatura
ambiente, debido principaimente a su composicién. Sus propiedades fisico-quimicas dependen
fundamentalmente de su composicion, y estas, a su vez, dependen del terreno y 1a climatologia donde
crece y se desarrolla la planta. En la tabla 1.11 se relacionan los puntos de fusién, indices de

refraccion, indices de iodo e indices de saponificacion de las grasas de las miristiceas m4s relevantes.

Tabla 1.11, Propiedades de las grasas de las miristdceas.

GRASA CERA PUNTO DE INDICE DE INDICE DE INDICE
ACEITE FUSION (°C) | REFRACCION | SAPONIFICACION | DE IODO
Nuez moscada 39-42 1.466-1.471 173-200 31-60
Mangalore - - 215 -
Macias 25-32 1.001-5.121 169-192 50-81
Otoba 3540 1.470 165-200 1 20-54
Virola 54-55 - 219-221 10-35
Nueces California 17-20 - 190-195 95
Ucuhuba 32-34 _ - 235-240 9-36
Ochoco 45-48 - 235-240 14

En cuanto a la composicién de los aceites extraidos a partir de las diferentes plantas, puede
decirse que presentan composiciones muy variables. Aunque el componente mayoritario, referido a
dcidos, suele ser el 4cido nﬁﬁsﬁco. en la mayorfa de los casos va acompafiado 4cidos superiores, tales
como el dcido palmitico y el dcido oleico. En otros casos, ademds va acompaiiado por dcidos inferiores,

principalmente el dcido 1durico. En la tabla 1.12 se presenta la composicién, referida a 4cidos grasos,
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de los aceites, grasas y ceras extraidas a partir de las principales fuentes plantas miristaceas productoras

del acido miristico [BOEKENOOGEN, 1941].

Tabla 1.12, Composicién de las principales miristiceas.

FUENTE C10 C12 C14 C16 C18:1 C18:2
Salvadora 6-7 47-48 28-30 - 11-12 1-2
Laurel - 2-3 20-22 1-2 60-65 12-15
Mirica - - 60-63 35-38 1-2 -
Nuez moscada - 1-2 60-78 9-11 8-12 1-2
Dika - 18-40 50-75 - 8-12 -
Virola - 20-22 70-75 0-1 5-10 -

1.3.3 USOS Y APLICACIONES DE LAS MIRISTACEAS Y SUS DERIVADOS

Como se ha mencionado anteriormente, el empleo de este tipo de grasas, aceites y ceras, tiene
Iugar principalmente dentro del campo de Ig cosmética y de 1a perfumerfa. Asf se utilizan como soporte
de algunos perfumes, para diluirlos, o en la preparacién de cosméticos a base de aceites esenciales,
donde dichos componentes grasos actian como materia inerte para dar consistencia a dichos preparados

[GUENTHER, 1955].

En cuanto al miristato de miristilo, puede decirse que estd dentro de un grupo de ésteres que
poseen excelentes propiedades grasas para su aplicacion en la industria cosmética. Dichas propiedades
se aprovechan para incluirlo dentro de la fabricacién de cremas, lociones y todo tipo de emulsiones.
Es especialmente vilido como componente fundamental en la composicién de emulsiones agua/aceite.
La composici6n critica de dichas formulaciones, hace que sean especialmente inestables, por lo que
la naturaleza de los componentes empleados juega un papel importante en la obtencion del producto

final [PRYDE, 1979].
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1.4 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

El 2-Metil-Butirato de oleilo es un éster de origen sintético que, en raras ocasiones, puede
encontrarse en la naturaleza como tal. S6lo se encuentra en 12 naturaleza formando parte, en pequeiias
cantidades, de las fracciones mds voldtiles del aceite de café, en el aceite de las raices de angélica y

€N unos pocos aceites esenciales mds [BAILEY, 1945].

El acido precursor, 2-metil-butirico, también puede encontrarse libre o en la forma de ésteres
inferiores en el aceite de la flor de Champaca, aungue en pequefias cantidades. Debido a su escasez,
la preparacidn de este dcido se lleva a cabo de forma sintética a partir de los cortes de las fracciones
ligeras del petréleo con el fin de poder abastecer el pequefio mercado de este producto, que

practicamente se ve restringido a la industria cosmética, de insecticidas y potenciadores del sabor.

En la mayoria de los casos, este &cido se encuentra en la naturaleza formando mezclas
inseparables con el dcido isovaleridnico. De esta forma podemos encontrarlo en numerosos aceites
volitiles como en los aceites de adormideras, citronela, ciprés, bayas de laurel, menta americana, etc.,
y formando ésteres superiores en la espalda y 1a cavidad craneal de algunos cetdceos como los delfines

y tiburones [MANGRANE, 1944].

En general, de las coniferas pueden extraerse aceites, en cuya composicién est presentes este
tipo de 4cidos. Asi, el ao.";eite de pino silvestre se obtiene de las semillas de Pinus silvestris, que
contienen entre un 25 y un 30% de un aceite secante algo viscoso, de color amarillo bastante oscuro
y de olor a esencia de trementina. El aceite de abero se obtiene a partir de las semillas de A bies alba,
que contiene un 25-30% de aceite cuyas propiedades y caracteristicas son similares a las del aceite de
pino silvestre. El aceite de pinastro se puede extraer de las semillas de Picea excelsa y Picea vulgaris,

cuya composicién en aceite oscila entre un 25-35%. El aceite de pifiones de las pifias de Pinus
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momophylla que contienen un 1[2-15% de aceite semisecante, amariilento. de color y sabor
desagradables. El aceite de cedro se obtiene a partir de la nuez de cedro que contiene hasta un 35%
de un aceite amarillo dorado y de sabor suave y desagradable, mientras que el aceite de ciprés se

obtiene a partir de sus semillas que contienen alrededor del 10% de un aceite de color amarillo oscuro.

- Existen otros aceites a partir de los cuales pueden obtenerse estos 4cidos, como son el aceite
de perifolio, de aneto, zanahoria, apio, perejil, anis, comino, angélica silvestre, y otros vegetales de las

mismas especies. Todos ellos presentan caracteristicas similares en cuanto a sus aceites se refiere.

También pueden encontrarse estos 4cidos en algunos aceites que se incluyen dentro del grupo
de los llamados aceites de pescado. Concretamente en los aceites de tibur6n y més corrientemente en

los aceites de delfin [MANGRANE, 1944].

1.4.1 OBTENCION DEL 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

El 2-metil-butirato de oleilo se obtiene por esterificacion directa, generalmente catalftica, entre
el 4cido 2-metil-butirico y el alcohol oleico [STAMATIS, 1993; OKUMURA, 1979], aunque también
puede obtenerse por esterificacién conjunta, al igual que el miristato de miristilo, de la grasa natural

de procedencia del 4cido en cuestién [SPENER, 1979].

Las mencionadas grasas; se obtienen a partir de sus materias primas siguiendo el esquema
general detallado al principio de este capftulo (figura 1.1). La unica diferencia existente reside en que
para los aceites de pescado, obtenidos principalmente de 1as cavidades dseas y del higado, es necesaria
una maceracion y un filtrado previo. Normalmente, para su extraccifn se tritura la grosura y se hierve
con agua o vapor en autoclaves. Segin la intensidad de la extraccién, el color y el olor son mds o

menos fuertes. Los aceites provenientes del higado de este grupo se obtienen a baja temperatura,
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dejando fluir el aceite de los trozos de higado calentados suavemente, envueltos con trapos y

amontonados. Los aceites de menos calidad se extraen por presién de los residuos anteriores vy,

finalmente, se lleva a cabo una fusién con agua o vapor directo o indirecto [MANGRANE, 1944].

1.4.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LOS ACEITES

Como se ha indicado anteriormente la fuente de materia prima para la obtencién de los aceites,

grasas y ceras de este grupo la constituyen fundamentalmente 1a familia de las coniferas, 1a familia de

Ias cruciferas y algunos aceites de pescado. Las propiedades y caracteristicas de estas plantas varia

mucho, dependiendo del lugar de crecimiento y de la naturaleza de las propias plantas. En la tabla 1.13

se muestran {as propiedades tipicas de las grasas y aceites procedentes de materias vegetales tipicas.

Tabla 1.13. Propiedades de las grasas y aceites de partida.

GRASA CERA PUNTO DE INDICE DE INDICE DE INDICE
l ACEITE FUSION (°C) | REFRACCION | SAPONIFICACION | DE IODO
Pino silvestre 20-25 1.477-1.479 190-195 145-170
Abeto 10-15 1.487-1.489 190-192 118-121
iiﬁones 12-15 1.452-1.455 189-193 100-110
Cedro 18-20 | 1.475-1.477 190-196 158-180
L Ciprés 24 1.485 187-195 169-196
Hinojo 0-4 1.478-1.481 180-182 95-102
Zpio 5-14 1.476-1.480 176-180 90-100
Aneto 1-5 1.478-1.482 175-180 115-125
Anfs -3-0 1.474 175-180 105-115
- Comino 5-10 1.471-1.473 176-181 176-181
Tamel 20-25 1.464 240-255 20-30
Champaca 12-20 - 190 135
Café -89 1.468-1.478 146-195 76-98
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En cuanto a los aceites de pescado, también denominados por algunos autores como tranes,
incluyen los aceites de balénidos, pescados osiculados, aceites de cachalotes, tiburones y de delfines.
En este caso, los aceites de mayor interés para nosotros son los dos dltimos. Los aceites de tiburén
presentan un contenido de insaponificables muy variable, desde casi cero hasta un 90%, constituido,
en parte, por escualeno. El aceite se extrac generalmente del higado, y ademds de los 4dcidos grasos de
-este grupo, contienen cantidades variables de 4cido selacoleico. Las especies mds representativas de
este grupos son el Tiburdn rojo, Tiburdn gigante, Etmopletus, Esqualos acanthias, Somniosus, Esquino,
Erizo marino, Alopias, Tiburén atigrado, Tiburon Lija, Pez sierra y Tiburdn azul (Isuropsis). Los
aceites de delfin, por su parte, presentan la particularidad de contener cantidades de los 4cidos -
isovaleridnico y 2-metil-butirico, mucho mds importantes que los aceites de tiburén. Asf se observa en
su composicién un contenido de hasta un 30% de estos 4cidos, mientras que el contenido en
insaponificables oscila entre un 2 y un 20%. Las especies mds preciadas para este fin son Phocaena
communis 'y Puerbo marino (De[ph-inus phocaena). En la tabla 1.14 se muestran [as propiedades de

algunos de estos aceites, tanto de tibur6n como de delfin [MANGRANE, 1944].

Tabla 1.14. Propiedades de los aceites de tiburén y delfin.

ACEITE INSAPON. INDICE DE INDICE DE INDICE r
(%) REFRACCION | SAPONIFICACION | DE IODO

Tiburén rojo 80 1.490-1.493 23-54 264-345
Tiburén gigante 50 1.477-1.484 86-146 161-200
Etmopletus 10-25 1.474-1.476 ! 146-188 110-146
Erizo marino 4-15 1.475-1.477 156-188 156-188
Tiburén atigrado 2-4 . 1.474-1.485 177-184 _ 144-200
Tiburén azul 1 1.470-1.475 180 105-120
Pez sierra - 1.480 180-182 170

P. communis 2-20 1.465-1.472 197-230 110

D. phocaena 2-20 1.462-1.470 210-230 J 119-132
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1.4.3 USOS Y APLICACIONES DEL 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

Su empleo en la industria cosmética estd basicamente ligado a su capacidad para hacer mis
estables las emulsiones agua/aceite, por lo que puede emplearse en la composicién de lociones, cremas,

ungiientos y cosméticos de caracteristicas similares [SWERN, 1979].

También puede emplearse en la composicién de algunos sprays insecticidas, en forma de
" detergentes u otros materiales activos de superficie. En algunos casos, este compuesto puede tener
propiedades insecticidas por si mismo, aunque, por lo general, se emplea junto con otros insecticidas

de mayor potencia [BAILEY, 1945].

En algunos casos, el aceite, en su conjunto, esterificado puede emplearse como potenciador del
sabor, sin embargo es poco empleado para este fin. En cambio, estos aceites sin esterificar,
especialmente los de pescado, son una fuente importante de vitaminas A y D, por lo que pueden

emplearse en la preparacion de algunos productos medicinales [GUNSTONE, 1982].
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1.5 PALMITATO DE ISOPROPILO

El palmitato de isopropilo es un ester de origen sintético, que no s¢ encuentra en la naturaleza
como tal. Debido a la naturaleza sintética del alcohol isopropilico, que suele obtenerse a partir de las
fracciones mds ligeras del petréleo, la sintesis del éster puede llevarse a cabo por diferentes métodos,
aunque, por lo general, se emplea la reaccion directa de esterificacion catalitica entre el dcido palmitico
y el alcohol isopropilico [LANZANI, 1986; SAROJA, 1986]. Légicamente, al igual que en los casos
anteriores, las grasas con elevado contenido en dcido palmitico pueden esterificarse ¢n su conjunto

dando lugar a una mezcla de ésteres que pueden tener aplicaciones dentro de la industria cosmética.

En cuanto a las fucntes de materia prima del dcido palmitico, puede decirse que son varias,
principalmente todas ellas de origen vegetal. Tanto el aceite de palma como de palmiste suelen ir
unidos en la produccidén y el comercio, ya que proceden, respectivamente, del fruto y de la almendra
de la palma. Las palmas productoras de aceite crecen sobre todo en la parte occidental de Africa
tropical y en algunos lugares de Brasil. Otras grasas con un contenido elevado en 4dcido palmitico son

ias llamadas Sebo de Japon y Sebo de China.

El primero se obtiene a partir de las semillas de las variedades de rhus. Los centros principales
de produccion se encuentran en Jap6n, aunque también se produce en Formosa y en Vietnam. Este
aceite se emplea en la fabricacién de bujias, cerillas, jabones, encerado de muebles, pomadas,
cosméticos y conservacion de cueros; el segundo se extrac de las semitlas de Stillingia sebifera (irbol

del sebo), que procede sobre todo de China, 1a India, Carolina del sur y Florida.

Otras fuentes de dcido palmitico son las grasas de las sapinddceas y las grasas de las
celastrdceas y poligaldceas. Al primer grupo pertenecen el aceite de Macassar, el sebo de Rambutdn,

la denominada grasa del 4rbol del jabdn, y los aceites de akee, timbd y ungnadia. El segundo grupo
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estd integrado por varios tipos de grasas y aceites. Hay que hacer notar, que por lo general, ademis
de 4cido palmitico, pueden existir en estas grasas cantidades apreciables de otros dcidos grasos,
principaimente 4cido ldurico, miristico y oleico; y en menores proporciones otros dcidos grasos de

caracteristicas similares.
1.5.1 OBTENCION DEL PALMITATO DE ISOPROPILO

Como se ha expuesto anteriormente, la obtencion del palmitato de isopropilo se lleva a cabo
por esterificacién directa y, como se verd en el desarrollo del capitulo, suele emplearse la siﬁtesis
catalftica. También puede obtenerse por el mismo método, partiendo del conjunto de la grasa total
extraida. En cuanto a los aceites de partida del 4cido palmitico, se emplea el método de prensado

hidraulico y posterior extraccién con disolventes.

Cuando se requiere una pureza elevada del dcido palmitico, el crudo de aceite se somete a otro
tipo de tratamientos que, en general, suelen ser operaciones de destilado con corriente de chorro de
vapor y posteriores cristalizaciones para purificar convenientemente el 4cido palmitico. Por regla
general, estos trafa.mientos se complementan con posteriores operaciones para decolorar y refinar el

aceite obtenido [PRYDE, 1979].

Después de la disociacién de una grasa o un aceite, se separa el 4dcido palmitico comercial de
l1a mezcla de 4cidos grasos por dos procedimientos. Como los dcidos grasos no satqrados de la misma
longitud de cadena se presentan en cantidades importantes solamente en los aceites de animales
marinos, es posible separar el dcido palmitico por destilacién fraccionada de la mezcla de 4cidos de
otras grasas. El otro procedimiento importante para la preparacion de dcido palmitico implica la
cristalizacién fraccionada de mezclas de dcidos grasos en acetona o metanol. De la mezcla de 4cidos

grasos del aceite de palma, que tiene una proporcion relativamente baja de 4cido estedrico y es rica en
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dcido palmitico y dcidos no saturados, los dcidos saturados se separan facilmente de los no saturados
y resulta una fraccién rica en dcido palmitico. El dcido palmitico destilado fraccionadamente tiene una

riqueza del 90% [GUNSTONE, 1982]
1.5.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LOS ACEITES

Los principales aceites para la obtencién de dcido palmitico se resumen a continuacidn, asi
como sus principales caracteristicas y composicién. Asi el aceite de Macassar, también denominado
aceite de Ketjatki, de Kusum y de Ko procede las semillas de Schieichera trijuga, que conticnen entre
un 35 y un 40% de grasa. Dicha planta crece en algunas zonas de Java, Ceildn, Timor, costas de
Malabar y algunas regiones del Himalaya. La grasa presenta una consistencia mantecosa, color

amarillento y sabor suave.

El sebo de ram buidn se obtiene de los frutos de Nephelium lappaceum, que contienen alrededor
de un 35% de grasa. La grasa del drbol del jabdn se extrae conjuntamente del fruto y de la semilla de
Sapindus trifoliatus, que crece en la India y en Ceildn. Es una grasa amarillenta, sélida en invierno y

liguida en verano, y se obtiene principalmente por extraccién con disolventes de la semilla.

El aceite de akee se obtiene a partir de las semillas de Blighia sdpida y también de Homea
mauritania, que crecen en algunas regiones de Brasil. Esta grasa suele ser amarilla, de consistencia

mantecosa, olor suave y sabor desagradable.

También los aceites y grasas de las celastrdceas, poligaldceas y semejantes son fuentes
importantes de 4cido palmitico. Estas grasas, generalmente solidifican a temperatura ambiente.
Presentan una composicién muy variable, siendo bastante ricas en dcido palmitico y ldurico, y

presentan cantidades variables de dcido miristico.
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Los aceites mds representativos son el aceite de bonerero y el aceite de celastro. Las semillas
de bonetero, Evonimus europaeus contienen un 25-35% de un aceite espeso, rojizo, de olor
desagradable y sabor amargo. Las semillas de Celastrus paniculatus, por su parte, llegan a contener
hasta un 50% de un aceite parecido al anterior, y son originarias de la India, Etiopia y Senegal. En la
tabla 1.15 se muestran algunas de las propiedades de los aceites mds caracteristicos pertenecientes a

€8t0s grupos.

Tabla 1.15. Propiedades de los aceites mis representativos.

b = ]

ACEITE O PUNTO DE INDICE DE INDICE DE INDICE DE
GRASA FUSION (°C) | REFRACCION | SAPONIFICACION I0DO

Bonetero 38 1.491 230 -
Mahuba 53 - 270-275 15-25
Lindera 45 1.476 ©220-285 10-70
Tangkallak 44-47 - 260-270 2-10
Aguacate 40 1.485 180 | 60
Litsca 41 - 245 | 34-48
Kusu 2223 1.452 282-285 4.5
Malukang 30 1.454-1.456 250-254 49-52 ‘"
Senega - - 192-195 : 80-83
Macassar 10-20 1460 . 221-227 47-55
Rambutén 42-46 - 192-196 38-42
Arbol del Jabén 23-30 - 190-195 55-60

| Akee 25-35 - 188-195 42-53

En cuanto a la composicién de los aceites extraidos a partir de las diferentes plantas, puede
decirse quc presentan composiciones muy variables. Aunque el componente mayoritario, referido a
dcidos, suele ser el dcido palmitico, en la mayoria de los casos va acompafiado dcidos superiores,

siendo sus mayores competidores ¢l 4cido oleico y el dcido lindlico. En otros casos, ademis va
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acompafiado por 4cidos inferiores, principalmente el dcido miristico. En la tabla 1.16 se¢ presenta la
composicion, referida a dcidos grasos, de los aceites, grasas y ceras extraidas a partir de las principales

fuentes de obtencion del dcido palmitico [BOEKENOOGEN, 1941].

Tabla 1.16. Composicién de los principales aceites.

FUENTE C14 C16 - C18 C18:1 C18:2
Palma 1-5 3445 3-6 40-52 7-11
Stillingia 3-6 57-72 - 1-2 - ]
Sebo de China 34 56-66 1-2 25-35 -

Cacao 2-3 24-30 30-35 30-40 24
Catapa 1 28-30 4-6 40-42 22-24
Café 2 20-25 1-9 12-27 23-38

1.5.3 USOS Y APLICACIONES DEL PALMITATO DE ISOPROPILO

Debido a las caracteristicas de este compuesto, su aplicacién fundamental tiene lugar dentro
del campo de la cosmética, aunque también puede emplearse para la llamada lubricacién de algunos
materiales -de la industria textil, especiaimente cueros; ¢ incluso en la preparacién de sustancias que

actian como aceites hidraulicos.

Cosmética.

El Palmitato de Isopropilo, debido a que es un Hquido transparente, inodoro y viscoso, se
emplea como componente para diversos tipos de preparados cosméticos tales como cremas, ungiientos
y lociones. Puede actuar como emulsificante y presenta propiedades excelentes para ser absorbido en
1a piel. Al ser aplicado, produce una sensacién muy agradable, evitando el efecto grasiento y pegajoso,

tipico de algunos cosméticos. Este tipo de’producto que puede emplearse como disolvente de aceites



esenciales e ingredientes activos ampliamente empleados dentro de la industria cosmética, que se

comercializan como compuestos hidratantes que ejercen algin otro tipo de accién especial sobre la piel

[GUENTHER, 1955; GUNSTONE, 1982].

Industria te;:til.

Las fibras acabadas en piel o cuero, deben ser lubricadas con una fina pelicula de aceite, con
el fin de que tengan un tacio suave y una flexibilidad adecuada. Para este fin s¢ emplean diversos tipos
de aceites, grasas y ceras, siendo el palmitato de isopropilo una de las ceras incluidas dentro de este

grupo [SWERN, 1979].

Los cueros suaves se someten a un proceso de lubricacién por goteo, para lo que se emplean
emulsiones diluidas de este aceite en agua estabilizada con ¢l propio aceite sulfonado, Dicho aceite
sulfonado, sirve como medio de transporte 4 la emulsién hasta el interior de la piel, donde se deposita
el aceite con la consiguiente ruptura de la emulsién. Cuando se lubrican cueros duros, el método
empleado consiste en extender una capa de aceite o-grasa sobre la piel, que hace de vehiculo para que
la emulsién penetre en su interior y, una vez realizado el proceso, debe procederse a la eliminacién de

la primera capa [BAILEY, 1945].

Aceites hidraulicos,

Algunos aceites se emplean para la preparacién de fluidos hidrdulicos y, particularmente, los
que deben ser expuestos a bajas temperaturas, como es el casos de los circuitos de los automéviles o
de los sistemas aeronduticos. El palmitato de isopropilo, presenta caracterfsticas adecuadas para este
uso, ya que ademds es compatible con otros liquidos polares de baja viscosidad, y no genera residuos

s6lidos en el interior de las conducciones [SWERN, 1979].



44 Introduccién

1.6 OLEATO DE ISOPROPILOQO

El oleato de isopropilo, al igual que el palmitato de isopropilo es un ésier de naturaleza
sintética, que se obtiene empleando cualquiera de los métodos disponibles para la obtencion de ésteres
que se detallan en el punto 1.7. Este producto no aparece en la naturaleza debido a que uno de sus
constituyentes, el alcohol isopropilico, se obtiene de manera sintética mediante 1a reaccién de la
correspondiente olefina cbn el 4cido sulfiirico, seguida de la hidrélisis del 4dcido alquilsulfiirico
resultante. Utilizando 1a reaccién con el 4cido sulfiirico, se acometié la primera fabricacién del alcohot
isopropilico al final de la primera Guerra Mundial por la Melco Chemical Company por medio del

proceso Ellis.

El otro constituyente del oleato de isopropilo es el 4cido oleico. El 4cido oleico (dcido cis-9-
octadecenoico) es probablemente el més abundante de todos los dcidos grasos naturales. Sus glicéridos
se encuentran en cantidades notables en todas las grasas de los animales terrestres y marinos y en todos
los aceites vegetales. En las grasas animales es el principal componente: de 40 a 50% de la grasa; pero
los mayores porcentajes se encuentran en los aceites vegetales; en el aceite de oliva 70-85% y en el
aceite de almendras 75%, o mds. Se encuentra también en las siguientes proporciones,
aproximadamente: aceite de cacahuete, 57%, aceite de maiz, 45%; aceite de palma, 41%, aceite de
semilla de calabaza, 37%, aceite de algoddn, 35%, aceite de soja, 33%, aceite de girasol, 33%. Se han

descrito dos formas cristalinas del 4cido oleico: punto fusién 13.4 y 16.3°C.

Los usos del 4cido oleico técnico son muy variados, por lo que tanto su produccion, como su
comercializacién se lleva a cabo en grandes voldmenes. En 1992 se produjeron en los Estados Unidos
aproximadamente 30 millones de toneladas de 4cido oleico de calidad comercial (aceite rojo). De esta
cantidad, se emplearon aproximadamente 7 millones de toneladas en la preparacidn de jabones para

diversas aplicaciones textiles. Para la lubricacién de fibras textiles se usaron aproximadamente 35
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millones de toneladas de aceife rojo. Se empled también en la fabricacion de Iubricantes y grasas (1.5
millones de toneladas), aceites sulfonados (1.6 millones de toneladas), detergentes sintéticos (1.451.000
Kg), caucho (771.000 Kg), productos intermedios (907.000 toneladas), revestimientos protectores
{(771.000 toneladas), resinas (953.000 toneladas), en operaciones para ¢l trabajo de metales (1 millén

de toneladas) y para diversas aplicaciones industriates (1.2 millones de toneladas).
1.6.1 OBTENCION DEL OLEATO DE ISOPROPILO Y DEL ACIDO OLEICO

Como se ha comentado anteriormente, el oleato de isopropilo se obtiene via esterificacién
catalitica [KNEZ,1990; OKUMURA, 1979; LINFIELD, 1984] a partir del dcido oleico y el aléohol
isopropilico- (punto 1.7), aunque también puede obtenerse formando mezclas con otros ésteres
esterificando el aceite o la grasa de partida. Sin embargo, cuando se pretende obtener el compuesto con

cierta pureza, es necesario emplear como producto de partida el 4cido oleico con una pureza aceptable.

El 4cido oleico de calidad comercial, Ilamado cominmente "aceite rojo”, suele obtenerse

industrialmente partiendo del sebo no comestible o grasa no comestible.

Por el procedimiento antiguo, 1o 4cidos grasos obtenidos por hidrélisis dcida (método
Twitchell) de las grasas se someten a una 0. varias destilaciones directas en vacio. El destilado, que
consta de 40-50% de dcidos saturados, principalmente palmitico y estedrico, hasta 10% de 4cido
linoleico y 40-45% de 4cido oleico, se recoge en pailas y se enfria lentamente hasta unos 4°C en una

cdmara refrigerada.

Las tortas asi formadas se envuelven en tela y se someten a presién moderada en una prensa
hidraulica. El liquido exprimido es aceite rojo, el sdlido que queda como residuo, el "dcido estedrico

de una sola presién”.
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1.6.2 CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LOS ACEITES

Los principales aceites que sirven de materia prima para la obtencidén de 4cido oleico son los
aceites de oledceas, betuldceas y redceas. Estos aceites estin constituidos casi exclusivamente por
glicéridos del dcido oleico, mas del 80%, junto con pequefias proporciones de Acido lindlico, menos
del 10%. Lds dcidos solidos estin constituidos casi exclusivamente por dcido palmitico, generalmente
menos del 10%, que eventualmente se encuentra mezclado junto con minimas proporciones de dcido
estedrico. Son, por tanto, fluidos a temperatura ordinaria, salvo algunas variedades del aceite de oliva

y se incluyen dentro de la categoria de aceites no secantes.

El aceite de-oliva es el que se extrae de la aceituna, fruto del olivo (Qlea europea), en sus dos
formas, cultivada y silvestre, cuyo contenido en dicho aceite es muy variable, Aunque, por regla
general, oscila entre el 15 y ¢l 27%, estos limites llegan a veces al 10y el 50%. Las variedades picuda,
nevadilla blanca y negra, y olive negro, conticnen alrededor del 26%. En cambio, las variedades
manzanilla, gordal, carrasquefio y sevillana, tienen un contenido del 22—23%, mientras que la aceituna

lechin contiene sélo alrededor del 20% de aceite [BAILEY, 1945].

El aceite estd contenido principalmente er la parte carnosa del fruto, aunque la almendra del
hueso contiene también el 20-30% de su peso de un aceite cuyas caracteristicas son esencialmente
diferentes. En general, la pulpa contiene airededor de un 25-35% de su peso; la almendra, alrededor

del 25%, y la parte lefiosa, menos del 1%.

La constitucién de los dcidos grasos y de las constantes son, aproximadamente las mismas en
todas las calidades del aceite de oliva. El sabor de este aceite constituye una caracteristica de su
comercio, que lo distingue del de todas las demds grasas vegetales; en este sentido, esisten grandes

diferencias, que dependen de la clase de aceituna, madurcz de la misma, método de recoleccidn,
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conservacion y extraccion. La extraccion del aceite de oliva difiere bastante de los métodos generales,

debido principalmente a la importante proporcién de agua que contiene la aceituna.

Las operaciones principales consisten en la limpieza de las aceitunas, molienda de las mismas
y prensado de la aceituna molida. Dentro de la misma aceituna, la calidad del aceite va desmereciendo
a medida que se fuerza la presion. El color del aceite es muy variable debido a la propia naturaleza
de la aceituna y, en parte, debido a las condiciones de extracién del mismo. Por esto puede oscilz;r

desde amarillento pdlido a amarillo verdoso bastante pronunciado.

Una de las caracteristicas de este aceite consiste en las grandes variaciones de acidez, las cuales
no se presentan en la mayoria de los aceites de sermillas. Esta caracteristica depende principalmente de
las condiciones de recogida y almacenamiento de la aceituna y de la fabricacion v conservaci6n del

aceite.

El residuo de la prensa, denominado orujo de oliva, contiene todavia cantidades variables de
 aceite, cuya proporcion depende de como se ha forzado la extraccién por presion. El aceite de orujo
se extrae principalmente con sulfuro de carbono, y en algunas fabricas con tricloruro de etileno. Dicho
aceite es uno de los productos grasos mas interesantes desde el punto de vista quimico. La composicién
del aceite varia segin el tiempo y circunstancias del almacenaje del orujo y de las condiciones én que

se realiza el secado del orujo, antes de proceder a la extraccién del aceite,

Cuando se procede a la extraccién de los orujos inmediatamente después de haber sido
prensados y extraido el aceite de oliva, la composicién de los 4cidos grasos y las constantes del aceite
de orujo son practicamente las del correspondiente aceite de oliva. S6lo en algunos casos, ¢l aceite de
orujo contiene hasta un 1% mds de dcidos sélidos que el correspondiente aceite de oliva, siendo dicho

aumento debido, principalmente, al dcido estedrico y al dcido palmitico. En cuanto a los aceites de
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orujo comerciales ya refinados, no puede hacerse ninguna consideracion, ya que la operacién de
desmargarinizacion separa el exceso de glicéridos sdlidos. Las principales caracteristicas de los aceites

de omjo, coinciden con las de su aceite de oliva de origen [GUNSTONE, 1982].

El aceite de hueso de aceituna, generalmente se extrae conjuntamente con el aceite de oliva
y, sobre todo, con el aceite de orujo, por lo que no existe como tal producto comercializado. El hueso
de la aceituna presenta una almendra cuyo peso equivale al 10% del hueso y en la cual estd contenido
casi todo ¢l aceite que llega a constituir el 25% del peso de la almendra. Este aceite es amarillo, mds
o menos verdoso, dependiendo del tipo de acituna, y cuando se ha extraido a partir de las almendras

machacadas, prsenta un sabor algo dulce y diferente al del aceite de oliva.

Existen otros aceites de las oledceas como el extraido de las semillas de ratii, del Brasil, que
contienen alrededor de un 15% de un aceite oscuro, inodoro y de sabor amargo. También existen otros
aceites como el aceite de fresno, o el aceite de isano, que pueden llegar a contener una cantidad de

aceite muy variable, pero es poco usado.

El principal representante de los aceites de las beruldceas, es el denominado aceite de avellanas.
La avellana contiene entre un 50 y un 60% en peso de aceite, que se extrae separando la cm.'oltura
exterior, moliendo la almendra y prensando en frio al principio y en caliente mds tarde. El aceite a31
obtenido presenta un color amarillento y es de olor y gusto agradables, pero puede enranciarse con

relativa facilidad [MANGRANE, 1944].

Los aceites de té, también denominados, segiin la procedencia, aceites de rsubaki o aceites de
sasancua, se extraen de las semillas de Thea sinensis, Camelia japdnica y Camelia oleifera. La
almendra de las semillas del primero contienen entre un 20 y un 25% de un aceite amarillo con una

cierta tonalidad rojiza, su sabor es un tanto amargo y su olor sucle ser un poco desagradable.



Oleato de Isopropilo 49

El aceite de Camelia japénica, también llamado aceite de t€ japonés o aceite de tsubaki, es
bastante parecido al aceite de oliva. La almendra de la semilla contiene alredor del 60-65% de aceite,
el cual presenta Ia cualidad de enranciarse con menor facilidad, io que se aprovecha para ser empleado
en perfumeria en la fabricacién de ciertos cosméticos y brillantinas, e incluso en Japén se emplea

dentro del campo de la alimentacion [GUNSTONE, 1982].

Las semillas procedentes de Camelia olifera contienen alrededor del 40% de un aceite espeso,
de olor y sabor poco agradables. Propiedades muy similares presenta el aceite denominado de sasancua,
que se extrae de las semillas de Thea sasangua, cuya almendra contiene alrededor de un 60% de ﬁccitc
en peso. En la tabla 1.17 se muestran las caracteristicas mds relevantes de los aceites, a partir de los

cuales se lieva a cabo la principal obtencién de 4cido oleico.

Tabla 1.17. Propiedades de los aceites a partir de los cuales se obtiene acido oleico.

ACEITE PUNTO DE INDICE DE INDICE DE INDICE DE
FUSION (°C) REFRA CCION SAPONIFICA CION I0DO
Oliva 4-8 1.465-1.469 185-196 78-86
Hueso aceituna 4-6 1.463-1.475 179-198 68-86
Fresno - - 162-170 140-144
Avellanas 17-20 | 1.469-1.470 187-192 84-90
Té 9-21 1.467-1.470 188-197 71-85
Tsubaki 15-22 1.467-1.470 188-197 78-92
Sansaqua 9-10 1.462-1.470 190-194 80-85
Sésamo 3-6 1.469-1.472 187-195 103-112 |
Cacahuete 0-3 1.468-1.471 188-194 83-103
Soja 8-18 1.472-1.475 188-195 103-139
Colza 4-12 1.470-1.474 167-185 94-106
Mostaza negra 11-18 1.471-1.474 174-187 96-107
Mostaza blanca 8-16 1.469-1.471 170-185 92-109
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Ademads de los aceites ya mencionados existen olros aceites ricos en dcido oleico que se
obtienen a partir de materias vegetales diferentes. Este es el caso del aceite de Cachuete de la familia
de las leguminosas, que estidn constiuidas principalmente por dcido oleico y linoleico. Dicho aceite
proviene en un 75% de la almendra del cacahuete y el 25% restante se extrae de su corteza. El
contenido total en aceite oscila entre un 40 y un 55% en peso del mismo, y dentro de los limites
sefialados, presentan mayor riqueza en aceite las almendras de los cacahuetes de Rufisque, Senegal y
Congo, 50%, seguidos de las de Hispanoamérica, Bombay y Jap6n, 45%, y por ltimo las almendras
de los cacahuetes Georgianos y Espfioles, en torno al 35%. Para la extraccion de estos aceites se parte
de las almendras ya limpias y molidas, se tamizan y se trituran con cilindros de pias y estriados, para

posteriormente ser sometidos a presion, primero a unos 30-40°C y después a unos 70°C.

Otros aceites empleados son los provenientes de la familia de las papiliondceas, en los que la
composicion estd dominada por el dcido linoleico, seguido del acido oleico en una proporcién
importante, aunque también estin presentes los dcidos palmitico, estedrico y araquinico. De este grupo,
¢l mds representativo es el aceite obtenido a partir de las semillas de soja (Soja hispida) cuyo contenido
en aceite estd en torno al 20%. Algunos aceites de la familia de las cruciferas, tales como el aceite de
Colza o Mostaza, también presentan un contenido importante en dcido oleico, pero son mas interesantes

dede el punto de vista industrial para la obtencién de dcido enicico [SWERN, 1979].

En cuanto a la composicién de dichos aceites, como ya se ha mencionado ¢n los anteriores
casos, puede decirse que es muy variable, dependiendo de la naturaleza de la planta de prpcedcncia y
del propio método de extraccién empleado. En la tabla 1.18 se muestra la composicién, referida a su
contenido en acidos grasos, de los aceites més relevantes que sirven de materia prima para la
produccion de dcido oleico. En esta tabla no sc incluyen las posibles materias primas derivadas de
animales tanto marinos como terrestres, por ser sobre todo estos ltimos fuentes principales del dcido

estedrico, que presenta otra serie de aplicaciones [MANGRANE, 1944; RATTRAY, 1984].
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Tabla 1.18. Composicién de los principales aceites para la obtencion de dcido oleico.

FUENTE C14 Cle6 C18 C18:1 C18:2 C18:3 ?1
Oliva y orujo 0-1 7-15 . 1-2 70-85 4-12 ) - l
Hueso aceituna - 4-6 24 75-85 4-10 -
Cacahuete - 12-15 ] 14-16 54-76 | 12-25 -
Almendra - 5-8 - 75-80 2-4 -

Té 0-1 7-8 0-1 83-85 22-24 - [
Avellanas 0-1 2-4 1-2 90-95 2-3 -

Soja 0-1 7-10 3-6 25-35 52-60 1 2-6
Maiz - 7-8 24 45-50 40-45 5-10
Fruto de laurel 20-22 1-2 - 60-65 12-15 : -
Laurel cerezo 1-2 6-9 1-2 70-75 12-14 -
Anacardio - 6-7 11-12 74-75 7-8 -

1.6.3 USOS Y APLICACIONES DEL OLEATO DE ISOPROPILO

Las aplicaciones del oleato de isopropilo a nivel industrial son similares a las del palmitato de
isopropilo, pero ademds, por presentar un doble enlace en su composici6n, tiene una mayor versatilidad
en su empleo dentro de dichas industrias. Debido a esto se emple a dedntro de la industria cosmética,
industia de plasticos, lubricantes, preparacién de aceites hidrdulicos, industria textil, etc. A continuacién

se detallardn algunas de las aplicaciones mds relevantes.

Cosmética.

El Oleato de Isopropilo, presenta propiedades similares a las del palmitato de isopropilo, es
decir un liquido transparente, inodoro y viscoso, y por tanto se emplea como componente para diversos
tipos de preparados cosméticos tales como cremas, ungiientos y lociones. Puede actuar también como

emulsificante y presenta propiedades excelentes para ser absorbido en la piel [SWERN, 1979].
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Al ser aplicado, produce una sensacién muy agradable, evitando ¢l efecto grasiento y pegajoso
tipico de algunos cosméticos cuya composicion tiene un elevado contenido en sustancias excesivamente

grasas [GUNSTONE, 1986].

Este'tipo de producto gue puede utilizarse como disolvente de aceites esenciales e ingredientes
activos ampliamente empleados dentro de [a industria cosmética, que se comercializan como
compuestos hidratantes que ejercen algin otro tipo de accién especial sobre Ia piel [GUENTHER,

1955], ¥ por tanto hacen de agente transportador de vitaminas, proteinas, etc.

Farmacia y Medicina.

Al ser un agente con excelentres propiedades transportadoras de principios inmediatos, puede
ser empleado dentro de la industria farmaceiitica en la preparacién de jarabes y firmacos liquidos de
ingestién oral. Ademds puede actuar como vehiculo de transporte a través de la piel, formando parte
de preparados de uso topico para el tratamiento de trastornos traumatoldgicos [BAILEY, 1945;

GUNSTONE, 1982].

Industria textil.

Las fibras acabadas en piel o cuero, deben ser lubricadas con una fina pelicula de aceite, con
el fin de que tengan un tacto suave y una flexibilidad adecuada. Para este fin se emplean diversos tipos
de aceites, grasas y ceras, siendo el oleato de isopropilo, al igual que el palmitato de isopropilo, una

de las ceras incluidas dentro de este grupo [SWERN, 1979].

Dentro de este campo, ¢l oleato de isopropilo actia tanto como vehiculo de transporte para
otros aceites, como de agente lubricante en el proceso de acabado de las prendas producidas por este
tipo de industrias [BAILEY, 1945]. Siendo una de las ceras mds versdtiles para el lubricado tanto de

cueros duros como de cueros blandos o pieles dedicadas a este fin.
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Aceites hidraulicos.

Algunos aceites se emplean para la preparacién de fluidos hidraulicos y, particularmente, los
que deben ser expuestos a bajas temperaturas, como es el casos de los circuitos de los automdviles o
de los sistemas acromiﬁticos. El oleato de isopropilo, presenta caracteristicas adecuadas para este uso,
ya que adcﬁlés ¢s compatible con otros liquidos po_lares de baja viscosidad, y no genera residuqs

sOlidos en el interior de las conducciones [SWERN, 1979].

Lubricantes.

Por su condicién de liquido viscoso, presenta propiedades reoldgicas que lo hacen apto para
su empleo como lubricante de maquinarias delicadas. En general, puede emplearse para lubricar
maquinarias tales como aparatos de relojeria ¢ instrumentos de cierta precision, principalemente cuando
se trata de instrumentos de medida, en los cuales es fundamental que, aunque no varien dristicamente
sus condiciones de operacién, el sistema de lubricacién sea muy eficaz para conseguir la precisién

requerida [BAILEY, 19451

Debido al elevado coste de este tipo de lubricantes, generalmente se emplean preparaciones que
consisiten en mezclas de esta cera con otros aceites naturales o sintéticos, que hacen que el producto

fina] tenga un menor coste en el mercado.

Bamices y pinturas.

Las caracteristicas del oleato de isopropilo, también o hacen apto para su empleo dentro de
la composicién de algunos barnices, pinturas y recubrimientos que hacen de sustancias protectoras para
todo tipo de superficies expuestas a un deterioro. Asf puede emplearse en la preparacion de algunas
sustancias reparadoras de muebles, sueclos de madera, ceras para automdviles, metales, etc.
Generalmente forma parte de la composicién cérea de todos estos revestimientos que existen en el

mercado [SWERN, 1979].
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Industria de pldsticos.

El Oleato de isopropilo, es uno de los ésteres mds importantes dentro de la industria del
procesado de pldsticos. Su accién consiste en actuar como lubricante, especialmente en la fabricacion
de PVC, donde tiene bésicémcnte dos funciones. En primer lugar, se emplea para regular las
caracteristicas del ﬂ;.le de las particulas de PVC durante su procesado, donde ademés ejerce una accién
de control sobre la capacidad de gelatinizacion de los plasticos. La segunda funcidn del oleato de
isopropilo, no menos importante, consiste en la formacién de una pelicula deslizante sobre la superficie
de las paredes de los diferentes equipos con el fin de evitar que los polimeros no queden adheridos

durante su procesado [PRYDE, 1979].

Los ésteres provenientes de dcidos grasos y alcoholes de cadena corta, tales como el oleato de
isopropilo, son miscibles con el PVC, e incluso a elevadas concentraciones son capaces de producir
un efecto de lubricacién interna, sin afectar al acabado del producto final, por lo que se consideran

como excelenies plastificantes {GUNSTONE, 1982].
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1.7 METODOS PARA LA SINTESIS DE ESTERES

Las reacciones para la obtencién de ésteres pueden dividirse en dos grandes grupos. En primer
lugar estan las denominadas reacciones de solvolisis, en las cuales el reactivo principal lo constituye
un compuesto organico de naturaleza 4cida o un derivado de 4cido. Al segundo grupo pertenecen otro
tipo de reacciones, cuyas matetias primas de partida no tienen por qué ser un icido graso o un derivado
de dcido. Las reacciones mds versatiles para la sintesis de ésteres son las reacciones de solvolisis, ya
- que permiten Ia obtencién de ésteres a partir de un elevado nimero de productos de partida. Los tipos

de reacciones mas empleadas son las que se consideran a continuacion.
1.7.1 REACCIONES DE SOLVOLISIS

En general, este tipo de reacciones tienen lugar via sustitucién nucledfila. Segiin el medio
emplcado y el tipo de catalizador tiene lugar la disociacién parcial de las materias primas en mayor
o menor medida, las cuales vuelven a reorganizarse para dar lugar al correspondiente producto de
reaccién. Dependiendo de los productos de partida, podemos clasificar estas reacciones como se indica

a continuacién;:

1.7.1.1 Reacciones a partir de cloruros de acido.
Los reactivos empleados son, junto al cloruro de 4cido, un alcohol orgénico y un catalizador
bésico, como por ejemplo, dimetilamina [HANSEN,1955] o piridina. El esquema de reaccién general

puede considerarse de la manera siguiente:

P Y
R—C? + ROH —— R—C/ +HQl
Cl OR2
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1.7.1.2 Reacciones a partir de anhidridos de acido.

En este tipo de reacciones tiene lugar la formacién de nuevos productos, ademads del éster que
es el producto principal, también se forma un dcido orgédnico. Para que se Ileve a cabo la reaccidn,
se parte del anhidrido y un alcohol orgénico, y es necesaria la presencia de catalizadores de tipo dcido,
tales como ¢l acido sulfiirico [PRICHARD, 1955], cloruro de cinc [BAKER, 1955; BROWN, 1.961],
sulfato férrico [CALMAN, 1957], dcido clorosulfanico [ERDOS, 1951], metéxido sédico
[STANSBY,1965] o icido p-toluensulfénico monéhidratado [COPE, 1963]. El esquema general de
reaccién es el siguiente:

0 O 0 O

7 N . V]
Rl_C\O/C_Rl + RROH —» RI_C\OH + R—C_

1.7.1.3 Reacciones a partir de sales de acidos y haluros de alquilo.
" Para alcanzar altos rendimientos, se utiliza como catalizador la trietilenamina [MILLS, 1962],

obteniéndose conjuntamente el éster deseado v 1a sal correspondiente, como se muestra a continuacién:

° Py
R—C. + RX —» R—C_~ +NaX
Na _ OR,

1.7.1.4 Reacciones a partir de acidos carboxilicos y alcoholes organicos: Esterificacidn.

El método de esterificacién es el mds empleado cuando los reactivos son asequibles. Para
aumentar la velocidad de reaccién y alcanzar, lo més rapidamente posible, el equilibrio, se utilizan
catalizadores de caricter acido, tales como el dcido sulfirico, clorhidrico, dcidos sulfénicos, cloruros
metélicos, etc. Cuando se precisa que el medio de reaccion no sea fuertemente 4cido, se pueden utilizar

resinas de intercambio i6nico como catalizador [BOCHNER, 1965].
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El esquema de reaccién coincide con el clasico sistema de esterificacion, en el que se obtiene

el éster deseado y agua como subproducto:

0 H* 0
R—C] + RyOH =
OH OR,

Para favorecer ¢l rendimicnto en éster se puede desplazar el equilibrio por adicién de exceso
de uno de los reactivos de partida (generalmente el alcohol), o también por eliminacién del agua que
se va formando en el medio de reaccién (principio de Le Chatelier). Generalmente se elimina el agua
por destilacién azeotrépica del medio de reaccién, sobre todo cuando las especificaciones del proceso

requieren la operacién equimolar.

La estcriﬁcacién se lleva a cabo a ¢levada temperatura y en presencia de un sistema catalitico.
La velocidad de formaci6n del éster depende en gran medida del dcido carboxilico y del alcohol
empleados. Los mds ligeros reaccionan antes que los pesados. Asi mismo los alcoholes primarios
_reaccionan con mayor préntitud que los secundarios y estos mas rdpidamente que los terciarios y dentro
de cada serie reaccionan antes los més ligeros que los mas pesados. Aquellos de estructura lineal
reaccionan antes que los ramificados, siendo 1a velocidad de esterificacion especialmente més lenta si

1a ramificacidn es en la posicién o.

Mis recientemente se han utilizado enzimas y zeolitas como catalizador, de manera que se
evitan los problemas que provocan los catalizadores acidos de Lewis que dan lugar a una dificultad
de separaci6n, con la consiguiente contaminacién del producto de reaccion; el cual es preciso someter
a un tratamiento de purificacién. En el punto siguiente, se hard referencia exclusivamente a la
esterificacion catalitica, por ser este el método mds viable desde el punto de vista industrial para la

obtencion de los ésteres objeto de este estudio.
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1.7.2 REACCIONES DE OXIDACION-REDUCCION

Las reacciones que no se incluyen dentro del grupo de las solvoliticas, pero que también
pueden emplearse para la sintesis de ésteres a nivel indsutrial, son las reacciones denominadas de

oxidacién y reduccién [MARCH, 1985].

Reacciones de oxidacidon.

Utilizando este tipo de reacciones, se consiguen ésteres simétri_cos. El producto de partida es
un alcohol organico y como agente oxidante se emplea una disolucion de dicromato potisico en 4dcido
sulfiirico. La reaccion transcurre via hemiacetal.

0
R—CH,0H —2%+ R—COOCH,R

Esta reaccién no puede emplearse con reactivos insaturados, debido a que provocaria la

oxidacion de los dobles enlaces.

Reacciones de reduccién.
Este tipo de reacciones precisa la utilizacién de reactores a presién y la presencia de
catalizadores en forma de 6xidos metélicos, tales como los éxidos de cinc, cromo y aluminio. El uso

de hidrégeno como agente reductor y a alta presion, plantea problemas y riesgos en su manejo.

Por lo tanto, las reacciones de solvdlisis son las mis adecuadas para obtener ésteres de
cualquier naturaleza y, dentro de ellas, las de esterificacion son las mis rentables, puesto que eliminan

las operaciones adicionales de obtenci6n y purificacién de los productos de partida.
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1.7.3 ESTERIFICA CION CATALITICA

La esterificacién es la reaccién de formacién de un éster a partir del é4cido y el alcohol
correspondientes al tipo de éster que se desee obtener. Para aumentar la velocidad con que se produce
dicha reaccién, lo més habitual es emplear algin tipo de sustancia que de lugar a una disminucién de

la energia de activacién y el consiguiente aumento de Ia velocidad de la misma.

Los mejores rendimientos en la obtencién de ésteres l6gicamente se consiguen empleando
catalizadores, pero el problema se presenta a la hora de la eleccion de los mismos. Obviamente dicha
eleccion, desde el punto de vista industrial, no sélo pasa por la mejora del rendimiento de 1a reaccion,
sino que ademads serd necesario tener en cuenta otros parametros economico-industriales, tales como
el acondicionamiento de las materias primas, la necesidad de purificacidn de los productos obtenidos
con el fin de cumplir las especificaciones de mercado y el aborro energético, entre otros. Segiin el tipo
de catalizador que se emplee, se puede distinguir entre los diferentes tipos de procesos cataliticos que

se detallan a continuacidn.

1.7.3.1 Catalisis clasica. .

En este tipo de proceso se empléan como catalizadores dcidos minerales fuertes (dcido
clorhidrico y dcido sulfiirico), sales de estafio, compuestos organometilicos, gel de silice y resinas de
intercambio i6nico [BILBAO, 1984]. Este tipo de catilisis puede ser homogénea o heterogénea

dependiendo de la naturaleza de los materiales puestos en juego a la hora de llevar a cabo la sintesis

de los productos correspondientes.

Los catalizadores mds importantes cldsicamente empleados en la preparacidn de ésteres a escala
industrial para su posterior comercializacién, asi como sus principales caracteristicas son los que se

indican a continuacién:
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(a)

(b)

©

La catdlisis empleando dcidos minerales fuertes ha sido ampliamente estudiada en el caso de
las reacciones de esterificacidn. El dcido de mayor aceptacién ha sido el dcido sulfirico, con
el que se obtienen mayotes conversiones y ademds no es tan corrosivo como el #dcido
clorhidrico [BERMAN, 1948; DANUKA, 1977; AL-SAADI, 1981; GOTO, 1991]. Puede
presentar varios problemas debido a que un pequefio aumento de la concen:tracién de
catalizador o trabajando a temperaturas elevadas, puede provocarse la deshidratacién del
alcohol al éter u olefina correspondientes. Generalmente se emplea en concentraciones
inferiores al 1 6 2% en peso, sin embargo, en la mayoria de los casos, se producen compuestos
secundarios que después es necesario eliminar, lo que supone un gasto adicional que repercﬁtc

en el coste del producto final.

Los 4cidos sulfénicos, bencenosulfénico, paratoluensulfénico o metasulfénico también pueden
emplearse como catalizador en sustitucién de los dcidos mincrﬁlcs fuertes, ya que debido a que
SON POCO COITOsivos, pueden emplearse en plantas industriales de proceso [ZHOU, 1984]. No
obstante, requieren temperaturas clevadas de trabajo, por lo que pueden dar lugar a la
oxidacion de las especies involuéradas en ¢l medio de reacci6n, apareciendo coloraciones

indeseables en el producto final.

Las resinas de intercambio iénico de cardcter dcido sc emplean en los procesos constituidos
por lechos fluidizados, trabajando en régimen continuo. Generalmente, las resinas empleadas
son de intercambio catidnico, siendo las mas habituales las constituidas por grupos sulfénicos.
El principal inconveniente que se presenta a la hora de la puesta en planta de procesos
catalizados por estas resinas es su elevado coste y, en algunos casos, favorecen las reacciones
de polimerizacién secundarias [ASTLE, 1955; SHARMA, 1972; DAKSHINAMURTY, 1984;

GIMENEZ, 1987, GOTO, 1992].
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(d) El 4Acido fosférico puede catalizar reacciones de esterificacion, pero generalmente la velocidad

que se consiguen son relativamente bajas. Las sales metdlicas del dcido fosférico reducen las
reacciones colaterales. Su principal inconveniente es que precisan una temperatura de operacién

elevada, superior a la de los 4cidos fuertes [ELVERS, 1990].

(e) Algunos 6xidos metdlicos (6xido de cinc), cuya funcidn es la de aumentar la velocidad de
reaccién en procesos de esterificacion de dcidos grasos sintéticos con dioxano [RATREVICH,

1978; NAVROCIK, 1983], sin reducir la estabilidad térmica del alcohol.

(f) Algunas sales como cloruro de tionilo. Se ha empleado también en )a sintesis de ésteres céreos
saturados en presencia de un medio orgénico y a temperatura ambiente, alcanzindose elevados
rendimientos [PRABHUDE-SAI, 1978]. Recientemente se han sintetizado ésteres céricos
saturados por reaccién equimolecular de alcoholes de cadena larga y 4cidos grasos en presencia
de cloruro de tionilo como catalizador. El proceso tiene lugar en solucién de benceno a

temperatura ambiente, alcanzando rendimientos alrededor del 85%.

1.7.3.2 Catilisis por acidos de Lewis.

Los dcidos de Lewis, y en especial los haluros metélicos, son los empleados para catatizar la
esterificacién de alcoholes y 4cidos orgénicos de alto peso molecular [KLEIN, 1982]. Los mais
cmpleados son los cloruros de aluminio, boro, berilio, cinc, galio (III), titanio (IV), hierro (III) y

bismuto (IIT). También se utilizan los bromuros de boro, galio (III), estaiio (IV) y el fluoruro de boro.

La propiedad principal de estos compuestos ¢s que el 4tomo metdlico posee una deficiencia
electrénica en su estructura, por lo que los electrones integrantes de los reactivos bdsicos son atraidos

por ¢l nicleo metdlico del catalizador. Para acelerar la velocidad de reaccién se emplean como
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promotores bien donadores de protones (compuestos hidroxilicos y édcidos), o bien formadores de

cationes (hal6genos, oxigeno, azufre, etc..).

Los iniciadores o cocatalizadores pueden ser de dos tipos: Por una parte tenemos sustancias
donadoras de protones, tales como compuestos hidroxilos (agua, alcoholes) y protones écidos (cloruro
de hidrégeno, dcido sulfiirico, 4cidos orgdnicos, dcido fosférico, etc). Tambiém pueden estar
constituidos por sustancias formadoras de cationes, que son especies donadoras de protones, tales

como halégenocs, oxigeno, azufre, etc. .

El empieo de cloruros metélicos permite trabajar en fase homogénea, a la vez que evita la
reaccién con los dobles enlaces [URTEAGA, 1985]. El principal problema que se presenta con este
tipo de catalizadores es que producen la coloracién del producto obtenido, por lo que es obligado

someterlo a un proceso de decoloracién y purificacion.

1.7.3.3 Catilisis mediante zeolitas.
Recientemente se han utilizado zeolitas cldsicas y zeolitas ultracstables, debido a que estdn
constituidas por centros 4cidos (tanto de Lewis, como de Bronsted), que constituyen los centros activos

del catalizador en las reacciones de esterificaciti.

Las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos de elementos del grupo IA y IIA como sodio,
potasio, magnesio y calcio. Quﬁnicamentc s¢ pueden representar por la formula;
M, 0.A1,0,.y8i0, wH,O
donde y estd comprendido entre 2 y 10, » ¢s la valencia del catién correspondiente ry w representa el
agua contenida en los huecos de la zeolita. La estructura bésica esta consituida por canales o huecos
interconectados que se hallan ocupados por los cationes, que proporcionan neutralidad eléctrica a la

estructura, y moléculas de agua. El agua puede eliminarse por simple calentamiento dejando una
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estructura cristalina intacta atravesada por numerosos canales que incluye grandes cavidades que pueden
llegar a suponer el 50% del volumen total del cristal, lo que hace que se denominen también tamices

moleculares.

Este tipo de catalizadores se caracteriza por poseer una actividad superior a la de los dcidos
convencionalmente empleados. Su actividad depende de 1a relacidn silice/alimina, del tamaifio del
cristal, del tamaiio de poro y de la superficie especifica principalmente [SANCHEZ, 1994]. Por poscer
didgmetros de poro con una o més distribuciones de tamafios y ser estos de orden molecular, las zeolitas

pueden funcionar como tamices moleculares actuando catalizadores con selectividad de forma.

1.7.3.4 Catalisis enzimatica,

Desde el principio de los tiempos, el hombre ha empleado grasas, aceites y ceras para una gran
variedad de propésitos. La necesidad de aumentar y mejorar la produccion, inicialmente di6 lugar a
la puesta a punto de procesos tales como la fermentacién, que a penas ha empezado a evolucionar hastz;
ahora. La necesidad de mejorar y modemnizar este tipo de proceso.; ha dado paso a una nueva rama

dentro de la ingenieria quimica: la biotecnologia [RATTRAY, 1984].

La biotecnologia ha cobrado idltimamente gran importancia, tanto a nivel industrial como a
nivel de investigacién. Los procesos enziméticos constituyen una de las ramas mdis importantes dentro
de esta disciplina debido a los continuos avances que s¢ estin consiguiendo dentro del campo de la
ingcm'en'a quimica con este tipo de sistemas. La antigiia tecnologia empleaba tejidos integros de
animales o plantas, e incluso cepas de microorganismos completas. La tecnologia actual ha hecho
posible el aislamiento, puriﬁcacién,' caracterizaéién, e incluso procedimientos de ingenieria genética,
que han dado lugar al empleo de estos sitemas en forma de célula simple o sistemas enzimdticos (ver

figura 1.4).
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Figura 1.4. Desarrollo y aplicaciones de la Biotecnologia.

Las enzimas son biomoléculas con actividad catalitica, generalmente de cardcter proteico, es
decir, estdn forma_das mediante 1a polimerizacién de unidades peptidicas. Las enzimas utilizadas para
la sintesis de ésteres son las denominadas lipasas, cuya especificidad varfa en cada caso, dependiendo
de su naturaleza [HILLS, 1990; BERGER, 1992]. En general muestran rlegiocspcciﬁcidad hacia los
grupos hidroxilos y una estereoespecificidad que puede permitir a algunas de ellas que actien sobre

un dnico isémcro.éptico [LAZAR, 1986; SANTANIELLO,1993].

Se han desarrollado procedimientos con lipﬁsas seleccionadas e inmovilizadas de forma que

se aumenta su termoestabilidad y se retrasa su desactivacion, a la vez que se facilita su manejo y la

separacién posterior de la mezcla de reaccion [EIGTVED, 1988; IBRAHIM, 1988; CARTA, 1991].

La utilizacién industrial de los procesos enzimdticos ha sido muy limitada hasta ahora, por la
inestabilidad relativa de las enzimas en disolucién acuosa, que origina una rapida pérdida de la

actividad catalitica. Otro factor de desventaja ha sido el coste de aistamiento y purificacién [HUGE-
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JENSEN, 19881, unido a las dificultades que supone la recuperacion de la enzima una vez completado

el proceso catalitico [HOQ, 1984; YAMANE, 1988; VAN DER PADT, 19921

~ Las lipasas (triacilglicerol hidrolgsas EC 3.1.1.3) se han venido empleando con éxito como
biocatalizadores en reacciones de esterificacion y reacciones de intercambio de grupos éster como
acidolisis, alcoholisis y transesterificacién. El mecanismo de esterificacion transcurre a través de un
intermedio acil-enzima. La reaccién tiene lugar en la interfase entre el agua y el substrato insoluble.
" Esta interfase constituida por agua y aceite es esencial para conservar la conformacién y la actividad
catalitica de la enzima. En el cﬁso de una enzima inmovilizada, la interfase se obticne inmovilizando
la cantidad necesaria de agua junto con la enzima. La reaccién es reversible, y en condiciones de baja
concentracién de agua la enzima actuard a la inversa, es decir tendrd lugar la formacion del éster en
lugar de su hidrélisis [SCHUCH, 1989]. El esquema fundamental, que representa el mc;:anismo de la
reaccion en la estin involucradas tanto 1a formacién de éster como el agotamiento de este en favor de

sus reactivos iniciales, es el que se muestra a continuacidn.

HIDROLISIS ENZIMATICA
HOH >> R1OH

RiOH - HOH

R—j—om% R—j—Enzima % R—j—OH

Enzima

ESTERIFICACION ENZIMATICA
R{OH > HOH

| PEN

Enzima Enzima
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Como se ha mencionado anteriormente, ademis de las reacciones de esterificacién e hidrdlisis,
las lipasas son capaces de producir ésteres empleando otro tipo de reacciones. interesterificacién y
transesterificacion. Concretamente, el término transesterificacion estd referido a la obtencidn de un éster
determinado, empleando otros dos ésteres de partida, los cuales, mediante catdlisis enzimadtica, son
capaces de intercambiar sus cadenas originales. El término interesterificacién incluye las reacciones de
alcoholisis y acidolisis, que fundamentalmente cqnsisten en el intercambio de la cadena dcida o
alcohdlica con la correspondiente cadena del éster de partida, con lo que se consigue un éster diferente.
Algunos antores incluyen dentro de este iltimo término el de reaccién de transesterificacion, ya que
el mecanismo de reaccion de esta ﬁlﬁma no difiere basicamente de los anteriores. A continuacién se

muestran los esquemas correspondientes a estas reacciones [LINFIELD, 1984; HANSEN, 1986].

ALCOHOLISIS ENZIMATICA

0 R1 OH O RZOH O
¥ aha if . > ]
R ——C-—ORI#R — C— Enzimg === R —C— OR,
— —
Enzima Enzima

ACIDOLISIS ENZIMATICA
: O

o R OH 0 R-C-OH O
“ ",4-""'," |1 E . l.’_::‘-’_._b- R 2: OR
— C— ORq{ === R — C— Emzima —==== — L 2
R C 1 T ’)

Enzima Enzima

TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA
)

0 R, OH 0 R-C-OR; O

o I :
R —-—l(l:—— OR; ====R —C— Emima ===e== R —C— OR;
_.—F-‘"-"_'

Enzima Enzima
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La enzimologia moderna ha realizado grandes avances en el desarrollo de Ias técnicas de
inmovilizacién de enzimas. La inmovilizacion elimina la gran parte de las desventajas anteriormente
mencionadas y permite la utilizacion de las enzimas en los procesos continuos de manera similar a la

utilizacién de los catalizadores clésicos [LIE, 1991; MOJOVIC, 1993].

Las enzimas inmovilizadas se definen como "enzimas que son fisicamente confinadas o
localizadas en ciertas regiones con retencién de su actividad catalitica, y que pueden ser reutilizadas
repetida y continuamente"”. El empleo de enzimas inmovilizadas supone una serie de ventajas sobre la
utilizacién de enzimas en disolucién [KENNEDY,1983], estas ventajas consisten principalmente én la
posibilidad de ser reutilizadas, la facilidad de recuperacion del medio de reaccién, la minimizacién de
residuos e impurezas, la posibilidad de operar en continuo y, en algunos casos, la inmovilizacion

contribuye a un aumento de la estabilidad de la enzima [MESSING, 1975].

Los métodos de inmovilizacién empleados pueden clasificarse segiin sean ia naturaleza del
soporte y de la interaccién responsable de la inmovilizacién [CHIBATA, 1978). En la figura 1.5 se

muestra se recogen los métodos mds empleados para la inmovilizacién de enzimas.

La posibilidad de incluir enzimas en microemulsiones acuosas permite el estudio de la
transformaci6n de sustratos insolubles en agua en cantidades moderadas parcialmente solubles en agua
[BELLO,1986]. El interés de la dispersién de un liquido en otro viene dado por la formacién de un

producto parcialmente acuoso que puede funcionar como agente tensioactivo.

Recientemente, 1a sintesis de ésteres procedentes de dcidos grasos mediante catdlisis enzimatica
ha cobrado gran atencidn, ya que presenta claras ventajas sobre el procedimiento clasico, tales como
la selectividad con que se da la reaccidn y las condiciones més suaves del proceso, que conllevan un

gran ahorro energético [HOQ,1984]. Si ademds la enzima se emplea inmovilizada sobre un soporte que
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aumente tanto su estabilidad térmica como su resistencia mecdnica, su utilizacién a nivel industrial

adquiere un mayor interés [GERESH, 1991].

MEMERANAS
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Figura 1.5. Clasificacién de los métodos de inmovilizacién de enzimas.

Los beneficios que ofrece la utilizacién de enzimas a nivel industrial se resumen a

continuacién, y se considera que son principalmente tres [POSORSKE,1984; LANGRAND, 1988]:

- La especificidad de la enzima da lugar a una modificacién particular de las moléculas que

s¢ deseen transformar, segun esto, basta elegir 1a enzima adecuada para obtener el producto deseado.

- Como una cantidad moderada de enzima permite alcanzar conversiones elevadas, podemos
trabajar con relaciones enzima/reactivos bajas, con lo que los parametros de disefio no se ven afectados

por la utilizacién de un catalizador de tipo enzimdtico; ademds, las condiciones de presién y
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temperatura son moderadas, por lo que los costes de operacion y las necesidades energéticas no se ven

incrementadas.

- Finalmente, los procesos enzimdticos tienden a un bajo coste de tratamiento. Normalmente
las enzimas son biodegradables y su dosificacién no suele exceder el 1% del substrato, debido a esto,
los efluentes de una planta que trabaje con enzimas cataliticas van a presentar una baja DBO, con lo

cual, los posibles contaminantes se eliminan con facilidad.

Por otra parte, algunos autores [ZAKS, 1985; BOYER, 1990] han demostrado 1a necesidad de
una pequeiia cantidad de agua para potenciar la accién enzimética. Esta conclusién se ha alcanzado a
través de la certeza de que el agua actia directa o indirectamente sobre las interacciones no covalentes.

La climinacidn total del medio acwoso da lugar a la inactivacidn de la enzima [CARTA, 1991].

Los estudios realizados por Gatfield [GATFIELD, 1980] revelan que las enzimas precisan un
cierta presencia de agua, pero que 1a conversion es inversamente proporcional al contenido de agua en
el medio de reaccién cuando se tra.épasa un limite ya que, al tratarse de una reaccién de esterificacién,
cuando el aumento de 1a concentracién de agua es elevado, el equilibrio se desplaza hacia la formacién
de reactivos. Lo mismo sucede cuando se emplea un disolvente orginico y se elimina totalmente el
contenido en agua del medio de reaccion, puesto que es necesaria una pequefia cantidad de agua para
que el mecanismo de reaccién se verifique satisfactoriamente, Algunos autores [FABER, 1992] opinan
ademds que una elevada concentracién de agua en ¢l medio puede ser contraproducente para la

regu]acién y el control de la especificidad y la enantioselectividad del complejo enzimético por el

sustrato que se desea modificar.

Halling [HALLING, 1990] afirma que las lipasas en sistemas bifdsicos ofrecen un potencial

considerable para la industria dedicada a 1a conversi6n catalitica de aceites, grasas y reactivos quimicos
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similares, y que debido a esto, algunos procesos serdn comercializados en un futuro proximo. Ademads.
concluye diciendo que los factores que influyen sobre el equilibrio en estos sistemas de reaccion, o
hacen de manera légica, pero que el conocimiento de las cinéticas de reaccion, en cuanto a mecanismos

se refiere, es todavia bastante limitado.

Z. Knez, junto con otros investigadores ha llegado a la conclusién de que la enzima Mucor
Miehei cataliza la sintesis de ésteres, la cual depende principalmente del tipo de alcohol utilizadoe y de
las condiciones de operacion [KNEZ, 1990]. Afirma que presenta una actividad elevada especialmente

_para la sintesis de ésteres del dcido oleico.

Los estudios realizados por Macrae corroboran 1a necesidad de una pequeiia cantidad de agua
* presente el medio para que las enzimas puedan ser utilizadas como catalizadores efectivos en los
procesos de esterificacion y coincide con la necesidad de desarrollar una tecnologia enzimitica
adecuada y eficiente para introducir estos procesos definitivamente dentro del ambito industrial

[MACRAE, 1983 & 1989].

Algunos estudios realizados emplean diferentes tipos de enzimas, unas inmovilizadas y otras
no, aplicindolas a los diferentes tipos de procesos estudiados, con el fin de llegar a una optimacién
sobre el tipo de enzima que se debe utilizar. Las enzimas de mayor interés industrial son las lipasas

{SENIO, 1984; KOSUGI, 1987; SCHUCH, 1989; HIRATA, 1989].

Las lipasas son carboxilesterasas que hidrolizan los ésteres en medio acuoso. La diferencia las
lipasas y otras carboxilesterasas, tales como las proteasas o0 pectinesterasas, €s que mientras estas
iiltimas actiian sobre los sustratos presentes en disoluciones acuosas homogéneas, las lipasas s6lo actiian
como enzimas hidroliticas de ésteres en la interfase lipidica-acuosa de los sistemas heterogéneos. La

especificidad de las lipasas depende directamente de la longitud de la cadena del substrato que
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pretendamos atacar y de la colocacién de los grupos funcionales existentes en el mismo. Pero ademas
de estos, debemos tener en cuenta otros factores a la hora de disefiar un proceso de esterificacion
enzimitica [AIRES-BARRQOS, 1989; ROY, 1993]. El principal problema que presenta la esterificacién
a escala industrial es que los reactivos o bien son s6lidos o bien son inmiscibles entre si, por lo que

caben dos posibilidades de actuacién en el disefio de la reaccién.

La primera bosibi]idad consiste en emplear un disolvente que sea capaz de mejorar la mezcla
de reactivos y mejorar el contacto entre las fases para poder llevar a cabo la reaccién. Se ha podido
observar que dependiendo del disolvente que se utilice, las lipasas pueden variar su actividad catalitica,
aumentandola o disminuyéndola, llegando incluso a permanecer totalmente inactivas. Aquellos
disolventes en los que la lipasa se desactiva son los miscibles con el agua, lo que parece indicar que
estos disolventes extraen el agua esencial de la estructura de la proteina, causando la ruptura de los
puentes salinos y fuerzas hidréfobas y destruyen, por desnaturalizacién, la estructura enzimdtica.
Desnaturalizacién que puede ser reversible dependiendo del grado de deshidratacion alcanzado en la
estructura de la lipasa. Este factor ha de ser tenido por tanto en consideracion a la hora de proceder

a la esterificacién enzimdtica [HIRATA, 1989; JOHN, 1990; KNEZ, 1990; MILLER, 1988].

La segunda posibilidad consiste en trabajar en las condiciones mds adecuadas desde el punto
de vista termodinémico [PECNIK, 1992; ALVAREZ, 1993]. Es decir buscar condiciones de presién
y temperatura en las que todos los reactivos se encuentren en fase liquida para que el contacto entre
las fases mejore y la mezcla de reaccién sea homogenea. Logicamente, las limitaciones a esta
posibilidad van a venir dadas por la naturaleza de las especies involucradas en el medio de reaccion.
Las presiones de vapor de los reactivos son un factor determinante en las reacciones de esterificacion,
y cuando el catalizador es una lipasa inmovilizada [MALACATA, 1990], el intervalo de trabajo se
reduce ain mds. En este caso la velocidad de agitacin, cuando se trate de un reactor tipo tanque

agitado, vendr4 limitada por la resistencia mecinica del soporte sobre el que esté inmovilizada la lipasa
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[CHEN, 1989: MALACATA, 1991]. La posibilidad de trabajar a vacio para eliminar el agua del medio
de reaccidn, y asi desplazar el equilibrio hacia la formacién de productos, es viable, siempre y cuando
esté garantizado cl agua de constitucién que precisa la enzima para mantener su actividad catalitica.
Sin embargo, con ¢l pardmetro temperatura, las posibilidades son escasas [LOPES,1993; VALIVETY,

1991].

Generalmente, ain cuando las lipasas estin inmovilizadas en soportes que aumentan
considerablemente su resistencia térmica, la temperatura de trabajo no puede superar los 80-1006°C, 1o
que supone que en determinados casos, los reactivos permanezcan en fase sélida y la reaccién no se
pueda llevar a cabo ficilmente [ROY, 1993). Cuando la temperatura aumenta por encima de la
tcmpcramra umbral permitida por la lipasa, la actividad comienza a caer a gran velocidad. Existe un
intervalo por encima de dicha temperatura, en ¢l cual la lipasa pierde su estructura globular con la
consiguiente pérdida de actividad, pero si disminuye la temperatura la enzima es capaz de volver a
recuperar su conformacién original [LOPES, 1993]. Cuando este fenémeno tiene lugar, se dice que la
enzima se desnaturaliza por accién térmica. En cambio, si la temperatura sigue aumentando, 1o que
sucede es que la lipasa se desactiva por efecto de la temperatura y la recuperacién de su actividad es

irreversible.

Debido a que la disponibilidad de lipasas en la naturaleza es muy variada y a que la
especificidad de las mismas lo es ain mds, la eleccién de una lipasa como sistema catalftico va a venir
dada por las caracteristicas del proceso que se vaya a poner a punto. Por tanto hay una necesidad
fundamental de estudiar todos y cada uno de los pardmetros que se ponen en juecgo en dicho proceso,
tales como variables de operacion y naturaleza de los diferentes sustratos que van a intervenir en la
reaccion. Pese a la dificultad existente en clasificar las lipasas desde el punto de vista de su empleo
como catalizador, segiin las materias primas a partir de las cuales se obtienen este tipo de catalizadores,

podemos dividir las lipasas en tres grupos fundamentales:
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(a) Lipasas obtenidas a partir del pdncreas de cerdo, del cudl sélo se obtienen esterasas de baja
actividad, proteasas y amilasas.

(b) Lipasas obtenidas a partir del estémago de ciertos animales, estas enzimas catalizan la
hidrolisis de los 4cidos grasos de cadena corta presentes en la leche, para la preparacién de quesos.

(c) Lipasas obtenidas por fermentacion de cepas bacterianas, fitngicas y microbianas. Este tipo
de lipasas, ademés de hidrolizar sustancias grasas, también las sintetizan, de ahf su elevado interés
industrial. A este grupo pertenecen las especies Aspergillus, Candida cylindracea, Rhizopus, Mucor,

fosfolipasas y pseudomonas.

En cuanto a su empleo desde el punto de vista industrial dentro del campo del procesc de c.cras
grasas y aceites, en la tabla 1.19 se recogen las lipasas més empleadas en los procesos que emplean
reactores de soporte de membrana. En la tabla 1.20 se recogen algunos de los procesos que emplean
reactores de lecho fijo, 1a tabla 1.21 presenta los procesos en los que se emplean enzimas inmovilizadas
en tanques agitados que operan en continuo y la tabla 1.22 los que emplean un tangue agitado que;
opera en discontinuo o por cargas. En ellas se detalla el tipo de rcéctor, la fuente de proccdcncié de
la lipasa, el soporte sobre el que estd inmovilizada, asi como el método de inmovilizacién y el tipo de
reaccion qué se lleva a cabo.

Tabla 1.19. Reactores de membrana.
]

Fuente de Metodo de

Tipo de Reactor Lipasa Inmovilizacién Soporte Reaccidén Referencia
|

Membrana sumergida  Pseudomonas Entrapamiento MBBA¢ Hidrdlisis Karube 1977

Mucor Entrapamiento MBBA Hidrolisis Suzuki 1977
Fibras cruzadas C. rugosa Adsorcidn CHBPx Esterific. Van Der Padt 1990

C. rugosa Adsorcion Celulosa Hidrdlisis Pronk 1988
Flujo tangencial C. cylindracea Adsorcién Celulosa Hidrélisis Hog 1985

R. japonicus Adsorcién Polipropileno Esterific. Hog 1985

M. miehei : ' Polipropileno

P. fluorescens

C. viscosum Adsorcion Esterific. Hoq 1984

A. niger Adsorcidén Polipropileno Hidr6lisis Malacata 1990
Fiujo a través de C. cylindracea Adsorcitén Polipropileno Hidralisis Brady 1988
membrana C. cylindracea Adsercién Polipropilenc Hidrolisis Brady 1986

T. lanuginosus Adsorcién Polipropileno Hidrélisis Tayler 1986

. Acrflica

" : 4-c1ano-4-heptilbifenzlo. MBBA: 4-metoxibencilideno-4'-butilanilina.
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Tabla 1.20. Reactores de lecho fijo,

Fuente de Lipasa

Metodo de
Inmovilizacion

Soporte

Reaccion

Referencia

Aspergillus niger Adsorcion Zeolita Interesterificacisn Macrae 1985
Mucor miehei

Adpergillus niger Adsorcitn Resina Interesterificacién Macrae 1983
G. candidum

Rhizopus niveus

Aspergillus niger Enlace covalente Vidrio poroso Hidrélisis Kobayashi 1980
P. fluorescens Adsorcion

Rhizopus japonica

Rhizopus delemar

C. cylindracea

Pancreas de cerdo

Pancreas de cerdo Adsorcién Spherosil Hidrdlisis Lavayre 1982
C. ¢ylindracea

C. cylindracea Entrapamiento ENTP Hidrélisis Kimura 1983

Adsorcidn
Enlace covalente
Humicola langinosa Entrapamiento ENTP, Amberlita Hidrdslisis Omar 1988
Cross-lnking Alginato célcico

C. cylindracea Adsorcién HDPE ¢ Hidrélisis Brady 1988
C. cylindracea Adsorcion Polipropileno Hidrolisis Brady 1986
Rhizopus arrhizus Adsorcién Zeolita Interesterificacién Wisdom 1987
Rhizopus arrhizus Enlace celular Fingico Hidrélisis Bell 1981
Rhizopus arrhizus Enlace celular Fingico Esterificacién Patterson 1979
Mucor miehei Intercambio i6nico Resina Interesterificacion Posorske 1988
Mucor michei Intercambio 16nico Resina Interesterificacion Hansen 1986
: Esterificacién

Mucor miehei Adsorcidn Zeolita Interesterificacion Ison 1988

» ENTP: Polipropilenglicol. HDPE: Polietileno de alta densidad.

Tabla 1.21. Reactores continuos tipo tanque agitado y lecho fluidizado.

Metodo de
Immovilizacidn

Fuente de

Li Referencia

Reaccion

Tipe de Reactor Soporte

Metdlico Hidrolisis Lieberman 1975
Poliacrilamida
Zeolita
Celulosa
Gel de sflice
Resina
Aldmina
CPG
Carbono
Nylon
HDPE
Polipropileno
Fingico

E. Covalente
Cross-linking
Adsorcidn

Lecho fluidizado Pancreas cerdo

Hidrélisis Brady 1986
Brady 1987
Brady 1988

CSTR » C. cylindracea

CSTR R. arrhizus E. celular Esterifc. Takahashi 1987

= CSTR: Reactor continuo tipo tanque agitado. CPG: Vidrio poroso controlado. HDPE: Polietileno de alta densidad.
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Tabla 1.22. Reactores discontinuos tipo tanque agitado.
[ e T R

Fuente de Lipasa

Reaccion

Referencia

Geotricum candidum
Aspergillus niger
Mucor miehei
Pancreas de cerdo
Candida cylindracea
Rhizopus arrhizus
Aspergillus niger
Mucor miehei
Aspergillus niger
Candida cylindracea
Geotricum candidum
FPancreas de cerdo

Aspergilius niger

P. fluorescens
Rhizopus japonica
Candida cylindracea
Pancreas de cerdo
Candida cylindracea

Rhizopus delemar '
' Candida cylindracea

Semilla de algoddn
Pancreas de cerdo
Mucor javanicus

Candida rugosa
Rhizopus arrhizus
Rhizopus delemar

Humicola lauginosa

Aspergillus oryzae
Aspergillus niger
C. viscosum
Pancreas de cerdo
Semilla de colza
Semilla de algoddn
Aspergillus niger

Candida rugosa
Rhizopus arrhizus
P. mephitica
Mucor miehei
Rhizopus oryzae
P. fragi

Metodo de .
Inmovilizaciin Soporte
Adsorcitn Vidrio poroso
Entrapamiento Aldmina
Zeolita
Poliuretano
Adsorcién Zeolita
Adsorcitn Resina
Enlace covalente Sephadex
Celulosa
Enlace covalente Vidrio poroso
Adsorcién Sheparose
Dowex
Enlace covalente Sepharose
Entrapamiento Duolite, Zeolita
Adsorcién CPGty
Enlace covalente
Entrapamiento Zeclita
Adsorcidti Poliuretano
AEC, CPG v
Enlace covalente Apgarosa
Sepharose
Entrapamiento Poliacrilamida
Enlace covalente Poliamida
Enlace covalente AEC
Intercambio idnico Agarosa
Celulosa
Entrapamiento Polietilenglicol
Entrapamientc Alginato célcico
Alginato sddico
Entrapamiento AECe
Adsorcion Poliuretano
Cross-linking Amberlita
Microencapsulacion Manteca
Microencapsulacién Silice, Dextrano
Adsorcién Vidrio
Adsorcion Zeolita
Adsorcién Zeolita
Adsorcitn Zeolita
CPG 9
Adsorci6n Sephadex
Adsorcién Zeolita
Adsorcién DADA =
Intercambio idnico Resina sintética
Enlace covalente Alimina
Enlace covalente Magnetita

Esterificacion

Interesterificacion

Interesterificacién

Hidrolisis

Hidr6lisis

Hidrolisis
Hidrolisis

Interesterificacion

Hidrélisis
Hidrélisis

Hidr6lisis

Hidrolisis

Hidrélisis
Interesterificacidn
Hidrélisis

Hidrdlisis

Hidrélisis

Hidrélisis
Hidrdlisis
Esterificacion
Tnteresterificacion
Interesterificacion

Hidrdlisis
Interesterificacién
Hdrdlisis
Esterificacion
Hidrdlisis
Esterificacion

Marlot 1985

Macrac 1985

Macrae 1986

Melivs 1974

Kobayashi 1980

Patton 1988
Tahoun 1986

Yokoceki 1982
Kilara 1977
Kilara 1981

Rakhimov 1977

Ogiso 1972

Kwon 1987
Kawashima 1976

Omar 1988

Pannell 1989

Kitajima 1969
Hills 1989
Kadyrova 1983
Wisdom 1985

Kang 1988
Goderis 1987
Kosugi 1979
Miller 1988

Neklyudov 1981
Takahashi 1987

e - -~ e
¢ CPG: Vidrio poroso controlado. DADA: 1,12-Diaminodedecano Agarosa. AEC: Aminoetilcelulasa.
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Por ofra parte, cuando se valora el potencial de aplicacién de una nueva tecnologia para su
incorporacién en una produccidn a escala industrial, dcben tenerse en cuenta dos cuestiones
fundamentales: a) Si el proceso es capaz de producir ei producto final deseado con un rendimiento
aceptable y si se obtiene el grado de pureza requerido (Viabilidad Técnica), y b) Si el proceso puede
conseguir estos objetivos con unos costes razonables (Viabilidad Econémica). El primer factor va a
depender exclusivamente de los medios y de las materias primas empleadas. La lipasa empleada en el
proceso va a jugar uno de los papeles mds importantes, si no ¢l mds importante. Uno de los problemas
que pueden presentarse es el fendmeno de la desactivacién térmica, por eso e$ necesario trabajar dentro
del intervalo que tnarquen las especificaciones de dicho catalizador sin que se¢ produzca una caida
dréstica de la actividad catalica con la consiguiente pérdida de rendimiento que esto supondria. La
viabilidad econémica del proceso va a pasar precisamente por el tiempo de. vida medio de 1a enzima,
por lo que es importante que esta funcione con una actividad adecuada, sin perdida de actividad por

desactivacién térmica y, que el rendimiento se mantenga constante en el proceso.

Para aumentar la estabilidad térmica de la lipasa que se va a emplear como catalizador se acude
a 1a técnica de inmovilizacion, pero hay ocasiones en que esta ¢s insuficiente debido a las limitaciones
impuestas por la propia naturaleza de la lipasa en cuestion. Para subsanar este hecho, se ha recurrido
en muchos casos a otros métodos de estabilizacién térmica. Los métodos mis empleados estan

constituidos por la ingenieria genética, la modificacion quimica y algunos tratamientos fisicos.

Son varios los autores que dedican su investigacién a la caracterizacion e identificacién de las
lipasas para poder aplicarlas a procedimientos para la obtencidn de productos de quimica fina con una
mayor selectividad y estabilidad. Algunos ejemplos incluyen el estudio de 1a cepa de A spergillus niger
que produce lipasas muy especificas para residuos icidos de cadena corta [IMACRAE, 1983], o 1a cepa
de A spergillus Oryzae, que produce lipasas capaces de generar cierto tipo de aditivos potenciadores

del sabor [ARBIGE, 1986]. Las técnicas de recombinacion de DNA han aumentado considerablemente
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el potencial de nuevas investigaciones relacionadas con las lipasas. Este interés ha venido dado por su
aplicacién a la industria de coagulacion de quesos I BARACH, 1985]. Los mecanismos de produccion
de las lipasas estdn controlados por los diferentes genes que constituyen su cédigo genético y este serd
el que determine la estructura y las caracteristicas del complejo enzimdtico. Para modificar estas
estructuras proteicas hay que tener en cuenta tres factores fundamentales: Las interacciones existentes
con los diferentes tipos de estructuras lipidicas, 1a degradacidn parcial efectuada por las proteasas que
coexisten con las lipasas y el equilibrio de asociacién-disociacién de las subunidades que constituyen

la estructura de la lipasa.

Los tratamientos quimicos mis comunmente empleados, involucrados en la modificacién de
lipasas o en la modificacién de su actividad son los tratamientos con disolventes orgdnicos. El
disolvente mds utilizado para este fin es el propilenglicol [TAKAHASHI, 1987]. Este procedimiento

asegura la hidratacién en los alrededores de la lipasa y permite su buen funcionamiento.

El otro procedimiento empleado para aumentar la estabilidad de las lipasas estd constituido por
los métodos de inmovilizacién, cuyas propiedades y beneficios aplicados a las enzimas en general y

a las lipasas en particular ya han sido suficientemente detallados anteriormente.
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1.8 VARIABLES DE OPERACION EN LOS PROCESOS DE ESTERIFICACION

Las variables que influyen en los procesos de esterificacion catalitica que se llevan a cabo en

reactores tipo tanque agitado que opera cn discontinuo son las que se indican a continuacién:

- Temperatura. -~ Presidn.
- Tiempo de operacién. - Catalizador: naturaleza y concentracidn.
- Relacién molar entre reactivos. - Velocidad de agitacidn.

El tiempo de operacién para alcanzar una determinada conversién depende de la temperatura,
presidn y concentracion de catalizador, y suele estar comprendido, en la mayoria de los procesos de
esterificacion, entre 90 nﬁnutos y 7 horas [McCRACKEN, 1967, NAVROCIK, 1985; GIMENEZ, 1987;

GOTO, 1991 & 1992; GARCIA, 1993).

Los limites de temperatura y presiéon de trabajo vienen generalmente determinados por los
puntos de fusién y ebullicion de los reactivos y productos, y en nuestro caso, también por las

especificaciones del sistema enzimético empleado como catalizador.

En la mayoria de la bibliografia consultada, 1as condiciones de presién varian entre trabajar a
vacio y a presidn atmosférica, mientras que los rangos de temperatura utilizados, para el caso de la

catdlisis enzimdtica, oscilan entre 40°C y 90°C.

Dependiendo del dcido y alcohol de partida, el éster obtenido puede ser de diferentes tipos. Asi
tendremos ésteres mds o menos voldtiles segin .sean las volatilidades de los reactivos de partida.
Cuando los ésteres formados presentan una volatilidad media o alta, es necesaria la formacién de
azedtropos para la eliminacién del agua formada en el medio de reaccidn, en el caso de que el

rendimiento de la reaccién no sea satisfactorio.
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En el caso de los éstercs poco volitiles, pueden presentarse dos situaciones en relacién con el
dcido y el alcohol de partida: La primera es que ambos presenten baja presién de vapor y por tanto una
baja volatilidad, por lo que, al ser estos ésteres poco voldtiles, el componente més voldtil de la mezcla
de reaccién va a ser el agua, el cual puede eliminarse del medio por una simple purga con un gas inerte
o por destilacién continua, aplicando condiciones de vacio. Por el contrario, cuando uno de los
reactivos o los dos sean voldtiles, scgunda situacion posible, presentarén presiones de vapor segin las
cuales el proceso de eliminacion del agua aplicando vacio, es inviable, puesto que arrastrariamos lﬁs
reactivos mds voldtiles con el agua. Por este motivo el sistema empleado no puede trabajar a presiones
inferiores a la atmosférica. Si en esta situacién los resultados son aceptables, no habria inconveniente

en operar hasta alcanzar la conversién de equilibrio.

En el caso de que la anterior situacién no tuviese lugar, seria necesario considerar la
modificacién del sistema de reaccién para operar, por ejemplo, con un sistema de separacién de los
componentes de la fase vapor y recircular al reactor dicha corriente en fase liquida y ¢xenta de agua.
Légicamente pueden emplearse otro tipo de procedimientos como pueden ser el empleo de tamices
moleculares para la retencién del agua, o una operacién en semicontinuo por adicién de los reactivos

mas volatiles.

En los casos que aqui se van a exponer, todos los compuestos involucrados en los diferentes
medios de reaccién presentan presiones de vapor que hacen viable trabajar en condiciones de vacio,
a excepcion de uno de los fcactivos, el alcohol isopropilico, sin embargo la mezcla de reaccidon final
trabajando a presién atmosférica sin climinacion de agua, presenta una conversién de equilibrio

adecuada para su aplicacién en el mercado.
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1.9 OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Debido al elevado mimero de aplicaciones de las ceras objeto de la presente memoria y las
limitaciones que presenta su obtencidn, en unos casos a partir de fuentes naturales y, en otros, mediante
sintesis, es necesario sustituir los productos naturales por compuestos andlogos en sus caracteristicas
fisicas y quimicas para su utilizacién por parte de las industrias interesadas en su aprovechamiento, y

mejorar los procedimientos de sintesis con el fin de obtener mejoras de calidad vy de tipo econémico.

Los compuecstos andlogos para los aceites de jojoba y de cachalote, sc obtendrin a partir del
acido oleico y los alcoholes oleico y cetilico respectivamente. Tanto el 4cido oleico como el alcohol
oleico pueden obtenerse a partir del aceite de oliva, mientras que el alcohol cetilico se obtiene a partir
del aceite de palma. Estas materias primas son bastante comunes en Espaiia, por lo que el precio de

las materias primas va a influir positivamente en el factor econémico del proceso.

En cuanto a los demis productos objeto de sintesis, pucde decirse que las materias primas de
partida son bastante asequibles en cuanto a calidad, cantidad y precio. Si, ademds, tenemos en cuenta
el elevado valor afiadido de los productos obtenidos, asi como sus numerosas aplicaciones y denianda
por parte del mercado, la posibilidad de hacer viable el procedimiento de obtencién puede considerarse

atractiva, tanto desde el punto de vista econémico, como técnico.

Por otra parte, la escasez de modelos cinéticos, segin las fuentes bibliogrificas consultadas,
para la sintesis de este tipo de ésteres, empleando sistemas enziméticos como catalizador, nos lleva a
1a proposicién de determinar modelos cinéticos que describan el campo experimental ensayado, con
el fin de obtener informacion itil tanto para el disefio del reactor, como para la puesta en planta del

PTOCESO.
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Con el fin de conseguir los objetivos propuestos, se han planieado una serie de lineas de

actuacion que constituyen ¢l presente plan de trabajo, y que se resume en los puntos que s¢ muestran

a continuacion:

1-

Realizar un estudio bibliogrifico a cerca de las sustancias con que se va a trabajar y de los
distintos modos de operacién viables para nuestro caso concreto, con ¢l fin de obtener la

informacion necesaria para plantear el proceso de sinteis.

Puesta a punto del método de andlisis con el fin de identificar las especies en el medio de

reaccion, asf como cuantificar dichas especies lo largo tiempo transcurrido en procéso.

Estudio discriminatorio en la eleccion del sistema catalitico enzimdtico.

Estudio de las variables que influyen sobre el proceso de esterificacién, asi como la

cuantificacién y optimacion de las mismas. -

Realizacion de experimentos cinéticos con el fin de estimar la influencia de las variables de

operacién sobre la velocidad de reaccidn.

Elaboracién y discusion de resultados dirigida hacia la proposicién de modelos cinéticos que

explique el comportamiento del proceso y permita el disefio del reactor.
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El empleo adecuado de algunos catalizadores como los sistemas enzimaticos, dentro ciertos
campos de aplicacién técnica inmediata, como lo son en el desarrollo de la sintesis de algunos
metabolitos especificos, en el diagndstico clinico ¢ en el andlisis de alimentos, requiere el conocimiento
exhaustivo de la cinética involucrada en dichos procesos. Cuando estos sistemas enzimdticos s-e
purifican, encuentran muchas aplicaciones directas dentro del campo de la ingenieria quimica. Los
denominados reactores enziméticos emplean como catalizador enzimas inmovilizadas, en algin soporte
sé6lido quc‘ aumenta sus propiedades mecdnicas y térmicas. Su empleo es fundamentalmente en la
sintesis de productos de quimica fina, en donde se requiere que no tengan lugar reacciones colaterales,
o que sean despreciables frente a la reaccién brincipal. El diseifio de dichos reactores es evidentemente
un problema cinético, de ahi la importancia de conocer los pardmetros cinéticos que intervienen en el

PIOCEsO0.

En algunos casos, debido a determinadas especificaciones, interesa que la actividad enzimadtica
cese. Este caso se da principalmente, en acciones terapéuticas de interés farmacoldgico. Para conseguir
este cese de actividad, se emplean sustancias inhibidoras de dichas enzimas. Los inhibidores actdan

reconociendo el centro activo de la estructura proteica que constituye la enzima, y se fijan en &,
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impidiendo que tengan lugar otro tipo de reacciones, indeseables en este caso. El caso extremadamente
opuesto scria el papel que desempefian las coenzimas, cuya misidn es fijarse en un centro activo
especifico, con el fin de que el centro activo en el que se va dar la reaccién que nos interesa, adquiera
una configuracién tal que pueda ser reconocido el sustrato, se fije en dicho centro y tenga lugar la
reaccion. En el campo de la ingenieria quimica, generalmente lo que sucede es lo contrario. Es decir
ciertas sustancias son capaces de inhibir la accién del catalizador, de modo que es necesario conocer
las condiciones mds adecuadas para que este fendmeno no tenga lugar. En cualquier caso, es totalmente
necesario el conocimiento de los factores cinéticos gue constituyen dichos procesos, con el fin de
maximizarlos o minimizarlos, segin convenga [ENGEL, 1981]. En cualquier caso, a la hora de preparar |
un sistema catalitico de estas caracteristicas, uno de los factores fundamentales ¢s la medida de la
actividad de dicho sisterna. Dicha actividad va a estar sujeta a un pequeiio intervalo impuesto por las
variables de operacién. En general cuando se habla de la actividad catalitica de una enzima, dicha
actividad se refiere a unas condiciones de operacién muy concretas, ya que una pequefia variacién de

estas condiciones da lugar a una caida dréstica de dicha actividad.

Por regla general, para medir dicha actividad se emplea un medio en el cual las condiciones
de operacién son las més adecuadas y, por tanto, la enzima sea lo mds estable posible y no exista
peligro de desnaturalizacién o desactivacién. Una vez conseguido esto, la actividad se mide empleando
para ello una reaccién prueba, en la cual se lleva a cabo un seguimiento de la velocidad con la que
tiene lugar dicha reacci6n. Las unidades correspondientes a dicha actividad van a venir dadas por la
c.ann'daa' de enzima que es capaz de convertir un umol de sustrato por minuto bajo las condiciones en

que se lleva a cabo la reaccién que se tomardn como condiciones standard.

Desde el punto de vista de la ingenierfa quimica, las enzimas inmovilizadas en soportes sélidos
presentan una serie de ventajas evidentes respecto a las enzimas solubles cuando se aplican en procesos

de interés industrial. Sin embargo, a pesar de que se ha diversificado el empleo de los mds variados
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sistermnas de contacto enzima inmovilizada-sustrato, fundamentalmente a escala de laboratorio, son muy
escasos los modelos matemdticos gencralizados que aparecen en la literatura representando la

descripcién de tales sistemas [CHARTON & MACRAE, 1993].

Los pardmetros tomados como bésicos para introducirse dentro del estudio, mds complejo, de
la cinética de este tipo de sistemas, corresponden a hip6tesis que tienen en cuenta reacciones con un
s6lo sustrato para dar un producto determinado, suponiendo para ello una cinética de primer orden

[TAYYAB, 1992].

Légicamente, son estos los modelos mds desarrollados por ser los mds simples,
independientemente de que haya mds de uno. Estos modelos coinciden en que el tratamiento més
adecuado para explicar el comportamiento de la cinética enzimdtica, consiste en proponer como modelo
basico 1a denominada ecuacién de Michaelis-Menten. Dicho andlisis cinético permite obtener una serie
de pardmetros fijando las condiciones de operacién (presién, temperatura, concentraciones iniciales,
empleo de disolventes, etc.). Los pardmetros que se obtienen son la velocidad méxima de reaccién,
constituida por el producto de la concentracién total de catalizador y la constante cinética de la
reaccion de formacién de producto, y la constante de Michaelis-Menten con respecto al sustrato
interviene en la formacién de un complejo con la enzima, a partir del cual transcurre la reaccion
principal del proceso. Combinando esta reaccién con la posible aparicion de complejos indeseables,
producidos por ¢l enlace entre la enzima libre y supuestos inhibidores de la misma, pueden obtenerse

otros pardmetros denominados constantes de inhibicién [ZAKS, 1985; MALACATA, 1992].

Debido a que los estudios cinéticos que involucran sistemas enzimdticos como catalizadores,
estin basados en los modelos matemdticos para las reacciones simples de un solo sustrato, a

continuacidén se comentardn someramente dichos modelos matematicos.
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2.1 MODELOS PARA UN SOLO SUSTRATO

Desde principios de siglo, la mayoria de los autores que han estudiado el comportamiento
cinético de este tipo de sistemas, lo han hecho, casi exclusivamente, basdndose en los datos de
equilibrio de dichas reacciones. La pﬁmcra ecuacién general aparece con unos estudios realizados por
Henri en 1903, El modelo matemitico en el que concluyen dichos estudios estd constituido por un
sistema de primer orden de reaccién con respecto al sustrato. La velocidad de reaccién que se describe
no aumenta linealmente con la concentracién de sustrato, sino que ¢i valor de Ia velocidad de reaccion
tiende a un valor méximo. Las hipétesis en las que se basa dicho estudio son las siguientes:

- El sistema enzimatico se comporta exclusivamente como un catalizador.

- La enzima y el sustrato reaccionan a elevada velocidad para dar lugar a la formacién de un complejo
enzima-sustrato.

- Sélo estin involucrados en €l mecanismo de reaccién un tnico sustrato y un Gnico complejo enzima-
sustrato, el cual se transforma dando lugar a la liberacion de un producto y de la enzima libre.

- La enzima, ¢l sustrato y ¢l complejo enzima-sustrato estdn en equilibrio, de manera que la velocidad
de disociacién del complejo enzima-sustrato en sustrato y enzima libre es muy superior a la de
formacion producto -y liberacion de la enzima.

- La concentracién de sustrato es mucho mayor' que la concentracién de enzima, por lo que la
formacién del complejo enzima-sustrato no produce alteraciones en Ia concentracién de sustrato.

- La velocidad global del proceso estd controlada por la velocidad de liberacién de la enzima libre y
el producto final de reaccién.

- Cuando la velocidad del proceso se¢ mide a tiempos cortos de reaccion, la velocidad de la reaccién

inversa es insignificante.

Diez afios mds tarde, Michaelis y Menten confirmaron la investigacion experimental de Henri

y presentaron una versién modificada de la expresidn de velocidad de reaccién inicialmente propuesta.
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La expresion de la ecuacién general presentada por Henri en un principio, y comprobada y

contrastada posteriormente por Michaelis y Menten, es la que se muestra a continuacidn:

E+SeES . Kk k,
ES~E+ P =~ Kk

(~T5) nax [S]

R [2.1]

(-r.)

Partiendo de esta ecuacitén, pueden suponerse dos casos fundamentales: (a) que la velocidad
con que se alcanza el equilibrio de formacién del complejo enzima-sustrato es muy rapida, o (b) asﬁmir
la hip6tesis del estado estacionario para dicho complejo. En el primer caso la concentracién de dicho
complejo puede ponerse en funcién de la concentraci6n de enzima libré, de la concentracion de sustrato
libre y de la constante de Michaelis-Menten, empleando para ello las correspondientes ecua.tciones
cinéticas para cada uno de los pasos del supuesto esquema de reaccin y la ecuacién de conservacion
de materia para la concentracién de enzima. La expresitn final va a dar lugar a una ecuacién que
explica el sistema de equilibrio, y si se desea obtener la ecuacion cinética es necesario introducir el

término de concentracién del complejo enzima-sustrato [SEGEL, 1993].

En el segundo caso propuesto, es decir cuando sc tiene en cuenta la hip6tesis del estado
estacionario, se liega a la deducci6n de la expresion propuesta por Briggs-Haldane. En 1925, Briggs
y Haldane propusieron que no era necesario que €l complejo enzima-sustrato estuviesen en equilibrio
con la concentracién de enzima libre y de sustrato, sin embargo suponfan que un segundo antes de que
tuviese lugar 1a disociacién del complejo en enzima libre y producto, la concentracién de dicho
complejo debfa ser constante. Es decir que se supone que el sistema estd en estado estacionario y por
tanto la velocidad de formacién del complejo es igual a la velocidad de desaparicién del mismo y la

variacion de la concentracién del complejo con respecto del tiempo vale cero.
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En ambos casos, la forma de la ecuacién obtenida es la misma {ecuacién 2.1), la diferencia
estriba en la naturaleza de 1a constante K_. En el primer caso 1a constante obtenida, es una constante
de equilibric de formacién de! complejo enzima-sustrato, mientras que en el segundo caso, la constante
es de pseudoequilibrio, ya que ademds tiene en cuenta la desaparicién del complejo dgbido asu
disociacién para libc;rar el producto de reaccién y la enzima libre. Por esta razén la aproximacién del

estado estacionario es mds rigurosa y se emplea cuando los modelos son més complejos.

Por tanto los pardmetros caracteristicos del modelo van a venir dados por la velocidad mdxima
de reaccién y la constante de Michaelis-Menten. La velocidad méxima serfa la velocidad
correspondieﬁte a un tiempo cero y una concentracién de sustrato igual a la inicial. La constante de
Michaelis-Menten, por su parte, se define como la concentracién del reactivo o producto al gue esté
referida, para la cual la velocidad de reaccion toma un valor ignal a la mitad del valor de la velocidad

méxima de desaparicién de sustrato o0 de formacién de producto.

Por otra parte, cabe la posibilidad de considerar 1a reaccién como un sistema reversible, en el
cual se¢ produce un equilibrio impuesto por la propia reacci(jn que puede desplazarse afadiendo
reactivos o eliminando productos. En cualquier caso, tendremos que tener en cuenta una velocidad de
desaparicion de reactivos y una velocidad de desaparicion de productos, por 1o que aparecerin dos

nuevos términos en la ecuacion de velocidad, quedando esta de la siguiente manera:

E+S=E5 -~ Kk k,
ESwE+P : k,k,
S} 2
(_rs) maxLK_ (-IP) maxTr(_
(-rg) = o = [2.2]
L. 18, B —
K

ms mp
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En cuanto al orden de una reaccion catalizada por un sistema enzimdtico, puede decirse que
cuando se examina una curva tipica de velocidad frente a concentracién de sustrato, ver figura 2.1,
pueden observarse tres zonas claramente diferenciadas:
- Cuando la concentracién de sustrato es mucho menor que el valor de 1a constante de
Michaelis-Menten, la reaccién se comporta como si fuese de primer orden.
- Cuando la concentracién de sustrato es mucho mayor que el valor de la constante de
Michaelis-Menten, la reaccién se comporta como si fuese de orden cero.
- En los casos intermedios, el orden de reaccién es variable, y va tomando valores entre uno y

cero, a medida que va aumentando la concentracién de sustrato.

VELOCIDAD DE REACCION

CONCENTRACION DE SUSTRATC

Crden cero
Zona inbermedia

‘(-//. Primer orden

CONCENTRACION DE SUSTRATO

VELOCIDAD DE REACCION

Figura 2.1. Curva tipica correspondiente a una cinética enzimatica.
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La resolucidén de estos modelos puede lievarse a cabo empleando métodos numéricos o
lineatizando las ecuaciones y resolviendolas por regresidn lineal a partir de los datos experimentales.
Los primeros autores que resolvieron cstos modelos matemdticos, linealizando la ecuacién y
representindola grificamente, sistematizaron sus graficos, de forma que el método de solucién lleva

su propio nombre [SEGEL,1993].

Asf en 1934, se propuso el método grifico de Lineweaver-Burk, sugerido inicialmente por
Haldane y Stern en 1932. Este método estd basado en la transformacién a un modelo lineal de la
ecuacién de Henri-Michaelis-Menten, es el método mds popular y consiste en representar el valor
in‘verso de la velocidad de reaccién frente al valor de la inversa de la concentracion de sustrato. La
solucién grifica de esta ecuacién lineal, nos va a dar una ordenada en el origen vy una pendiente a
partir de las cuales sc obticnen directamente la velocidad médxima de reaccion y la constante de

Michaelis-Menten.

Si se representan los valores experimentales de velocidad de reaccién frente a la relacidn
velocidad de reaccién/concentracion de sustrato, se obtiene ¢l denominado grifico de Eadie-Hofstee,
cuya ordenada cﬂ el origen nos da el valor de la velocidad médxima y la pendiente ¢l valor de la
constante de Michaelis-Menten. Algunas variantes de este grafico son las representaciones gréficas
propuestas por Woolf-Augustinsson-Hofstee o Eaciie-Scatchard, en cuyos modelos los grupos de
variables a representar estian reordenados de diferentes maneras, pero el tipo de representacién final es
muy similar. Este grupo de modelos esta considerade como mds inexacto que el primero, ya que en

los casos extremos de concentracién de sustrato, pueden existir dispersiones considerables.

En 1974, Eisenthal y Comish-Bowden observaron que representando los valores experimentales
de concentracién de sustrato sobre un eje horizontal negativo frente a los valores de velocidad de

reaccidn en el eje vertical; las lfneas que unen cada pareja de valores se cortan en el mismo punto del
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primer cuadrante, cujro par ordenado estd compuesto por los valores de velocidad mdxima y constante

de Michaclis-Menten. Otra variante de este método es el denominado grifico de Dixon, que se basa
en la determinacién de la velocidad maxima empleando para ello datos experimentales de reacciones
con exceso de sustrato, haciendo el cdlculo de la constante de Michaelis-menten a partir del valor de

la velocidad maxima.

Loégicamente, todos estos modelos encuentran solucién numérica, empleando para ello
algoritmos matematicos capaces de resolver las ecuaciones cinéticas planteadas a partir del esquema

de reaccién que se haya supuesto [ROZZELL, 1992].
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2.2 INHIBICION ENZIMATICA

La velocidad de una reaccién catalizada por una enzima puede modificarse dependiendo de los
posibles sustratos que se encuentran en ¢l medio de reaccién. En el caso de que dicha velocidad
aumente, se dice que lo hace debido a un activador. En cambio, cuando la velocidad de reaccion
disminuye, puede deberse a dos causas, la primera viene dada por la deséctivacién de la propia enzima
y la segunda puede ser debida a una sustancia presente en el medio que actiia como inhibidor. Este
uitimo caso es el que ahora nos ocupa, ya que el estudio de dichas susiancias encuentra aplicaciones
précticas directas. Asi, en un principio, se descubrié que los inhibidores.eran las sustancias responsables
de gue 1as enzimas presentasen o no actividad frente a determinados metabolitos y ejerciesen un control
exhaustivo sobre la degradacidon de los mismos. Después, el estudio se orientd principalmente hacia
la accién de determinadas sustancias t6xicas para el organismo, tales como drogas, pesticidas u otras.
En la actnatidad, el estudio se ha extendido a la accién cinética ejercida en los procesos catalfticos en

general.

El estudio del fenémeno de 1a inhibicién supone conseguir informacién sobre tres aspectos de
la actividad enzimdtica. Por una parte puede obtenerse informacion sobre la selectividad de la pfopia
enzima con respecto a los diferentes tipos de sustrato presentes en el medio. También puede
proporcionar informacién sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de los centros activos en los que
tiene lugar la reaccion qufmica. Y, por ultimo, puede obtenerse informacién sobre el posibie

‘mecanismo de reaccion que gobierna el proceso enzimdtico.

En el caso de las reacciones de esterificacién e hidrélisis, es habitual el fenémeno de la
inhibicién de la lipasa que actia como catalizador. Por lo general, el propio 4cido u alcohol tiende a
ser la sustancia inhibidora y, aunque el mecanismo exacto no estd del todo claro todavia

[MALACATA, 1992], se cree que las moléculas de 4cido, alcohol y éster se acumulan en la interfase
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acuosa/lipidica, bloqueando el acceso de uno de los reactivos o de tos dos [PRAZERES, 1993]. Otros
factores de favorecen la inhibicidn de las lipasas. vienen dados por la presencia de alcoholes de bajo

peso molecular, cationes ligeros y pesados y algunos disolvenies organicos.

Los iones calcio, generalmente, ejercen gran influencia tanto en las reacciones de hidrélisis
como en las de esterificacién, aumentando notablemente las velocidades de reaccion. La presencia de
iones sodio también producen un incremento de la actividad enzimdtica, pero producen una inhibicién
parcial de la misma. Los metales pesados, por su parte, inhiben el sistema enzimdtico en todos los
casos, gencralmente la inhibicion es reversible cuando el tiempo de exposicién es corto, pero para

largos periodos de contacto la enzima se desactiva [MALACATA, 1992].

En cuanto a los disolventes orgénicos se refiere, puede decirse que los efectos ejercidos por
los mismos son de una gran variedad. Pueden influir sobre 1a velocidad de reaccién aumentindola o
disminuyéndola, facilitar el equilibrio entre 1a conformacién activa e inactiva de 1a lipasa, desnaturaliza.r
el sistema enzimdtico, reaccionar con el mismo e, incluso, @m como sustancia inhibidora
compitiendo con el sustrato [JANSSEN, 1993]. Por regla general, la inhibicion debida a la presencia
de algunos. disolventes en el medio de reaccién se produce debido a que se impide la movilidad
conformacional del sistema enzimético, ya 'que las pequefias variaciones de la concentracion de agua
dan lugar a que la lipasa adquiera una conformacién no deseable, con la consiguiente pérdida de
actividad. Este fenémeno es también el primer paso que se da en la desactivacion térmica, por lo que
este hecho explica la inactividad de algunas lipasas que se emplean con disolventes polares o miscibles
con el agua, ya que la enzima se deshidrata y se incumple el requisisto fundamental de la existencia
de pequefias cantidades de agua en las imncdiaciones de la enzima, gue afectan directamente a los
puentes salinos intramoleculares y a las interacciones hidr6fobas del sistema catalitico. A continuacion
se comentardn brevemente los diferentes tipos de inhibicién enzimética mds frecuentes, ya que este

fenémeno influye directamente sobre la cinética de reaccidn.
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2.2.1 INHIBICION COMPETITIVA

Se considera que una sustancia actia como agente de inhibicién competitiva cuando se combina
con la enzima libre existente en el medio, adelantdndose o evitando la formacién del complejo principal
enzima-sustrato. El sustrato y ¢l inhibidor compiten por los centros activos libres de la estructura
enzimdtica y se excluyen mutuamente. Este tipo de inhibidores pueden ser sustancias no metabolizables
andlogas al sustrato principal, 0 un derivado del sustrato ¢ una sustancia que lo acompafie o, incluso,

el propio producto de reaccién.

En la figura 2.2 se muestran posibles situaciones de exclusién entre el inhibidor v el sustrato

que compiten por la formacién de complejo con la enzima libre.

Figura 2.2. Modelos para inhibicion competitiva (S: sustrato. I; inhibidor).
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EIl modelo 1 representa el modeio cldsico de inhibicién competitiva. El sustrato y el inhibidor
compiten por el mismo centro activo, ya que ambos son estructuralmente andlogos. En el caso del
modelo 2, el sustrato y el inhibidor se¢ excluyen mumamente debido dnicamente a un cfecto de
impedimento estérico. En el modelo 3, como puede observarse, la exclusion de ambos va a venir dada
por la presencia de un grupo enlazante comiin a ambos, sobre uno de los centros activos de 1a enzima.
El modelo 4 representa un sistema en el cual los centros activos son distintos para sustrato e inhibidor,
sin embargo dichos centros estdn solapados, por o que uno de ellos queda excluido cuando se¢ form.a
el complejo con el otro. En cuanto al modelo 5, la exclusion tiene lugar debido a que se produce un
cambio conformacional en la estructura terciarfa o cuaternaria de la enzima cuando uno de las dos

sustancias competidoras es capaz de unirse a su centro activo.

En cualquier caso, sea cual sea el modelo al que se ajuste la inhibicién, el esquema
representativo de la inhibicién competitiva es el que se muestra a continuacién, e! cual pone de

manifiesto la exclusién existente entre la formacién de uno u otro complejo.

K kp

E + S =~ ES§ —— E + P

+

] " (el .[§]
S [ Es]

Ki -

< LE] L1l
i= -

EI | EI]
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La velocidad de reaccién va a ser proporcional a la concentracién del complejo enzima-sustrato
ES, por lo tanto la velocidad de reaccion en presencia de un inhibidor puede igualarse a la velocidad
que existirfa si el inhibidor no estuviese en el medio cuando la concentracién de sustrato sea muy
elevada, y por tanto la velocidad méxima de reaccién no se ve afectada por la presencia de un inhibidor
con_lpctitivo; hecho que ha sido comprobado experimentalmente [TSAI 1991]. La expresién de
velocidad de reaccién quedard, por tanto, de la siguiente_manera:

(~Z4) pax [S]
K (1 + %) + [8]

1

(-r,) = [2.3]

Por tanto, el grado de inhibicién debida a un inhibidor competitivo depende de 1a concentracién
de sustrato de la concentracion de la sustancia inhibidora, de la constante de Michaelis-Menten para
el sustrato y de la constante de inhibicién. Un aumento de la concentracion de la sustancia inhibidora,

para una concentracién de sustrato constante da lugar a un aumento del grado de inhibicién.
2.2.2 INHIBICION NO COMPETITIVA

La denominada cldsicamente inhibicidn no competitiva, €s aquella en la cual el inhibidor no
afecta, en absoluto, a la formacién del enlace entre ¢l sustrato principal y la enzima libre. En este caso,
tanto la sustancia inhibidora como el sustrato se fijan en diferentes centros activos de manera reversible
e independiente. Es decir, que el inhibidor puede unirse bien a la enzima libre, bien al complejo
enzima-sustrato, y el sustrato puede fijarse a la enzima libre o al complejo enzima-inhibidor, sin que
el enlace de uno de los ligandos afecte a la constante de disociacion del otro. No obstante, el complejo
formado triple inhibidor-enzima-sustrato es totalmente inactivo. En la figura 2.3 se muestra un modelo

cldsico para un sistema enzimdtico, en el cual se da la inhibicién no competitiva.
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5

Figura 2.3. Modelo clésico para la inhibicién no competitiva (S: sustrato, I: inhibidor).

En este caso el sustrato y 1a sustancia inhibidora, como puede observarse, no s¢ excluyen, sino
que pueden llcgaf a formar un complejo ternario que es cataliticamente inactivo. Cuando el sustrato
se fija a la enzima, esta sufre un camblo conformacional dando lugar a que el complejo sea
cataliticamente activo. Por el contrario, cuando se forma el enlace con la sustancia inhibidora, el
complejo pasa a su forma no activa, independientemente de que el sustrato se encuentre formando
complejo o no con la enzima; sin embargo el inhibidor no interviene e¢n ningin momento en la

formacién del enlace con dicho sustrato.

Una situacién similar se¢ produce en ¢l modelo de la figura 2.4, En este caso no tiene lugar ¢l
equilibrio entre los complejos enzima-sustrato y sustrato-enzima-inhibidor, pero de la misma manera,

las cuatro especies estin en equilibrio.
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Figura 2.4. Posible mecanismo de inhibicién no competitiva.

El equilibrio de inhibicién no competitiva va a venir dado por el esquema de reaccién que se

muestra a continuacion:

Ks -kP
E+8 = E —» E+ P
+ +
I I [E].[s] [E] [8]
K.= =
y [ES] [E3]
Ki Ki ['
[E]. [1] [Es]. [1]
KS K= =

Fl + § =——= [El ] [FI8]
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Como puede deducirse de dicho esquema, una concentracion de sustrato lo suficientemente
elevada no es capaz de conducir toda la enzima a la forma activa enzima-sustrato. Para cualquier
concentracidn de la sustancia inhibidora estd presente el complejo ternario inactivo y, por lo tanto, la
velocidad de reaccién siempre va a ser inferior a la velocidad méxima de reaccién, independientemente
de que 1a concentracién de sustrato tienda a infinito. En cambio, la constante de Michaelis-Menten para

el sustrato va a permanecer invariable.

La inhibicién no competitiva puede ser reversible ¢ irreversible, segiin sea la naturaleza de la
enzima y del sustrato. Aunque generalmente sea reversible, puede diferenciarse la accién de cada una
de las posibilidades. En el caso de que la inhibicién sea irreversible, la velocidad méxima de reaccion
se hace nula cuando la concentracién de enzima coincide con la concentracidn de enzima inhibida,
mientras que en el caso de la inhibicién no competitiva reversible, la velocidad méxima de reaccién
se hace nula cuando la concentracion de enzima en el medio es nula. Cabe destacar que, en ocasiones,
el fenémeno de desactivacion de la enzima por accién de una sustancia indeseable en el medio se

confunde con el fen6meno de inhibicion no competitiva irreversible y se trata erréneamente como tal.

El modelo matemitico sencillo que gobierna un proceso enzimético en ¢l que se da el
fenémeno de inhibicién no competitiva, considerando un solo sustrato y un tnico inhibidor, puede
obtenerse siguiendo €l mismo razonamiento empleado en la obtencién de los anteriores modelos,
considerando un equilibrio rdpido o la hip6tesis del estado estacionario. En ambos casos la ecuacion

que se obtiene es la siguiente:

(-7 = (=7;) nax [S]
T ) v s s 24

1 1
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Los estudios realizados por Noble [NOBLE, 1990] comroboran este modelo, que se ha
comprobado experimentalmente para la obtencion de glucosa a partir de celobiosa, empleando para ello

un sistema enzimdtico inmovilizado por encapsulacion, constituido por la enzima B-D-glucoxidasa.

Otro modelo posible para explicar el fendmeno de inhibicidén no competitiva puede ser el que
se muestra en la figura 2.5. En este caso, la inhibipién viene dada por el impedimento estérico que
¢jerce la sustancia inhibidora al combinarse con la enzima libre ¢ con el complejo enzima-sustrato. En
cualquier caso, sigue cumpliéndose que los complejos en los que se ve involucrado el inhibidor son
totalmente inactivos para dar lugar a l.a formacion de producto, y que la sustancia inhibidora no influye
sobre el enlace del sustrato con la enzima. Légicamente, los modelos matematicos que se obtienen
siguiendo las aproximaciones del estado estacionario y del equilibrio répido, son idénticos y coinciden

con la ecuacién [2.4].

Figura 2.5. Tercer modelo para la inhibicién no competitiva.
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2.2.3 INHIBICION ACOMPETITIVA

Se dice que una sustancia da lugar a una inhibicién acompetitiva cuando se combina de manera
reversible inicamente con el complejo enzima-sustrato, dando lugar a un nuevo complejo sustrato-
enzima-inhibidor cataliticamente inactivo. En al figura 2.6 se representa un modelo cldsico que explica

como tiene lugar este tipo de inhibicion.

Figura 2.6. Modelo para la inhibicién acompetitiva (S:sustrato, L:inhibidor, C:centro activo).

La inhibicién acompetitiva pura, también denominada inhibicién anticompetitiva o inhibicién
acoplada, raras veces tiene lugar en los sistemas monoreactantes, en cambio puede tener lugar en los
sistemas en los que la adicién de varios ligandos a una enzima debe llevarse a cabo de una manera

secuencial (sistemas multirreactantes).

En este caso, una elevada concentracion de sustrato no impide que se forme el complejo

ternario inactivo, ya que en presencia de la sustancia inhibidora, 1a formacién de dicho complejo
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siempre estard favorecida. En consecuencia, puede decirse que el valor de 1a velocidad mdxima de
reaccion siempre va a ser inferior al valor esperado cuandoe la reaccidn tiene lugar en ausencia de

inhibidor. El esquema de reaccién para este tipo de procesos es el que se muestra a continuacién:

~ [E]. [8]

o

[ES]

11

K

» IR
K.__

FIS ' [ms]

" Al contrario que en el caso de la inhibicién no competitiva, la constante de Michelis-Menten
puede variar con Ia concentracién de inhibidor presente en el medio. Generalmente, dicha constante
disminuye debido a que la formacién del complejo ternario hace disminuir la concentracién del
complejo enzima-sustrato. Bajo determinadas condiciones de operacién, un inhibidor de tipo mixto

puede dar lugar a los mismos efectos.

El modelo gue gobierna este tipe de inhibicién se deduce de las ecuaciones de conservacién,

empleando el mismo razonamiento que en los casos anteriores, adquiriendo este la siguiente forma:

(—Zg) pax [S]

(-r ) =
K.+ [S1(1 + gEI (2.3}

1
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2.2.4 INHIBICION MIXTA

Un sistema enzimatico también puede estar constituido por varias enzimas o varias formas de
la misma enzima que catalizan la misma reaccién. En este caso, las diferentes especies cataliticas
pueden tener diferentes selectividades con respecto a una sustancia inhibidora determinada, aunque
catalicen el proceso con velocidades de reaccion similares. Frecuentemente, estos procesos se tratan,
de manera errénea, suponiendo que todas las especies se comportan de la misma manera. Sin embargo,
" no sucede asf realmente, sino que la velecidad global del proceso va a venir dada por la suma de los

diferentes efectos cataliticos de cada una de las especies enzimdticas presentes en el medio.

Si suponemos que el complejo enzimdtico estd constituido por dos especies cuyas velocidades
méiximas de reaccién y constantes de Michaclis-Menten son similares respecto del sustrafo que se desea
convertir, pero s6lo una de ellas es susceptible de ser modificada, en su accidon enzi]ﬁﬁtica, por una
sustancia presente en el medio de reaccion que actia como inhibidor competitivo, por ejemplo, la

expresién que predice la velocidad de reaccién global del proceso adquirird la siguiente forma:

(-r;) = (-r.)), + (-rJ),

(1) hax [S] (=) max [S]
(-r,) = * [2.6]

Ame T LRl K _{(1 + __.LEJ) + [S]

ms
1

Es obvio que pueden coexistir varios tipos de inhibicién dentro de un mismo proceso, por lo
que el planteamiento de las ecuaciones cinéticas pasa por la suposicién de posibles esquemas de
reaccién para, posteriormente, estudiar por separado cada uno de los fen6menos de inhibicién y
solucionar el modelo acoplando los diferentes fenémenos y obteniendo su validez comprobando el

modelo experimentalmente.
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2.3 CINETICA ENZIMATICA PARA SISTEMAS MULTIREACTANTES

La mayoria de los sistemas enzimdticos que presentan mas de un reactante dan lugar a tal
niumero de especies en el medio de reaccién que no pueden describirse satisfactoriamente empleando
las hip6tesis del equilibrio rapido. Eﬁ este caso, la distribucién de especies en las que se encuentra
involucrada la enzima depende de las constantes de equilibrio de todos y cada uno de los pasos de la
reaccion, incluido el paso de formacién de producto. Las ecuaciones de velocidad que gobiernan el
proceso pueden obtenerse algebraicamente teniendo en cuenta las hip6tesis del estado estacionario. No
obstante, al ser el mimero de especies en el medio tan elevado, el desarrollo matemdtico se hace muy

complicado y tedioso.

Para evitar esto, King y Altman propusieron un método en 1956 que facilitaba la obtencion
algebraica de estas expresiones. Este método consiste en poner las expresiones para la distribucién
relativa de las especies en funcién de la concentracion de sustrato y varias constantes de velocidad que

se obtienen agrupando los pardmetros correspondientes a cada uno de los pasos de la reaccién.

Cuando en el medio de reaccién coexisten dos reactivos y dos productos y el sistema catalitico
€s puro ¢ monoenzimético, es decir la enzima no estd contaminada con especies enzimdticas de otra
naturaleza, los métodos mds empleados a la hora de plantear el esquema de reaccién y el posterior
modelo cinético son tres:

- Suponer que la formacién de los complejos con los sustratos y la liberacién de productos es
al azar y, en cualquier caso, la reaccién que tiene lugar es la esperada: mecanismo al azar.

- Suponer que a cada adicién de sustrato a la enzima, le sigue una liberacién de producto de
reaccidn y, por tanto, nuﬁca se darfa un complejo ternario: mecanismo Ping-Pong.

- Suponer que los reactivos y los productos se adicionan y se liberan siguiendo un orden

determinado: mecanismo ordenado ¢ forzado.
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2.3.1 MECANISMO DE REACCION AL AZAR

Aceptando las hipGtesis del equilibrio rdpido, el esquema global para la reaccidn seria el que

se muestra a continuacion:

Como puede observarse, el mimero de complejos que puede formarse por inhibicién de
sustratos o productos es bastante elevado. Debido a esto, 1a solucién del modelo pasaria por estudiar
independientemente cada uno de los efectos ejercidos por los diferentes tipos de complejos sobre el
mecanismo cinético. Lo que sucede es que la hipétesis del equilibrio rdpido se cumple parcialmente
y las constantes de varian con la concentracién de inhibidor de acuerdo con un modelo hiperbﬁlico,

por lo que el nimero de parimetros aumenta considerablemente.

Cuando se asume la hipétesis del estado estacionario, el tratamiento matemadtico para obtener
las ecuaciones de velocidad se hace incluso mds complicado, apareciendo en el denominador de la
expresion del orden de unos cuarenta términos, ya que las constantes no varian con la concentracién
de las especics presentes en el medio segin una funcién lineal, parabdlica o hiperbélica, sino que lo

hacen segiin funciones no lineales y el mimero de parimetros a calcular se multiplica.
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2.3.2 MECANISMO PING-PONG

Se dice que un sistema de reaccién responde a un mecanismo ping-pong cuando entre las
adiciones de dos sustratos a una enzima se libera un producto. El esquema de reaccion para este tipo

de mecanismo es el que se expresa a continuacion:

E+ As——FEA<—"FP<—=F +P
- +

B

y
FB<——EQ<—=E + Q

Atendiendo a este esquema de reaccidn el modelo planteado, siguiendo la técnica propuesta
por King-Altman, estaria formado por cuatro especies enzimdticas presentes en el medio y podria ser

el siguiente:

T "‘\\ K - // .
(EQ=FB] —= = ( F |
N // k, [B] N
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Siguiendo este esquema pueden deducirse las ecuaciones que expresan las concentraciones de

las especies constituidas por complejos enzimdticos en funcién de las constantes de formacién y

desaparicion de dichos complejos:

Kk ko, [Pl + Kk [Blk, + ky[Blk., + kk,[Plk_,

LE]
[E] , DENOMINADOR
[EA] + [FP] ki [Alk_, (Pl + k(O k 3k, (Pl + ky[Blk,k [A] + k. k_,[Plk A}
(ET, DENOMINADOR
(F] k,k, [Alk, + k_ (D1 k_ k, + ko k_ ,[O1k_, + k_,k,[Alk,
[E] - DENOMINADOR -
[FB] + [EQ] _ K,[Plk,k,[Q] + k. [0lkyk,[B] + k,k [0k, [B] + k,[A] kK, [B]
[E] T DENOMINADOR

DENOMINADOR = {El; = [E] + [EA] + [FP) + [F] + [FB] + [EQ]

[2.7]

Sustituyendo las expresiones de concentracién en la ecuacién de velocidad de reaccién y
reagrupando coeficientes, podemos definir las constantes segiin las expresiones [2.8]). Teniendo esto

en cuenta, y reagrupando términos, podemos llegar a la expresién general de velocidad [2.9], en la que
no se incluyen los términos debidos a la inhibicién.

(-x,) =k, [E] [A] - k_,[EA] [FP]

Coefy Coef,
K = K' = o
y COBL Me Coelf
Coef, Coef,
—_ K = -
" Coefg, Te  CoO®l,
_ Coef, Const _ Coefy _ const

K., = =
1o coerl,, — coer,

. dum, —Dum, [2.8]
Coef,, ¢4 Num,



124 Cinética Enzimética

(~74) S (~1,) 0 ( [A] [B] -[_P;{@)_

e B AR AT
("ra)éame (4] + (—IA)éame (B] + Talmaxfm) L] 1" Ta) maxm, o .
Pl A Keq— Keq

(-T)mx (21 [P] | (-Z)aa [PV 1O] | (~Za)uaxKe, [BI (O]

Kqui 2 "Keq K.i 2

+ (~Ip) dax [A] [B] +

[2.9]

Lé6gicamente, habria que incluir en este modelo los debidos a la inhibicién por parte de los

réactivos, productos u otras especies involucradas en el medio de reaccién,
2.3.3 MECANISMO DE REACCION ORDENADO

Cuando en una reaccién enzimdtica entre dos reactivos, para dar dos productes, 1a combinacién
de la enzima libre con los reactivos se lieva a cabo siguiendo un orden determinado, y la liberacidn
de los productos es igualmente ordenada, se dice que el mecanismo de reaccién es ordenado o forzado.

Dicha reaccion puede representarse segiin el siguiente esquema:

E + A~ EA EQ —E+Q
+ +
B P

y
EAB —= EPQ
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Atendiendo a este esquema, y siguiendo el método propuesto por King-Altman, Ia figura

representativa correspondiente a dicho esquema es la siguiente:

//”““‘\ k [A] . // ~

| E ﬁﬁ;— ( EA

\\__‘____,/ B \\.,_‘_______,//
k, ||k,[Q] k, || ky[BI
TN TN

Por tanto, la distribucién de 1as especies enzimdticas obtenidas segiin dicha figura, responderi

a las siguientes expresiones de concentraci6mn:

(8] _ kikak, + kok [Pk, + k[BlKk, + kkk,
[E] T DENOMINADOR

[EA] _ koK [Alk, + k [Alk k[Pl + k [0l k k., [Pl + kkk (4]
[E] ; DENOMINADOR

[EAB] - [EPQ] _ k.;k‘ [Aj kz [B] + kl [A] k-3 [P] kz [B] + kz [B] k-‘, [Q] k-g [P] + k-1k-4 [Q] k-3 {P]
(5, DENOMINADOR

[(E0) _ KK Kk (0] * RIAIGK (Bl * G IBIK (01K, + kKK, (0]
[E] ; DENOMINADOR

DENOMINADOR = [E}; = [E] + [EA] + [EAB] + [EPQ] + [EQ]

[2.10]
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Sustituyendo las expresiones de concentracién en la ecuacion de velocidad de reaccién y
reagrupando coeficientes, podemos definir las constantes segin las expresiones [2.11]. Teniendo esto

en cuenta, y reagrupando términos, podemos llegar a 1a expresion general de velocidad de reaccién

[2.12], que se expresan a continuacién.

(_IA) = kl [E] [A] - k_l [EA]

K - Coef, K - Coef,
™ Coeth; " Coef,,
K _ Coefp . X : Coefp
mp '"—@UE{?Q " my '—‘mp_o
x, = Co¢fe _ comst . . _ Coely _ const
1, C‘U‘ef—AP CoefA - 1p CoefBQ Coefo
Coef Coerf
Ker ™ Cootag * X ™ Coct
e A8 [2.11]
R (2 = . Num,
A/ max COE'fAB A/ max Coefpo eg Numz

YL, (1a] [B) -LELLO1,

d
-r -
('IA) = ( A)maX( N j:eq
‘ ' ; (~1,) 2K, [P]
(_IA);axKiAKms + (_IA)I;aXKmB[A] + (_ra)mameA[B] + 2 I;:'x = +
eg

(—rA)gaXme[A] [P] . ('rA)gax[P] [Q}

(=2 2) maxKp, [O] L
222+ (=2, max [2] [B]
Keq A KegKi Keq
(~7a) moxn, [BY (0] (-7,) o [A1 [B] [P] | (-I,) s [B] [P] [C]

[2.12]
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Los estudios cinéticos de las reacciones gue emplean enzimas como catalizador son
relativamente escasos y han empezado a tomar auge en los dltimos afios. E1 modelo cinético a emplear
en este tipo de estudios no estd todavia muy claro, ya que depende de la suposicién del mecanismo
propuesto para la reaccién. Asf Khmelnitsky y colaboradores estudiaron la deshidrogenacién de varios
alcoholes, para lo cual emplearon una enzima alcohol deshidrogenasa en disolucién de buffer de fosfato
para conseguir pH 8.8 a 25°C, que resultaron ser las condiciones de operacién Optimas para dicha
enzima. El modelado cinético de este tipo de reacciones result$ ajustarse a un modelo sencillo de tipo
Michaelis-Menten, obteniéndose diferentes velocidades de reaccién mdximas, asi como las constates

de Michaelis correspondientes [KHMELNITSKY, 1990].

Por otra parte, Deleuze pudo constatar, empleando dos lipasas diferentes (Candida cylindracea
y Mucor miehei), que el estudio cinético de las reacciones de hidrélisis, esterificacién y
transesterificacién en medio -orgdnico, en un reactor tipo tanque agitado discontinuo a 40°C de
temperatura respondian a un esquema de reaccién con un mecanismo del tipo ping-pong, en el cua.l
la enzima forma un primer enlace con el dcido graso, seguido de la liberacién de una molécula de
agua, con la consecucién de un complejo enzimdtico distinto al inicial y dispuesto a adicionar una
molécula d{; alcohol, para liberar a continuacion la correspondiente molécula de éster, quedando la
molécula de enzima en el mismo estado inicial y dispuesta a formar de nuevo enlace con una nueva

molécula de dcido graso [DELEUZE, 1987].

- Posteriormente Tsai et al propusieron un mecanismo del tipo Michacelis-Menten sencillo para
la hidr6lisis de aceite de oliva en medio orgdnico, empleando isooctano como disolvente. El sistema
catalftico empleado consistfa en una disolucién‘de la lipasa de Candida rugosa en buffer de fosfato
para conseguir un pH adecuado para su actividad (7.1). El mecanismo de reaccion supone la existencia
de un dnico sustrato, aceite de oliva, y un vinico producto, 4cido oleico; considerando que el producto

de reaccién da lugar a una inhibicién competitiva [TSAI, 1991].
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Miller, por su parte, dedujo que en las reacciones de hidrélisis, interesterificacion y
transesterificacidn de triglicéridos del dcido latrico, el mecanismo de reaccidn de las lipasas, pasaba
por la formacién de un complejo intermedio acil-enzima, sin la formacion del cual 1a reaccién no tiene
lugar. En sus estudios, también incluyé la reaccion de esterificacion del 4cido ladrico, empleando como
catalizador una disolucién de la lipasa de Candida cylindracea en buffer de fosfato para conseguir un
pH de 7.7. El modelo propuesto es de tipo Michaelis-menten, sencillo sin inhibicién cuando se emplea

como disclvente orgdnico ciclohexano y la reaccién tiene lugar a 35°C [MILLER, 1991].

De forma andloga, los estudios de Guit proponen un mecanismo similar al anterior,
considerando un sistema monosustrato en la hidrélisis de triglicéridos del 4cido acético en un reactor
tipo flujo pistén constitwido por una membrana anular sobre 1a que va inmovilizada Ja lipasa de
Candida cylindracea, cuya temperatura 6ptima de operacién es de 30°C. Dicho modelo supone que ei
sustrato principal es el triglicérido, y que la reaccién tiene lugar exclusivamente mediante 1a formacién

de enlaces acil-enzima [GUIT, 1991].

Los estudios de Lortie, revelan que 1a reaccion de esterificacién entre el dcido oleico y el
glicerol para obtener molno, di y triglicéridos de dicho 4cido sigue un mecanismo cinético forzando a
que la reaccion tenga lugar via formacion del complejo acil-enzima con el 4cido oleico, con la posterior
formacion de éster en la posicién uno, que por isomerizacion hacia la posicién dos, puede dar lugar
a una nueva adicion para obtener el diéster vy, posteriormente, el triéster. La reaccion se lleva a cabo
en un reactor discontinuo de mezcla perfecta a 60°C, empleando un catalizador comercial constituido

por una lipasa de Mucor miehei inmovilizada [LORTIE, 1992].

Otros autores proponen, en cambio, un mecanismo de reaccion de tipo ping-pong, empleando
el mismo catalizador para la sintesis de acetato de geranilo, partiendo de acetato de n-propilo y

geraniol, a 40°C de temperatura y 140 bares de presién, aceptando que 1a reaccidn estd forzada a un
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paso previo de formacién del complejo acil-enzima, y que se produce inhibicién competitiva debido
a la presencia de geraniol. La comprobacién de dicho modelo se Heva a cabo a partir de experimentos

con disolventes orgédnicos, tales como n-hexano y diéxido de carbono [CHULALAKSANANUKUL,

1992 & 1993].

El equipo de investigacién de Shiraishi, estudiando el comportamiento catalitico de la enzima
de Rhizopus niveus inmovilizada sobre un material cerdmico, para la hidrélisis de almidén comprob6
que la catélisis de esta glucoamilasa a 50°C, se correspondia con un mecanismo cinético sencillo de

tipo Michaelis-Menten [SHIRAISHI, 1993].

Stamartis et al. decidieron considerar un mecanismo de tipo ping-pong para reaccidn de
esterificacién entre el 4dcido laxirico vy el mentol al emplear una disolucidn catalitica de la enzima de
Penicillium simplicissimum en una microemulsién a pH 5 y 35°C de temperatura, aunque el modelo

cinético propuesto s6lo considera la reaccién directa [STAMARTIS, 1993].

De nuevo, en este caso Prazeres et al., se vuelve a considerar el estudio cinético de 1a hidrélisis
de los triglicéridos del aceite de oliva en medio orgénico, empleando isooctano como disolvente a
30°C, mientras que el catalizador es la lipasa de Chromobacterium viscosum disuelta en un tampo6n
cuyo pH es 7. El estudio concluye en que la cinética responde a un Modelo del tipo Michaelis-Menten
considerando un tnico sustrato, que propone que la inhibicién con respecto del producto de reaccién

es de orden tres [PRAZERES, 1993].

Los estudios sobre la hidrélisis de celulosa y celobiosa, en un reactor de mezcla perfecta a
30°C, confirma de nuevo que la reaccion sigue un modelo cinético sencillo de tipo Michaelis-Menten,
cuando se emplea 1a lipasa de Trichoderma reesei en disolucién de buffer de acetato para un pH 4.8

[NIDETZKY, 1994].
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En cambio, los estudios de Ramamurthi vuelven a considerar un mecanismo ping-pong para
la reaccién de esterificacién entre el 4cido oleico y el metanol en n-hexano a 25°C, aprecidndose una
clara inhibicién competitiva por la presencia de un exceso de metanol. En este caso el catalizador es
comercial y estd constituido por una lipasa de Candida antarctica inmovilizada sobre una resina de
intercambio. Una vez m4s se confirma que para que la reaccién tenga lugar es necesaria la formaci6n

del complejo via acil-enzima [RAMAMURTHI, 1994].

Los estudios de Reyes, basados en la acidolisis de los triglicéridos del aceite de oliva y de
algunas grasas animales, empleando para ello dcido octanéico y 4cido linolénico, revelan que Ia lipasa
de Pseudomonas cepacia en disolucién de buffer de fosfato (pH 7), da lugar a una cinética catalitica
que responde a dos modelos de tipo Michaelis-Menten con inhibicién competitiva por parte del dcido

" de partida. Uno de 1os modelos corresponde a la desaparicion del écido libre de partida, mientras que

el segundo modelo corresponde a la velocidad de aparicién del nuevo 4cido graso [REYES, 1994].

Teniendo en cuenta ios estudios de los diferentes antores consultados, queda suficientemente
claro que la cinética enzimdtica debe abordarse teniendo en cuenta el razonamiento propuesto por
Michaelis-Menten. También queda desechado totalmente el mecanismo de reaccién al azar, ya que para
que la reaccién de esterificacién enzimatica tenga lugar, es imprescindible que se forme el complejo
acil-enzima, por lo que el primer paso del mecanismo va a venir dado por la adicién del 4cido graso

a la lipasa.
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Teniendo en cuenta que los productos de sintesis objeto de estudio de este trabajo estin
considerados como productos de quimica fina desde el punto de vista industrial, su produccion a gran
escala no puede ser considerada empleando operaciones en continuo. Mds bien se trata de proponer
pequefias producciones de varios productos que se procesan en equipos de dimensiones relativamente
pequeiias, en comparacién con los empleados en la industria qufmica cldsica para un tnico producto,

. y que operan en discontinuo, por lo que el tiempo de operacién puede ser relativamente elevado en

comparacién con el tiempo de residencia de las especies quimicas en el interior del reactor.

En contrapartida, los productos finales obtenidos son de un elevado valor afiadido, lo que
compensa el tiempo de operacién invertido en el proceso, asi como las producciones pequefias. Debido
a esto el reactor empleado en este estudio es un reactor tipo tanque agitado que opera en discontinuo

0 por cargas.

En los ensayos de reaccién para la obtencion de los diferentes ésteres objeto de estudio en un
reactor discontinuo, puede considerarse que todos los reactivos permanecen en condiciones de mezcla

completa, salvo en los casos en que el agua que se extrae continuamente del interior del reactor para
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desplazar el equilibrio hacia la formacidn del producto final. En cualquier caso, se busca que la
composicion de 1a masa de reaccion en todos los puntos del tanque sea la misma, con el fin de que la
reaccion tenga un comportamiento 1o mds homogéneo posible. Esto, 16gicamente, va a depender de los
pardmetros de disefic del reactor, de su forma, capacidad, potencia de agitacion y el flujo de fluidos

en el interior de dicho reactor.

Las condiciones de flujo en el interior del reactor, estdn influenciadas por su geometria, forma
y potencia del agitador empleado, asi como por las dimensiones relativas de éste respecto al reactor.
Para obtener una turbulencia ¢ptima, lés dimensiones relativas que deben tener el didmetro del agitador
(d,), 1a altura del liguido sobre el mismo (h) y el didmetro del reactor (d,), deben calcularse segin las

correlaciones que aparecen en la bibliografia [MEHTA, 1971].

Habitualmente, el agitador es perpendicular y esta centrado en el reactor, generdndose el
movimiento desde el centro del tanque hacia las paredes del mismo. La velocidad de giro vendrfa dada
por dos componentes una axial y ofra radial, si las condiciones de operacién fuesen ideales. Sin
embargo, aparece una tercera componente de velocidad, tangencial, que va a dar lugar a la generacién
de un vértice que hace que exista un régimen de circulacion laminar en la superficie de 1a mezcla, con
la consiguiente modificacion tanto de la transmisién de cator como de la transferencia de materia y

perdiéndose asf la condicién de mezcla perfecta.

Este efecto se ve més acentuado cuando el catalizador estd constituido por partfculas sélidas,
ya que la accién de la fuerza centrifuga favorece la circulacion de particulas hacia las paredes del
tanque, donde colisionan y tienden a caer hacia el fondo del reactor. Para paliar esto, se hace necesario
el empleo de tabiques deflectores que cortan las lineas de flujo tangencial y, por tanto, favorecen la
permanencia del régimen turbulento con lo que se produce una mayor aproximacién a la mezcla

perfecta, que es el objetivo deseado [RASE, 1977].
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3.1 INSTALACION EXPERIMENTAL

La instalacién empleada para realizar los experimentos correspondientes al estudio de las
reaccioncs de esterificacién que aqui nos ocupan, va a variar dependiendo de las condiciones de presion
en que se trabaje. Asf cuando la reaccién se lleva a cabo a presién atmosférica, el reactor debe ir
provisto de un refrigerante de reflujo con el fin de que los componentes mds voldtiles del medio de
reaccién no se pierdan al pasar a la fase de vapor por efecto de la temperatura, obligdndolos a pasar
de nuevo a la fase liquida. En este caso, el sistema se considera que opera en condiciones de
reversibilidad, ya que el equilibrio no se verd modificado por la eliminacién de reactivos o pro&uctos

del medio de reaccién.

Por otra parte, cuando interese desplazar dicho equilibrio por eliminacién de alguno de los
componentes de la mezcla de reaccién, variando, para ello, la presién de operacion, con el fin de
trabajar en condiciones de vacio, la instalacién experimental se verd modificada, sustituyendo el sistema
de condensacion de reflujo por un sistema de vacio capaz de mantener la presién de reaccién por
debajo de la atmosférica. En este caso, puesto que el equilibrio de reaccién se verd alterado por la
eliminacién del medio de alguno de los componentes del mismo, consideraremos que el sistema opera

en condiciones de irreversibilidad.

Teniendo esto en cuenta, los esquemas basicos de las instalaciones montadas y utilizadas para
llevar a cabo las reacciones objeto de este estudio, se presentan en la figura 3.1 para ¢l primer caso y
en la figura 3.2 para el segundo. En ambas figuras puede observarse que la instalacién se divide en
cinco partes fundamentales, que se describirin posteriormente: sistema de reaccion, sistema de
calefaccién y control de temperatura, sistema de regulacion y control de Ia agitacién, sistema de toma
de muestras y sistema de vacio o de condensacién de reflujo, segiin sea el tipo de reaccién que se

desee llevar a cabo.



Procedimiento Experimental

140

[Cromatografo] gl

i
W
i
4t
'

v
Tt

a) Reactor

b) Bomba para toma de muestras

c) Bafio termostatizado

d) Resistencia calefactora

¢) Sistema de regulacion y agitacion
f) Condensador de reflujo

g) Sistema de alimentacion

h) Sistema de foma de muestras

W

Figura 3.1. Esquema del sistema a presion atmosférica.



a) Reactor

b) Bomba de vacio

c) Baiio termostatizado

d) Resistencia calefactora

e) Sistema de regulacion y agitacion
f) Refrigerante

g} Sistema de alimentacién

h) Sistema de toma de muestras

i) Termémetro

) Matraz colector de destilado

k) Mandmetro

*01DEA 3P SIUOHIPUOI UI BWI)SIS [ap ewanbsy 7¢ eandiy

Cromatdgrafo

|
I |
T 13
—i—

b

[eawadxy uQroR[RISU]



142

Procedimiento Experimental

3.1.1 SISTEMA DE REACCION

El sistema de reaccién estd constituido por un recipiente de vidrio Pyrex de forma cilindrica,

de 500 c.c. de capacidad, cuyas partes principales se detallan en la figura 3.3. La parte superior del

mismo consta de cinco bocas esmeriladas, con las siguientes funciones:

Colocacién del refrigerante, para condensar el agua que se va formando en el transcurso de 1a
reaccién, y que es climinada del medio de reaccién con el fin de favorecer ¢l desplazamiento
de 1a misma hacia la formacién de los productos, en el caso de que la reaccion se lleve a cabo
en condiciones de presidn inferior a la atmosférica. Cuando no es asi, ¢l sistema de vacio se
sustituye por un sistema de condensacidn de reflujo, cuya misién es la romper el equilibrio de
la fase liquida con la fase vapor, producida por accion de la tc_mpcratura, de los componentes
mds voldtiles de la mezcla de reaccién, que pueden ser ¢l agua formado en el transcurso de la
reaccién, y en algunos casos los propios reactivos de partida.

Colocacion del sistema de rcgulacién y control de la agitacién, cuya mision fundamental es que
el flujo de fluidos tenga lugar en régimen turbulento para que las condiciones se aproximen
a la mezcla perfecta. .
Colécaci(m del sistema de toma de muestras: Cuando se trabaja a presién reducida, ya que los
reactivos son productos de elevado punto de ebullicién, se extraen las muestras con una aguja
hipodérmica, que se introduce en el reactor a través de un cierre de goma hermético, y se
extrac la muestra con una bomba de vacio, evitando, de esta manera, que se produzcan grandes
variaciones de la presion en el interior del sistema de reaccién. En el caso de que el sistema
opere a presion atmosférica, el sistema de toma de muestras puede sustituirse por una simple
rama sumergida en ¢l medio de reaccién y conectada a una bomba.

Colocacién del sistema de medida de la temperatura ¢n el medio de reaccion.

Colocacién del sistema de carga o adicién de reactivos.
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Figura 3.3. Reactor empleado para la experimentacién.

3.1.2 SISTEMA DE CALEFACCION Y CONTROL DE TEMPERATURA

El sistema de calefaccitn, estd constituido por un bafic termostético, el cual se consta de un
recipiente cilindrico lleno con un fluido calefactor, que en este caso es agua, debido a que la
temperatura de operacién estd por debajo de los 100°C, puesto que las especificaciones de las especies
catalfticas asi lo requieren. La temperatura se estabiliza y mantiene constante mediante un termostato
marca S. Invester, el cual lleva incorporado un termémetro de contacto eléctrico, controlador de la
temperatura, que no permite variaciones apreciables de 1a misma, por. lo que puede considerarse que

el sistema trabaja en régimen isotermo.
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3.1.3 SISTEMA DE AGITACION, REGULACION Y MEDIDA

Estd constituido por un agitador de hélice, colocado a una distancia del nivel del liquido,
aproximadamente igual a un medio del didmetro del recipiente, siendo la altura del liquido del orden

del diametro del reactor.

El agitador estd conectado a un motor Anderson Mark IV de 1/30 HP., 220 v., 50 cps., provisto
de un regulador de velocidad que alcanza un intervalo de 100 a 6000 rpm. El control del agitador se
efectia a distancia mediante un autotransformador, independiente del mismo, con miltiples posiciones,

proporcionando velocidades altamente estabilizadas, con una gran fuerza de torsion a bajas velocidades.

La medida de las revoluciones del agitador, se realiza mediante un sistema de célula

fotoeléctrica acoplada a un tacémetro, que indica las revoluciones de 0 a 6000 rpm.

3.1.4 SISTEMA DE VACIO

El sistema de vacio consta de una bomba tipo AIT-25, de motor trifisico, 220/380 v., 1/4 HP.,
50 Hz., que se alcanza 1420 rpm., una vdlvula reguladora de presion, una llave conectada a la
atmodsfera y un vacudémetro de columna de mercurio, para la lectura de la presion reinante en el

sistema.
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3.2 MATERIALES EMPLEADOS

Los materiales empleados en la elaboracidn de este trabajo pueden clasificarse en dos grandes
grupos. Por una parte se emplearon varios sistemas cataliticos con el fin de elegir el més adecuado para
nuestros propdsitos y, por otra, pueden considerarse los diferentes reactivos quimicos empleados en Ia

sintesis de los scis tipos de ésteres estudiados.

En primer lugar se tendrdn en cuenta estos iltimos, es decir las especies quimicas de partida,

con el fin de hacer una breve identificacién de los sistemas de reaccién objeto de estudio.

3.2.1 REACTIVOS QUIMICOS

Acidos grasos empleados.

Los 4cidos grasos empleados han sido el 4cido oleico, 4cido palmitico, dcido miristico y el
4cido 2-metiil-butirico. Los tres primeros suministrados por 1a empresa Henkel-Ibérica S.A. y el dltimo
por Aldrich Quimica. En todos los casos de calidad reactivo. En la tabla 3.1 se muestran las
propiedades fisicas mds relevantes de dichos dcidos. Los puntos de fusién y ebullicién de los diferentes
compuestos son propiedades definitivas a la hora de elegir las condiciones de operacién, asf como las

presiones de vapor de los mismos.

En la figura 3.4 se muestran los grificos correspondientes a los diferentes dcidos empleados,
en los cuales estin representadas las presiones de vapor de cada uno de ellos en funcién de la
temperatura de trabajo. Segun estos grificos podremos fijar tanto 1a temperatura como la presién del
sistema de reaccidn, teniendo en cuenta el estado en el que se desee que se encuentren dichos dcidos

en ¢l medio de reaccion.
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Tabla 3.1. Constantes fisicas de los acidos empleados.

e e e e A e s——
]] Oleico Palmitico Miristico 2-metil-butirico
Punto de fusién (°C) 13.3-16.4 63.1 53.9-58 -7
Punto ebullicién (°C) 360-365 3538 318.2 176.5
Densidad (20°C) (g/cc) 0.8905-0.8935 0.8534 0.858 0.936
Indice refraccién (20°C) 1.4582 1.4309 1.4273 1.4055
Peso molecular 28247 256.42 22836 102.13
Indice neutralizacidn 198.6 218.8 245.68 77.6
Indice iodo 89.87 - - -
Solubilidad: etanol parcialmente parcialmente soluble soluble
éter soluble soluble poco soluble
acetona soluble parcialmente soluble soluble
benceno soluble soluble solubie soluble
'ACID® SLEIC® l ACID® PALMITIC®
L_.——L. S
LA R
- s
[ ] 1
1 — 14
I e
[ ] 1. 208 e L ] 500 [ ] ™ "0 L] 18 . ] ] L] -] " ™ [ ]
PRESION {mm Hy) PRESION [own Hg)
ACID® MIRISTIC® ACID® 2-METIL-BUTIRIC®
. TEMPERATURA {IC) 28 TEMPERATURA (%)
e r/./‘ —_ i
IH‘ il — —_—
.. - m 0 L 508 - ™ " .l 1 . ] E 498 [~ ] L] ™ ]
PRESION {mm Hy) PRESION {mm Hy}

Figura 3.4. Presiones de vapor de los dcidos grases empleados.




Alcoholes grasos empleados.
Los alcoholes empleados fueron el oleico, isopropilico, cetilico y miristico. Todos ellos de la
marca Henkel-Ibérica y con una calidad correspondiente a la de reactivo. En la tabla 3.2 se muestran

las propiedades fisicas mds representativas de dichos alcoholes, y en la figura 3.5 las comrespondientes

Materiales Empleados

representaciones de presién de vapor frente a temperatura de operacion.

Tabla 3.2. Constantes fisicas de los alcoholes empleados.

]
Oleico Cetilico Miristico Isopropilico

Punto de fusidn (°C) 6-7 50 39-40 -89.5
Punto ebullicién (°C) 335-240 334 2632 82.4
Densidad (20°C) (g/cc) 0.8489 0.8176 . 0.8236 0.7855
Indice refraccién (20°C) 1.4606 1.4283 1.4012 1.3776
Peso molecular 268.49 242 45 214.40 60.11
Solubilidad; etanol soluble poco soluble soluble

éter soluble soluble soluble soluble

acetona parcialmente soluble soluble soluble

benceno, parcialmente soluble soluble soluble

Otros reactivos.

Otros reactivos empleados han sido bdsicamente disolventes, involucrados en la recuperacién
de las enzimas inmovilizadas y en la limpieza de equipos. Dichos disolventes fueron etanol, metanol,

cloruro de metileno, acetona e isopropanol, suministrados por la marca Panreac, con una pureza

superior al 98%.

En la preparacién de las muestras para el anélisis cromatografico se utilizé6 como disolvente

de las especies constituyentes del medio de reacci6n, sulfuro de carbono, marca Panreac, con calidad

de reactivo para andlisis.




148 Procedimiento Experimental

Los gases empleados en ¢l sistema de andlisis cromatogrifico fueron helio, como gas portador
y auxiliar, y aire e hidr6geno en el detector. Todos ellos suministrados por Liquid Carbonic Espaiiola

con una calidad L-48 para el helio y L-40 para el hidr6geno y el aire.

ALCSH®L SLEIC® ALCOHOL CETILICS®
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Figura 3.5. Presiones de vapor de los alcoholes empleados.

3.2.2 SISTEMAS CATALITICOS

Los sistemas cataliticos empleados en este trabajo fueron varios catalizadores enzimdticos
comerciales, todos ellos provenientes de dos especies fiingicas: Mucor miehei y Candida antarctica.

Todos ellos fueron suministrados por la firma comercial Novo Nordisk Bioindustries.
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Los preparados enzimdticos comerciales de Mucor miehei fueron cuairo: Lipozyme IM-20,
Lipozyme IM-50, Lipozyme IM y Lipozyme 10.000 L. Esta dltima esta presentada como enzima en
disohicién con una actividad nominal de 10.000 LU/g, siendo un LU (Lipase Unit) la cantidad de
enzima capaz de liberar un micromol de dcido butirico por minute partiendo de una emulsion del
triglicérido correspondiente, a 30°C de temperatura y a pH 7.0. La densidad del preparado original es
de 1.15 g/ml, siendo este soluble en agua en todas las proporciones. En la figura 3.6 se¢ muestran los

efectos ejercidos por la temperatura y el pH sobre lIa actividad de dicha lipasa.

ACTIVIDAD (%) ACTIVIDAD (%)
wof e 1 100k
B8O} 1 B0 |-
&0} 1 60 -
40 L 4 40 -
Sustrato: 3% Glicerol-tributirato Sustrato: 3% Glicerol-tributirato
20¢ Temperatura: 30°C 1 20F pm: 7.0
" 3 A . A 1 L L A L L
4 5 6 7 8 9 20 ao 40 50 60
pH TEMPERATURA (°C)

Figura 3.6. Especificaciones de la lipasa Lipozyme 10.000.

Los tres primeros preparados estén constituidos por la misma lipasa, triacilglicerolhidrolasa (EC
3.1.1.3) producida por dicha especie filngica, e inmovilizada sobre resinas de intercambio anionico con
diferentes propiedades cada una de ellas, y a diferentes concentraciones. La actividad de dichas enzimas
viene dada en BIU/g, siendo un BIU, Batch Interesterification Unit, ¢l mimero de pmoles de dcido
palmitico transformados con trioleina por minuto utilizando la enzima inmovilizada en cuestién a una
temperatura de 40°C. En la tabla 3.3 se muestran las actividades de dichos catalizadores, asf como las

principales caracteristicas de los sopdrtes sobre los que estdn inmovilizadas las enzimas.
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Los sistemas enzimiticos producidos por la segunda especie fiingica (Candida antarcrica)
utilizados en este estudio son los preparados comerciales SP-435 A, SP-435 L y Novozym 435. Dichos
catalizadores se han producido empleando la tecnologia de recombinacién del DNA mediante la
transferencia del cddigo genético de la especie Candida antarctica a la especie A spergillus Oryzae. La
lipasa obtenida a partir de esta nucva especie, triacilglicerol hidrolasa (EC 3.1.1.3), se presenta
comercialmente inmovilizada sobre diferentes resinas macroporosas, de naturaleza acrilica. La actividad
de dichos sistemas cataliticos viene dada en PLU/g, siendo un PLU (Propyl Laurate Units) el niimero
de micromoles de laurato de n-propilo obtenidos partiendo de dcido ladrico y 1-propanol durante un
tiempo de 15 minutos de reaccién a 60°C. En la tabla 3.3 se muestra la actividad de los diferentes
sistemas cataliticos, asi como las propiedades representativas, superficie especifica y didmetro de poro
medio de los diferentes soportes sobre los que estdn inmovilizadas dichas lipasas, obtenidas empleando

un equipo BET.

Tabla 3.3. Propiedades caracteristicas de las enzimas inmovilizadas empleadas.

Especie Catalizador Tipo de Sup er{icie Didmetro (,ie Actividad
Fingica Comercial Soporte Especifica Poro Medio Enzimatica
2 (Resina) (m%/g) A
Lipozyme Intercambio
M0 A 35.80 142.1 31 BIU
Mucor Lipozyme || Intercambio | 54 g¢ 1759 60 BIU
miehei M aniénico
Lipozyme | Intercambio | o4 4 2434 58 BIU
IM-50 anionico
SP-435 A Acrilica 29.17 291.7 10200 PLU
Macroporosa
Candida SP435 L Acrilica 67.23 210.1 7800 PLU
antarctica Macroporosa
Novozym Acrilica 95.50 179.2 7000 PLU
435 Macroporosa
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Las dos especies enzimdticas pueden ejercer con elevada efectividad Ia accidn de lipasa o la
accion de carboxilesterasa y, también en ambos casos, 1a especificidad de dichas enzimas puede ser
posicional o no dependiendo del tipo de sustrato que se desee modificar con ellas. Cuando ¢l sustrato
es adecuado, la especificidad de dichas enzimas esta dirigida hacia las posiciones 1,3 de los

correspondientes sustratos,

En cuanto al efecto de la temperatura de operacion sobre la actividad de estas enzimas
inmovilizadas, puede decirse que el aumento de la estabilidad viene dado por el tipo de soporte
empleado en la inmovilizacién de las mismas y que al ser las resinas, en ambos casos, de 1a misma
naturaleza, Ia diferencia de estabilidad entre los diferentes preparados comerciales es despreciable. En
la figura 3.7 se presentan las curvas medias correspondientes a las lipasas de Mucor miehei y de

Candida antarctica.
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Figura 3.7. Especificaciones de las lipasas de Mucor michei y Candida antarctica.

Aunque la estructura de estas lipasas ha sido estudiada por algunos autores [BRADY, 1990,

BRZ(QZOWSKI, 1991], la localizacién de los centros activos de dichas estructuras no estd, todavia,
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muy claro. Los andlisis realizados mediante la técnica de rayos X revelan que las lipasas estdn
constituidas por estructuras protefcas con conformacién globular, formadas por una cadena de

polipéptidos con mis de 269 residuos, cuyo peso molecular oscila entre 29.000 y 30.000 umas.

Segiin dicho estudio, puede considerarse que el centro activo de la proteina estd constituido por
una triada catalftica de aminodcidos cuya secuencia es Serina-Histidina-Asparagina, junto con una
molécula de Serina activa situada bajo un fragmento helicoidal prolongacién de una superficie curva
y alargada. Al parecer la activacion de la lipasa en las inmediaciones de la interfase acuoso-lipidica
depende de muchos factores, siendo los mds acentuados la concentracién de sustrato en dicha interfase,
1a orientacion del enlace a romper, 1a reduccién de la pelicula acuosa que rodea a las moléculas de

lipido, o el cambio conformacional que se produce en la enzima.

Enzima Nativa Enzima Activada

Triada catalitica

Radical a sustituir
(Hidrégeno para un dcido grase)

Ser NH-."‘ ' \

. Enlace escisible
O et C Do OySer

Ser OH-"’
R

Addo Graso

Figura 3.8. Esquema del cambio conformacional de la lipasa.
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El cambio de conformacion de 1a lipasa puede describirse como un movimiento simple del

cuerpo rigido de su parte helicoidal. Consiste en una translacién del centro de gravedad en unos ocho
amstrons y una rotacién de 167 grados sobre un eje casi paralelo al de la hélice. Dicho cambio
conformacional esta estrechamente ligado a la formacién del complejo enzima sustrato, en el que
interviene la serina activa que acompaiia a la triada catalitica, formando un enlace covalente con el

carbono terminal del grupo 4dcido perteneciente a la molécula de sustrato.

Los grupos amino e hidroxilo pertenecientes a la serina de la triada catalitica, se encargan de
estabilizar el oxigeno carboxilico correspondiente, mientras que el grupo constituido por el dtomo de
nitrégeno correspondiente a la histidina se encarga de estabilizar el oxigeno del grupo hjdrbleo
perteneciente al sustrato. En la figura 3.8 se muestra un esquema correspondiente al cambio
conformacional de la lipasa, asf como una aproximacién de la formacién de enlaces con el sustrato

correspondiente.
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3.3 CONDICIONES DE OPERACION

En general, las variables que ejercen una mayor influencia en los procesos de esterificacion
catalitica son temperatura, presion, tiempo de operacion, agitacion, estructura quimica y proporciones

relativas de los reactivos de partida, y naturaleza y concentraci6n del catalizador empleado.

En funcién de los reactivos que se vayan a emplear en las reacciones de esterificacion
correspondientes, 1as condiciones de operacién quedaran fijadas dependiendo de los puntos de fusion
y ebullicién de los mencionados reactivos y productos, asi como de las especificaciones marcadas por

el tipo de catalizador utilizado.

Debido a que los ésteres objeto de estudio présentan un punto de ebullicion relativamente
elevado, en principio podria pensarse que el equilibrio de reacci6n puede desplazarse hacia la
formacion de productos eliminando el agua de reaccifn trabajando a presiones reducidas, ya que este
seria el componente més voldtil del medio de reaccién y a temperaturas moderadas se encontrarfa en
fase vapor [IPATIEFF, 1936]. No obstante, en el caso en el que uno de los reactivos sea més volatil
que el agua, dicho reactivo serfa arrastrado junto con él. En nuestro caso se da este fenémeno cuando
trabajamos con ¢l alcohol isopropilico, por lo que en dicha situacién tendremos que trabajar a presion

atmosférica y a temperaturas inferiores a los 83°C,

Por otra parte, no conviene trabajar a presiones excesivamente bajas, ya que un vacio
demasiado efectivo podria dar lugar a una inesiabilidad del sistema catalitico, ya que el agua de
constitucién y el agua junto con el que estd inmovilizada la enzima daria lugar a una desnaturalizacién
de la misma. En los casos en que los que es viable operar a presién reducida, el limite inferior para
la presion ha sido fijado en 60 mmHg, valor para el cual no se ha observado perdida de actividad

apreciable.
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Segun las especificaciones de las lipasas empleadas, estd claro que la temperatura de operacién
no puede ser superior a los 80°C, ya que a partir de esta temperatura la actividad catalitica de las
enzimas cae bruscamente, por lo que este valor marcari el limite superior desde el punto de vista
catalitico. También segiin dichas cspcciﬁcacioncs, el limite inferior para la temperatura quedaria fijado
en 60°C, ya que por debajo de este valor, la actividad enzimdtica toma valores inferiores al 90% de
la actividad mdxima. Segtin esto, los limjtcs de temperatura quedarian fijados desde el punto de vista

de 1a actividad catalitica.

Sin embargo, para ﬁjar la temperatura también es necesario tener en cuenta los puntos de
fusién y ebullicién de los reactantes. Asi, cuando el alcohol de partida es el isopropanol, el limite
superior para la temperatura se ha fijado en 75°C, con el fin de conseguir que la mayor parte del
alcohol se encuentre en estado liquido. Por otra parte, cn los casos en los que el 4cido o el alcohol de
partida presentan puntos de fusion relativamente elevados (4cido palmitico y alcohol cetilico), el limite
inferior para la temperatura se ha fijado en 65°C, con el fin de disminuir la viscosidad de la mezcla

de reaccién y conseguir un flujo de fluidos adecuado para nuestros propdsitos. -

Aungque, en un principio, podria considerarse que las condiciones de temperatura impuestas por
el catalizador no son favorables para las reacciones de esterificacién, hay que hacer notar que ademas
del consiguiente ahorro energético que suponen, en comparacién con los procesos clésicos, dan lugar

a una ventaja adicional.

Cuando la temperatura de operacion es elevada, el salto energético necesario para que tenga
lugar la reaccién es mucho menor, pero también se favorecen reacciones secundarias no descadas, asi
como la degradacién de algunos productos de 1a mezcla de reaccion por simples procesos de oxidacidén
o polimerizacién. Por tanto, trabajando dentro de los limites fijados para la temperatura eliminamos

dichas reacciones indeseables.
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Las especificaciones del catalizador, también nos fijan la concentracién del mismo en el medio
de reaccién. Segin las mismas, el limite inferior quedaria fijado en un 1% en peso de caralizador con
respecto a la masa total de reaccion, ya que por debajo de esta concentracién la reactividad no varia
linealmente con la concentracion, mientras que ¢l limite superior queda fijado en un 7% en peso, ya
que por encima de dicha concentraciém, el sistema deja de comportarse como homogéneo ©

pseudohomogeneo.

El tiempo de reaccién requerido va a depender de como se hayan fijado el resto de las
condictones de operacion. Los valores observados en otros procesos oscilan entre los 90 minutos y las
7 horas de reaccién, aunque en algunos casos no se alcanza la concentracién de equilibrio hasta
después de transcurridos varios dias [McCRACKEN, 1967]. En nuestro caso se ha podido observar que

el equilibrio se alcanza entorno a las dos-tres horas de reaccion.

La velocidad de agitacion empleada deberia ser 1o mds elevada posible, con el fin de que el
flujo de fluidos se aproxime lo maximo posible a la aproximacién de mezcia perfecta, es decir que el
régimen de operacién sea turbulento y que los fendmenos de transferencia de materia sean
despreciables fren;cc a la etapa constimida por la reaccién quimica. La velocidad de agitacion
recomendada para que se produzca esta situacion, depende de la viscosidad de la mezcla de reaccidn,

y puede estimarse en un intervalo de entre 300 y 800 rpm., dependiendo de la estabilidad del sistema.

Por iiltimo, queda por fijar la proporcién relativa de los reactivos de partida. Normalmente,
cuando interesa desplazar ¢l equilibrio de la reaccién se trabaja en exceso de alcohol, ya que trabajar
con exceso de dcido da lugar a un producto final (iuc no puede destinarse a usos cosméticos o
farmacolégicos. En nuestro casos interesa trabajar con relaciones molares 1:1, ya que ¢l producto final
se obtiene con una conversién suficientemente elevada, cumpliéndose asi las especificaciones

comerciales impuestas sin necesidad de una posterior purificacién del producto final.
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3.4 DESARROLLO DE UN EXPERIMENTO

La experimentacién se llevé a cabo de modo que siempre atendiese a la misma sistemética, con
el fin de que todos los experimentos fuesen comparables desde el punto de vista de las condiciones de
operacién. Asf, el inicio de cada experimento se realizd cargando el reactor con la mezcla de reaccién:

alcohol, dcido y enzima inmovilizada como catalizador.

Las cantidades de los reactivos y catalizador vienen determinadas por las concentraciones
deseadas para la realizacién de cada experimento, y por el nivel del liquido que ocupa la mezcla de
reaccion en el reactor, que debe ser tal que la agitacién proporcionada sea la adecuada, segin las

consideraciones anrteriormente expuestas.

Una vez alcanzada la temperatura de operacién en el bafio termostatizado, asi como en el
reactor cargado que esta introducido dentro del mismo; se conecta el sistema de vacio, el cual
proporciona un incremento de aitura en la columna de mercurio determinado, segun 1a presién a la que
se lleve a cabo la reaccién. Logicamente, en el caso en el que la reaccién se realice en términos de

presién atmosférica, el sistema de vacio no se conectar.

Simultineamente, se pondrd e¢n funcionamiento el sistema de agitacién, y se conectard el
refrigerante que hace condensar el agua que se va formando en el reactor, y que se recoge en otro
matraz a la salida del refrigerante. En el caso en que 1a reaccion se lleve a cabo a presion atmosférica,
se conectari el refrigerante de reflujo, con ¢l fin de que la mayor parte de los componentes volatiles

permanezcan en fase liquida en el seno de la mezcla de reacci6n,

Para que las condiciones de operacion no varien durante el transcurso de la reaccién, evitando

asi retrasos en la consecucidn del estado estacionario o inestabilidades dentro del propio sistema, serd
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necesario emplear sistemas de instrumentacion y control capaces de mantener constantes los siguientes

pardmetros:

(a) La presion del sistema; esto se consigue manteniendo constante la diferencia de alturas entre
las ramas del manémetro de mercurio, regulando para ello la cantidad de la mezcla aire-vapor
succionada por la bomba de vacio.

(b) La temperatura del bafio termostatizado; valiéndose para ello de un termémetro de contacto
acoplado a un termostato que se encarga de conectar o descongctar 1a resistencia calefactora.

(c) El mimero de revoluciones del agitador; que es regulado mediante un selector de velocidades

acoplado al motor de agitacidn.

Las muestras, de unos 0.5 cm® aproximadamente, se extraen con un intervalo de tiempo de diez
minutos durante la primera media hora de reaccién, y con un intervalo de media hora para las restantes,
La extraccién se realiza mediante una aguja acoplada a un siste;ma de vacio; la toma de muestras debe
ser ripida para no producir perturbaciones que puedan dar lugar a variaciones de presién apreciables

en el interior del reactor.

Las muestras extraidas se conservan en recipientes cerrados y sometidos a refrigeraciéon con
el fin de congelar la reaccién para que su composicion no sea alterada. Posteriormente se procede a
la preparacién de dichas muestras para el consiguiente anilisis, ¢l cual se detallard en el capitulo

siguiente.

Una vez finalizada la reaccién, se procede a la recuperacion de la enzima. Para ello se utiliza
un sistema de filtrado a vacio, con el que se obtiene por una parte Ia mezcla de reaccién resultante

(dcido-alcohol-éster) y por otra la enzima inmovilizada. Esta iiltima deberd someterse posteriormente
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a un sistema de lavado con disolventes para dejarla exenta de los posibles productos acumuiados

durante la reaccidén y conseguir la eliminacidn de Ia posible cantidad de agua depositada.

Por 1ltimo, se somete el catalizador a un sistema de secado con aire a presion, con el fin de
que quede listo para ser reutilizado en una nueva carga de reaccién; mientras que los disolventes
empleados en las operaciones anteriores se recuperan mediante una operacién de destilacién para evitar

1a pérdida de los mismos.
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En el presente capitulo se detalla el estudio realizado para Ia eleccién de los métodos de
andlisis para el seguimiento e identificacién de las especies quimicas presentes en la sintesis enzimdtica
de ésteres de dcidos y alcoholes grasos. La identificacion de las especies presentes en el medio de
reaccion es necesaria para asegurarse de que los la mezcla de reaccién es la deseada. Sin embargo, (;,1
seguimiento de las concentraciones de las mismas puede llevarse a cabo mediante el estudio de una
de las especies, una vez conocidas las reacciones que tienen lugar en el seno de la reaccion. Los 4cidos
£rasos par;a. los cuales se ha llevado a cabo dicho estudio han sido los 4cidos oleico, palmitico y
mirfstico. Mientras que los alcoholes en los que se basa el seguimiento de las conversiones
correspondientes, fueron el cleico y el oetﬂicﬁ. Por tanto, en las muestras de reaccidn, caben esperarse
como especies mayoritarias dichos 4cidos y alcoholes grasos, asi como los ésteres correspondientes,

seglin sea el tipo de reacci6n que se vaya a analizar.

Entre las técnicas analfticas conocidas, las que mejores resultados proporcionan a la hora de
la determinacién, tanto cuantitativa como cualitativa, de los reactivos y productos de sintesis objeto de
interés en este trabajo, son la cromatografia gas-liquido y la espectrometria de masas, cuya fiabilidad

estd sobradamente demostrada.
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4.1 CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

El andlisis cuantitativo y el seguimiento en el tiempo de las especies quimicas presentes en el
sistema de reaccidn, se ha realizado mediante Cromatografia Gas-Liquido. Dicha cuantificacién se ha

llevado a cabo mediante la técnica cromai:ogréﬁca basada en el empleo de patrén interno.

El campo de aplicacion de la cromatografia de gases es bastante amplio en cuanto al andlisis
de materias grasas se refiere. Aunque la volatilidad de este tipo de compuestos es escasa, el empleo
de csta técnica es viable empleando para ello métodos de derivatizacidn que disminuyen el punto de

ebullicidn de los mismos, o empleando fases estacionarias estables a elevadas temperaturas.

Los andlisis realizados para el desarrollo del andlisis de estos productos se han llevado a cabo

en un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 Series 1.

4.1.1 ELECCION DE LA COLUMNA

Las columnas de tipo capilar o semicapilar son las mds adecuadas para este tipo de anlisis,
ya que, ademds de ser muy versdtites, permiten tfabajar con flujos gaseosos relativamente elevados,
lo que da lugar a mejoras considerables en la transferencia de materia existente entre la fase mévil y
la fase estacionaria de la columna. Este hecho redunda en la obtencién de unos picos mucho mds

simétricos y, por tanto, en una mejora de la cuantificacion de las especies analizadas.

Con objeto de seleccionar la columna apropiada para los sistemas en cuestidn, se Hevé a cabo
una revision bibliogrdfica de las columnas empleadas en esta técnica de anglisis, asi como una
selecci6n entre las diferentes marcas comerciales, lo que dio lugar a la eleccion de una columna capilar

de silice fundida con un contenido del 5% de fenilmetilsilicona.
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4.1.2 CONDICIONES DE OPERACION

Las condiciones de operacion para el andlisis cromatografico dependen, 16gicamente, de todas
y cada una de las especies presentes en la muestra a analizar. Por eso fue necesario tener en cuenta las

propiedades fisico-quimicas de dichas especies.

Salvo el programa de temperaturas empleado en el horno cromatogréfico para resolver el
método de andlisis de cada una de las diferentes muesiras, las condiciones de operacién para el andlisis
y el equipo cmpleado fueron las mismas en todos los casos. En la tabla 4.1 se detallan dichas

condiciones de andlisis, generales para todos los casos.

Tabla 4.1. Condiciones de operacion del cromatograto HP 5890 Series II.

silice fundida
MATERIAL crosslinked con un 5% de
fenilmetilsilicona
COLUMNA - DIAMETRO INTERNO 0.31 mm
LONGITUD 25m
ESPESOR PELICULA 0.71 ym -
PORTAL INYECCION 270°C
TEMPERATURAS
DETECTOR (FID) 270°C
NATURALEZA Helio
GAS PORTADOR CAUDAL 1 mi/min
PRESION 21 psi.
SISTEMA INYECCION splitless (50 s)
MUESTRA NTRA 1w 0025gen18g
INTRODUCIDA CONCE CION de disolvente)
DURACION ANALISIS 20 - 40 min
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En cuanto los programas de temperaturas empleados para llevar a cabo dicho andlisis, se
proponen dos. En la tabla 4.2 se detallan dichos programas. El primero de ellos se empleé6 para resolver
el andlisis de los ésteres mds voldtiles: oleato de isopropilo, palmitato de isopropilo y 2-metil-butirato
de oleilo. EI segundo programa de temperamras_ se utilizé para solucionar el andlisis de los ésteres mds

pesados: miristato de miristilo, oleato de oleilo y oleato de cetilo.

Tabla 4.2. Programas de temperaturas del cromatégrafo HP 5890 Series I1.

‘ l . PROGRAMA 1 PROGRAMA 2
TEMPERATURA INICIAL 150°C 170°C -l
TIEMPO INICIAL 1 min "1 min
VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO 5.5°C/min 10°C/min
TEMPERATURA FINAL 200°C 270°C
_TEIMPO FINAL 15 min - 20 min

4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS

La identificacién de las especies quimicas producidas en el medio de reaccién, se ha llevado
a cabo mediante la técnica de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC/EM). El andlisis
de las muestras se realiz0 en un aparato compacto de cromatografia de gases-espectrometria de masas

. Hewlett-Packard, modelo 5992B, provisto de una columna capilar.
4.2.1 ELECCION DE LA COLUMNA

La eleccién de la columna se realizé igual que en el caso de la cromatografia gas-liquido v,
l6gicamentie, esta resulté ser una columna capilar de silice fundida con un contenido del 5% de

fenilmetilsilicona.
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4.2.2, CONDICIONES DE OPERACION

Las condiciones de operacion para el andlisis por cromatografia de gases-espectrometria de

masas se han elegido de 1a misma forma que en el caso del andlisis mediante cromatogratia gas-liquido.

Dichas condiciones generales se¢ detallan en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Condiciones de operacién del equipo HP 5992B.

silice fundida

MATERIAL crosslinked con un 5% de
fenilmetilsilicona
COLUMNA DIAMETRO INTERNO 0.31 mm
B LONGITUD 12m
ESPESOR PELICULA 0.71 um
ENERGIA DE IONIZACION 70 e.v.
RANGO DE MASAS EMPLEADO 150-550 u.m.a.
TEMPERATURA DEL PORTAL INYECCION 275°C [
D NATURALEZA Helio
GAS PORTADOR CAUDAL 1 m/min |
PRESION 10 p.s.i.

MUESTRA
INTRODUCIDA

SISTEMA INYECCION

splitless (30 s)

CONCENTRACION

1w (0020gen 18 g
de disolvente)

TIEMPO DE ELUCION
DEL DISOLVENTE

2 min

También en este caso el programa de temperaturas varfa dependiendo de la volatilidad de los

ésteres que se vayan a analizar, por eso, al igual que en el punto anterior, serd necesario emplear dos

programas de temperaturas. Dichos programas se detallan en Ia tabla 4.4. El primero se emplea para

las muestran que presentan oleato de isopropilo, palmitato de isopropilo, 2-metil-butirato de oleilo y

miristil miristato, mientras que el segundo se empleard para el oleato de oleilo y el oleato de cetilo.
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Tabla 4.4. Programas de temperaturas del cromatégrafo HP 5890 Series IL

—T

PROGRAMA 2

b -

PROGRAMA 1

TEMPERATURA INICIAL 150°C 170°C

TIEMPO INICIAL 5 min 1 min
VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO 1 5.5°C/min 10°C/min

TEMPERATURA 1 200°C 270°C

TIEMPO 1 15 min 20 min

VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO 2 50°C/min 50°C

TEMPERATURA FINAL 300°C 300°C

TIEMPO FINAL 5 min 5 min

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION DEL METODO DE ANALISIS

|

A continuacién se exponen los resultados obtenidos mediante Cromatografia Gas-Liquido. En

las figuras 4.1, 4.2, 4.3, 44, 4.5 y 4.6 se puede observar los cromatogramas tipicos correspondientes

a las muestras de las reacciones de esterificacién entre los diferentes dcidos y los alcoholes grasos

correspondientes. En las Tablas 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10 se recogen los picos obtcnidos en los

andlisis, los tiempos de retencion correspondientes a cada uno de los picos y ¢l nombre de los

compuestos correspondientes a los picos identificados.

desconocidos. La identificacién de estos picos, s¢ llevara a cabo empleando 1a técnica de Cromatografia

Exceptuando los picos correspondientes a los dcidos y alcoholes grasos de partida, el resto son

de Gases-Espectrometria de Masas.



Resultados y Discusién del Método de Anilisis

169

— -

iF

]

rwgu L«\

STWeT

Figura 4.1. Cromatograma tipo de 1a reaccién de esterificacién entre el dcido oleico y el alcoho! oleico

Tabla 4.5. Tiempos de retencién de las especies de reaccién en la esterificacién del Acido
oleico con alcohol oleico.

PICO - TIEMPO RETENCION (min) COMPUESTO ]
1 - | Disolvente 1
2 13.728 Alcohol Oleico
3 19.981 Acido Oleico
4 32.557 Desconocido
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Figura 4.2. Cromatograma tipo de la reaccién de esterificacion entre el 4cido oleico y el alcohol
cetilico. :
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Tabla 4.6. Tiempos de retencién de las especies de reaccién en la esterificacién del acido
oleico con alcohol cetilico.

PICO TIEMPO RETENCION (min) COMPUESTO {
1 - Disolvente

12.012 Alcohol Cetilico

2
3 - 19.982 Acido Oleico
4 30.176 Desconocido
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Figura 4.3. Cromatograma tipo de la reaccidn de esterificacién entre el dcido oleico y el alcohol

isopropilico.

Tabla 4.7. Tiempos de retencion de las especies de reaccién en la esterificacién del dcido oleico
con alcohol isopropilico.

TIEMPO RETENCION (min)

PICO COMPUESTO
1 - Disolvente
2 25.752 Acido Oleico
3 Desconocido

28.957
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Figura 44. Cromatograma tipo de 1a reaccién de esterificacién entre el 4cido palmitico y el
alcohol isopropilico.

Tabla 4.8. Tiempos de retencion de las especies de reaccién en la esterificacion del Acido
palmitico con alcohol isopropilico.

PICO TIEMPO RETENCION (min) COMPUESTO
1 -----—-——‘—--—-—— Disolvente
2 18.528 Acido Palmftico
3 20.311 Desconocido
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Figura 4.5. Cromatograma tipo de la reacci6n de esterificacién entre el dcido miristico y el alcohol

miristico.

Tabla 4.9. Tiempos de retencién de las especies de reaccion en la esterificacion del dcido
miristico con aicohol miristico.

TIEMPO RETENCION (min)

COMPUESTO

PICO
1 - Disolvente
2 6.635 Alcohol Mirfstico
3 8.469 Actdo Mirifstico
4 22.395 Desconocido
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Figura 4.6. Cfomatograma tipo de 1a reaccién de esterificacién entre el dcido 2-metil-butirico y el
alcohol oleico.

Tabla 4.10. Tiempos de retencién de las especies de reaccién en la esterificacion del dcido 2-
metil-butirico con alcohol oleico.

PICO TIEMPO RETENCION (min) COMPUESTO
1 - Disolvents
2 16.757 Alcohol Oleico

3 19.406 Desconocido
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Del andlisis realizado empleando la técnica de Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas, se obtuvieron los correspondientes espectros en términos de abundancias relativas de cada

fragmentacion en relacion al pico base.

En las Figuras 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12 se muestran, los espectros correspondientes a las
muestras de reaccién analizadas. Analizando los espectros de masas correspondientes a los productos
mayoritarios de los seis tipos de muestra de reaccién, se pudo comprobar que los compuestos

desconocidos correspondfan a los ésteres objeto de sintesis.

En la Tabla 8 se recogen los tiempos de retencién de los picos desconocidos en cromatografia
de gases, asi como la masa molecular a la que corresponden dichos compuestos segin el anélisis de
los espectros obtenidos por espectrometria de masas, lo que conduce a la identificacién de los

compuestos en cuestién.

Tabla 4.11. Interpretacién de los espectros. Identificacion del los productos de reaccién.

TIEMPO -

IRGphice RET(IIEnl\iIIgION gf;i“) COMPUESTO

aloohol aieion 32557 532 ol

s | o w | omme
alcoi(;lld?sg;i)?ﬂico 28.957 3 I(s)(l);?'?pgz
wloohol lopropfico 20311 298 sopropil

slcohol mirtstico 22395 4 v
s |
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Figura 4.8. Espectro de masas correspondiente a una muestra de Ia reaccion de esterificacién de
dcido oleico con alcohol cetflico.
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Figura 4.10. Espectro de masas correspondiente a una muestra de la reaccién de esterificacion de
dcido palmitico con alcohol isopropilico.
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Figura 4.12. [Espectro de masas correspondiente a una muestra de Ia reaccién de esterificacién de
dcido 2-metil-butirico con alcohol oleico.
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Habida cuenta de 1a necesidad de cuantificar las especies existentes en el medio de reaccién,
una vez identificadas dichas especies, asi como sus correspondientes tiempos de retencién en
Cromatografia Gas-Liguido, se procedi6 al cdlculo de las rectas de calibrado para los diferentes dcidos

grasos empleados como productos de partida en la reaccién de esterificacién con isopropanol.

Dichas rectas de calibrado, se han obtenido relacionando la razén entre el peso de dcido graso
y el peso de la sustancia -patrén, con la raz6n entre las dreas de dcido graso y de sustancia patrén
correspondientes a dichos pesos, cuyo valor se ha mantenido dentro del intervalo que cabe ser esperado

para cada una de las muestras de reaccién.



5. ELECCION DEL CATALIZADOR
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Con ¢l fin de conocer el comportamiento de los diferentes sistemas estudiados frente a los
diferentes sistemas cataliticos disponibles, se llevaron a cabo una serie de experimentos previos que
se detallaran en el presente capftuio. Los sistemas cataliticos empleados a tal fin estdn constituidos por
una sal metilica, cloruro de estafio (II) pentahidratado, cuatro formas comerciales de 1a lipasa de Mu(_:or.

miehei y tres formas comerciales de la lipasa de Candida antarctica.

Paré cada uno de los sistemas de reaccién planteados, se realizaron los experimentos
correspondientes, uno por cada tipo de catalizador. Las condiciones de operacién para cada serie de
experimentos se fijaron inicialmente, teniendo en cuenta las limitaciones planteadas en el capitulo tres.
Obviamente, es necesario mantener dichas condiciones de operacién constantes durante la reaccién para
que los experimentos sean comparables desde el punto de vista de la actividad catalitica. En este
sentido, la validez de cada una de las especies cataliticas propuestas se comprobd midiendo la

conversién del 4cido graso de partida en el ester buscado, a lo largo del tiempo de reaccion.

Como se veri a continuacion, la eleccidn del catalizador se realizé teniendo en cuenta tanto

la conversion como la selectividad de los diferentes sistemas catalfticos.
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5.1 ESTERIFICACION DE ACIDO OLEICO CON ALCOHOL OLEICO

Con el fin de cumplir los objetivos propuestos se realizaron ocho experimentos, cuyas
condiciones de operacién se resumen en la tabla 5.1. En todos los casos los reactivos de partida fueron

el dcido oleico y el alcohol oleico.

Tabla 5.1. Resumen de los experimentos previos para la sintesis de Oleato de Oleilo.

REACCION | cyrarizaboR | ACAL | O | ombp |
POO1 Lipozyme IM20 1:1 70 60 5
POO2 Lipozyme IMS50 1:1 - 70 60 5
POO3 Lipozyme IM 1:1 70 60 3
POO4 Lipozyme 10.000 | 1:1 a0 | 710 5
POOS5 SP 435-A 1:1 70 60 5
POO6 SP 435-L 1:1 70 60 5
POO7 Novozym 435 1:1 70 60 5
POO8 SnCl,.5H,0 1:1 180 60 1

El tiempo de reacci6n total fue de tres horas para todas las reacciones, salvo en el caso en que
el catalizador empleado es cloruro de estafio, dondé el tiempo total de reaccidn fue de siete horas. En
el primer caso se pudo comprobar que las variaciones en la conversion de 4cido en éster a partir de
las dos horas de reaccion era en todos los casos inferior al 2%, por lo que se puede considerar que para

dicho tiempo de reaccién se ha alcanzado el equilibrio.

En la figura 5.1 se representan las diferentes conversiones alcanzadas a las dos horas de
reaccion para los diferentes sistemas cataliticos. Como puede observarse, se dan dos casos en los que
la conversion estd muy por debajo del valor medio obtenido con los demds sistemas cataliticos. El -

primer caso corresponde a la lipasa de Mucor miehei en disolucién, en el que la conversién obtenida



Esterificacion de Acido Oleico con Alcohol Qleico 187

a las dos horas es del 30.05%. Este valor tan bajo puede deberse a dos factores: Por una parte, Ia
temperatura de trabajo es muy inferior por motivos de estabilidad de la propia lipasa, lo que influye
directamente sobre el salto energético necesario para que Iareaccion tenga lugar. Por otra parte, al estar
la lipasa en disoluci6n, existe una concentracién de agua en el medio de reaccién que le es
desfavorable al equilibrioc de formacién de productos, por lo que la conversién en ester se ve

notablemente disminuida, aunque podria mejorarse aumentando ¢l tiempo de reaccién,

Y e
100 - EV/ 7/ 7/
60 - g / / /
- 2% % / :o.os

I E I . L] 1 1 1 I
POOt PCO2 POO3 PQO4 POOE POOS POO7 POCS

Figura 5.1. Conversiones en oleato de oleilo a 1as dos horas de reaccion.

Cuando 1a conversion a las dos horas sélo alcanza el 51.7%, el catalizador empleado es cloruro
de estafio. En este caso, la conversidn obtenida a las siete horas de reaccidn casi alcanza el 80%, sin
embargo, la temperatura necesaria es de 180°C, 1o que da lugar a la aparicion de reacciones secundarias
de oxidaci6n y polimerizacion, por 10 que este sistema catalitico tampoco es adecuado para miestros

objetivos, ya que serfa necesario someter el producto a operaciones de purificacion.
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En cuanto al resto de los sistemas catalfticos empleados, puede observarse que las conversiones
obtenidas con lipasas inmovilizadas de Mucor miehei son ligeramente superiores a las obtenidas con
las lipasas inmovilizadas de Candida antarctica, 1o que indica que aunque los dos tipos de lipasas
presentan una actividad similar hacia ambos sustratos, los catalizadores constituidos por la primera de
ellas son mds adecuados para esta sintesis. De los tres sistemas cataliticos elegidos, puede observarse
que la menor conversién obtenida, 94.9% se obtiene cuando el catalizador es el sistema Lipozyme IM-
50 que, curiosamente, es el que mayor actividad nominal presenta en las especificaciones. Esto indica
que la especificidad de los catalizadores no s6lo depende de la cantidad de enzima inmovilizada sobre

el soporte en cuestion, sino que también depende de los pardmetros caracteristicos de dicho soporte.

Si comparamos la superficie especifica de los catalizadores, podemos observar que tanto para
la lipasa Lipozyme IM, como para la Lipozyme IM-50, ¢l valor observado es del mismo orden de
magnitud, 60 m?*/g, mientras que para la lipasa Lipozyme IM-20, el valor obtenido es casi la mitad,
35.8 m%/g. Como para los preparados IM e IM-20, las conversiones son muy similares, esto indicarfa

que la conversién no se ve afectada por este parametro en las condiciones de reaccién fijadas.

Sin embargo, si comparamos los valores del dismetro medio de poro, podemos observar que
en el caso del sistema Lipozyme IM-50, el valor obtenido, 243.4 A es mayor que en los otros dos
casos, 142.1 A para el sistema Lipozyme IM-20 y 175.9 A para el Lipozyme IM. Esto se traduce en

un aumento de la conversion a medida que el didmetro de poro medio disminuye.

A la vista de estos resultados, puede decirse que la reaccidn ticne lugar exclusivamente en la
superficie, puesto que de no ser asi, al disminuir el didmetro medio de poro la conversién disminuiria,
ya que tanto los reactivos como los productos encontrarian una mayor resistencia en las posibles etapas
de difusién interna, llegando al bloqueo de los canales porosos en los casos extremos. No obstante esta

etapa no ticne lugar, puesto que no se ha apreciado muestra alguna de desactivacion.



Esterificacion de Acido Oleico con Alcohol Cetilico 189

5.2 ESTERIFICACION DE ACIDO OLEICO CON ALCOHOL CETILICO

La eleccién de catalizador para esta sintesis se llevd a cabo de forma andloga. Los reactivos
de partida fueron 4cido oleico y alcohol cetilico. Las condiciones de operacién para estos experimentos
previos se fijaron segtin la metodologia descrita en el capitulo tres. En la tabla 5.2 se resumen las

condiciones de operacién para dicho sistema de esterificacién.

Tabla 5.2. Resumen de los experimentos previos para la sintesis de Oleato de Cetilo.

REACCION CA'I{;{?ZREDOR R.:EO;JI?R ("'1(13) (mnf) Hg) (S/Z)
POC1 Lipozyme IM20 1:1 75 60 5
POC2 Lipozyme IM50 11 75 60 5
POC3 Lipozyme IM 111 75 60 5
POC4 Lipozyme 10.000 1:1 55 710 5
POC5 SP 435-A 1:1 75 60 5
POC6 SP 435-L | 1:1 75 60 5
POC7 Novozym 435 1:1 75 60 5
POC8 ' SnCl,.5H,0 1:1 180 60 1

A excepcién de las reacciones en las que se emplea como catalizador cloruro de estafio y
Lipozyme 10.000, cuyo tiempo total de reaccién fue de siete horas, en el resto de los experimentos el
tiempo total de operacién fue de tres horas, aunque no se obtuvieron variaciones importantes en la

conversién a partir de las dos horas de reaccion.

En la figura 5.2 se muestra el valor de la conversion obtenido a las dos horas de reaccién para
los ocho sistemas cataliticos probados. Como puede observarse la conversién obtenida empleando
cloruro de estafio como catalizador alcanza ¢l 43.5%, mientras que para las siete horas de reaccion se

llega hasta un 81.2%. Al igual que en caso anterior s¢ observa un pardeo importante, tipico de la
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oxidacion de la mezcla de reaccidn, asf como una disminucidn en la selectividad del catalizador, puesto
que aparecen productos indeseables en el medio de reaccion procedentes de reacciones secundarias que

deben eliminarse via purificacién para que el producto final cumpla especificaciones.

100 —/xac - 87.3
. 78.1 /% |
# 60.6 %
80 % 43.5
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Figura 5.2. Conversiones en oleato de cetilo a las dos horas de reacci6n.

Como puede observarse, la actividad de los sistemas cataliticos constituidos por la lipasa de
Candida antarctica frente a los reactivos de partida es muy superior a la observada en los sistemas
enziméticos obtenidos a partir de 1a lipasa de Mucor miehei. Lo que indica que esta tltima se ve

parcialmente inhibida por la presencia del alcohol cetilico.

En cuanto a los catalizadores de Candida antarctica, podemos decir que para el preparado de
mayor actividad catalftica nominal, SP-435 A, se obtiene una menor conversién (78.1%). Esto significa

que las caracteristicas de los soportes juegan un papel relativamente importante. El soporte del
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catalizador SP-435 A presenta una superficie especifica de 29.17 m%g, menos de la mitad que el
sisterna catalitico SP-435 L, 67.23 m%/g, y menos de una tercera parte de la superficie especifica del
preparado Novozym 435, 95.50 m’/g. En estos dos iliimos casos, se observa un aumento de la

conversion hasta un 87.3% en el primerc y hasta un 91.01% en el segundo.

Por otra parte, el didmetro medio de poro aumenta desde 179.2 A en el sistema Novozym 435
hasta 210.1 A para el sistema SP-435 L, y 291.7 A para el catalizador SP-435 A. Segiin estos valores,
puede decirse que el rendimiento del proceso se mejoraria empleando sistemas enzimaéticos procedentes
de lipasa de Candida antarctica inmovilizada sobre soportes con elevada superficie especifica y

pequefio didmetro de poro medio.

El aumento de la conversién con el aumento de la superficie especifica, puede explicarse
teniendo en cuenta que la formacién de enlaces entre los centros activos de la lipasa y los
correspondientes sustratos tiene lugar en la superficie del soporte, lo que indica también que la lipasa
debe inmovilizarse por adsorcion, _puesto que la cantidad de enzima que no se encuentre en la

superficie del catalizador no va a ser efectiva para que la reaccién tenga lugar.

Por otra parte, un aumento de la conversién con la disminucion del tamafio de poro medio
implica que los reactivos no es necesario que s¢ de un transporte de 1os reactivos a través de los poros
del soporte, puesto que si fuese asi, bien los reactivos, bien los productos de reaccién bloquearian

dichos canales, con la consiguiente desactivacién del sistema catalitico.

Este hecho confirma que la reaccion tiene lugar en la superficie externa del catalizador y que,
por tanto, interesa emplear sistemas con superficie externa elevada y didmetro de poro medic minimo.
Por eso el sistema catalftico elegido.fue el preparado Novozym 435, por ser este el que mejores

condiciones reline para este sistema de reaccién.
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5.3 ESTERIFICACION DE ACIDO MIRISTICO CON ALCOHOL MIRISTICO

Los reactivos empleados en este grupo de experimentos previos fueron dcido miristico y
alcohol miristico en todos los casos. Al igual que en los casos anteriores las condiciones de operacién
se fijaron teniendo en cuenta ¢l razonamiento propuesto en el capitulo tres de este trabajo. En la tabla

5.3 se muestran dichas condiciones de operacion,

Tabia 5.3. Resumen de los experimentos previos para ia sintesis de Miristato de Miristilo,

REACCION | cunaiizanor | ACAL | 0 | mmmp | )
_————————ee— e e e
PMM1 . Lipozyme IM20 1:1 70 60 5
PMM?2 Lipozyme IM50 1:1 70 60 5
PMM3 Lipozyme IM 1:1 70 60 5
PyMM4 Lipozyme 10.000 1:1 60 710 5
PMMS5 SP 435-A 1:1 70 - 60 5 ]
PMM6 SP 435-L 1:1 70 60 5
PMM7 Novozym 435 1:1 70 60 5
| PMM8 SnCl,.5H,0 1:1 180 60 1

Como en los casos anteriores, el tiempo de reaccion se fijé en tres horas, observiandose que
transcurridas dos horas puede considerarse que se ha alcanzado el equilibrio. También se mantuvieron
operando los reactores durante siete horas para las reacciones catalizadas por cloruro de estafio y
Lipozyme 10.000. En estos dos 1iltimos casos, la conversién anmenté en las cinco horas siguientes
desde 38.7% a 65.2% y de 6.51% a 8.25% respectivamente. Lo que indica que en ninguno de los dos
casos el sistema catalitico sea competitivo frente a los demds sistemas empleados. Puesto que en el
primer caso se produce una notable coloracion debida a las reacciones secundarias, mientras que én
el segundo se produce una caida de la conversidn considerable, probablemente por el valor en el que

se ha fijado la temperatura de operacion para mantener 10s reactivos en estado liquido.
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En la figura 5.3 se muestran valores obtenidos para la conversion de dcido en éster a las dos

horas de reaccién para los diferentes sistemas cataliticos empleados.

./Xac ® -
: =0
] _
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PMM1 PMM2 PMM3 PMM4 PMM& PMM8 PMM7 PMMB

Figura 5.3. Conversiones en miristato de miristilo a las dos horas de reaccién.

En este caso también se observa_ un mayor rendimiento por parte de los catalizadores
constituidos por la lipasa de Candida antarctica. Esto indica una dismimicién considerable en la
selectividad de la lipasa de Mucor miehei frente a este tipo de reactantes, que puede estar justificada
por sus respectivos puntos de fusién, ya que tanto los pesos moleculares como la longitud de 1a cadena
de ambos es menor que en los casos anteriores, hechos que, en un principio, podrian favorecer un

aumento de la actividad enzim4tica, asi como de su selectividad.

La disminucién en la conversién en cuanto a los catalizadores constituidos por la lipasa de

Candida antarctica también aumenta con respecto a los anteriores sistemas de reaccion, lo que indica
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que la naturaleza de los reactivos de pactida influye negativamente en el proceso de reaccién, Dentro
de este grupe de catalizadores, de nuevo se observa que el valor minimo de la conversién se obtiene
para el sistema catalitico de mayor actividad nominal, SP-435 A (10.200 PLU), lo que supone una
dependencia de la conversion de dcido graso en ester con la naturaleza de los soportes sopre los que

se encuentra inmovilizada la lipasa.

La diferencia de conversiones obtenidas entre estos tres catalizadores es similar a la observada
en ¢l sistema de reaccion dcido oleico-aleohol cetilico. Esto signjﬁcan_’a que los efectos ejercidos por
los valores de superficie especifica y didmetro medio de poro de los soportes son bdsicamente idénticos
a los ejercidos en el sistema anterior. Por lo tanto, en este caso también el proceso se ve favorecido
por sistemas de la lipasa de Candida antarctica inmovilizada sobre soportes con superficie especifica

elevada y didmetro medio de poro minimo.

Una vez mds se confirma que la reaccién tiene lugar en la superficie externa del catalizador
y que a medida que el didmetro de poro aumenta, se favorece un transporie de moléculas a través de
los pbrosdel catalizador que se traduce bien en un ensuciamiento del mismo, bien en un fenémeno de
inhibicién de la enzima, por lo que, en ambos casos, la actividad catalitica se ve parcia]fncnte

disminuida.

Segin los valores obtenidos para la conversién de 4dcido miristico en miristato de miristilo,
63.5%, 86.1% y 95.1% para los tres sistemas catalfticos procedentes de la lipasa de Candida antarctica,
SP-435 A, SP-435 L y Novozym 435 respectivamente, puede decirse que el catalizador més adecuado
para la reaccién objeto de estudio es este (dltimo, puesto que ofrece, dentro del intervalo de operacion,

las mejores posibilidades.
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5.4 ESTERIFICACION DE ACIDO OLEICO CON ISOPROPANOL

Para la eleccién del sisterna catalitico mds adecuado para esta reaccidn de esterificacidn, se
llevaron a cabo ocho experimentos previos, en los que las condiciones de operacion se fijaron en base
a las caracteristicas y especificaciones de los componentes del medio de reaccion (capitulo tres). En
este caso las condiciones de operacién vienen impuestas, principalmente por la naturaleza del alcohol

de partida, isopropanol. En la tabla 5.4 se hace un resumen de dichas condiciones de operacion.

Tabla 5.4. Resumen de los experimentos previos para la sintesis de Oleato de Isopropilo.

| REACCION | cumirizabor | ACaL | ¢ | cmbp | @ |
T PIPO1 Lipozyme IM20 1:1 70 710 5 l
PIPO2 Lipozyme IM50 1:1 70 710 5
PIPO3 Lipozyme IM 1:1 70 710 5
PIPO4 Lipozyme 10.000 1:1 40 - 710 5
PIPO35 SP 435-A 1:1 70 710 5
PIPO6 SP 435-L 1:1 70 710 5
PIPO7 Novozym 435 1:1 70 710 5
PIPO8 SnCl,.5H,0 N 70 710 1

El tiempo de reaccién se fijé en tres horas, observindose que transcurridas dos horas puede
considerarse que se ha alcanzado el equilibrio, puesto que el aumento en la conversidn es pricticamente
despreciable en la ultima hora de reaccién. Excepto para las reacciones catalizadas por cloruro de
estafio y Lipozyme 10.000, cuyo tif_:mpo de reaccién total fué de siete horas. En estos dos ltimos
casos, la conversién pasé de un valor de 62.3% y 5.33% a las dos horas de reaccién a tomar valores
de 80.2% y 6.31%, a las siete horas, respectivamente. Cuando el catalizador es cloruro de esfaﬁo, el .
medio de reaccifn se oscurece, al igual que sucedia en los sistemas anteriores debido a posibles

reacciones de oxidacién o de formacién de polimeros, 1o que hace necesario un tratamiento de
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purificacion tanto para eliminar dichos productos secundarios como para eliminar los metales pesados

provenientes del propio catalizador, ya que se requiere que el producto final sea inocuo.

En cuanto a los resultados obtenidos, cuando se emplea como catalizador la lipasa en
disolucién, puede decirse que dejan mucho que desear, ya que las conversiones son ridiculas cn
comparacién con los demds sistemas empleados. En la figura 5.4 se representan las conversiones

obtenidas al cabo de las dos horas de reaccién con los diferentes sistemas cataliticos empleados.
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Figura 5.4. Conversiones en oleato de isopropilo a las dos horas de reaccidn.

En este caso también puede observarse claramente una mayor reactividad dada por el empleo
de lipasas de Candida antarctica inmovilizadas, obteniéndose conversiones en oleato de isopropilo
superiores al 90% en los tres casos en los que el catalizador estd constituido por este tipo de lipasa.

Por el contrario, cuando el sistema catalitico lo conforma la lipasa de Mucor michei, las conversiones
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alcanzadas a las dos horas de reaccidn no llegan al 40% en los casos mas favorables, cayendo, incluso,
hasta un 10.1% cuando el catalizador empleado es el sistema Lipozyme IM-20 que presenta un soporte
con baja superficie especifica, 35.8 m¥/g, pequefio didmetro medio de poro, 142.1 A y baja actividad
catalitica nominal, 31 BIU. No obstante, si comparamos los resultados con el p1jimer sistema de
reaccién estudiado, se puede observar que la presencia de alcohol isopropilico ejerce una inhibicién
importante sobre el sistema enzimdtico, probablemente debida a la colocaci6én del grupo hidroxilo en
Ia posicién dos de la cadena. Puesto que la lipasa es especifica para las posiciones uno y tres de los
triglicéridos, podria suponerse que sucede un fenémeno similar en el caso de otros sustratos, lo que

se traduce en una disminucién clara de la conversi6n.

Cuando se emplean sistemnas cataliticos constituidos por la lipasa de Candida antarctica, los
resultados obtenidos son mucho mejores. Esto puede ser debido tanto a la naturaleza de los reactivos
como a la no especificidad de 1a propia lipasa, estando, en cualquier caso, favorecida la formacién del

complejo activo enzima-sustrato que va a dar lugar a la formacién de oleato de isopropilo.

La variacién de la conversién al emplear estos tres catalizadores sigue un camino similar al
observado en los casos anteriores. Las conversiones obtenidas son del 90.1%, 92.2% y 98.1% para los
tres catalizadores, SP-435 A, SP-435 L y Novozym 435, siendo este 1ltimo el que menor actividad
nominal presenta segin las especificaciones, 7000 PLU. Este hecho demuestra, de nuevo, qﬁe la
actividad catalitica real depende ademads de las caracteristicas del soporte sobre el que estd inmovilizada
1a lipasa, consiguiéndose mayores niveles de actividad cuando la superficie especifica del mismo

aumenta y su didmetro medio de poro disminuye.

Segin esto, el catalizador més adecnado para lievar a cabo 1a reaccidén de esterificacion entre
el dcido oleico y el alcohol isopropilico, debido tanto a sus caracteristicas, como a los niveles de

conversién que proporciona, es el denominado Novozym 435.
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5.5 ESTERIFICACION DE ACIDO PALMITICO CON ISOPROPANOL

Para conocer como se comporta el sistema 4cido palmitico-alcohol isopropilico frente a los
diferentes catalizadores se realizaron otros ocho experimentos previos. Segin lo expuesto en el capftulo
tres, las propiedades que tienen un mayor peso a la hora de elegir las condiciones de operaci6n en que
se va a llevar a cabo la reaccién, son las correspondientes al 4cido palmitico y al isopropanol. En la
tabla 5.5 se presenta un resumen de dichos experimentos, asi como de las condiciones en las que se

van a Illevar a cabo [os mismos.

Tabla 5.5. Resumen de los experimentos previos para la sintesis de Palmitato de Isopmpilo.

REACCION | iruiizaboR |  ACAL | O | wmbg | ]

(t —_— ) |- 1 _____ = | - |
PIPP1 Lipozyme IM20 1:1 70 70 5
' PIPP2 Lipozyme IM50 1:1 70 710 5
PIPP3 Lipozyme IM 1:1 70 710 5
PIPP4 Lipozyme 10.000 11 65 710 5
PIPP5 SP 435-A 1:1 1 70 710 5
PIPP6 SP 435-L 1:1 70 710 5
PIPP7 Novozym 435 1:1 70 710 5
PIPPS SnCl,.5H,0 1:1 70 710 1

El tiempo de operacién se fijo, al igual que en los casos anteriores, en tres horas para todos
los experimentos, menos para los casos en 1os que se emplean cloruro de estafio y lipasa en disolucién,
que fue de siete horas. En estos dos casos se obtienen similares a las del sistema anterior, siendo las
conversiones alcanzadas de 4.13% y 47.2% a las dos horas de reaccion y de 5.25% y 53.27% a las
siete horas. También en este caso, ambos catalizadores quedan descartados para nuestros propésitos,
por razones obvias: coloracién del producto final debido a la aparicién de reacciones secundarias y

necesidad de emplear procesos de purificacion en el caso de empiear cloruro de estafio, y conversiones
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pequefias, probablemente al nivel de temperatura empleado para mantener el dcido palmitico en estado
liquido, al emplear la lipasa en disolucién como sistema catalitico. En la figura 5.5 se pueden observar

las conversiones obtenidas a las dos horas de reaccién para los diferentes sistemas cataliticos

empleados.
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Figura 5.5. Conversiones en palmitato de isopropilo a las dos horas de reaccién.

Como puede observarse en la figura, hay una clara dismimucién de ia conversién en todos los
casos con respecto al sistema anterior, 1o que se traduce en una disminucién global por parte de la
reactividad del dcido palmitico, asf como de 1a propia actividad enzimética. Los casos mds favorables
se dan cuando los catalizadores empleados son SP-435 L y Novozym 435, ambos obtenidos por
inmovilizacion de la lipasa de Candida antarctica que, como €s notorio, presenta una mayor
selectividad y actividad frente a este tipo de sustratos, en comparacién con la lipasa obtenida a partir

de las cepas de Mucor miehei.
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Para los catatizadores constituidos por esta tltima lipasa, el aumento de conversion resultante
sigue el camino esperado. Asf 1a conversién a las dos horas de reaccién pasa de 5.81% a 12.03% y
15.01% para los sistemas catalfticos Lipozyme IM-20, Lipozyme IM-5( y Lipozyme IM,
respectivamente. Lo que indiéa que para actividades nominales similares, el rendimiento catalitico
aumenta con la supcl:rﬁcie especifica del catalizador y dismimuye a medida que el didmetro medio de

poro de las particulas cataliticas es mayor.

En cuanto a los catalizadores obtenidos por inmovilizacién de la lipasa de Candida antarctica,
el efecto ejercido por la naturaleza y propiedades fisicas del soporte se observa de una forma mas
acusada en el caso del catalizador SP-435 A. En el que, a pesar de presentar la actividad nominal mas
elevada, 10200 PLU, tiene la superficie especifica més pequeiia, 29.17 m’/g, y el didmetro medio de
poro mas elevado, 291.7 A, por 1o que 1a conversién obtenida, 7.65%, es muy inferior a la observada
en los otros dos catalizadores procedentes de la misma lipasa, 58.31% y 64.8% para las especies

cataliticas SP-435 L y Novozym 435.

Esta disminucion en la conversién de 4cido en éster, con respecto al sistema 4cido oleico-
alcohol isopropilico, 6gicamente se debe a la presencia de 4cido palmitico en el medio, que es en este
caso ¢l sustrato principal. Aunque la propia naturaleza quimica del dcido palmitico pﬁeda dar lugar a
una disminucién en el rendimiento de la reaccién, también es probable que tenga lugar la formacién
de complejos indeseables con el propio sistema enzimético, 1o que se¢ traduce en un fenémeno de

inhibicién enzimdtica con respecto a la formacion del complejo principal.

A la vista de los resultados obtenidos, el sistema catalftico elegido para esta sintesis ha sido
correspondiente al experimento siete, es decir Novozym 435, por ser este con el que mejores resultados

se han obtenido.



Esterificacion de Acido 2-Metil-Butirico con Alcchol Oleico 201

5.6 ESTERIFICACION DE ACIDO 2-METIL-BUTIRICO CON

ALCOHOL OLEICO

Para este sistema de esterificacion se han llevado a cabo ocho experimentos previos, tomando
como‘ reactivos iniciales dcido 2-metil-butirico y alcohol oleico. Los catalizadores empleados fueron
los mismos que en los casos anteriores, y ias condiciones de operacidn se fijaron segin lo expuesto
en el capitulo tres, siendo la especie mds decisiva el catalizador. En la tabla 5.6 se hace un resumen
de los experimentos planificados, asi como de las condiciones de operacién en las que se llevaron a

cabo las diferentes reacciones.

Tabla 5.5. Resumen de los experimentos previos para la sintesis de Palmitato de Isopropilo.

| REACCION CATALIZADOR | ACAL (°]r;) (mnf Hp) (g)
PMBO1 Lipozyme IM20 1:1 70 60 5
PMBO2 Lipozyme IM50 1:1 70 60 5
PMBO3 Lipozyme IM 1:1 70 60 5 ]
PMBO4 Lipozyme 10.000 1:1 40 710 .5
PMBOS5 SP 435-A 1:1 70 60 5
PMBOG6 SP 435-L | i:1 70 60 5
PMBO7 Novozym 435 1:1 70 60 5
PMBOS8 _SnClz.SHZO 1:1 100 60 1

El tiempo de operacitn se fijo, al igual que en los casos antefiores, en siete horas para las
reacciones en las que el catalizador fue cloruro de estafio o Lipozyme 10.000 y en tres horas para el
resto de los experimentos, observandose que a partir de la segunda hora de reaccién, las variaciones
en la conversitn eran inferiores al 2% de su valor. El valor de conversién obtenido cuando se emplea

la lipasa en disolucién fue de un 2.16% a las dos horas de reacci6n, alcanzdndose a las siete horas un



202 Eleccion del Catalizador

valor similar, lo que indica que sistema catalitico no es adecuado para nuestro proceso, ya que la lipasa

no presenta, pricticamente actividad alguna frente al sustrato dcido.

Los resultados obtenidos para el clorpro de estafio son similares a los del primer sistema de
esterificacién, oleato de oleilo, presentdndose los mismos problemas que en casos anteriores: aparicion
de productos secundarios debidos a reacciones colaterales de oxidacién y polimerizacién, con el
consiguiente aumento de costes de purificacion para que el producto final cumpla las especificaciones
de mercado, lo que ¢s prohibitivo desde el punto de vista industrial. En la figora 5.6 se muestran las
conversiones obtenidas a las dos hdras de reacéién para los diferentes sistemas cataliticos probados en
el sistema de reaccién con ¢l fin de lievar a cabo un andlisis discriminatorio que nos permita elegir el

m4s adecuado para nuestros propositos.
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Figura 5.6. Conversiones en 2-metil-butirato de oleilo a las dos horas de reaccién.
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De dicha figura se deduce el claro descenso en la conversion si comparamos los resultados con
los obtenidos en el primer sistema de reaccién estudiade. Obviamente, el empleo de 4cido 2-metil-
butirico en sustitucién del dcido oleico es el responsable de esta situacién. La lipasa de Mucor miehei
es pricticamente inactiva frente a este sustrato, por lo que las conversiones obtenidas no alcanzan el
16%, quedanﬁo descartadas para su empleo en cste sistema. No obstante, 1a variacién de conversion
sigue el camino esperado, es decir mejores conversiones para soportes con mayor superficie especifica

y menores valores de didmetro de pore medio.

En cuanto a los sistemas catalfticos formados por la lipasa de Candida antarctica inmovilizada,
puede decirse que las variaciones observadas en la conversién también corresponden a lo esperado,
siendo los valores obtenidos de 69.35%, 72.71% y 75.7% para las especies cataliticas SP-435 A, SP-
435 L y Novozym 435 respectivamente. Estos valores corroboran, una vez mdés, que la actividad del
catalizador no s6lo depende de la actividad nominal de la especie enzimdtica, sino que también
dependen de las propiedades de los soportes sobre los que se hallan inmovilizadas. Por lo que la
reaccidn se ve favorecida cuando los soportes presentan una elevada superficie especifica y un valor

bajo del didmetro de poro medio.

Por tanto para este proceso de esterificacion, el sistema catalitico que mejores resultados
proporciona, dentro del intervalo considerado para las condiciones de operacion, es el que corresponde

con ¢l valor méximo de conversién obtenido, Novozym 435.

Con el fin de conocer, a grandes rasgos, el comportamiento de las lipasas frente a diferentes
tipos de sustrato, a continuacion se comentard brevemente como influye el empleo de los diferentes
sustratos involucrados en los procesos objeto de estudio, sobre las especies enziméticas empleadas

como catalizador de los mismos.
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5.7 IMPORTANCIA DEL TIPO DE SUSTRATO

Si comparamos los resultados obtenidos en estas seis series de experimentos previos, para cada
una de las especies enziméiticas que constitmyen los diferentes sistemas cataliticos, podremos conocer
como varfa la actividad enzimdtica de dichas especies en funcién de los reactivos presentes en el medio
de reaccién. Para realizar este estudio comparativo, se han consideradoA conjuntamente por una parte
los tres catalizadores comerciales obtenidos por inmovilizacion de la lipasa de Mucor miehei (Lipozyme
IM-20, Lipozyme IM-50 y Lipozyme IM) y por otra Ios tres catalizadores obtenidos por inmovilizacion
de la lipasa de Candida antarctica (SP-435 A, SP-435 L y Novozym 435). El catalizador Lipozyme
10.000, constituido por la lipasa de Mucor miehei en disolucién, no se ha tenido en cuenta en este
andlisis, ya que en algunos experimentos ha sido necesario trabajar a temperaturas superiores a la
temperatura 6ptima de trabajo de la lipasa, para mantener los reactivos en estado ligquido y que el

sistema se comportase como un sistema pseudohomogéneo.

Si comparamos las conversiones obtenjdas con los diferentes dcidos grasos de partida, podemos
observar Que cuando la especie catalitica es 1a lipasa de Mucor miehei, el valor medio de conversién,
considerando los tres tipos de reaccién en los que el dcido de partida es el 4cido oleico, es de un
58.3%, tomando un valor medio en la sintesis de. oleato de oleilo del 95.3% y un valor miximo del
95.5%. Los valores obtenidos para la sintesis de oleato de cetilo revelan un valor medio para la
conversion de un 51.6%, siendo el valor méximo de un 60.6%. Mientras que el valor medio obtenido
en la sintesis de oleato de isopropilo disminuye hasta un 28%, y el valor méximo alcanzado

corresponde a un 37.7%.

Por otra parte el vator medio obtenido para la sintesis de palmitato de isopropilo, empleando
la misma lipasa de Mucor miehei, alcanza el 11%, siendo el valor maximo obtenido del 15%; mientras

que en las sintesis de miristato de miristilo y 2-metil-butirato de oleilo, los valores medios y maximos
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obtenidos para la conversiéon son de un 41.1% y 50.2% para el primero y 11.66% y 15.16% para €l

segundo.

En lo que a la reactividad de los sistemas cataliticos obtenidos por inmovilizacién de la lipasa
de Candida antarctica, se refiere, los resultados obtenidos revelan una situacion similar a la anterior,
desde el punto de vista cualitativo. El valor mgdio de la conversién de 4cido oleico, teniendo en cuenta
conjuntamente las tres reacciones en que este s¢ emplea como sustrato toma un valor del 89.75%.
Concretamente, para 1a sintesis de oleato de oleilo ¢l valor medio obtenido es del 90.27%, alcanzdndose
un valor miximo del 92.01%.‘En cambio, el valor medio de conversién obtenido en la sintesis de
oleato de cetilo disminuye hasta un 85.47%, siendo el mdximo alcanzado de un 91.01%; mientras que
los valores medio y méximo a los que se llega en la sintesis de oleato de isopropilo son del 93.5% y

el 98.1% respectivamente.

En cuanto a los valores obtenidos para los demds sistemas de esterificacién estudiados,
palmitato de isopropilo, miristato de miristilo y 2-metil-butirato de oleilo, los valores de conversién
media y conversién méxima obtenidos corresponden a niveles de conversién de 43.6% y 64.8%, 81%
Yy 95.1%, y 72.59% y 75.7% respectivamente. Lo que supone un apreciable aumento con respecto a
los valores obtenidos al emplear catalizadores constituidos por la lipasa de Mucor miehei, hecho que
confirma la existencia de una mayor selectividad de esta tltima por el tipo de 4dcido graso empleado

como sustrato, con respecto a la lipasa de Candida antarctica, que es mucho menos especifica.

Por otra parte, puede comprobarse que, para las dos lipasas, la reactividad con respecto de los
dcidos grasos probados, aumenta cuando el dcido graso es insaturado (caso del 4cido oleico), mientras
que cuando los dcidos grasos empleados son insaturados (palmitico y miristico), la reactividad del
sistema enzimdtico es menor. También puede observarse que para un mismo tipo de cadena, la

reactividad, con respecto del dcido graso, disminuye al aumentar la longitud de la cadena principal.
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Segtin esto, la reactividad del dcido 2-metil-butirico deberia ser superior a la observada. sin embargo,
la presencia de un grupe metilo en la posicidn alfa, da lugar a una disminucion dristica de la

reactividad, que en este caso se ve compensada por la longitud de la cadena del dcido butirico.

Haciendo el andlisis desde el punto de vista de la reactividad de los alcoholes empleados, puede
observarse que la situacién que se presenta es similar a la anterior. En general, 1a reactividad aumenta
al disminuir el mimero de dtomos de carbono que constituyen la cadena de alcohol. Sin embargo,
cuando el alcohol es insaturado, 1a reactividad es superior que cuando no lo es, mientras que en el caso
en el que el alcohol es secundario, alcohol isopropilico, la reactividad disminuye, hecho que se observa

de forma mds marcada cuando se emplea la lipasa de Mucor miehei, como catalizador.
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Teniendo en cuenta los experimentos previos expuestos en el capitulo anterior, se llevaron a
cabo series de experimentos para cada uno de los ésteres objeto de estudio, con el fin de alcanzar los
objetivos propuestos en cste trabajo. Los experimentos realizados se han planificado con el fin de
obtener tanto los mecanismos y modelos cinéticos de las reacciones de esterificacidn catalitica entre
los 4cidos y alcoholes propuestos, como la influencia de las vartables de operacién sobre cada proceso

de obtencién, empleando como catalizador la lipasa inmovilizada elegida para cada caso.

En primer lugar, se llev6 a cabo un estudio dirigido hacia el conocimiento de 1a influencia que
ejercen las difcrentes variables dc. operacién sobre las reacciones para los procesos de sintesis
propuestos. Para ello, se realizaron series de experimentos fijando, en cada una de cllas, todas las
variables de operaci6n excepto una de ellas. Variando esta ltima para cada expcri.mento, se pudo
observar el comportamiento del sistema de reaccién en cuestién, asi como el efecto producido por la
modificacién de dicha variable. Las variables estudiadas son las que, segiin los estudios encontrados
en la bibliografia y la experiencia del grupo investigador, influyen més significativamente en este tipo

de sistemas. Dichas variables corresponden a la temperatura de operacién, presién de trabajo,

concentracion inicial de catalizador, relacién molar de reactivos y velocidad de agitacién.

Las variables presién, temperatura y concentracidn inicial de catalizador se modificaron en cada
experimento comparativo, atendiendo a los intervalos fijados en un principio, teniendo en cuenta tanto
la naturaleza de los reactivos y productos como las especificaciones impuestas por los diferentes

catalizadores empleados.
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La velocidad de agitacién se fijo para todos los experimentos realizados en 700 rpm, por ser
esta una velocidad adecuada para nuestros propdsitos de considerar un comportamiento homogéneo de
la mezcla de reaccion, haciendo que el sistema se comporte de manera tal que los fendmenos

involucrados en la etapa constituida por la reaccién quimica controlen el proceso global.

La relacién molar 4cido/alcohol se modificé en las siguicntes series de experimentos, dirigidos
principalmente hacia el estudio cinético del proceso. En este segundo grupo de experimentos se
tuvieron en cuenta dos posibilidades, segiin el tipo de producto a obtener. La primera posibilidad estd
basada en el hecho de poder desplazar el equilibrio hacia la formacién de productos, eliminando uno
de ellos del medio de reaccion a medida que esta va teniendo lugar y, logrando asi, que el sistema se
comporte como irreversible. Esto puede conseguirse trabajando a presién reducida, disminuyendo asi
la presion de vapor de las especies constituyentes del medio de reaccién, consiguiendo que sélo uno
de los productos {el agua) pase a la fasc vapor y pueda climinarse continuamente del medio,
permaneciendo en el rrﬁsmo los reactivos de partida y el otro producto de reaccion (el éster). Esto es
viable en todos los casos cnsayados, excepto cuando uno de los reactivos de partida es el alcohol

isopropilico, cuya presién de vapor es siempre menor que la del agua.

La segunda posibilidad consistié en trabajar a presién atmosférica o, lo que es lo mismo,
trabajar en condiciones tales que el sistema de reaccién se comporte como reversible, 1o que es viable

para los seis sistemas de reaccidon considerados en este trabajo.

Como se ha indicado anteriormente, los procesos estudiados en la presente memoria de
investigacién han sido los de obtencién de oleato de oleilo, oleato de cetilo. miristato de miristilo,
oleato de isopropilo, palmitato de isopropile y 2-metil-butirato de oleilo. Para ello se han considerado
los datos experimentales conversién-tiempo o vclocidad de reaccién-concentracion. Los datos de
velocidad de reaccidn se han obtenido como derivada del mimero de moles con respecto del tiempo,
mediante un soporte informético basado en el algoritmo de Stirling, capaz dc derivar grificamente los

valores experimentales y obtener los valores de derivada en cada punto.
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6.1 SINTESIS DE OLEATO DE OLEILO

Para estudiar la influencia de las variables de operacion sobre la reaccién de esterificacion para
la sintesis de oleato de oleilo, se realizaron experimentos fijando 1a velocidad de agitacién en 700 rpm
y la relacién molar dcido/alcohol en 1/1. El catalizador empleado en esta serie de experimentos fue el
elegido segin los experimentos previos: Lipozyme IM-20, constituido por la lipasa de M ucor miehei
inmovilizada sobre una resina de intercambio anidnico. Los efectos estudiados fueron los

correspondientes a la variacién de temperatura, presién y concentracién de catalizador.

Algunos de estos experimentos también se incluyeron dentro del estudio realizado con una
segunda serie de experimentos, que se verd mds adelante, cuyo objetivo es el de obtener algunos
parimetros cinéticos para modelar el sistema. En la tabla 6.1 se muestran los experimentos realizados

para conocer la influencia que ejercen las variables de operacion sobre la conversién.

Tabla 6.1. Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables sobre la reaccidn
de sintesis de Oleato de Oleilo.

N° EXPERIMENTO | TEMPERATURA PRESION CATALIZADOR
(*O) {mmHg) (%)
001 60 60 3
002 60 | 60 5
003 60 60 7
004 ' 70 60 3
005 70 60 4
006 70 60 5
007 70 60 7
008 80 60 3
009 80 60 5
0010 80 60 7
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Tabla 6.1 (Continuacién). Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables
sobre la reaccion de sintesis de Oleato de Oleilo.

N° EXPERIMENTO | TPMPERATURA PRESION | CATALIZADOR
- () (mmHg) (%)

| 0011 60 710 3

R 0012 60 | 710 5
0013 60 710 7
0014 70 710 3
0015 70 710 5 ||
0016 70 710 7
0017 80 710 3
0018 80 710 5

L 0019 80 _ 710 7 L

6.1.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Para conocer como varia la conversién de dcido en éster con la temperatura de operacién, se
representaron los resultados experimentales en grificos de conversion frente a tiempo de operacion,
para los casos comparables, es decir, manteniendo constantes las demds variables de reaccion. En todos
los casos pudo observarse que la conversion obtenida a lo largo del tiempo de reaccién aumentaba Vcon

la temperatura de operacién.

A modo de ejemplo, en la figura 6.1 se muestran las representaciones correspondientes a la
evolucidn de la conversion de 4cido oleico en oleato de oleilo para las tres temperaturas ensayadas,
60°C, 70°C y 80°C, habiendo fijado la presién en 60mmHg, la concentraci6n inicial de catalizador en
un 5%, la relacion molar dcido oleicofalcohol oleico en 1 y el tiempo total de reaccion en 3 horas.
Como puede observarse en dicha figura, el aumento de la temperatura de reaccién favorece un.

incremento en la conversidn de dcido oleico en oleato de oleilo.
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Al aumentar la temperatura de 60 a 70°C, el aumento de la conversion para un tiempo de
reaccion de 180min cs tan s6lo de un 4%, mientras que al pasar de 70 a 80°C, el aumento de la

conversion tiene lugar en un 8.54%.

Conversion de acldo

0.8
0,7
0.8
0.6
0.4
0.3
0,2
0,1

=k @0t C
-4 70* C
—¢ g0* C

0 50 100 180 200
Tiempo (min)

Oleato de Olello
P: 60mmHg Catalizador: 8% Ac/Al 1/1

Figura 6.1. Influencia de la temperatura en la sintesis de Oleato de Oleilo.

6.1.2 INFLUENCIA DE LA PRESION

De forma andloga se llevaron a cabo las correspondientes representaciones conversién-tiempo,
fijando los valores de las variables para las diferentes presiones de operacién ensayadas. Los resultados
obtenidos al comparar dichas representaciones fueron los esperados para este tipo de reacciones, en los
que la presién de operacién tiene una influencia negativa sobre el nivel de conversién obtenido,

indcpendientemente de la variacién de las demds variables de operacion.
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En la figura 6.2 se muestra la representacién correspondiente al valor superior del intervalo de
temperatura fijado, 80°C, y al valor superior para la concentracidn inicial de catalizador. 7% en peso,

siendo la relacién molar dcido/alcohol de 1.

; Conversion de acldo

0,9
0,8
0,7
0,6
0,6
0,4
0,3
0.2
0,1

—¥— 60 mm Hg

—&— 710 mm Hg

0 50 100 180 200
Tiempo (min)

Oleato de OClello
T: BO*C Catalizador: 7% Ao/Al 1/% J

Figura 6.2. Influencia de la presion en la sintesis de Oleato de Oleilo.

Como puede observarse, al aumentar la presién de 60mmHg a 710mmHg, presion atmosférica,
la conversion de 4cido oleico en oleato de oleilo pasa de un valor de 0.96 a 0.845 para un tiempo de

operacién de 180min., lo que indica up descenso de casi un 13%.

Dicho descenso corresponde a un comportamiento normal del sistema, ya que al aumentar la
presién de trabajo para una temperatura de operacion fijada, la presién de vapor del agua que se va
formando a medida que tiene lugar la reaccion también aumenta, por lo que al no pasar al estado de

vapor no puede ser climinada del medio de reaccién, evitando asi que el equilibrio se desplace hacia
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la formacién de productos y, por tanto, el equilibrio de reaccion se obtiene para niveles de conversién

mds pequefios, justificindose asi la disminucién de la misma.

6.1.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

Representando las curvas convcrsién—ﬁcmpo de 4cido oleico en oleato de oleilo, para una
misma temperatura, presién y concentracién inicial de reactivos, pudo observarse que al variar la
concentracién inicial de catalizador, 1a conversién obtenida aumentaba cuando se incrementaba la
concentracién de catalizador paré cualquier tiempo de reaccidn fijado. Dicho efecto es el que, por otra
parte, se observa en la mayorfa de los procesos de esterificacién, puesto que se produce un aumento

de 1a velocidad de reaccion.

Conversion de acido

o s a a2 a2 —
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1 1 1
0 50 100 160 - 200

Tiempo {min)

Olsato de Olello
T: 80*C P: 60mmHg Aoc/AlL 1/1

Figura 6.3. Influencia de la concentracién inicial de catalizador en la sintesis de Oleato de Oleilo.
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Este fen6meno puede observarse claramente en la figura 6.3, en la que se representan 1as curvas
correspondientes a una temperatura de 80°C, presién inferior a la atmosférica (60mmHg) y relacién
molar dcido/alcohol con un valor de 1. El incremento experimentado en 1a conversidn de acido oleico
para un tiempo de reaccién de 180min., al aumentar la concentracién inicial de catalizador de un 3%
a un 5%, supone un 14.75% con respecto al valor inicial; siendo dicho incremento de un 14.58%,
cuando la concentracién inicial de catalizador pasa de ser un 5% a un 7%. Dichos resultados suponen
que la dependencia de la conversion con respecto a la concentracion inicial de catalizador, viene dada
por una variacién, a simple vista, lineal. Con el fin de comprobar esta suposicién, se¢ tomaron valores
de 1a conversin de 4cido para diferentes tiempos de reaccion, a diferentes valores de presién y
temperatura, con una relacién molar dcido/alcohol fija. En las figuras 6.4 y 6.5 se muestran dichas

representaciones, en las que, puede observarse el hecho anteriormente expuesto.

r Conversion de acido
0.8

»

-5~ t=30min
—— tmé0min
~¥- t=120min

0.4
2 3 4 5 6 7 8

Catalizador (%)

Olsato de Olello
T: 70°C P: T10mmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.4. Sintesis de Oleato de Oleilo. Variacién conversién-concentracién-tiempo. P: 710mmHg.
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En la figura 6.4, se¢ muestra ¢sta dependencia de la conversion con la concentracién de
catalizador cuando la reaccién se lleva a cabo en condiciones de reversibilidad, presién atmosférica,
mientras que en la figura 6.5 se considera el procesc en condiciones de irreversibilidad o a presién
reducida, 60mmHg. En ambos casos se observa que la variacion es lineal a lo largo de los diferentes

tiempos de reaccién ensayados.

Conversion de acido
ir

0.9

0.7

0.6

0.4 i L] 1 Y 1
2 3 4 E 1 7 8
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Oleato de Oleilo
T: 70=C P: 6OmmHBg Ac/Al 1/1

Figura 6.5. Sintesis de Oleato de Oleilo. Variacién conversién-catalizador-tiempo. P: 60mmHg.

A la vista de los resultados obtenidos para las tres temperaturas de reaccién ensayadas, asi
como para los dos valores de la presién, puede decirse que la variacidén de la conversidn de dcido
oleico en éster con la concentracién inicial de catalizador es lineal, y que, por tanto, la velocidad de
reaccién responde a una cinética de primer orden con respecto a 1a concentracién de catalizador, no
observdndose en ningiin caso discontinuidad alguna ni saturacién por parte de la concentracién de

catalizador, al menos dentro del intervalo fijado para este estudio.
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6.1.4 INFLUENCIA DE LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

Para el estudio de la influencia de este pardmetro se han llevado a cabo varios experimentos
en exceso de dcido y en exceso de alcohol. Este segundo grupo de experimentos se llevé a cabo de
forma que la informacién obtenida a partir de ellos sirviese para el andlisis cinético correspondiente.,
Tcnicndo esto en cuenta, se considerd la relacion molar dcido/alcohol como variable independiente de
la experimentacion, fijandose el resto de pardmetros para una misma serie de experimentos. De este
modo se realizaron varias series de experimentos, una para cada wno de los valores de temperatura. En
1a tabla 6.2 se muestra un resumen de este segundo grupo de experimentos, que podria denominarse

como grupo de experimentos cinéticos.

Esta serie de experimentos se llevé a cabo fijando la presién de operacion en su valor minimo,
60mmHg, es decir en condiciones de irreversibilidad; mientras que la concentracién inicial de
catalizador empleada se fijé en el valor medio del intervalo propuesto, es decir en un 5% de la masa

total de reaccion.

Tabla 6.2. Experimentos cinétices para la sintesis de Oleato de Oleilo.

NUMERO DE TEMPERATURA | CATAL. | PRESION R. MOLAR
EXPERIMENTO (°C) (%) (mmHg) | ACIDO/ALCOHOL
0020 60 5 60 0.066
0021 60 5 60 0.1
0022 60 5 60 0.2
0023 60 5 60 0.5
0024 60 5 60 1
0025 60 5 60 2 'I
0026 60 5 60 5
0027 60 5 60 10
0028 60 5 60 15 JJ
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Tabla 6.2 (continuacién). Experimentos cinéticos para la sintesis de Oleato de Oleilo.

NUMERO DE TEMPERATURA CATAL. PRESION R. MOLAR
EXPERIMENTO Q) (%) (mmHg) ACIDO/ALCOHOL
0029 70 5 60 0.066
0030 70 5 60 0.1
0031 70 5 60 0.143
0032 70 5 60 02
0033 70 5 60 0.333
0034 70 5 60 0.5
0035 70 5 60 1
0036 70 5 60 2
0037 70 5 60 3
0038 70 5 60 5
0039 70 5 60 7
0040 70 5 60 10
0041 70 5 60 15
0042 80 5 60 0.066
0043 80 5 60 | 0.1
0044 80 5 60 0.2
0045 80 s |0 05
0046 80 5 60 1
0047 80 5 60 2
0048 80 5 60 5
0049 80 5 60 10
0050 80 5 60 15

A partir de los resultados obtenidos en estos experimentos, se han realizado representaciones
gréficas de velocidad de reaccidn frente a nimero de moles de dcido, cuando se trabaja en exceso de
alcohol y de velocidad de reaccién frente a mimero de moles de alcohol, cuando se trabaja en exceso

de 4cido. Dichas representaciones se agruparon en series en funcién de la temperatura de operacién
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fijada en cada expen’mcnté, quedando fijas el resto de las variables que influyen en el proceso de

esterificacion.

En la figura 6.6 se mﬁcstra, a modo de ejemplo, las representaciones correspondientes a una
temperatura de 60°t, 5% de concentraci6n inicial de catalizador y 60mmHg para el estudio de la
concentracién de dcido oleico, ya que el alcohol oleico estd en exceso. Como puede observarse, la
velocidad de reaccién aunicnta al aumentar el mimero de moles de dcido, como es l6gico, ya que a
medida gue uno de los reactivos s¢ agota se va alcanzando la conversién de equilibrio y, por tanto la

velocidad de reaccién tiende a cero para tiempos largos.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

40 | =™ Ac/Ale: 1/1
—4— Ac/Alc: 1/2

I Ac/Ale: 1/5
—B- Ac/Alc: 1/10
=& Ac/Alc:

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
N* MOLES DE ACIDO (mol)

ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE ACIDO
P: 80mmHg Catalisador: 65X T: 60°C

Figura 6.6. Sintesis de Oleato de Oleilo. Influencia de la relacién molar acido/alcohol.

Por otra parte, puede observarse que al aumentar el exceso de alcohol o, lo que es lo mismo,

al disminuir la relacién molar acido/alcohol, la velocidad de formacién de productos aumenta para
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excesos moderados de alcohol. Sin embargo, cuando el exceso de alcohol es tan elevado, que la
concentracion de alcohol puede considerarse como infinita con respecto a la concentracién de acido
oleico, la veloctdad de reaccidn es mds pequeiia de lo que corresponderia a un tiempo de reaccion

determinado. Esto, sin duda, se debe a las posibles reacciones.de inhibicién por parte del alcohol.

Algo parecido sucede al comparar los resultados obtenidos para el estudio de la concentracién
de alcohol, que se presentan en la figura 6.7 y que, en este caso, corresponden a una temperatura de

80°C, 5% de concentraciOn inicial de catalizador y una presion de trabajo de 60mmHg.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

50
—— Ac/Ale: 91
40 - —— ac/Ale: o
= Ac/Ale: 5H
B~ Ac/Ale: 10M
30 == Ac/Alc:

20

10

o 0.05 0.1 D.15 0.2 4.25 0.3
N* MOLES DE ALCOHOL {mol)

ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DF ALCOHOL
P: 60mmHg Catalizader: 5% T: 80°C

Figura 6.7. Sintesis de Oleato de Oleilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.

Como puede observarse, la variacién de la velocidad de desaparicién de reactivos con el
nimero de moles de alcohol se comporta de la manera prevista para una reaccion de esterificacion. En

cambio, al aumentar la relacién molar 4cido/alcohol se comprueba, como en el caso anterior, que para
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un exceso de 4cido oleico muy pronunciado (concentracién de dcido oleico infinita con respecto a la
concentracién de alcohol oleico), se produce una disminucidn prematura de la velocidad de reaccién,
con respecto a la tendencia cldsica para los procesos de esterificacion. Este fendmeno se aprecia, asi
mismo, aunque menos marcadamente, al compar_ar las curvas con una relacién molar dcido/alcohol de
2 y 5, donde, para tiempos largos de reaccidén la velocidad de reaccién cae més riapidamente cuando

el exceso de dcido oleico es superior.

Este efecto se debe, sin duda, a una inhibicién producida por un exceso de acido oleico en el
medio de reaccion, lo que supone que habra que tenerlo en cuenta a la hora del modelado cinético, ya

que influye sobre 1a velocidad de desaparicién de los reactivos.
6.1.5 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE ESTER EN EL MEDIO DE REACCION

-Habida cuenta de los resultados obtenidos en el apartado anterior se procedié al estudio de la
influencia ejercida por la concentracion de éster, oleato de oletlo, en ¢l medio de reaccién, ya que la
concentracion del otro producto de reaccion, agua, se¢ anula cuando trabajamos en condiciones de

presion inferiores a la atmosférica (60mmHg).

En 1a tabla 6.3 se hace un resumen de los experimentos realizados para conocer la influencia
ejercida por la adicién de ester en ¢l medio de reaccién. Este grupo de experimentos se llevd a cabo
manteniendo todas las variables de operacién constantes, y tomando como variable independiente el
mimero inicial de moles de ester adicionados al comienzo de la reaccién. La relacion entre el mimero
de moles de dcido y ¢l mimero de moles de alcohol se mantuvo equimolecular, mientras que la
concentracién inicial de catalizador se fij6 en el valor medio del intervalo, es decir un 5% en peso de

la masa total de reaccion.
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Tabla 6.3. Experimentos cinéticos, con adicién de éster, para la sintesis de Oleato de Oleilo.

NUMERO DE TEMPERA TIH CATAL. PRESION Ngso
EXPERIMENTO °C) (%) (mmHg) (Moles)
0051 60 5 60 0.177
0052 60 5 60 0.354
0053 70 5 60 0.07
0054 70 5 60 0.118
0055 70 5 60 0 177
0056 70 5 60 0.354 .
0057 30 | 5 60 0.177
0058 30 5 60 0.354 - "

En la figura 6.8 se muestran, a modo de ejemplo, las curvas tiempo-conversion de dcido

obtenidas para una temperatura de 70°C, un 5% de catalizador y una presién de 60mmHg. En todos

los casos se ha mantenido la relacion molar dcido/alcohol de uno.

Conversion de acido
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—A- NeaOs 0.07tmol —¥— NsaO* 0.118mol
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Oleato de Olesilo
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P: 80mmHg Catalizador: 6% T: 70°C

200

Figura 6.8. Sintesis de Oleato de Oleilo. Estudio de la concentracion inicial de éster.
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Como puede observarse, al aumentar la concentracion inicial de oleato de oleilo adicionado
tnicialmente a la mezcla de reaccidn, la conversién de édcido obtenida a lo largo del tiempo va
disminuyendo drasticamente. Este efecto es mds marcado para adiciones pequefias, advirti¢éndose una
menor disminucion a medida que nos acercamos a la concentracién de saturacién de éster. Asi, para
una adicién de 0.0708 moles de éster, lo que representa una cantidad inferior al 15% del nimero de
moles total presentes en el medio, se produce una disminucién en la conversién de casi un 33%,
mientras que en las subsiguientes adiciones, la caida de la conversion se va atenuando progresivamente.
Este fenémeno demuestra que tiene lugar una inhibicién enzimiética por parte del producto de reaccion,

lo que habri que tener en cucnta a la hora del modelado cinético.

6.1.6 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE AGUA EN EL MEDIO DE REA CCION

Un efecto similar pudo observarse cuando se adicion6 un exceso de agua en el medio de
reaccion. En la tabla 6.4 se muestran los experimentos realizados para conocer la influencia del

segundo producto de reaccién sobre el proceso global de reaccidn.

Tabla 6.4. Experimentos cinéticos, con adicién de agua, para la sintesis de Oleate de Oleilo.

NUMERO DE | TEMPERATURA | CATAL. | PRESION Noe
EXPERIMENTO C) (%) (mmHg) (Moles)
0059 60 5 710 0.177
0060 60 5 710 0.354
0061 70 5 710 0.177
0062 70 5 710 0.354
0063 80 5 710 0.177
0064 80 5 710 0354

En la figura 6.1 se muestran los resultados obtenidos para una temperatura de 70°C, habiendo

fijado previamente [a concentracién de catalizador en un 5% y la presién de operacién en 710mmHg
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para evitar que el agua presente en el medio de reaccién se elimine a medida que la reaccién va
teniendo lugar. Los resultados se comparan con la reaccién correspondiente en la que no hay adicién

de agua. En todos los casos se ha mantenido la relacion equimolecular de dcido y alcohol oleico.

Conversion de aclido

GO | —0— NwO= Omol -2 NwOe 0.177mol ¥ NwO= 0.364mol
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P: 710mmHg Catalizador: 5% T: 70°C

Figura 6.9. Sintesis de Oleato de Oleilo. Estudio de la concentracién inicial de agua.

Como puede cobservarse, al igual que cuando se trabaja con un exceso de éster, en este caso
también se produce una disminucién dristica en la conversién de dcido oleico en oleato de oleilo,
aunque menos marcada. En cualquier caso, el efecto producido, ademés de deberse al desplazamiento
ejercido sobre el equilibrio de reaccidn hacia la formacién de reactivos, puede deberse también a una
inhibicién del catalizador por la presencia de un exceso de agua. Por tanto también serd necesario
incluir este fendmeno dentro del estudio del modelado cinético de la reaccién cuando el proceso se

lleve a cabo en condiciones de presién que permitan la presencia de agua en el medio de reaccién.
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6.2 SINTESIS DE OLEATO DE CETILO

La planificacién de experimentos para este segundo sistema se llevo a cabo de manera andloga
a la del caso anterior. Por una parte se realizé un grupo de experimentos para conocer como afecta la
modificacién de las condiciones de operacién sobre el rendimiento obtenido en el sistema. Dentro de
este grupo, la primera serie de experimentos se llevé a cabo en condiciones de irreversibilidad, fijando
la presion de trabajo en 60mmHg. En la segunda serie de experimentos se fijé la presién en 710mmHg,
es decir, los experimentos se realizaron en condiciones de reversibilidad. Para las dos series de
experimentos se fijaron la velocidad de agitacién y concentracion relativa de los reactivos, acido oleico
y alcohol cetilico, de forma equimolecular, siendo el catalizador empleado la forma comercial
Novozym 435 constituido por la lipasa de Candida aniarctica. En la tabla 6.5 se muestran los
‘experimentos realizados para conocer las influencias ejercidas por la temperatura, presién y
concentracion de catalizador. El segundo grupo de experimentos se realiz6 para conocer la influencia

de la concentracién de las diferentes especies presentes en el medio, que se verdn mds adelante.

Tabla 6.5. Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables de operacién sobre
la reaccién de sintesis de Oleato de Cetilo.

N° EXPERIMENTO TEMP?%TURA P(l:nEl::I(;“ CATA%;SAD OR
0C1 70 60 3
oC2 70 60 5
0C3 70 60 7
0C4 T5 60 3
0Cs 75 60 )
0Cé 75 60 7
0C7 . 80 60 3
OCs 80 . 60 5
0C9 80 60 .
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Tabla 6.5 (Continuaciéon). Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables
sobre la reaccién de sintesis de Oleato de Cetilo.

N° EXPERIMENTO | TEMPRATORA III:HEIEII{(;)N CATALIZADOR ]
0C10 70 710 3
ocl11 70. 710 5
0C12 70 710 7 "
0C13 75 710 3
0C14 75 710 5
oC15 75 710 .
0Cl16 80 710 3
0C17 80 110 p
oc18 80 710 ;

6.2.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos cuyas variables de operacién se
mantuvieron fijas, a excepcién de la temperatura, que se tomé como variable independiente, se llevaron
a cabo las correspondientes representaciones grificas de tiempo frente a conversién en oleato de cetilo.
En todas las representaciones realizadas se observé la misma tendencia, la conversién aumenta con la

temperatura, lo que coincide con la interpretacion esperada para este tipo de procesos.

En la figura 6.10 se¢ muestra una de estas representaciones. En concreto, se trata de la serie de
experimentos realizados a presién atmosférica, empleando una concentracidn inicial de catalizador del
5% en peso y habiendo fijado la relacién molar dcido/aicohol en la unidad. A partir de los resultados
obtenidos, se ha podide observar que para un tiempo de reaccién de 120 min., cuando se aumenta la

temperatura de 70°C a 75°C, el incremento en la conversion es de un 5.42%, mientras que al elevar
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la temperatura de 75°C a 80°C el aumento de conversién es de un 7.34%. Lo que indica, como en el
caso anterior, que la variacién de conversion por cfecto de la temperatura es siempre positiva,

independientemente de la demds variables de operacién.

. Coaversion de acido
—%
—F
8- 70:C
—— 715C
¥~ o
. A 1 1 L 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
Olesto és Cetilo
P: 710 mmHg Catalizador: 5% Ac/Al: 111

Figura 6.10. Influencia de la temperatura en la sintesis de Oleato de Cetilo.

6.2.2 INFLUENCIA DE LA PRESION

Representando las curvas tiempo-conversién de 4cido fijando como variable independiente la
presién, los resuitados comparativos indican que un aumento de la presion de operacién da lugar a una
disminucion de la conversion en éster, lo que demuestra que al trabajar a vacio en. el intervalo de
temperaturas establecido, el agua formado durante ¢l transcurso de 1a reaccion pasa a la fase vapor y
se elimina continuamente del sistema, desplazindose asi el equilibrio favoreciéndose la formacién de

los productos de reaccion.
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En la figura 6.11 se representan las curvas correspondientes a una temperatura de operacion
de 75°C, una concentracién inicial de catalizador del 5% y una relacion molar dcido/alcohol de uno.
De dicha representacion se desprende que un aumento de la presién desde 60 mmHg hasta 710 mmHg
supone, para un tiempo de reaccién de 120 min., una disminucién de la conversién_dcl 7.4%. Lo que

indica que la reaccién se ve favorecida a presiones inferiores a la atmosférica.

Conversion de acido

0.2 - eOmmHg
0.1 -5 7i0mmHg
ou 1 1 L 1 1 L
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Olesio de Cstilo
T: T5*C Catalizador: 3% Ac/Al: 1/1

Figura 6.11. Influencia de la presi6n en la sintesis de Oleato de Cetilo.

6.2.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

Para estudiar la influencia de Ia concentracién de catalizador sobre la reaccion de esterificacion
propuesta, se emplearon los experimentos cuyas condiciones de operacién coincidian, tomando como
variable independiente la variable objeto de estudio en este apartado. En 1a figura 6.12 se muestra una

de estas representaciones.
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En este caso corresponde a las reacciones realizadas a presion atmosférica, con una temperatura
de 70°C y una relacion molar dcido/alcohol de 1; en las un aumento de la concentracidn inicial de

catalizador del 2% dan lugar a un aumento medio de la conversién de entorno a un 7%.

Conversion de acido

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

ou —l | S [ ] L] L
o 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)

Oleato de Cetilo
T: 70+C P: T1I0 mmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.12. Influencia de la concentracién inicial de catalizador en la sintesis de Oleato de Cetilo.

Con el fin de conocer como debia ser tenida-en cuenta la concentracién inicial de catalizador
dentro del modelado cinético, se llevaron a cabo representaciones de fa concentracion de catalizador
frente a la conversién de catalizador para diferentes tiempos de reaccién, teniendo en cuenta los tres
niveles de temperatura y los dos niveles de presidn ensayados. A titulo ilustrativo, se muestran las
figuras 6.13 y 6.14, las cuales coinciden que la variacidn de la conversion con la concentracién inicial
de catalizador son lineales para un tiempo de reaccién fijado. Dicha variacién mantiene una relacidn
lineal, independientemente del valor del resto de las variables que influyen sobre el proceso de

esterificacion.



Sintesis de Oleato de Cetilo 231

La figura 6.13 representa los resultados obtenidos al variar la concentracién de catalizador
cuando la presion de trabajo es la atmosférica, siendo la temperatura de reaccién de 70°C y la relacién

acido/alcohol equimolecular.

Conwversion de acido
0.8 *
~ __—,‘a-—-,‘—_______’g_/————_e_/——
0.6
- t=30min
0.5 —0— ¢tw60min
—¥- t=120min
0.‘ 1 i N | i i
2 3 4 5 6 7 8
Catalizador (%)
Olesto de Cetilo
T: 70°C P: 710mmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.13. Sintesis de Oleato de Cetilo. Variacidén conversién-concentracién-tiempo. P: 710mmHg.

Andlogamente, en la figura 6.14 se muestran las representaciones obtenidas cuando la presién
de trabajo es de 60mmHg, situdndose el valor de la temperatura en el punto medio del intervalo fijado
para la reaccién de obtencion de oleato de cetilo. En ambos casos puede observarse la que la
dependencia de 1a conversién de 4cido oleico es de primer orden con respecto ala conccntraciér; inicial

de catalizador empleada para diferentes tiempos de reaccion.

Por otra parte, aparentemente, no s¢ aprecian efectos de saturacién de la concentracion de

catalizador en ninguno de los casos, lo que indica que la dependencia de la velocidad de reaccidén con
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la concentracién de catalizador permanece constantemente lineal, al menos dentro de los intervalos

estudiados en esta memoria.

Conversion de acido

—= t=30min
0.5} —— t=m60min
—¥— t=120min
0.4 i 1 1 1 1
2 3 4 5 6 7 8

Catalizador (%)

Oleato de Cetilo
T: 70+C P: 60mmHg Ac/Al:1/1

Figura 6.14. Sintesis de Oleato de Cetilo. Variacién conversidn-catalizador-tiempo. P: 66mmHg.

6.2.4 INFLUENCIA DE LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

De cara a un posterior andlisis cinético, se realiz6 un segundo grupo de experimentos variando
'la relacién molar écidofa]cohol.‘ Dicho grupo de experimentos se dividio en dos series, la primera de
cllas se llevo a cabo en exceso de alcohol para estudiar la variacion de la velocidad de reaccidén con
la concentracién de dcido oleico. En la segunda serie de experimentos se trabaj6 con exceso de dcido
oleico, para estudiar la variacidn de 1a velocidad de reaccidn con la concentracion de aleohol cetilico.
En ambos casos ¢l estudio se hizo fijando la presién de operacién en 60mmHg, y 1a concentracion de

catalizador en un 5% en peso, en relacidén con la masa total de reaccion.
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En la tabla 6.6 se resumen los experimentos realizados para dicho estudio, en el que se han

tenido en cuenta tres niveles de temperatura.

Tabla 6.6. Experimentos cinéticos para la sintesis de Oleato de Cetilo.

TEMPERATURA

PRESION

NUMERO DE CATAL. R. MOLAR
EXPERIMENTO (°C) (%) (mmHg) | ACIDO/ALCOHOL

0C19 70 5 60 0.1
0C20 70 5 60 0.143
0C21 70 5 60 0.2
0C22 70 5 60 5
0C23 70 5 60 7
0C24 70 5 60 10
0C25 75 5 60 0.1
0C26 75 5 60 0.143
0C27 75 5 60 0.2
0C28 75 5 60 5
0C29 75 5 60 7
0C30 75 5 60 10
0C31 80 5 60 0.1
0C32 80 5 60 0.143
0C33 80 5 60 0.2
0C34 80 5 60 5
0C35 80 5 60 7
0C36 80 5 60 10

A partir de los resultados obtenidos con estos experimentos, se compararon las diferentes

curvas de velocidad de formacién de éster frente a la concentracién del reactive en defecto, tomando

como variable independiente la relacién molar 4cido oleico/alcohol cetilico. En la figura 6.15 se

muestran las representaciones correspondientes a una concentracién de 4cido oleico en defecto. Dichas

representaciones corresponden al nivel inferior tomado para el intervalo de presion estudiado, 60mmHg,
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un nivel de temperatura intermedio para el intervalo fijado, 75°C, y un valor medio para el intervalo

fijado en cuanto a la concentracion inicial de catalizador, 5%.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

3.6

—— Ac/AL 1/1

ir —— Ac/AL 1/5
0.5 K= Ao/AL: 1/7
B Ao/AL: 1/10
0 1 1 .l 1 1
0 0.056 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

NUMERO DE MOLES DE ACIDO {mol)

OLEATO DE CETILO
P: 60mmHg Catalisador: 6X T: 76°C

Figura 6.15. Sintesis de Oleato de Cetilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.

Como se desprende de esta representacion, Ja velocidad de obtencién de oleato de cetilo
aumenta cuando la concentracidn de Acido oleico aumenta, independientemente de cual sea la
concentracién de alcohol cetilico, hasta que la concentracién de dcido oleico llega a un nivel de
concentracién correspondiente a 0.05moles. A partir de ese mimero de moles, se observa que cuando
la concentracién de icido continia disminuyendo, la velocidad de reaccién disminuye, dependiendo

del exceso de alcohol cetilico presente en el medio de reaccién.

Este hecho se debe a que, si bien en un principio el sistema responde a un comportamiento
cldsicamente termodindmico debido a un desplazamiento del equilibrio quimico; para tiempos

moderadamente largos de reaccidn, tienen lugar efectos de inhibicién del sistema catalitico que fuerzan -
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al comportamiento del equilibrio a una aceleracion en la disminucién de la velocidad de reaccidn. Este
comportamiento indica que habrd que tener en cuenta un factor de inhibicion en la expresién de
velocidad de reaccidn, por parte de la concentracion del alcohol cetilico presente en el medio de
reacciéon. Como puede observarse para las realaciones molares 1/7 y 1/10, en la velocidad de reaccion
es menor que para las relaciones molares 1/1 y 1/5 a partir de un nimero de moles inferior a 0.05

moles de dcido oleico.

Por otra parte, en la figura 6.16 se muestra una situacion similar para la representacién de las
correspondicntes curvas de concentracién de alcohol cetilico frente a velocidad de reaccidn, cuando se

opera en exceso de dcido oleico.

o VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

1k —— Ac/Ak 1/1
—+— Ac/AL 5/1
0.5 ‘ =N Ao/AL: /1
B~ Ac/Al: 10/1
o 1 L L 1 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

NUMERO DE MOLES DE ALCOHOL (mol)

OLEATO DE CETILO
P: 80mmHg Catalizador: 6X T: 78°C

Figura 6.16. Sintesis de Oleato de Cetilo. Influencia de un exceso de la concentracién de dcido oleico.

Las condiciones de operacién para esta representacidn son las mismas que las detalladas en la

figura anterior, siendo el efecto observado similar al anterior, aunque més atenuado, o que indica que
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que cuando la concentracion de alcohol cetilico se encuentra en valores por debajo de 0.05 moles, la
disminucién de la velocidad de reaccién es mayor que la que corresponderia a algunas relaciones
molares acido/alcohol. Este efecto indica la existencia de una inhibicién por parte de la presencia de

acido oleico.

6.2.5 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS EN EL MEDIO DE REACCION

Para conocer la influencia de los productos obtenidos a medida que va teniendo lugar la
reaccion de esterificacion, se llevaron a cabo dos series de experimento. La primera en exceso de oleato
de cetilo, y 1a segunda en exceso de agua. En la tabla 6.7 se muestran los experimentos realizados para
conocer dichas influencias.

"Tabla 6.7. Experimentos cinéticos, con adicién de productos, para la sintesis de Oleato de Cetilo.

 NUMERO DE | TEMPERATURA | CATAL. | PRESION Niso Ny,
EXPERIMENTO Q) (%) (mmHg) (Moles) {Moles)
0C37 75 5 60 0.118
0C38 75 5 60 0.354
0C39 75 5 710 0
0C40 75 5 710 0

A fin de comparar el efecto producido por un exceso de la concentracién de cualquiera de los
dos productos de reaccién presentes en ¢l medio, se compararon dichos experimentos con los
experimentos correspondientes a las mismas condiciones de operacidn, pero sin adicién inicial alguna.
En este caso, se representaron las curvas tiempo-conversion para los diferentes casos. En las figuras
6.17 y 6.18 se representan ambas series. Como puede observarse, s¢ denotan efectos de inhibicion tanto
por la presencia de un exceso de oleato de cetilo como por la de un exceso de agua, ya que en los dos
casos se produce una dréstica caidade la copversién. Este hecho pone de manifiesto el efecto negativo

de 1a concentracién de ambas especies, en cuanto a la velocidad de reaccion se refiere.
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Conversion de acido

1.1
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Figura 6.17. Sintesis de Oleato de Cetilo. Estudio de la concentraci6n inicial de éster.

Conversion de acido
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Figura 6.18. Sintesis de Oleato de Cetilo. Estudio de la concentracién inicial de agua.
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6.3 SINTESIS DE MIRISTATO DE MIRISTILO

Para ¢l estudio del sistema formado por dcido miristico y alcohol miristico, en presencia del
sistema catalftico comercial Novozym 435, constituido por la lipasa de Candida antarctica inmovilizada
sobre un soporte macrorreticular, se llevaron a cabo dos grupos de experimentos. Al igual que en los
sistemas anteriores, el primer grupo de experimentos estd dividido en varias series dirigidas hacia el
conocimiento de la inﬂuenlcia de las variables de operacidn, presion, temperatura y concentracion de
catalizador; mientras que 1as series realizadas en el segundo bloque de experimentos estd dirigida hacia
la obtencién de resultados que, ademds de permitirnos coﬁoccr ¢l comportamiento del sistema en
funcién de las especies quimicas presentes ¢n el medio, permita obtener datos para el posteribr
modelado cinético del sistema. En la tabla 6.8 se resumen los experimentos correspondientes al primer
grupo, en el que se ha fijado una relacién molar 4cido miristico/alcohol mirfstico 1:1, asi como Ia

velocidad de agitacion para todos los experimentos pertenecientes a este grupo.

Tabla 6.8. Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables de operacién sobre
la reaccidon de sintesis de Miristato de Miristilo.

N° EXPERIMENTO | TEMF ?%WRA P(?f:};‘;“ CATA%%ADOR
MM1 60 €0 X
MM2 70 60 3
MM3 70 60 5
MM4 70 60 7
MMS5 80 _ 60 5
MM6 60 g 710 5
MM7 70 710 3
MMS 70 710 5
MM9 70 710 7
MM10 80 10 s




Sintesis de Miristato de Miristilo 239

6.3.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Con vistas a conocer la influencia ejercida por la temperatura sobre el proceso de esterificacion,
se tomaron los resultados obtenidos en las reacciones con una misma concentracion de catalizador, 5%
en peso, y una misma presién de operacién, llevindose a cabo representaciones conversién-tiempo en
miristato de miristilo, con lo que se obtuvieron dos ;crics de experimentos vilidos, para presiones de

60mmHg y 710mmHg respectivamente.

Conversion de acldo‘
0.9 -
0.8
0.7}
0.6 )—
0.5+
0.4}
0.3 B ,
: -~ sesg
0.2 B - 7eC
0.1 —¥= 80+C
J [ [] 1 1 S 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
Miristate de Miristilo
P: 60 mmHy Catalizador: 5% Ac/Al: 111

Figura 6.19. Influencia de la temperatura en la sintesis de Miristato de Miristilo.

En la figura 6.19 se representa una de estas series, la correspondiente a una presidn reducida,
relacién molar dcido/alcohol de uno y concentracion de catalizador de un 5%. En ella puede observarse
que un incremento de la temperatura da lugar a un aumento de la conversion de icido miristico en
miristato de miristilo. Asi para un tiempo de reaccién de dos horas, al pasar de 60°C a 70°C, 1a

conversién aumenta entorno a un 2%, mientras que al aumentar la temperatura desde 70°C a 80°C, el
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aumento de conversion se sitia en algo mds de un 3%; lo que indica en ambos €as0s que un aumento

de la temperatura favorece la conversion.

Este hecho es, si cabe, algo mds acentuado cuando se trabaja a presién atmosférica, por lo que
puede afirmarse que el efecto de la temperatura de operacion es el esperado para nuestros propaésitos,
‘al menos dentro del intervalo estudiado, al aumentar la temperatura se produce un aumento de la

conversion.
6.3.2 INFLUENCIA DE LA PRESION

Siguiendo una metodologia similar, se obtuvieron las curvas comparativas tomando la presién
como variable independiente. La figura 6.20 muestra las curvas correspondientes a una temperatura de

70°C y un 5% de. catalizador, aunque ¢l efecto observado para las demés temperaturas es el mismo.

Al trabajar a presién reducida, se favorece el equilibrio de formaci6n de miristato de miristilo,
puesto que puede eliminarse el agua en continuo. Lo que indica que un aumento de la presién de
operacién ejerce un cfecto negativo sobre el proceso de esterificacién, al menos dentro del intervalo

estudiado en esta memoria.

De Ia figura aqui presentada, se desprende que, si bien, para tiempos de reaccién cortos, el
valor de la presién de trabajo no ejerce variaciones apreciables cn la conversion, a partir del primer
cuarto de hora de reacci6n los resultados obtenidos son més interesantes desde el punto de vista de Ia
produccién trabajando a presién reducida, ﬂcgéndose a. observar a las dos horas de reaccidén un aumento
en la conversién de dcido en éster, al disminuir la presién de trabajo hasta 60mmHg, que supera el 6%
de la obtenida cuando se opera en condiciones de presion atmosférica, conservindose constantes el

resto de las condiciones de operacién.
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Figura 6.20. Influencia de la presién en la sintesis de Miristato de Miristilo.

6.3.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

Tomando los resultados obtenidos, tanto en condiciones de irrevesibilidad como en condiciones

de presién atmosférica, se procedi6 a representar las curvas conversién-tiempo, obteniéndose dos series

de curvas para una temperatura de 70°C y un una relacién equimolecular de 4cido y alcohol miristico.

La figura 6.21 muestra, a titulo ilustrativo, las representaciones correspondientes al comportamiento

del sistema en condiciones de presién reducida, 60mmHg.

A partir de los primeros 15min. de reaccién comienza a observarse que la tendencia de las

curvas viene dada por un efecto positivo de la concentracién de catalizador. Por 1o que un aumento

de la concentracién inicial de catalizador produce en todos los casos un aumento de la conversién en

miristato de miristilo.
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Conversion de acido
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Figura 6.21. Influencia de 1a concentracién inicial de catalizador en la sintesis de Miristato de Miristilo.

El andlisis comparativo de estas curvas lleva a la consideracion de que la variacién de la
conversién en funcién de la concentracién de catalizador es lineal, ya que el aumento de la
concentracién de catalizador en un 2%, da lugar a un aumento en la conversion de casi un 4% en los

dos casos.

Las figuras 6.22 y 6.23 confirman este hecho. En Ia primera se representan datos en
condiciones de presién reducida, mientras que en la segunda, los datos corresponden a presién
atmosférica. En ambos casos puede observarse que la variacién de la conversién en cster con la

concentracion de catalizador puede considerarse de primer orden para las condiciones ensayadas.
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Conversion de acido
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Figura 6.22. Variacién de la conversion con la concentracién de catalizador. P: 60mmHg,.
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Figura 6.23. Variacion de la conversién con la concentracién de catalizador. P: 710mmHg
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6.3.4 INFLUENCIA DE 1.LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

Siguiendo la metodologia propuesta al principio de este capitulo, se realizé un segundo grupo
de experimentos para conocer como se ve influenciado el sistema al variar la relacién molar de los
reactivos de partida, sobre el medio de reaccién. A fin de aprovechar estos experimentos para un
andlisis desde el punto de vista cinético, se llevaron a cabo varias series de experimentos fijando
sistemdticamente las condiciones de operacion de los mismos. En la tabla 6.9 se muestran los

experimentos pertenecientes a este grupo.

Tabla 6.9. Experimentos cinéticos para la sintesis de Miristato de Miristilo.

NUMERO DE TEMPERATURA CATAL. PRESION R. MOLAR
EXPERIMENTO (°O) (%) (mmHg) ACIDO/ALCOHOL
60 5 60 0.1
60 5 60 0.143
60 3 60 02
60 5 60 5
60 5 60 7
60 5 60 10
70 5 60 0.1
70 5 60 0.143
70 5 60 0.2
70 5 60 5
70 5 60 7
70 5 60 10.
80 5 60 0.1
80 5 60 0.143
MM25 80 5 60 0.2
MM26 80 | 5 60 i 5
MM27 80 5 60 7
MM28 80 5 60 10
—_—e———
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Tomando como base los experimentos incluidos en el primer bloque, correspondientes a una
concentracion equimolecular de dcido miristico y alcohol miristico, a presion reducida y con un 5%
de catalizador, s¢ representaron las correspondientes curvas que relacionan la velocidad de obtencion
de miristato de miristilo con la concentracién del reactivo en defecto, tomandg como variable

independiente la relacién molar dcido/alcohol.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

=*— Ac/Al: 1/1
—+ as/AL: 1/5
=N Ao/A: 1/7
B~ Ao/Ak: 1/10
1 1 (] L

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.26 0.3
NUMERO DE MOLES DE ACIDO (mol)

MIRISTATO DE MIRISTILO
P: 80 mmHg Catalisador: 6X T: 80C

Figura 6.24. Sintesis de Miristato de Miristilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.

La figura 6.24 muestra las curvas obtenidas cuando se trabaja en exceso de alcohol miristico
a una temperatura de 80°C. De ella se desprende que, si bien un aumento de la relacién molar
dcido/alcohol provoca un aumento de la velocidad de reaccién para tiempos cortos, cuando la
concentracién de dcido miristico estd por debajo de la correspondiente a 0.1 moles del mismo, la
velocidad de reaccién comienza a caer de forma dréistica, llegindose a obtener valores inferiores a los

correspondientes a una relacién equimolecular de reactivos. Esta aparente contradiccién de las leyes
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de equilibrio es debida al exceso de la concentracién de alcohol que, sin duda, ejerce un efecto de
inhibicidn catalitica frente a la reaccion de formacién del complejo principal, o que habrd de tenerse

en cuenta para el posterior modelado cinético de la sintesis enzimética.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

8

5 -

4 b

3 -

2F —s— Ac/AL: 1/1
—+— ao/ar 8/1

1 = Ao/Al: 7/1
B~ Ao/Al: 10/1

0 iy 1 L 1 1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
NUMERO DE MOLES DE ALCOHOL (mol)

MIRISTATO DR MIRISTTLO
P: 60 mmHg Catalizador 85X T: 80°C

Figura 6.25. Sintesis de Miristato de Miristilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.

Un efecto similar se observa en la figura 6.25, en la que se presentan los resultados
correspondientes a las reacciones llevadas a cabo en exceso de é4cido miristico en las mismas
condiciones de operacion que en el caso anterior; siendo el efecto debido al exceso de 4dcido mis

marcado, al menos aparentemente, que el debido al exceso de alcohol.

En cualquier caso, cabe esperar una disminucién, contrastada para los otros dos niveles de
temperatura ensayados, para la velocidad de reaccién, debida a un efecto de inhibicién catalitica por

parte del dcido miristico sobre el mecanismo de 1a reaccion enzimitica.
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6.3.5 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS EN EL MEDIO DE REA CCION

Continuando con el estudio de la influencia ejercida por las especies quimicas presentes en el
medio de reaccion se llevd a cabo una nueva serie de experimentos cinéticos, esta vez en exceso de
los productos de reaccién correspondientes a dicho proceso de esterificacién. Este iltimo bloque de
experimentos se indican en l1a tabla 6.10, donde se resumen las condiciones de operacidn fijadas en este

estudio.

Tabla 6.10. Experimentos con adicién de productos para la sintesis de Miristato de Miristilo.

NUMERO DE TEMPERATURA CATAL. PRESION Neso Nwe
EXPERIMENTO °C) (%) (mmHg) (Moles) ﬂloles)
MM29 70 5 60 0.118 o 0
MM30 70 5 60 0.354 0
MM31 70 5 710 0 0.118
MM32 70 5 710 0 0.354

Teniendo en cuenta lag rcaoci.oncs realizadas en las mismas condiciones de operacién pero en
ausencia de productos, se representaron las correspondientes curvas conversion-tiempo de dcido,
tomando como variable independiente el -mimero de moles de la especie adicionada en cada
experimento. En las figuras 6.26 y 6.27 pueden observarse las curvas de los experimentos con adicién
de miristato de miristilo y de agua, respectivamente; ambas realizadas a 70°C y con un 5% de

. catalizador, manteniendo fija y equimolecular la relacién molar dcido/alcohol.

Como puede observarse, los resultados obtenidos son andlogos a los de los sistemas anteriores.
La caida en la conversién al anmentar la concentracidn del producto en cuestién indica, en ambos
casos, la presencia de un efecto de inhibicién catalitica por parte tanto del miristato de miristilo como

del agua presentes en el medio de reaccién.
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Conversion de aclido
1.1}F
—©— Neg0* Omol —2— Nea0= 0.118mol —¥— NesO+ 0.354mol
o —©
A -
e N
3 i
L+ 60 100 160
Tiempo {min)
Miristato de Mirletlio
P: 80mmHg Catallzador: 6% T: 70*C

Figura 6.26. Sintesis de Miristato de Miristilo. Estudio de la concentracién inicial de éster.

Conversion de acido
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Figura 6.27. Sintesis de Miristato de Miristilo. Estudio de 1a concentracién inicial de agua.
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6.4 SINTESIS DE OLEATO DE ISOPROPILO

La experimentacién realizada para el estudio de este sistema se realizg, como en los casos
anteriores, considerando dos grupos de experimentos. La diferencia con respecto a los sistemas ya
considerados reside en la imposibilidad de operar en condiciones de presién reducida, puesto que la
naturaleza del alcohol isopropilico da lugar a que la presidn de vapor de este reactivo sea inferior a
la que presenta el agua formada en el medio de reaccién, para cualquier temperatura de operacién

fijada.

Este hecho supone un impedimento para desplazar el equilibrio de reaccién me&jantc la
eliminacién continua del agua producida, por lo que todos los experimentos se llevaron a cabo en
condiciones de presién atmosférica. Los reactivos de partida fueron 4cido oleico e isopropanol, siendo
el sistema catalitico empleado Novozym 435, constituido por la lipasa de Candida antarctica

inmovilizada.

Tabla 6.11. Experimentos para el estudio de la influencia de las variables de operacién sobre la
reaccién de sintesis catalitica de Oleato de Isopropile.

N° EXPERIMENTO | TEMFP ‘?}ETURA 1’(‘;5"?!1;;;‘ CATA?"%AD OR
1PO1 65 710 5
IPO2 70 710 3
1PO3 70 710 5
IPO4 70 _ 710 7
IPOS 75 B 710 5

En Ia tabla 6.11 se muestra un primer grupo de experimentos, realizados para determinar el
comportamiento del sistema frente a las variables de operacién en que se lleva a cabo la reaccién, que

en este caso seran unicamente la temperatura y la concentracion de catalizador, manteniéndose
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constante y equimolecular la relacién molar dcido/alcohol. El efecto producido por fa variacion de la
concentracion de las diferentes especies presentes en el medio de reaccién se considerard en un segundo
grupo de experimentos, llevados a cabo desde el punto de vista de la obtencién de informacion de cara

a modelar la cinética que gobierna el proceso de esterificacion.

6.4.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Los experimentos empleados para conocer la influencia de la temperatura, fueron los
correspondientes a una conccmraciénlinjcial de catalizador del 5%. Con los datos de estos experimentos
se construyeron las curvas conversion-tiempo de dcido oleico en oleato de isopropilo, manteniendo las
demas variables de operacién constantes. En la figura 6.28 se muestran las curvas correspondientes a

las tres temperaturas ensayadas.

Como se desprende de dicha representacion, la influencia debida al aumento de la temperatura,
supone un incremento de la conversién en oleato de isopropilo. Para tiempos cortos de reaccién, el
efecto observado es similar para las tres temperaturas probadas, permaneciendo este casi inalterable
hasta los veinte primeros minutos de reaccién para las temperaturas media y superior. A partir de este
momento, las diferencias comienzan a hacerse mas notorias, llegdndose a alcanzar a las dos horas de
reaccidn un incremento en la conversion del 3.01% al pasar de 65°C a 70°C, y un aumento del 2.32%

cuando se aumenta la temperatura desde 70°C a 75°C.

Estos hechos pueden explicarse teniendo en cuenta que, si bien, para tiempos cortos de
reaccion, la velocidad de reaccién se ve poco influenciada por la temperatura durante el primer cuarto
de hora de reaccion, durante el cual la reaccién transcurre a elevada velocidad. A partir de dicho
periodo de tiempo, la temperatura ejerce un e¢fecto mas marcado, lo que indica que, al menos dentro

del campo de experimentacién definido, la temperatura no juega un papel definitivo con respecto a la
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naturaleza y la concentracion de las especies presentes en el medio de reaccion.

Conversion de acido

1k
08
0.6
0.4
8- 635°C
0.2 —~ 70C
= 75°C
oﬂ[ - 1 I 1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Olsato de Isopropile
P: T1I0mmHg Catslizador: S% Ac/Al: 1/1

Figura 6.28. Influencia de la temperatura en la sintesis de Oleato de Isopropilo.

6.4.2 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

En cuanto a la concentracién del catalizador Novozym 435 empleado para este sistema de
reaccién, se ensayaron los niveles de concentracién de 3%, 5% y 7%, fijando las demds variables de
operacién en 70°C para la temperatura y relacién equimolecular de reactivos, llevindose a cabo las
reacciones en condiciones de presion atmosférica. A partir de los experimentos correspondientes, se
representaron las curvas caracteristicas de variacién de la conversién de 4dcido oleico con el tiempo
transcurrido durante la reaccién, para cada uno de los tres niveles de concentracién de catalizador
fijados segiin las especificaciones de la lipasa de Candida antarctica comercial. La figura 6.29 muestra

comparativamente el esperado aumento global de la conversién producido por un aumento de la especie
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catalitica presente en ¢l medio de reaccidn.

Conversion de acido

1+
+_¥$¥f—¥

0.8
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T: 76+C P: T10mmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.29. Influencia de la concentracidn inicial de catalizador en la sintesis de Oleato de Isopropilo.

A. la vista de este grifico, puede confirmarse la dependencia de la conversién con la
concentracién de catalizador, como sucede en los sistemas considerados anteriormente. Sin embargo,
el aumento producido en la conversién cuando la concentracién de la especie catalitica se aumenta
desde el nivel medio al nivel superior de concentracién esta por debajo del que, en un principio, cabria
esperar. Sin duda, esto se debe a que estamos operando en unas condiciones muy proximas al valor
de concentracién para el cual se alcanzaria la saturacién de la especie catalitica en el medic de
reaccién. No obstante, la variacién de la conversién con la concentracién de catalizador puede
considerarse todavia de primer orden con respecto a la cantidad de catalizador, ya que se ha observado
que la desviacidn puede despreciarse para los difercntes tiempos de reaccion. Asi, en la figura 6.30

pueden observarse Ias representaciones correspondientes a los tres tiempos de reaccién para los que se
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han tomado valores, pudiéndose considerar una trayectoria lineal, siendo las rectas que describen dicha

vartacidén casi paralelas,

Conversion de acido

1k P

& tm3dmin

—O— t=60min

‘~¥- tw120min
0.1 . 1 1 ] 1 i

2 3 4 5 G 7 8
Catalizador (%) '

Olexioc de Isopropile
T: T0*C P: T10mmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.30. Variacién de la conversidn con la concentracion de catalizador. P: 710mmHg

6.4.3 INFLUENCIA DE LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

El estudio de la influencia debida a la relacién molar de los reactivos de partida en 1a reaccién
de esterificacion entre el 4cido oleico y el alcohol isopropilico se llevé a cabo a partir de un grupo de
experimentos en los que se mantuvieron constantes todas las condiciones de operacién, excepto la
relacién molar dcido/alcohol. En la tabla 6.12 se hace un resumen de los experimentos realizados desde
un punto de vista cinético, con €l fin de obtener informacion 1til, junto con los correspondientes
experimentos realizados con una concentracién equimolecular de reactivos, para el posterior modelado

cinético de la reaccién de esterificacién.
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Tabla 6.12. Experimentos cinéticos para la sintesis de Oleato de Isopropilo.

NUMERO DE | TEMPERATURA | CATAL. | PRESION R. MOLAR
EXPERIMENTO ¢C) (%) (mmHg) | ACIDO/ALCOHOL

IPO6 65 5 710 0.1
1PO7 65 5 710 0.143
IPOS 65 5 710 0.2
1PO9 65 5 710 5
IPO10 65 5 710 7
PO11 65 5 710 10
IPO12 70 5 710 0.1
IPO13 70 5 710 0.143
IPO14 70 5 710 0.2
IPO15 70 5 710 5
PO16 70 5 710 7
1PO17 70 5 710 10
IPO18 75 5 710 0.1
IPO19 75 5 710 0.143
1PO20 75 5 710 02
PO21 75 5 710 5
1PO22 75 5 710 7
IP023 75 5 710 0

A partir de los datos obtenidos durante el transcurso de cada una de las reacciones, se

representaron griaficamente los valores de velocidad de reaccidn frente al mimero de moles de reactivo,

observindose para cada una de las series representadas, para las tres temperaturas, el consiguiente

comportamiento, debido a la relacidén molar dcido/alcohol, que se tomd como variable independiente.

En la figura 6.31 se presentan las curvas comespondientes al nivel medio fijado para la

temperatura de reaccion, 70°C, en la que se estudia la variacidn del nimero de moles de 4cido oleico,

cuando la reaccién se lleva a cabo en presencia de un exceso de alcohol isopropilico, siendo andlogos
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los resultados obtenidos para los niveles de temperatura superior e inferior, cuando las demds

condiciones de operacion permanecen constantes.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

2.5
2 -
1-5 -
1 -
L 3 —— Ac/Al: 1/1
—+— Ac/AY: 1/6
0.5 ¥~ Ao/AL: 1/7
—B~ Ao/Al: 1/10
0 i L L 1 1 J
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

NUMERO DE MOLES DE ACIDO (mol)

OLEATO DE ISOPROPILO
P: 710 mmHg Catalizador: 6X T: 70°C

Figura 6.31. Sintesis de Oleato de Isopropilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.

Al igual que en los casos antcriorqs, se observa un aumento de la conversidn para tiempos
cortos de reaccidn, cuando la cantidad de alcohol adicionado aumenta, debido a un claro
desplazamiento del equilibrio de reaccidn por la presencia de un exceso de uno de los reactivos. En
cambio, a medida que nos acercamos al equilibrio de reaccién, se observa que la disminucién de la
velocidad de reaccion es superior para una relacién molar 1:10 que cuando la relacién molar es 1:7,
por debajo de una concentracidn de dcido oleico igual a 0.07 moles. El mismo fendémeno se observa
para relaciones 1:5 y 1:1, cuando la concentracién de dcido oleico corresponde a un valor inferior a
los 0.35 moles. En ambos casos, este descenso inesperado se debe a una misma causa: La presencia

de un exceso de isopropanol produce un efecto de inhibicién de 1a lipasa de Candida antaretica, debido
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a la formacién de un complejo de la enzima con el alcohol, lo que se traduce en una disminucién de

la velocidad de reaccion, que presenta valores inferiores a los que. en un principio, cabria esperar.

Un fenémeno andlogo se produce al operar en exceso de alcohol oleico, donde se ha podido
observar que, para las mismas condiciones de operacién, cuando Ia concentracién de isopropanol estd
por debajo de la correspondiente a ().68 moles, la vclocida_d de reaccidn sufre un descenso superior al
esperado; obteniéndose valores minimos en el caso de una relacién molar 10:1. En la figura 6.32 se
presentan las curvas que describen ¢l comportamiento de la velocidad de reaccién. En este caso la
inhibicién producida sobre ¢l sistema enzimdtico que cataliza el proceso, se debe a la formacién de
complejos indeseables con ¢l 4cido oleico. Por tanto, habrd que tener en cuenta la inclusién, dentro del
modelo cinético, de términos caracteristicos de inhibicién enzimdtica debida a la formacién de

complejos con los reactivos.

VELOCIDAD DE REACCION (mmol/min)

1.5

—*— Ac/A: 1/%
—+— Ac/AL 5/1
K- Ao/AL: 7/1
—B8- Ac/Al: 10/1

o 0.05 0.1 0.16 0.2 0.25 0.3
NUMERO DE MOLES DE ALCOHOL (mol)

OLEATO DE ISOPROPILO
P: 710 mmHg Catalizador: 58X T: 70°C

0.5

Figura 6.32. Sintesis de Oleato de Isopropilo. Influencia de 1a relacién molar 4cido/alcohol.
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6.4.4 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS EN EL MEDIO DE REA CCION

Lainfluencia de los productos formados en el transcurso de la reaccién de esterificacién, oleato
de isopropilo y agua, se estudia llevando a cabo cuatro experimentos adicionales, cuyos resultados
fueron comparados conjuntamente con los experimentos realizados sin adicidn de productos. En latabla
6.13 se muestran las condiciones de operacién para los correspondientes experimentos, los cuales se

realizaron con una relacién molar dcido/alcohol igual a la unidad.

Tabla 6.13. Experimentos con adicion de productos para la sintesis de Oleato de Isopropilo.

" NUMERODE | TEMPERATURA | CATAL. | PRESION Nis, Nuwo
EXPERIMENTO ) (%) (mmHg) (Moles) {Moles)
1PO24 70 5 710 0.118 0
1POQ25 70 5 710 0.354 0
IPO26 70 5 710 0 0.118
IPO27 70 5 710 0 0.354

En las figuras 6.33 y 6.34 se presentan las curvas indicativas de la variacién de la conversion
de 4cido oleico en oleato de isopropilo en funcién del tiempo, con adicién inicial de oleato de
isopropilo y agua, respectivamente. En ambos casos puede observarse que un aumento de la
concentracion de cualquiera de los productos de reaccién produce una apreciable disminucién de la
velocidad de reaccién para cualquier tiempo de reaccion. Asf en la primera adicién de éster se procuce
una disminucién de la conversién de mas de un 40%; mientras que en la segunda adici6n, un aumento

tres veces superior al primero, el descenso con respecto a la primera adicién es inferior a un 20%.

Algo similar sucede cuando se opera en exceso de agua, la primera adicién de agua supone un
descenso en la conversion de dcido oleico de algo mas de un 30%, incrementindose este en un 15%

mdés cuando la concentracién inicial de agua se multiplica por tres en la segunda adicién.
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Conversion de acido
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Figura 6.33. Sintesis de Oleato de Isopropilo. Estudio de la concentracién inicial de éster.
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Figura 6.34. Sintesis de Oleato de Isopropilo. Estudio de la concentracién inicial de agua.
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6.5 SINTESIS DE PALMITATO DE ISOPROPILO

Los experimentos realizados para el andlisis del sistema 4cido palmitico-alcohol isopropilico
catalizado por la lipasa comercial Novozym 435, inmovilizada sobre una resina de intercambio i6nico,
se llevaron a cabo en condiciones de presién atmosférica. Al igual que para ¢l anterior sistema, la
presencia de isopropanol en el medio que, debido tanto a su presién de vapor como a su afinidad para
formar azeGtropos con el agua, impide la posibilidad de trabajar a presién reducida para desplazar el
equilibrio de reaccién mediante la eliminacién en continuo del agua producida. Las condiciones de
operacién, por analogfa con el caso anterior se ﬁjaron de las misma manera, atendiendo al
razonamiento propuesto en el capftulo tres de esta memoria. El primer grupo de expcriméntos se
planificé de cara al estudio del comportamiento de la reaccién en funcién de las condiciones de
operacién, siendo las variables estudiadas la temperatura de reaccién y la concentracién inicial de
catalizador presente en el medio de reaccién; mientras que la presion y la relacién molar de reactivos
se mantuvieron constantes para todos los experimentos, siendo esta dltima la unidad. En la tabla 6.14
se¢ hace un resumen de los experimentos realizados para tal fin, excluyéndose los experimentos
realizados en un segundo grupo, cuya importancia estd mds orientada hacia el estudio cinético del

proceso de esterificacién enzimética.

Tabla 6.14. Experimentos para el estudio de la influencia de las variables de operacién sobre la
reaccion de sintesis catalitica de Palmitato de Isopropilo.

N° EXPERIMENTO TEMP]?%TURA P(l.{nE.ﬂI? CATA%;SAD or |
65 710 5
70 710 3
70 _ 710 5
70 710 7
75 710 5
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6.5.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Tomando como referencia los datos obtenidos a partir de los experimentos 1, 3 y 5, se
representaron las curvas conversién-tiempo del palmitato de isopropilo, caracteristicas para cada una
de las temperaturas de rcaccidn. Los efectos observados son andlogos a los de los sistenas anteriotes,
especialmente al de sintesis de oleato de isopropilo. Si bien los niveles de conversién obtenidos estdn
muy por debajo de los del dcido oleico, sin duda debido a la naturaleza del dcido palmitico, ia
dependencia de la conversion con la temperatura cs muy parecida, como puede observarse en la figura

6.35, donde se mucstran las referidas curvas comparativas.

Conversion de acido
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o 20 40 60 80 100 120 140
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Palmitsto ds Isopropilo
P: TiIOmmHg Catslizador: 3% Ac/Al: 1/1

Figura 6.35. Influencia de la temperatura en la sintesis de Palmitato de Isopropilo.

Comparando los valores de conversién obtenidos para los niveles de temperatura inferior y

medio, se observa que el incremento de Ja conversion en palmitato de isopropilo, correspondiente a las



Sintesis de Palmitato de Isopropilo 261

dos horas de reaccidn, se traduce en casi un 6%, mientras que al aumentar la temperatura desde el nivel

medio al nivel superior de temperatura, el aumento observado en 1a conversién para el mismo periodo
de tiempo, se sitia en torno al 11%. Por tanto, ¢l efecto producido por la temperatura sobre el proceso
de esterificacién es positivo. Lo que significa que obtendremos mejores resultados, desde el punto de

vista de la conversién, si operamos cercanos al nivel superior del intervalo de temperatura.

6.5.2 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

Siguiendo el mismo razbnmnjcnto, se tomaron los resultados experimentales obtenidos en los
experimentos 2, 3 y 4, procediéndose a la construccién de las curvas conversién-tiempo para las tres
concentraciones iniciales de la lipasa empleada. En este caso los niveles de conversién obienidos son
también inferiores a los alcanzados en el sistema 4cido oleico-isopropanol; en cambio, €l aumento
producido entre los tres niveles de concentracion de lipasa, son més uniformes. Como se desprende de
la figura 6.36, la conversién en palmitato de isopropilo crece alrededor de un 10-12% al pasar de un
nivel de concentracién de catalizador a otro. Por tanto, la concentracién inicial de catalizador ejerce

una influencia positiva, en cuanto al nivel de conversidén que se desea obtener.

La figura 6.37, presenta la variacién de la conversién en funcién de 1a concentracién de
catalizador afiadida al medio de reaccién al comienzo de la misma. En ella s6lo se consideran datos
a partir de la primera media hora de reacci6n, a partir de la cual puede considerarse que se ha
alcanzado el estado estacionario. Dichas variaciones revelan que la dependencia de la velocidad de
reaccién con la concentracién de catalizador puede considerarse de primer orden con respecto a esta
dltirna, al menos dentro del intervalo fijado para las condiciones de operacién en esta memoria, 1o que

resulta de ayuda para el posterior modelado cinético del sistema de reaccién.
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1 Conversion de acido
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Figura 6.36. Sintesis de Palmitato de Isopropilo. Influencia de la concentracién de catalizador.
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Figura 6.37. Variacién de la conversién con la concentracién de catatizador. P: 710mmHg
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6.5.3 INFLUENCIA DE LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

De cara a describir ¢l comportamiento del sistema frente a la variacion de la concentracidon de
reactivos, se planificé ¢l segundo grupo de experimentos, tomando como variable independiente la

relacién molar acido palmitico/alcobol isopropilico. Para ello, se consideraron tres series de

experimentos en funcién de cada una de las temperaturas fijadas al comienzo de este estudio,

manteniéndose constantes para las tres series tanto la presion de operacidn, 710mmHg (atmosférica)},

como la concentracién inicial de catalizador en el punto medio del intervalo (5%).

Tabla 6.15. Experimentos cinéticos para la sintesis de Palmitato de Isopropilo.

NUMERO DE TEMPERATURA CATAL. PRESION R. MOLAR
EXPERIMENTO (&) (%) (mmHg) ACIDO/ALCOHOL

IPPS 65 5 70| 0.1
IPP7 65 5 710
1PP8 65 5 710

" IPP9 65 5 710
IPP10 65 5 710
IPP11 65 5 710
IPP12 70 s 710
IPP13 70 5 710
PP14 70 5 710
IPP15 70 5 710
IPP16 70 5 710
IPP17 70 5 710
1PP18 I 75 5 70 |
IPP1S 75 5 710
IPP20 75 5 710
PP21 75 5 710
IPP22 75 5 710
IPP23 75 5 710

263
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En la tabla 6.15 se detallan las condiciones de operacion fijadas al inicio de cada experimento.
Dichos experimentos, junto con los correspondientes realizados con una relacidn equimolecular de
reactivos, seran la base del estudio cinético, de cara a la obtencidn de algunos de los parimetros

imprescindibles tanto para el modelado cinético como para el disefio del reactor.

La representacion grafica de los datos velocidad de reaccién frente a concentracién del reactivo
en defecto nos revela la influencia ejercida por el exceso del otro reactivo. Asi, se lievaron a cabo las
mencionadas representaciones de velocidad de reaccion frente al nimero de moles de 4cido palmitico,
variando en cada caso ¢l nimero de moles de isopropanol adicionado en exceso, para conocer la
influencia del mismo, mientras que las representaciones de la velocidad de reaccidn frente al numero
de moles de isopropanol en defecto, nos indica la influencia del exceso de dcido palmitico adicionado

Cht CXCCSO.

En la figura 6.38, se muestran las curvas correspondientes a la reaccién de formacién de
palmitato de isopropilo, cuando se trabaja en exceso de isopropanol a 75°C. En (;,lla puede observarse
un efecto inhibidor por parte del isopropanol, dado que la conversién de dcido palmitico en palmitato
de isopropilo disminuye al aumentar la concentracién de isopropanol adicionado en exceso,
aprecidndose este efecto de forma mds notoria cuando se trabaja con una relacién molar dcido/alcohol

1/7.

En la figura 6.39, en la que se muestran las curvas en exceso de dcido palmitico a 75°C, la
situacién es similar. La velocidad de reaccién aumenta con un exceso de dcido palmitico para tiempos
-cortos de reaccién, pero cuando el nimero de moles de isopropanol estd por debajo de los 0.04 moles,
se produce una disminucién dréstica de la velocidad de reaccion para una relacién molar 4cido/alcohol

de 10:1, 1o que se debe a un efecto inhibidor por parte del 4cido palmitico.
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Figura 6.38. Sintesis de Palmitato de Isopropilo. Influencia de la relacién molar 4cido/alcohol.
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Figura 6.39. Sintesis de Palmitato de Isopropilo. Estudio de la relacién molar 4cido/alcohol.
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6.5.4 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS EN EL MEDIO DE REA CCION

De acuerdo con la metodologia empieada en este trabajo se llevaron a cabo experimentos
adicionales, con el fin de confirmar el comportamiento esperado por parte del sistema _frente ala
adicién de un exccéo de palmitato de isopropilo y agua, para una relacién equimolecular de 4cido y
alcohol. La tabla 6,16 recoge las condiciones de operacidn para dichos experimentos.

Tabla 6.16. Experimentos ‘con adicidn de productos para la sintesis de Palmitato de Isopropilo.

NUMERO DE | TEMPERATURA | CATAL. | PRESION | N, Ny, [
EXPERIMENTO °C) (% | (mmHg) | (Moles) | (Moles)
1PP24 70 5 710 0.118 0
1PP25 70 5 710 0.354 0
IPP26 70 5 710 0 0.118

1PP27 | 70 5 710 0 0.354 J

De nuevo, se representaron grificamente los datos conversion-iempo en palmitato de
isopropilo, compardndolos con los experimentos sin adicién de productos. Los resultados obtenidos
inducen a pensar que la adicién de cualquiera de los dos productos de reaccién da lugér a un efecto
negativo, en cuanto a la obtencion del producto final se rcﬁcrc..Asi, en la figura 6.40 se muestran las
curvas comparativas a 70°C y presién atmosférica, operando ¢n condiciones de exceso de palmitato de
isopropilo. En ella se observa la clara disminucién de la conversién, frente a los niveles obtenidos para
una adicién de éster; traduciéndose esta en mdis de un 25% para la primera adicién de éster, 0.118
moles, {23.6% en moles de la mezcla total de reaccién) y en un 12% mids en ¢l caso de la segunda
adicién, 0.354 moles (70.8% en moles de la mezcla total de reaccién). En cambio, la figura 6.41
presenta las curvas correspondientes a un exceso de agua ahadido al medio de reaccién; siendo el
efecto observado andlogo al anterior, sélo que, en este caso, la primera adicién de agua produce un
descenso en la conversién cercano al 20%, mientras que en Ia segunda adicién el descenso se

incrementa en un 15% mas.
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Figura 6.40. Sintesis de Palmitato de Isopropilo. Estudio de 1a concentracién inicial de éster.
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Figura 6.41. Sintesis de Palmitato de Isopropilo. Estudio de la concentracién inicial de agua.
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6.6 SINTESIS DE 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

El dltimo sistema de esterificacion estudiado estd constituido por 4cido 2-metil-butirico y
alcohol oleico, en presencia del catalizador comercial Novozym 435, constituido por una lipasa de
Candida antarctica. El planteamiento del estudio de este sistema se llevé a cabo de manera andloga al
de los tres primeros sistemas estudiados, ya que se diferencia con los dos 1iltimos en la posibilidad de

trabajar en condiciones de presién reducida, lo que permite la irreversibilidad del sistema.

Atendiendo a esta posibilidad, el primer grupo de experimentos, destinado al estudio del
comportamiento del sistema segtin las condiciones de operacion, se dividié en dos subgrupos, en el
primero de ellos la presién de operacién se fij6 en 60mmHg, mientras que en el segundo se trabajo
a presién atmosférica. Para cada uno de clios se realizaron tres series de experimentos, segin la

temperatura de operacidén, como se recoge en la tabla 6.16.

Tabla 6.16. Experimentos realizados para conocer la influencia de las variables de operacion sobre
la reaccion de sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo.

N° EXPERIMENTO | TEMPERATURA PRESION CATALIZADOR
(°C) (mmHg) (%)
MBO1 60 60 S
MBO2 70 60 3
MBO3 70 60 5
MBO4 70 60 7
MBOS 20 €0 p
MBO6 60 : 710 5
MBO7 70 710 3
MBOS 70 710 5
MBO9 70 710 7
MBO10 80 710 5 |
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6.6.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

La representacion grifica de los datos conversidn-tiecmpo de los diferentes experimentos,
tomando como variable independiente la temperatura de reaccién, permitié conoccr_la influencia de la
misma sobre el nivel de conversidn obtenido. Tanto en condiciones de reversibilidad como de
irreversibilidad, los resultados obtenidos demuestran que un aumento de la temperatura da lugar a un
efecto positivo, en cuanto al nivel de conversién se refiere. En la figura 6.42 se muestran, a modo de
ejemplo, las curvas obtenidas para el nivel superior de presién, 710mmHg, operando en el nivel medio

para la concentracién inicial de catalizador, 5% en peso de la masa total de reaccidn.

Conversion de alcohol

1
0.9
0.8
—
0.7 A
0.6 —8
0.5
0.4
0.3
- g0+C
0.2 4 10sC
0.1 =¥ g0sC
oﬂ‘ ] 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO
P: 710 mmHg Catalizador: 5% Ac/Al:1/1

Figura 6.42. Influencia de la temperatura en la sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo.

Dichos resultados demuestran que la variacién de la conversion con la temperatura es siempre

positiva y se produce para cualquier tiempo. de reacci6n, dentro de los limites impuestos en esta
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memoria para las condiciones de operacién. Como puede observarse para un tiempo de reaccion
correspondiente a dos horas, al pasar del nivel inferior de temperatura al nivel medio, el aumento
producido en la conversién es de un 11%, mientras que cuando se pasa del nivel medio al nivel
superior de temperatura, €l incremento es tan solo de un 7%, lo que confirma el efecto positivo de la

temperatura, favoreciéndose la conversién cuando se opera en el nivel superior del intervalo.
6.6.2 INFLUENCIA DE LA PRESION

De 1a misma manera, se llevo a cabo el estudio para conocer la influencia ejercida por parte
de la presion de trabajo. En este caso se tomaron los experimentos realizados con una concentracion
inicial de catalizador de un 5% en peso, con una relacién equimolecular de los reactivos de partida.
Los resultados obtenidos para las tres temperaturas de operacién probadas fueron similares,
aprecidndose un aumento de la conversién cuando la reaccién se lleva a cabo en condiciones de
irrevcrsibilidad; lo que supone un efecto negativo por parte de la presién de trabajo sobre la conversion

eh 2-metil-butirato de oleilo.

En la figura 6.43 sc muestran los resultados obtenidos operando a 70°C de temperatura.
Comparando las dos curvas obtenidas se observa que, si bien para tiempos cortos de reaccién no éxistc
una diferencia apreciable desde el punto de vista de la conversion, a partir de la primera media hora |
de reaccidn el efecto negativo de la presion se hace mas notable, llegando a ser un ligero aumento de
la conversion a las dos horas de reaccion, cuando se opera a una presién de 60mmHg, inferior a la

atmosférica, lo que indica la relativa influencia de la presién de operacién.

El hecho de que para tiempos cortos de reaccién no se aprecie claramente el efecto de la
presion, puede deberse a que hasta la media hora de reaccién no se haya alcanzado el estado

estacionario para la misma.
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Figura 6.43. Influencia de la presién en la sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo.
6.6.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE CATALIZADOR

Continuando con el estudio de las variables de operacidon sobre el sistema objeto de estudio,
se procedié a construir las curvas ticmpp-conversién, tomando como variable independiente la
concentracion inicial de catalizador y manteniendo constantes las demds variables de operacién. En la
figura 6.44 se muestran las curvas obtenidas para una temperatura de 70°C y una presién de 60mmHg,

aungue para presion atmosférica se obtienen unos resultados andlogos.

De dicha representacidn se desprende que la concentracidn inicial de catalizador influye
positivamente sobre el proceso de esterificacién, desde el punto de vista de la conversién. Asi, para
un tiempo de reaccién de dos horas, se observa que el aumento producido en la conversién al pasar

del nivel inferior al nivel intermedio para la concentracién de catalizador es de un 5%, observandose



272 Resultados Experimentales

un aumento similar cuando se pasa del nivel medio al nivel superior; lo que indica que el aumento

producido puede considerarse lineal dentro del intervalo fijado para la concentracién de catalizador.

1 Conversion de alcohol
—
—
—£
-=- 3%
- %
- 1%
m' 1 L 1 L L L
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
2-MEBTIL-BUTIRATO DR OLEILO
T: 76+C P: éOmmHg Ac/Al: 1/1

Figura 6.44. Influencia de la concentracién de catalizador en la sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo.

Por tanto, puede suponerse que la relacidn existente entre la velocidad de reaccion y la
concentracidn inicial de lipasa inmovilizada es de primer orden con respecto a esta dltima, dentro del
intervalo fijado para estas condiciones de operacién. Este hecho se ve avalado por los gréificos
resultantes de representar la conversion de alcohol oleico en éster frente a la concentracién inicial de
catalizador para diferentes tiempos de reaccion. Las figuras 6.45 y 6.46 muestran las representaciones
a 70°C de temperatura y en condiciones de presién reducida y presién atmosférica, respectivamente.
.En ambos casos se ha tomado como tiempo de reaccién minimo, el correspondiente a Ia primera media
hora, ya que a partir de ese tiempo de reaccién puede considerarse que ya se ha alcanzado el estado

estacionario.
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Conversion de alcohol
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Figura 6.22. Variacién de 1a conversién con la concentracién de catalizador. P: 60mmHg.
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Figura 6.23. Variacion de la conversién con la concentracién de catalizador. P: 710mmHg
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6.6.4 INFLUENCIA DE LA RELACION MOLAR ACIDO/ALCOHOL

Siguiendo la metodologia descrita a lo largo de este capitulo se procedio a realizar un segundo

grupo de experimentos para evaluar ¢l comportamiento del proceso frente a la variacién de la

concentracion de las especies quimicas en el medio de reaccién. En la tabla 6.17 se recogen las

condiciones de operacidn en las que se llevaron a cabo los experimentos, que permitieron el posterior

anilisis cinético del sistema propuesto en este apartado.

Tabla 6.17. Experimentos cinéticos para la sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo.

TEMPERATURA

NUMERO DE CATAL. PRESION R. MOLAR -
EXPERIMENTO O (%) {mmHg) ACIDO/ALCOHOL

MBO11 60 5 60 0.1

MBO12 60 5 60 0.143
MBO13 60 5 60 0.2
MBO14 60 5 60 5

MBO15 60 5 60 7

MBO16 60 5 60 10

MBO17 70 5 60 0.1

MBO18 70 5 60 0.143
MBO19 70 5 60 02
MBO20 70 5 60 5

MBO21 70 3 60 7

MBO22 70 5 60 10

MBO23 80 5 60 0.1

MBO24 80 5 60 0.143
MBO25 80 5 60 0.2
MBO26 80 5 60 5

MBO27 30 5 60 7

MBO28 80 5 60 10
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La representacion de los datos concentracion de reactivo en defecto frente a velocidad de
reaccion para cada una de las temperaturas fijadas, permitié analizar el comportamiento del sistema
frente a la variacién de la relacion molar de reactivos. Para cada una de las series determinadas por
Ia temperatura de reaccion, se llevaron a cabo dos conjuntos de representaciones dependiendo del

reactivo que se encuentre en eXceso.

Como ejemplo, se muestran las representaciones correspondientes a una temperatura de 60°C,
una concentracion inicial de catalizador del 5% y una presién de operacién de 60mmHg. La primera
(figura 6.47) muestra el estudio del comportamiento de la velocidad de reaccidn frente al nimero de
moles de 4cido 2-metil-butanoico, cuando se opera con diferentes concentraciones de alcohol oleico
en exceso. La segunda representacién (figura 6.48) se realizé para conocer como afecta un exceso de
la concentracién de 4cido 2-metil-butirico en la evolucién de la yclocidad de reaccién en funcién del
ndmero de moles de alcohol oleico presentes en el medio de reaccion. En ambos casos, el niimero total

de moles presentes en la mezcla de reaccion se mantuvo en 0.5 moles.

Como puede apreciarse en los dos gréficos, la evolucién de 1a velocidad de reaccion frente a
la concentracién del reactivo en defecto sigue un camino ascendente al aumentar la concentracion del
reactivo en exceso, para tiempos de reaccién cortos. Sin embargo, sigue teniendo lugar el mismo
fen6meno observado en los sistemas ya estadiados. Asi, cuando se trabaja en exceso de alcohol se
observa que para concentraciones dcido inferiores a las correspondientes a 0.08 moles, la disminucién
de 1a velocidad de reaccién es mucho més ripida para una relacién molar 4cido/alcohol 1:7, que para

una 1:10, lo que indica un efecto inhibidor de la especie catalitica por parte del alcohol.

La misma situacién se produce cuando la concentracién de alcohol oleico se sitia por debajo
de 0.1moles, al trabajar con un exceso, de icido, lo que se traduce en una inhibicitn de la lipasa con

respecto al 4cido 2-metil-butirico para tiempos largos de reaccién.
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Figura 6.47. Sintesis de 2-metil-butirato de oleilo. Influencia de la relacién molar dcido/alcohol.
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Figura 6.48. Sintesis de 2-metil-butirato de oleilo. Influencia de la relacién molar 4cido/alcohol.
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6.6.5 ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS EN EL MEDIO DE REA CCION

Para finalizar con el estudio de la influencia ejercida por las especies quimicas presentes en
el medio de reaccién se realizaron cuatro experimentos mds, esta vez en exceso de los productos de
reaccidn correspondientes a dicho proceso de esterificacién. Las condiciones de operacién en las que

se llevaron a cabo dichos experimentos son las que se indican en la tabla 6.18.

Tabla 6.18. Experimentos con adicién de productos para la sintesis de 2-metil-butirato de oleilo.

NUMERO DE | TEMPERATURA CATAL. PRESION Neso Nuo

EXPERIMENTO (8] (%) (mmHg) (Moles) (Moles)
MBO29 70 5 60 0.118 0
MBO30 70 5 60 0.354 0
MBO31 70 5 710 0 0.118
MBO032 70 5 710 0 0.354

Teniendo en cuenta las reacciones realizadas en las mismas condiciones de operacién pero en
ausencia de adicién de productos, se representaron las correspondientes curvas tiempo-conversién en
2-metil-butirato de oleilo, tomando como variable independiente el nimero de moles de la especie
adicionada en exceso en cada experimento. En las figuras 6.49 y 6.50 pueden observarse las curvas de
los experimentos con adicién de éster y de agua, respectivamente; ambas realizadas a 70°C y con un

5% de catalizador, manteniendo una relacién equimolecular dcido/alcohol.

Como puede observarse, los resultados obtenidos son andlogos a los de los sistemas anteriores.
La caida en la conversién al aumentar la concentracién del producto en cuestién revela, en ambos
casos, la aparicién de un fenémeno de inhibicién catalitica por parte tanto del 2-metil-butirato de oleilo

como del agua presentes en el medio de reaccién cuando estos se encuentran en €xceso.
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Figura 6.49. Sintesis de 2-metil-butirato de oleilo. Estudio de la concentracién de éster.
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Figura 6.50. Sintesis de 2-metil-butirato de oleilo. Estudio de la concentracién de agua.
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A fin de completar el estudio planteado en esta memoria se decidi6 llevar a cabo un andlisis
cinético de los ésteres objeto de estudio. Para ello se tomaron como base los conceptos desc;itos en
el capitulo dos de este trabajo, los cuales permiten suponer mecanismos de reaccién que conducen al
desarrollo de modelos cinéticos que permiten describir el comportamiento del sistema en términos de
evolucién de la concentracién de las especies presentes en el medio de reaccién en funcion del tiempo
de reaccion transcurrido, lo que supone una informacién imprescindible para el posterior disefio del

reactor quimico, asi como para su implantacién a escala industrial.

Naturalmente, el mecanismo de reaccién a plantear debe considerar la presencia de dos
reactivos, dcido y alcohol grasos, y dos productos de reaccion, éster y agua. Por tanto estard dentro del
denominado grupo de sistemas multirreactantes y, méds concretamente, €l sistema responderd a un
mecanismo de reaccién Bi-Bi. Como se ha visto en el capitulo dos, la deduccién del mecanismo de

reaccion puede llevarse a cabo segiin tres posibles consideraciones o metodologias.

La primera de ellas supone un mecanismo de reaccién al azar, en cuanto a la formacién de

complejos enzima-sustrato y liberacion de productos de reaccion. Esta suposicion no es vilida para un
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sistema de esterificacidn enzimatico, puesto que los estudios encontrados en la hibliografia demuestran
que para que la reaccién tenga lugar es necesaria la formacion del complejo enzima-dcido graso, ya
que la actividad de las lipasas se justifica desde la formacién de complejos con enlaces acil-enzima.
En caso contrario, la formacion del complejo enzima-alcohol es viable, pero cl dcido graso s6lo seria
capaz de desplazar al alcohol para dar lugar a la formacién del complejo enzima-4cido. Es decit, que
desdc el punto de vista de Ia reaccién quimica, el complejo enzima-aicoho! ¢s una especie inactiva de
cara a la formacién de productos de esterificacién, siendo viable la reaccidn, exclusivamente cuando
el complejo enzima-sustrato esta constituido por la presencia de enlaces acil-enzima, lo que en el caso
de una reaccidn de esterificacion directa sélo es posible cuando el complejo esta constituido por la

especie enzima-icido graso, que es la forma activa para que se¢ de la reaccidn.

Segin este razonamiento, la unica explicacién posible para deducir el mecanismo de reaccidén
pasa por la suposicién de considerar como primer paso del mismo la formacién de la especie
enzimitica activa, el complejo enzima-dcido. Esto es unicamente posible considerando bien un

mecanismo Ping-Pong, bien un mecanismo de Reaccién ordenado.

La considéracién de un posible mecanismo Ping-Pong pasa por la suposicion de que, si bien
la primera etapa del mecanismo de reaccién vendria dada por la formacion del complejo enzima-écido,
la segunda etapa del mecanismo daria lugar a la traﬂsformacién del complejo en su forma activa. La
tercera etapa consistiria en la libcracién de una molécula de agua, seguida de la cuarta etapa que estaria
constituida por la adicién del alcohol al complejo activo obtenido en el paso anterior. La quinta etapa
consistiria en la transformacién de este ditimo complejo ternario en otro mds inestable, que en la sexta
etapa liberaria la molécula de éster formada, quedando la enzima en su forma libre, dispuesta para
comenzar, de nuevo, el ciclo; lo que supondria una etapa de liberacién de producto formado entre dos
etapas de adicién de reactivos, gue es el tipico mecanismo secuencial que caracteriza a un mecanismo

del tipo Ping-Pong.
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Si bien estc mecanismo ha sido adoptado por algunos autores para describir este tipo de
sistemas, cabe resenar que la representacion gréfica de la ecuacién de velocidad linealizada deberia dar
lugar a la obtencién de rectas paralelas cnando se trabaja en exceso de uno de los reactivos y se toma

como variable independiente Ia concentracién de este 1ltimo.

Sin embargo, el efecto observado para los sistemas planteados en esta memoria, cuando se
trabaja en exceso de uno de los reactivos es el siguiente: al representar la inversa de la concentracién
del reactivo en defecto frente a la.inversa de 1a velocidad de reaccidn para diferentes concentraciones
fijadas del reactivo en exceso, se obtienen rectas aparentemente paralelas, caracteristicas de un
mecanismo Ping-Pong. No obstante, si se prolongan estas rectas, se puede observar que todas ellas
convergen hacia un mismo punto, definido por la inversa negativa de la constante de inhibicion
enzimdtica con respecto del reactivo que se encuentra en defecto en el medio de reaccién. Este hecho
es, precisamente, ¢l que caracteriza a los sistemas que siguen un mecanismo de reaccién Ordenado.
Segun esto, el mecanismo de reaccién Ping-Pong queda desechado para describir el comportamiento
de los sistemas aqui propuestos, siendo mds adecuado considerar, en nuestro caso, un mecanismo
Ordenado que involucre dos reactivos y dos productos en el desarrollo de la reacci6n, al menos para

las lipasas empleadas como sistema catalitico en esta memoria.

Teniendo en cuenta este razonamiento, el mecanismo sencillo se corresponderia con un
mecanismo de reaccién ordenada, descrito en el capitulo dos de esta memoria, a partir del cual pueden
deducirse, mediante el método de King-Altman, las comrespondientes expresiones para las diferentes
especies enzimdticas involucradas en el medio de reaccion (ver ecuaci6n [2.11] del capitulo dos), y a
partir de ellas obtener el modelo cinético sencillo que describe 1a velocidad de reaccién en funcién de
ia concentracién de los dos reactivos de partida y los dos productos finales (ecuacidn {2.12] del
capitulo dos), teniendo en cuenta todas y cada una de las etapas que constituyen el sistema de

esterificacién enzimatico.
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Tomando como referencia la bibliografia encontrada, el primer reactivo involucrado en el
mecanismo de reaccién propuesto seria el dcido graso dando lugar a la formacion del complejo activo
enzima-dcido; a continuacion se adicionaria el alcohol para formar el complejo ternario alcohol-enzima-
dcido. La tercera etapa del mecanismo seria en la que se produce la verdadera transformacién de las
especies quimicas, consistiendo en la transformacién del complejo obtenido en Ia etapa anterior en el
resultante éste;—enzima-agua. La siguiente etapa vendrfa dada por una liberacién del éster formado,

mientras que la 1dltima consistiria en una liberacién del agua.

Sin embargo, a estas etapas que constituyen el mecanismo de reaccion simple, habria que
afiadir las correspondientes etapas colaterales debidas a la formacién de complejos de inhibicidn tanto

con la especie enzimatica libre como con los otros complejos involucrados en el mecanismo principal.

Las etapas de inhibicién mids frecuentes en este tipo de reacciones vienen dadas por la
formacién de complejos binarios con la enzima libre por parte tanto del alcohol como del éster
presentes en el medio de reaccién; asi como la formacion de complejos ternarios inactivos por parte

del cido graso o el éster con el complejo enzima-dcido.

Por tanto, 1a inhibicién va a venir dada tanto por reactivos como por productos, siendo el tipo
de inhibici6n m4s frecuente la denominada inhibicién competitiva. En unos casos se compite por la
formaci6én de complejo con la lipasa libre y en otros la competencia viene dada por la formacién de

complejos ternarios con el complejo més activo, enzima-4cido.

Teniendo esto en cuenta, el mecanismo general para este tipo de reacciones constaria de dos
grupos de etapas, el primero constituido por las etapas principales de reaccién y un segundo grupo de

etapas de inhibicion, como se muestra a continuacién:
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Etapas principales:

E + Ac = EAc o Kpgo Kige
EAc + Al » EAcCAI - K, Kix
EACAl = EESW f Keg (~Tad) Gax (~Tag) max
EESW «~ EW + Es & Kops Kips
EW=FE+ W s Ko, Ky -
Etapas de Inhibicién:

E + Al = EAl n Kl

E + Es = EEs n Kigs

EAC + AC = EACAC . Kia

EAc + Es = EAcEs . K}-"ES

Teniendo en cuenta el mecanismo global que considera todas las etapas involucradas en el
esquema de reaccién, se dedujo la ecuacién general completa para las reacciones de esterificacion
objeto de estudio. Dicha deducci6n se llevé a cabo partiendo de las etapas de reaccién principales para,
después, incluir los términos debidos a las etapas de inhibicién. El esquema principal para la reaccién

seri el siguiente:

1 4
E + Ac g——= FAc EWag——E + W
k_]_ + . + k_4
Al Es
k 5| k2 ksfk.

—_—
EAcAl — EEsW

Aplicando el método de King-Altman, la figura sencilla a 1a que corresponde dicho esquema

de reaccién serd la que se muestra a continuacion:
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’az-

k, || kaNyw ky [|k2 Ny

S —

k3 Ngs
——
k3

Segiin dicho esquema, la concentracidn total de enzima presente en el medio de reaccion viene

dada por 1a ecuacién {7.1]:

Eromar, = E + EAc + EAcCAl + EWES + EW [7.1]

Cada una de las especies enzimdticas se deducen de la figura de King-Altman, segin la

ecuacién {7.2]:

E__ Kk kotk ok jNp K +K Ny Kok vy ko Ky

Erorar Erorac

EAc _ KK Nack oKy NyK oK oNpo+k Nk oK 3 Npo+ ko Kok Ny
Erorar Erorar

EACAI+EWES _ KoKy NaKoNpy v Ky Np K Np ko Ny + Ko Ny K Nk Ntk K Nk N,
Erorar Erorar
EW_ _ k—zk—lk-4Nw+k1N£ck3k2Nu +kzN4_a1k—4ka3 tk Kok Ny
Eroras, EroraL [7.2]

Segiin esto, la suma de todas l1as especies enzimdticas serd:
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Erora
+ (kpk gk INg + (R ok_k vk jkik Ny + (kkky+h sk )N, Ny +
+ (k_gk sk vk jk_k JNpNp + (kK k)N, N + (k)N Ny + [7.3])

+ (kk SN N N + (R K DN N Ny

= (K ko vkofk ) + (kK o hk kDN, + (kKON +

Por otra parte, la ecnacién de velocidad de desaparicion de dcido graso, vendré dada por la

ecuacién [7.4]:

(-r,) = k.EN,, - k_,.EAc [74]

1" Ac

Donde:

ki-EN, = ki kN, +kik k_j NN, +klkk N, N vkkkk N, .
k_.EAc = k_jkjk N, +kk_ k kN, Ng+k_k ok k NeNp+rk kkkN,. [7.5]

Sustituyendo en la ecuacién [7.4] y multiplicando y dividiendo dicha expresién por la

concentracion total de enzima:

n Ny Ny - n,Ne Ny
Erorar [7.6]

(—rAc =

Siendo:

[7.7]

Multiplicando y dividiendo por n,;, la ecuacién de velocidad quedar4:
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( - rAc) = =
TOTAL [7.8]

Por ‘otra parte, las velocidades iniciales vendrian dadas por las expresiones [7.9] para la
reaccion directa, con concentraciones de agua y éster igual a cero, y [7.10] para la reaccién inversa,

considerando la concentracién de dcido y alcohol igual a cero:

(-r )t - A7) _ ny
Acrmax dN, Ny  kkkvkikok,
d _ EFQHL’—%’—Q [7_9]

(_r c)max T T .
i ky+kg

i _ d(-rAc) n2
(-rAc)max - =
AN Ny kpk gk vk ik ok,
; E ..k k
r ) = SR [7.10]
(=74 Imex ko,

Multiplicando y dividiendo la ecuacién de velocidad de reaccién por el producto de la

velocidad mdxima directa y la velocidad mé4xima inversa se llega a la ecuacién [7.11].

- NN

(_rAc)::u(_rAc):nn(NAeNAl_ ;NW

(-rAc) = 7 ; “
(-rAc)ma;(_rAc m% .

)

[7.11)

1

Si ahora sustituimos el término correspondiente a la concentracién total de enzima presente en
el medio de reaccién como la suma de concentraciones de todas las especics en las que estd presente
la enzima, bien en su forma de enzima libre, bien formando complejos binarios o ternarios con otras

especies se llega a la ecuacién [7.12]:
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(-I4) gax (-r,.) zf\ax (Ny 3y = NESNW)
(-, = . . Keq .
(Hr“‘c) ;‘axKiAcKmM * (_IAC)I;ameAlNAC * (_rﬂc)r‘:ameAC‘NAl *
(=Ipc) tﬁame,,NEs + (=Zac) SBmeE,NW +
Keg Keq
5 (~T,.) bk, N, N,
+ (=T, ) maxda Nap + AcKquiM + [7.12}
(~Zae) fanllpsy |, (Tac) vaeKny Muslly
Keq - Riw
(=2 ac) marcllp Ny Mg , oTad) e Ngoy
Kiss Kil‘lKeq
Donde:
K, = koks K, = Klkotk)
¢k {k,tk,) k, (ky+k,)
k - ko k., (kK k vk k k) k. = k. k.,
mes k kK, (k_,+k_,) T R (ko k)
k- KL - Rtk 131
c
kl k2
k. tk k
k' = =33 k - _4
1Es k—3 iw k_4

El siguiente paso para completar 1a ecuacién de velocidad serd tener en cuenta las etapas de
inhibicién debidas a la formacién de complejos binarios y ternarios tanto con reactivos como con

productos de reaccién. Dichas etapas se consideran de inhibicién competitiva.

En el caso de la etapa de inhibicién con respecto al alcohol, se produce la formacion del

complejo enzima-alcohol, por lo que 1a serd necesario introducir en la ecuacién de velocidad un nuevo
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término de resistencia que se suman al denominador de la ecuacién principal y que tienen en cuenta

la formacién de dicho complejo. Dicho término viene dado por la ecuacidn [7.14].

— i l
Ry = (~T3.) hax (KiacKnar * KpacNay) - —5— - Ny

Kia [7.14]

En cuanto a la inhibicién debida a la formacién del complejo ternario enzima-4cido-4cido, la
resistencia vendra dada pbr la ecuaci6n [7.15], término que habrd que sumar al denominador de la

ecnacién principal:

i 1

R, = (-I'a.) masVacKpag - 7" Nae [7.15]
iAc )

Cuando la inhibicién se produce por formaci6én de complejos con el éster producto de reaccién,
pueden formarse dos tipos de complejos. Cuando el complejo es binario, enzima-éster, el término de
resistencia que hay que afiadir al denominador de la ecuacién de velocidad, vendrd dado por la
ecuacion [7.16]; mientras que si el complejo que se forma-es ternario, enzima-dcido-éster, el término

de resistencia vendrd dado por la ecuacién [7.17],

. ' 1
Ry = (~Ia) max (KiacKmar + KuaclNay) - 7 Vs

¢ [7.16])
R, = (-Ip) I-IiTaXKmlNAc . “%" « Ngs
7 [7.17]

Donde las constantes de inhibicién respecto de cada una de las especies involucradas en cada

etapa, vendrin dadas por los términos de la ecnacidn [7.18).
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k k
k! il k! 6
Al k_s Ac k_6
o = & k" = X 17181
1iEs k_7 1Es k-g

Sustituyendo los términos en la ecuacion principal y recrganizando los mismos se llega a Ia

expresion final que viene dada por la ecuacidn [7.19]:

i N,
{ -rAc) gax ( 'IAC) max (NAcNAl— ;5&)

eg

(—IAC) =

. N, N, ; N, N,
( _IAC) tflaxKi“Kmu (1 + :-U * E,:s ) + (-rAc) IiﬁmeuNAc (1 + '—"?'C' + % ) +
K; KEs KiAc KlEs
d
) N N (=T a0) nax ke N
+ (—rM);\axfcmml\f&I (1 + AL fﬂ ) + +

7
Kia; Kize Keg

(-IA )gaxK NW .
CK Mgy + (_IAC‘) :EXNACNA.I +
eq

d
(-Tad) meuNAcNEs + (~I,.) gaxNgSNw +

Koo, Keq
oy d i
(~Zac) ;ameACNAlNW + (I ac) maselVactasNes +
%, T

( _'rAc) gaxNAlNE W
K K_— .

iugeq

[7.19]
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7.1 MODELADO DE LA SINTESIS DE OLEATO DE OLEILO

Teniendo en cuenta que la reaccidn de esterificacion de dcido oleico con alcohol cleico puede
llevarse a cabo en condiciones termodindmicas opuestas, en cuanto a la reversibilidad del sistema se
refiere, dependiendo de la presién de operacion fijada, se procedid al estudio cinético para ambas
situaciones; ya que, si bien, el andlisis completo del sistema exige un estudio en condiciones de
reversibilidad, el andlisis en condiciones de irreversibilidad es mucho mds atractivo desde el punto de
vista industrial, puesto que el nivel de conversion alcanzado permite obtener un producto final con una

catidad superior.

Por otra parte, el estudio del sistema en condiciones de presion reducida simplifica bastante
el modelo cinético, facilitando asf la resolucién del mismo y la obtencién de los parametros cinéticos,
que posteriormente pueden simplificar el tratamiento matemético del modelo global en condiciones de
presion atmosférica. Es por ¢llo, que en primer lugar se estudiard ¢l sistema en condiciones de
irreversibilidad o presidn reducida, para después considerar su comportamiento en condiciones de

reversibilidad o presién atmosférica.

7.1.1 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE IRREVERSIBILIDAD

Cuando se fuerza al sistema a trabajar en condiciones de irreversibilidad, el mecanismo de
reaccion se verd modificado, puesto que la concentracién de agua presente en el medio valdré cero y,
por tanto, no cabe considerar condicién de equilibrio alguna en cuanto a las etapas que constituyen 1a
reaccién principal se refiere. En este caso el mecanismo de reaccién permanecers inalterable, en cuanto
a las etapas de inhibicién competitiva debidas a la formacién de complejos con respecto tanto a
reactivos como a productos se refiere; viéndose modificadas las etapas de reaccién de la manera que

se indica a continuacién:
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Etapas de reaccién en condiciones de irreversibilidad:
E + Ac = EAC b Koae Kiae
EAc + Al » EAcAl . K,; K;;;
EACAl - E+ Es + W (-Ta2) pax

Segiin esto la ecuacién de velocidad de reaccién se verd modificada de la siguiente manera:

{ —'rAc) :arNAcNA.I

(“IAC) = -
N,
Ky Ky, (1 + Ny +_f_-" + Ky Npo (1 + l\i“"’ + NE’) +
Klm KEE KMC KiEB [7'2()]

/

X, N
PR Ny (1 + S+ =) + NNy,
1Al Kirs

Cuando se trabaja con exceso de dcido o con exceso alcohol, la ecuacion se reduce todavia mds

tomando la forma [7.21] para exceso de alcohol y la forma [7.23] para exceso de icido.

N,

KincKnn1 [7.21]
Ko (1 + Km,.-NMJJ“u_N_)

(_rAc) =

Cuando la concentracién de alcohol en exceso tiende a infinito, la expresion se transforma en:

- NAC
( IAC) ) Igm!c + NAc [7.22]
Andlogamente para un exceso de dcido:
N,
(-1’ Al) = Al
Koaz (1 + i"‘”) + Ny (1 + ?;“") [7.23]

AC
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Cuando ja concentracién de dcido en exceso tiende a infinito, Ia expresién se transforma en:

T K, <N, [7.24]

A partir de los resultados experimentales obtenidos cuando se opera a una presion de 60mmHg,
y teniendo en cuenta la forma matemética de las ecuaciones obtenidas, se llevaron a cabo las
representaciones de los datos inversa de la concentracién del reactivo en defecto frente a la inversa de
la velocidad de reaccién, tomando como variable independiente la concemracién de reactivo en exceso.
Dichas representaciones se llevaron a cabo, fijando la concentracién inicial de catalizador en un 5%,
para las tres temperaturas de reaccién que determinan nuestro intervalo de operacién. Dichas
representaciones estin basadas en el bien conocido método de las velocidades iniciales, que permite
obtener informacién sobre algunos de los pardmetros cinéticos que posteriormente conducirdn a la

obtencién del modelo global que explica el comportamiento cinético del sistema.

En la figura 7.1 se muestra 1a representacion comrespondiente a las reacciones llevadas a cabo
con un exceso de alcohol oleico, por tanto se representa la inversa de la velocidad de formacién de
oleato de oleilo frente al niimero de moles de alcohol, para cada una de las relaciones molares fijadas,

siendo Ia temperatura de operacién de 70°C y la presion de trabajo de 60mmHg.

A partir de las pendientes de Ias rectas obtenidas, y de sus correspondientes ordenadas en el
origen, se procedié a construir los grificos que relacionan dichos pardmetros frente a la inversa del
mimero de moles de alcohol oleico, que como puede observarse en las figuras 7.2 y 7.3, también dan
lugar a la obtencién de rectas, cuyos parametros (ordenada en el origen y pendiente) relacionan tres
constantes caracteristicas: velocidad méxima de reaccion, constante de Michaelis Menten con respecto
al 4cido oleico y constante del equilibrio de inhibicién del alcohol correspondiente a la segunda etapa

del mecanismo de reaccion.



Modelado de la Sintesis de Oleato de Oleilo

295

1/(-rac)
1
0.6 - Ac/AL 1/1 .
—+= Ac/AlL: 1/2
—¥— Ac/AL 1/8 .
-5~ Ao/AL 1/5 i
0.4 | ¢ Ao/Al: 1,7 . + =,
—0— Ac/AL 1/10
A~ Ac/Ak 1/15 *
L)
0.2 o
) / ‘éug ’ 0
//.{., :'7 -i_ e K ——p
‘__._-.—__',__:_—___.-——'i:___fk_
0 / L 1 1 1
-5 0 S 10 156
1/Nac
OLEATO DE OLEILO
.Pz 60mmHg Catalizador: 5X T: 70°C

20

Figura 7.1. Representacién 1/(-r,) frente a 1/N,.. Exceso de alcohol oleico.

Ordenada en ¢l Origen

0.18

M -
a.08
0.00
0.04 L 1

1 2 a 4 5
1/Nel
OLEAYO DE OLETILO

Figura 7.2. Ordenada en el origen frente a 1/N,,.

Peandiente

0.03

.02

0.016 -

0.0t 4

1/Nal
DLEATO D OLETLD
P: Ommfly  Cetallmier GX T 70°C

Figura 7.3. Pendiente frente a 1/N,,.
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De manera andloga se llevaron a cabo las comrespondientes representaciones, en el ¢aso en que
se opera en condiciones de trabajo tales que el exceso de reactivo viene dado por la concentracidn de
dcido oleico. Asi en la figura 7.4, pueden observarse las tendencias gque resultan de representar la
inversa de Ia velocidad de reaccion frente a la inversa del niimero de moles de alcohol oleico, siendo
dichas tendencias convergentes hacia un mismo punto; lo que demuestra que el mecanismo de reaccion

elegido es el adecuado.

Tomando como nuevos datos los cortes de las rectas con el gje de ordenadas y el valor de la
pendiente de cada una de las rectas obtenidas, se procedié a representar grificamente dichos valores
frente a la inversa del mimero de moles del reactivo en exceso, 4cido oleico (figuras 7.5 y 7.6). De las
ordenadas en el origen y pendientes obtenidas en estas dos nuevas rectas, se obtuvieron la relacién

"entre alpunas constantes cinéticas: velocidad méxima de reaccién, constante de Michaelis Menten con
respecto al alcohol oleico y constante de inhibicién del 4cido oleico correspondiente al primer paso del

mecanismo principal de reaccidn.

Dichos pardmetros se obtuvieron, siguiendo el mismo mecanismo de representacién gréfica y
cdlculo, para las tres temperaturas ensayadas. En la tabla 7.1, se resumen los valores _de dichos
pardmetros, en la que puede observarse que todos los pardmetros disminuyen al aumentar la

temperatura, a excepcion de la velocidad méxima de reaccidn.

Tabla 7.1. Parametros cinéticos experimentales para la sintesis de oleato de oleilo.

TEMPERATURA | (-r,)./W | . K.u K\ K.
°C) (mol/fmin.g) (mol) {mol) (mol) (mol)

60 1.73x10* 1.65x10™ 1.98x10™" 5.02x10° 1.09x10°

70 2.66x10 1.17x10" 1.31x10" 1.07x10? 9.01x10™*

80 4.22x10% 1.01x10? 8.51x10? | * 7.01x10* 4.84x10*
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Figura 7.4. Representacion 1/(-r,) frente a 1/N,;. Exceso de 4cido oleico.
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1

Figura 7.5. Ordenada en el origen frente a 1/N,.
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Figura 7.3. Pendiente frente a 1/N,.
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A fin de calcular los demds pardmetros, se procedié a poner la ecuacién de velocidad en
funcién de la conversién en éster, considerando una relacién molar 4cido:alcohol 1:1, para, a
continuacién, poner la ecuacién cinética en su forma integral, llegando a obtener una expresién en

funcién del tiempo y de la conversion (ecuacién [7.25]).

1 1
t=o +pX,. + yYLn——— + " .
SO (1-X,.) (1-X,.) [7.25)
Donde:
/
€ = - KiaKna _ KiacKpa;
Naco{=Zac) max KJ{ES(_IAC) max
po B Kl | Kl
(~Zpc) max K1 (~Tac) max Kigs( T ne) max
/
y = Keae Knas . Kpaiaco KiacKmar  _ KiacKpas
(-rAc)max (—rﬂc) max Kles(_rAc)max KJ‘»'rEs(_IAc)max Kiﬂl(-rﬂc) max
/
5 = Kinckmar __ KnarKiao
NACU(—IAG) max Kipe {—Tac) max

La solucién de esta ecuacion se llevé a cabo comparando los datos tiempo-conversién mediante
regresion lineal maltiple y regresién no lineal por el método de Marquardt. A partir de los valores de
los coeficiente obtenidos, y teniendo en cuenta los valores de las constantes calculados empleando el
método grafico anteriormente expuesto, se plantearon cuatro sistemas de ecuaciones con cuatro
incOgnitas, y sotuciondndolo se obtuvieron los correspondientes valores de 1os pardmetros cinéticos

restantes para completar el modelo cinético que describe el proceso en condiciones de irreversibilidad.

En la tabla 7.2, se muestran los valores de las constantes cinéticas calculadas signiendo este
procedimiento. En ella puede comprobarse que los pardmetros calculados disminuyen su valor al

aumentar la temperatura de operacién, lo que demuestra que para temperaturas elevadas, dentro del



Modelado de la Sintesis de Oleato de QOleilo 299

intervalo propuesto, disminuye el fenémeno de 1a inhibicién debida a las especies involucradas en el

medio de reaccidn.

Tabla 7.2. Parametros cinéticos calculados para la sintesis de oleato de oleilo.

TEMPERATURA K’ K", K’ K’
(°C) (mol) (mol) (mol) {mol)
60 2.91x10? 7.29x10" 1.30x10° 1.01x10°
70 1.80x10° 6.01x10* 1.03x10° 8.52x10™*
80 9.01x107 4.25x10* 9.63x10* 6.05x10%

7.1.2 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE REVERSIBILIDAD

Cuando el sistema opera en condiciones de reversibilidad, es necesario considerar el modelo
cinético completo, que viene dado por la ecuacién [7.19]. Considerando que la relacién molar de
reactivos es la unidad, se procedié a poner la velocidad de reaccidn en funcién de la conversién en
oleato de oleilo, para su posterior solucién. Al igual que para el modelo que representa el
comportamiento Elcl sistema en condiciones de irreversibilidad, la solucitn de este modelo pasa por la
transformaci6n del mismo en su forma integral; es decir, reordenando los términos de la forma integral
del modelo, se obtuvo una relacion del tiempo de reaccién en funcién de la conversién. La forma de

dicha expresién viene dada por la ecuacion [7.26].

Dicha ecuacién s6lo depende de 1a conversion y de la constante de equilibrio, que permanece
invariable con el tiempo de reaccion, y s6lo depende de la temperatura a la que tiene lugar el proceso
de esterificacién; presentando cinco coeficientes que engloban términos constantes de cada uno de los
pasos del mecanismo de reaccién, concentracién inicial de reactivos y concentracién inicial de

catalizador, pudiendo englobarse dos de estos coeficientes en uno solo a efectos de célculo, ya que los



300 Modelado Cinético

términos que acompafian a los coeficientes & y w pueden agruparse en un mismo término constante

de la expresién mostrada en la ecuacién [7.26], detalldndose los coeficientes en la ecuacién [7.27].

¢ - ernVFea = 1) s (Reg + 1) — [Kag)
(XAC(\/KE,Q. -1) - m + 1))
+ eLH(XACZ(Keq -1} - ZK@qXAc + Keq) +
_ [7.26]
¢ winWRea 7 1) ELnK,, + AX,,

(Foq + 1)

A partir de los resultados experimentales obtenidos trabajando a presi6n atmosférica para la
reﬁccién de esterificacion entre el 4cido oleico y el alcohol oleico, y teniendo en cuenta los pardmetros
calculados cuando el proceso se lleva a cabo en condiciones de presion reducida, se procedié a
solucionar el modelo propuesto. Para ello, se procedio a calcular los coeficientes del modelo mediante
cdlculo numérico, empleando métodos de regresién lineal miiltiple y métodos de regresion no lineal,

basados en ¢l algoritmo de Marquard de algunos paquetes de software informatico.

A partir de los coeficientes calculados para cada una de las temperaturas que cubren nuestro
intervalo de operacion se obtuvieron los pardmetros cinéticos que se muestran en la tabla 7.3; y que,
junto con los obtenidos en el apartado anterior ‘(tablas 7.1 y 7.2) nos definen el modelo cinético

completo para este sistema de operacion, cuando opera en condiciones de reversibilidad.

Tabla 7.3. Pardmetros cinéticos para la sintesis de oleato de oleilo a presién atmosférica.

TEMPERATURA K, Ko Kow Kig, Kiw
°C) 4 (mol) ) (mol) (maol) (mol) |
60 26.5689 1.102x10° 1.551x10° 1.120x10™ 1.10x10 H
70 37.5420 9.070x10° 1.223x10° | 9.201x10* 9.90x10°
80 112.0802 5.252x10° | 9.170x10* 7.01x10™ 8.50x10°
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7.2 MODELADO DE LA SINTESIS DE OLEATO DE CETILO

Al igual que en el caso del oleato de oleilo, en e¢ste caso también puede llevarse a cabo la
reacciéon de esterificacién tanto en condiciones de reversibilidad como en condiciones de
irreversibilidad. Ldgicamente, desde un punto de vista de la conversién convendria trabajar a presion
reducida; sin embargo se han considerado, ademds, las condiciones de presién atmosférica, con el fin

de obtener todos los pardmetros cinéticos que conducen a la ecuacién cinética completa.

Por tanto, para ¢l estudio cinético de 1a reaccién de esterificacién de dcido oleico con alcohol
cetilico, empleando como catalizador comercial, la lipasa inmovilizada de Candida antarctica,
Novozym 435; en primer lugar se consideraron los resultados experimentales obtenidos en Ia
experimentacién correspondiente a una presion de 60 mmHg para, a continnacion, completar el estudio
cinético a partir de los resultados experimentales considerando las reacciones realizadas a presién

atmosférica.

7.2.1 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE IRREVERSIBILIDAD

A partir de los experimentos realizados a liresién reducida, 60mmHg, se llevé a cabo el estudio
cinético del sistema en condiciones de irreversibilidad. Al igual que en el caso anterior, el esquema
. basico del mecanismo de reaccién vendrd dado por dos grupos de etapas. En el primer grupo se
resumen los pasos correspondientes a las etapas de 1a reaccién propiamente dicha; mientras que el
segundo grupo de etapas estd constituido por los posibies pasos debidos a fenémenos de inhibicién
competitiva, producidos por la formacién de complejos de reactivos y productos con 1a enzima libre
0 con complejos intertnedios de las etapas principales de reaccién. Segun esio, el esquema de reaccién
que rige el proceso de esterificacion planteado en este apartado, es el que se muestra a continuacién,

que también coincide con el propuesto para la sintesis de oleato de oleilo.
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E + Ac = EA¢ A K,
EAc + Al - EAcAl v Koo Kg
EAcAl - E + Es + W . (-74) s

Dichas etapas de reaccion, junto con las correspondientes etapas de inhibicién conducen a la

obtencion del modelo cinético descrito por la ecuacién [7.20], cuya solucién se verd a continuacion.

Siguiendo la metodologia descrita en el punto anterior, se procedio a la obtencién de algunos
de los pardmetros cinéticos, empleando para ello el método de las velocidades iniciales. En primer
lugar se consideraron los experimentos realizados en exceso de alcohol cetilico, por Io que la ecuacién
principal se reduce a la ecuacion [7.21], la cual se transforma en la ecuacién [7.22] cuando la

concentracién de alcohol cetilico tiende a infinito, desapareciendo asi los términos de inhibici6n.

Segiin esto, se procedié a representar la variacién de las velocidades de reaccién con el mimero
de moles de 4cido oleico presentes en el medio, para las diferentes relaciones molares 4cido:alcohol
fijadas, que dan lugar a un exceso del alcohol cetilico. Asf en la figura 7.7 se presentan, a modo de
ejemplo, las representaciones para una temperatura de 75_°C y una concentracion inicial de catalizador
del 5% en peso. Como puede observarse, se obtienen variaciones lineales, cuyas pendientes awmentan

al disminuir 1a concentracién de alcohol cetilico en exceso.

Los parimetros caracteristicos de estas rectas, ordenadas en el origen y pendientes, se
representaron posteriormente frente al niimero de moles de alcohol cetilico, obteniéndose dos nuevas
rectas que se muestran en las figuras 7.8 y 7.9, cuyos pardmetros caracteristicos relacionan algunos de
los parametros cinéticos buscados, como son la velocidad mdxima de reaccion, la constante de
Michaelis Menten con respecto al 4cido oleico y la constate de inhibicién del alcohol oleico debida al

equilibrio de formacion del complejo de diche alcohol con el complejo enzima-dcido.
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Continuando con la metodologia propuesta. se procedié a obtener ia informacién
correspondiente a los experimentos realizados en condiciones de irreversibilidad. pero trabajando con
un exceso de alcohol oleico en el medic de reaccidn. Asi se representaron los gréficos caracteristicos
de variacién de la inversa de la velocidad de reaccion frente a la inversa del mimero de moles de
alcohol cetilico, cuando 1a relacién molar dcido oleico/alcohol cetilico es superior a la unidad, para las

tres temperaturas de reaccién propuestas en esta memoria.

En este caso, las ecuaciones matemdticas que gobiernan el proceso, serdn las ecuaciones [7.23]
y [7.24], cuando la reaccién se lleva a cabo en exceso de 4cido oleico y cuando la concentracion del
mismo es tan elevada en el medio de reaccifn, que puede considerarse que esta tiende a infinito y due,
por tanto, 1a variacion de la misma es despreciable con respecto a la concentracidn inicial afiadida al

comienzo de la operacion.

La figura 7.10 muestra las representaciones de los datos experimentales cuando se opera a una
temperatura de 75°C y una concentracién inicial de catalizador correspondiente a la definida por el
punto central del intervalo. De nuevo, se aprecia una variacién lineal de primer orden respecto de la
funcion 'mvérsa del mimero de moles alcohol cetilico, al emplear este método grafico de las velocidades

iniciales, también conocido como método grafico de Lineweaver-Burk.

Representando los valores del corte de la erdenada en el origen y 1a pendiente de cada una de
las rectas obtenidas, frente a la funcién inversa de la concentracién de 4cido oleico en exceso, se
obtuvieron dos nuevas rectas, cuyos parametros nos relacionan tres pardmetros cinéticos, como son la
velocidad maxima de reaccidn, 1a coﬁstante de Michaelis Menten para el alcohol cetilico vy 1a constante
de inhibicién con respecto del 4cido, debida esta iltima a la primera etapa del mecanismo que
constituye la reaccion principal: formacién del complejo binario 4cido-enzima. Dichos grificos se

corresponden con las figuras 7.11 y 7.12, respectivamente.
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En la tabla 7.4 se recogen estos parimetros cinéticos obtenidos a partir de la representacion

erifica de los datos experimentales, para las tres temperaturas de operacion.

Tabla 7.4. Parimetros cinéticos experimentales para la sintesis de oleato de cetilo,

TEMPERATURA | (-r,)../W K, .. K. K.,. K
°C) . (mol/min,g) (mol) (mol) - (mol) (mol)
70 . 1.05x10 1.75x10" 1.72x10" 4.07x10* 1.12x107
75 1.97x10? 1.27x10" 1.29x10* 9.85x10* 7.22x10°
80 2.81x10% 9;21);10’2 9.25x10? 6.93x10™ 5.25x10°

Para completar el modelo propuesto para el sistema que opera en condiciones de
irreversibilidad, se procedié a linealizar la ecuacién [7.20], obteniéndose un modelo con cuatro
coeficientes que agrupan las constantes cinéticas involucradas en el esquema de reaccién planteado,
que viene dado por la ecuacion [7.25], y que relaciona el tiempo de reaccién con la conversién en

oleato de cetilo, teniendo en cuenta las etapas descritas en 1os pasos de inhibicion.

La solucién del modelo se levé a cabo ajustando los datos tiempo-conversién obtenidos para
las tres temperaturas de reaccién, operando a presion reducida y con concentraciones equimolares de
dcido oleico y alcohol cetilico, e introduciendo en las expresiones de los coeficientes las constantes
cinéticas obtenidas al operar en exceso de reactivos. Para ello se emplearon métodos de cﬁlculo
numérico basados en los algoritmos de minimos cuadrados y Marquardt incluidos en los paquetes de

software de algunos programas de soporte informético.

La tabla 7.5 recoge los valores de las cuatro nuevas constantes calculadas, para las diferentes
temperaturas que cubren nuestro intervalo de operacién. En ella puede observarse, que también en este
caso, los fenémenos de inhibicién por parte tanto de los reactivos como del oleato de cetilo, se ven

favorecidos con una disminucién de la temperatura.



308  Modelado Cinético

Tabla 7.5. Pardmetros cinéticos calculados para la sintesis de oleato de cetilo.

7.2.2 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE REVERSIBILIDAD

TEMPERATURA K K" K’,,. K’,,,
L (°C) (mol) (mol) {(mol) (mql) L
70 9.02x10? 1.02x107 2.08x10° 8.26x10”
B 75 6.21x107 8.12x107 9.67x10™ 4.92x107 |
80 2.33x10? 6.22x10° 7.21x10* 1.23x10°

Empleando los datos experimentales de las reacciones realizadas a presién atmosférica, y

teniendo en cuenta los parametros cinéticos calculados cuando el sistema opera en condiciones de

irreversibilidad, se procedié a dar solucién al modelo cinético representado por la ecuacién [7.19],

deducida a partir del siguiente esquema de reaccion:

Etapas principales:

E + Ac = EAc
EAc + Al = EAcAl

EAcAl - EEsW
EEsW - EW + Es
EW~E+W

Etapas de Inhibicion:

E + Al = EA]
E + Es - EEs
EAc + Ac = EAcAc
EAc + Es = EAcEs

Sustituyendo en dicho modelo cinético, el mimero de moles de las diferentes especies presentes

en el medio por sus correspondientes valores en funcidén de la conversion en éster, e integrando dicha

expresion con respecto de la conversion, se obtiene una ecuacién que relaciona el tiempo de reaccion

con la conversion existente en el medio de reaccién. Reorganizando los términos de dicha expresién
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se obtiene un modelo, que viene representado por la ecuacion [7.26], que consta de cinco términos, de

los cuales, dos de ellos son constantes a 1o largo del tiempo de reaccitn.

La solucién de dicho modelo reside, I6gicamente, en la obtencién del valor de los coeficientes
de la expresidn, los cunales relacionan todas 1as contantes caracteristicas resultantes del esquema de
reaccién propuesto para esta sintesis. Para ello se emplearon métodos de cilculo numérico basados en

el andlisis de los datos experimentales mediante regresién miltiple y regresién no lineal.

Resolviendo ¢l sistema de ecuaciones que se plantea al igualar las expresiones que determinan
los coeficientes con su valor calculado, se obtienen los valores de las constantes cinéticas que
completan el estudio del esquema de reaccién global, junto con las correspondientes etapas de

inhibicién. La tabla 7.6 recoge los valores asi obtenidos.

Tabla 7.6. Parametros cinéticos para la sintesis de oleato de cetilo a presion atmosférica.

TEMPERATURA K K.k, Kow Kiz. Kiw
(°C) *q (mol) (mol) (mol) (mol)

70 13.3310 1.367x10™ 2.212x10? 3.929x10° 2.74x10?

75 30.6467 7.679x10° 1.825x10° 3.019x10° 1.92x10°

80 50.8381 4.542x10° 1.019x10° | 2.215x10° 1.67x10°

Como se desprende de dichos valores, un aumento de la temperatura de reaccion da lugar a una
disminucién del valor de las constantes obtenidas, excepto para el caso de la constante de equilibrio. Esto
supone que trabajando en el nivel superior del intervalo fijado para la temperatura de operacion se consigue,
por una parte un aumento de la conversion de equilibrio de dcido oleico en oleato de cetilo y, por otra una
disminucién de la formacién de complejos resultantes de las etapas de inhibicidn. Lo que implica, en
principio, que los mejores niveles de conversién se obtendrdn para dicha temperatura, ya que la actividad

enzimitica se ve favorecida.
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7.3 MODELADO DE LA SINTESIS DE MIRISTATO DE MIRISTILO

El modelado de la sintesis de miristato de miristilo, se llevé a cabo considerando los
experimentos realizados con el sistema de esterificacion entre dcido mirfstico y alcohol miristico

catalizado por 1a lipasa de Candida antarctica inmovilizada.

Las caracteristicas de dicho sistema, asi como las propiedades fisicas y quimicas de las especies
constituyentes del mismo, permiten operar de manera que el agua presente en el medio de reaccién
pueda eliminarse continuamente trabajando a presién reducida, desplazando asf el equilibrio quimico
hacia la formaci6én de productos. Por ello, también en este caso, el estudio cinético del sistema se Hevé

a cabo tanto en condiciones de reversibilidad, como de irreversibilidad.
7.3.1 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE IRREVERSIBILIDAD

Cuando la reaccion de esterificacidn se lleva a cabo a presién reducida, puede considerarse que
el sistema opera en condiciones de irreversibilidad, ya que 1a desaparicién del agua del medio de
reaccién impide que tenga lugar la reaccién inversa. Segin esto, el esquema de reaccién en estas
condiciones estard constituido por tres etapas de feaccién, siendo la etapa de formacién de miristato
de miristilo irreversible. Ademds habrd que tener en cuenta las etapas que contemplan las posibles
formaciones de complejos producto de los fenOmenos de inhibicién por parte tanto de reactivos como
de productos, por lo que el esquema de reaccion serd el siguiente:

Etapas de Reaccibn:
E + Ac - EAc ~ K,

EAc + Al = EAcAl - K, K,
EAcAl - E + Es + W .  (-r,,
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Etapas de Inhibicién:

E + Al = EAl = Ky
E + Es < EEs 2 K
EAc + Ac - EAcAc . K,
EdAc + Es = EAcEs . Ky

Por lo tanto, la expresién matemdtica que describe el sistema vendrd dada por la ecuacién
[7.20], cuya soluci6n vendra por el célculo de los pardmetros cinéticos caracteristicos. Para ello, se
procedié a ap]idar el método de las velocidades iniciales, para lo cual fue necesario trabajar con exceso

de reactivos, a fin de calcular la velocidad maxima de reaccién.

En primer lugar se consideraron los experimentos realizados en exceso de alcohol mirfstico,
con una concentracién inicial de catalizador de un 5%. En esta situacién, la ecuacién principal toma
1a forma de la ecuacidn [7.21], convirtiéndose en la ecuacién {7.22] cuando la concentracién de alcohol

es tan elevada que puede considerarse constante durante el tiempo que dura la reaccion.

Construyendo las representaciones de Lineweaver-Burk para las tres temperaturas que cubren
el intervalo de operacion de este sistema, s¢ obtuvieron variaciones de primer orden para las relaciones
existentes entre la inversa de la velocidad de reacci6n con la inversa del mimero de moles de dcido

presente en el medio.

Tomando los paréinetros caracteristicos de estas rectas, se procedié a llevar a cabo sendas
representaciones de los mismos frente a la inversa del mimero de moles iniciales de alcohol mirfstico,
obteniéndose asi los valores de los cortes con el eje de ordenadas y penclienteé, los cuales relacionan
la velocidad médxima de reacci6n, constante de Michaelis Menten para el 4cido miristico y 1a constante

de inhibicién enzimdtica debida al equilibrio de formacién del complejo enzima-4dcido-aicohol mirfstico.
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Las figuras 7.13, 7.14 y 7.15 muesiran las representaciones obtenidas cuando se trabaja a 70°C
con un exceso de alcohol miristico, cuando la presién de trabajo es de 60mmHg y la concentracién

inicial de catalizador se encuentra en el punto medio del intervalo.

Operando de forma andloga cuando se trabaja en exceso de 4cido miristico, se procedié a
construir los graficos de Lineweaver-Burk caracterfsticos para las tres temperaturas de operacién, asi
como sus correspondientes representaciones de las ordenadas en el origen y pendientes frente a la

inversa del ndmero de moles inicial de dcido,

Al trabajar con exceso de dcido en el medio de reaccion, la ecuacién que gobierna el proceso
global en condiciones de irreversibilidad, ecuacién [7.20], se reduce a la ecuacién [7.23], llegdndose

a la ecuacion [7.24] cuando la concentracién de dcido miristico tiende a infinito.
En este caso, los pardmetros obtenidos fueron las constantes de inhibicion con respecto al scido
miristico y de Michaelis Menten con respecto al alcohol mirfstico, asi como la velocidad mdxima de

reaccion. En la tabla 7.7 se muestran los pardmetros cinéticos obtenidos hasta ahora.

Tabla 7.7. Parametros cinéticos experimentales para la sintesis de miristato de miristilo.

TEMPERATURA | (-1, /W K., K., K,. K, ]
°C) (mol/min.g) (mol) (mol) (mol) {mol)
60 9.01x10 4.05x10? 5.72x10? 1.17x10% 7.02x10? |
70 1.12x10° 2.56x10? 3.01x107 8.02x10° 1.22x10%
H 80 1.61x10° 1.26x10? 1.57x10? 5.18x10° 9.27x10*

En la figura 7.16, 7.17 y 7.18 se presentan las representaciones de Lineweaver-Burk y de los
pardmetros obtenidos de dichas rectas frente a la inversa del ntmero inicial de moles de 4cido, al

trabajar con un exceso de alcohol, a una temperatura de 70°C.
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Para calcular los parametros correspondientes a 1os pasos de inhibicién incluidos dentro del
esquema de reaccién propuesto, se procedi6 a transformar Ia ecuacién principal en una funcién del
tiempo y la conversion en éster. Para ello, se sustituyd el nimero de moles de las especies en funcién
de 1a conversion y, a continuacién se integré la ecuacién, obteniéndose la forma lineal del modelo, que

viene representada por la ecuacién [7.25].

Al igual que en los casos anteriores, se obtuvieron los coeficientes de dicho modelo ajustando
~ los datos experimentales tiempo-conversion obtenidos para los experimentos realizados con relacion

equimolar de reactivos, empleando para ello las correspondientes regresiones muiltiples y no lineales.

A partir de los valores de dichos coeficientes, se calcularon las constantes de inhibicién

representativas, las cuales se muestran en la tabla 7.8.

Tabla 7.8. Parametros cinéticos calculados para la sintesis de miristato de miristilo.

TEMPERATURA K’ K" K’,. K’y

°C) (mol) {mol) {mol) (mol) |
6.33x10? 2.17x10* 2.17x10° 3.91x107 d
3.19x107 9.07x10” 3.05x10° 2.01x10°
1.23x107 7.16x10° 4.18x107 1.02x10°

7.3.2 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE REVERSIBILIDAD

Cuando el sistema opera a presién atmosférica, se presenta un componente mds en el medio
de reaccién y todas las etapas de reaccién pasan a ser reversibles, por lo que habri que tener en cuenta
las constantes de Michaelis Menten de los dos productos de reaccién y las constantes de inhibicién

debido a las dos nuevas etapas reversibles que aparecen en el mecanismo de reaccién, Por este motivo,
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el mecanismo de reaccién cuando se opera en condiciones de reversibilidad vendrd dado, al igual que

en los casos anteriores, por ¢l siguiente esquema:

Etapas de Reaccién:

E + Ac ~ EAc o Kae K
Edc + Al = EAcAl - K_, K,
EAcAl = EEsW 2 Ky (T b (T
EEsW = EW + Es o Kop Kige
EW=E+ W s Koy Ky
Etapas de Inhibici6n;

E + Al = EAl = Ky
E + Es = EEs & K
EAc + Ac = EAcAc - K,Lc
EAc + Es = EAcEs .. Klg,

Por tanto, el modelo cinético que gobierna el proceso de esterificacion objeto de estudio en este
caso, vendrd dado por la expresi6n [7.19], la cual, una vez integrada y linealizada, se transforma en
la ecuacién [7.26]. Aplicando el mismo tratamiento matemdtico, que en los casos anteriores, se
obtuvieron los coeficientes de dicha ecuacién y, a través de ellos, las constantes cinéticas que
completan el modelo cinético global, junto con las calculadas cuando el proceso se comporta en
condiciones de irreversibilidad. La tabla 7.9 muestra dichas constantes cinéticas, junto con las

comrespondientes constantes de equilibrio, para las tres temperaturas ensayadas.

Tabla 7.9. Pardmetros cinéticos para la sintesis de miristato de miristilo a presién atmosférica.

1 Rk K. pives b ) e

I 60 24.1785 1.377x10™* 2.075x10 5.331x10? 4.11x10?
70 42.4947 9.226x10° 9.092x103 1.117x10*? 2.51x10?
80 69.6516 7.018x10% 6.166x107 6.022x103 1.62x10*
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7.4 MODELADO DE LA SINTESIS DE OLEATO DE ISOPROPILO

La caracteristica fundamental que presenta el sistema de esterificacion entre el 4cido oleico y
el alcohol isopropilico catalizado por la lipasa de Candida antarctica inmovilizada, Novozym 435, y
que lo diferencia de los sistemas estudiados hasta ahora, es que la naturaleza del isopropanol. Debido
a las propiedades fisicas y quimicas de este alcohol, el proceso de esterificacién no puede llevarse a
cabo en condiciones de presién reducida, puesto que dicho alcohol forma azedtropos con el agua.
formada en el transcurso de reaccion, impidiendo asi que dicho producto de reaccién pueda eliminarse

del medio evitando 1a eliminacién del alcohol.

Debido a esto, el equilibrio de reaccién no puede desplazarse hacia la formacién de productos
trabajando en condiciones de vacio. Por este motivo, el estudio de este proceso de esterificacion se

llev6 a cabo exclusivamente en condiciones de reversibilidad; es decir a presién atmosférica.

En una primera aproximacién se supuso que el esquema de reaccién caracteristico del sistema
vendria dado por el modelo supuesto en los casos anteriores cuando se operaba en condiciones de
reversibilidad; cuya expresién matemdtica caracterfstica se corresponde con la ecuacion [7.19].
Linealizando esta ecuacién, mediante integracién y sustitucién del nimero de moles de cada especie
en funcién de la conversion, se procedié al ajuste de los datos experimentales tiempo-conversién para

las diferentes temperaturas de reaccién.

Curiosamente, los pardmetros estadisticos que cuantifican la bondad de los respectivos ajustes
obtenidos para las diferentes series de datos comprobados, concluian en la evidencia de que el modelo

supuesto no era el adecuado en ninguno de los casos.
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Por otra parte, los valores de las constantes de equilibrio de las reacciones, obtenidos para las
tres temperaturas de reaccién probadas, 65°C, 70°C y 75°C, a partir de las correspondientes
conversiones de equilibrio obtenidas experimentalmente, tomaron valores de 2.8x10%, 1.5x10° y 2.5x10°
respectivamente. Dichos valores de las constantes de equilibrio tan elevados, llevaron a pensar que la
velocidad con la qtlle se produce la reaccidn inversa del proceso es despreciable frente a la velocidad
con que tiene lugar la reaccion directa; por 1o que el proceso se comporta como si de una reaccién

irreversible se tratase.

Dicha suposicién se vio respaldada, al comprobar que los ajustes obtenidos empleando el
correspondiente modelo cinético representado por la ecuacién [7.26], eran lo suficientemente adecuados
como para dar cuerpo a esta hipétesis. Por 1o tanto, el modelo cinético supuesto en este caso fue el
correspondiente a la ecuacién [7.20], deducida del esquema de reaccién supuesto para estas

condiciones:

Etapas de Reaccion:

E + Ac = EAc v K, K,
EAc + Al = EAcAl - K, K,
EAcAl ~E +Es + W - (~r)pm
Etapas de Inhibicion:

E + Al - EAl . Kl

E + Es » EEs 2 K

EAc + Ac ~ EAcAc - K[,

EAc + Es — EAcEs . K

Modelo que presenta cuatro etapas de inhibicién por formacién de complejos enzimiticos con
el 4cido oleico, alcohol isopropilice y oleato de isopropilo, y tres etapas de reaccion, siendo la etapa
de liberacién de los productos finales de reaccién, una etapa irreversible; por 1o que desaparecen las

constantes de Michaclis Menten e inhibicidn en el equilibrio de los productos de reaccion,
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Para calcular los pardmetros cinéticos, se procedio a aplicar el método de las velocidades

iniciales trabajando primerc con adicidn de alcohol isopropilico, y después con exceso de dcido oleico.
Al igual que en los casos anteriores, cuando se opera con un exceso de isopropanol, Ia ecuacién
cinética que describe el proceso viene dada por la expresién [7.21], la cual se transfor!na en la ecuacién
[7.22], cuando el exceso de isopropanol es tal que la concentracién del mismo puede considerarse

invariable con respecto a la concentracién de icido oleico.

En estas condiciones, se llevaron a cabo las representaciones de Lineweaver-Burk de inversa
de velocidad de reaccién frente a la inversa del nimero de moles de acido, para las tres temperaturas
cnsayadas, obteniéndose variaciones de primer orden con respecto a la inversa del nimero de moles
de 4cido oleico, tal y como se desprende de la figura 7.19, comrespondiente a las representaciones de
los datos obtenidos en las reacciones realizadas a 70°C de tcmpf:ratura y con un 5% de concentracién

inicial de catalizador.

Tomando los valores de ordgnadas en el origen y pendientes obtenidos de 1a representacién de
Lineweaver-Burk, sc procedi6 a la representacién de las mismas frente al inverso del nimero de mole.s
iniciales de alcohol isopropilico, obteniéndose las correspondientes rectas (figuras 7.20 y 7.21), de
cuyos pardmetros se obtuvieron los valores de velocidad méxima de reacci6n, constante de Michaelis

Menten con respecto al dcido oleico y constante de inhibicién con respecto al isopropanol.

De manera andloga se analizaron los datos obtenidos, cuando el sistema operaba con un exceso
de dcido oleico; llevandose a cabo las representaciones de Lineweaver-Burk para las tres temperaturas
de reaccion, con la inversa de la velocidad de reaccion frente a la inversa del ndmero de moles de
isopropanol, cuando la relacién molar dcido/alcohol es superior a la unidad. Obteniéndose, en este caso
figuras andlogas a las representadas, por las figuras 7.22, 7.23 y 7.24, las cuales se construyeron

teniendo en cuenta los datos de las reacciones realizadas a 70°C.
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Teniendo en cuenta las representaciones obtenidas cuando se trabaja en exceso de dcido oleico,
se obtuvieron los correspondientes pardimetros cinéticos. La tabla 7.10 muestra los pardmetros
calculados hasta el momento, empleando el método de las velocidades iniciales. En ella puede
observarse que todas las constam;.cs disminuyen al aumentar la temperatura, excepto en el caso de la
velocidad mdxima de reaccion, lo que indica que un aumento de la temperatura favorece la conversién

de 4cido en éster y dificulta 1a formacién de complejos resultantes de las etapas de inhibicidn,

Tabla 7.10. Pardmeiros cinéticos experimentales para la sintesis de oleato de isopropilo.

TEMPERATURA | (-1,)md/W | (O | K. K. K,
(°C) (mol/min.g) (mol) {mol) (mol) (mol)
65 1.57x10% 2.26x10" 1.91x10" 1.21x10* 7.18x10*
70 1.96x107 1.62x1¢ 1.52x10 7.31x10° 1.06x10*
75 2.65x107 1.16x10" 1.27x10" 1.12x10° 6.27x10°

Las demds constantes se calcularon a partir de los parimetros obtenidos al ajustar los datos de
Ias reacciones realizadas con una relacién molar 4cido oleico:isopropanol igual a la unidad, al modelo
prOpﬁesto' inicialmente, ecwacién [7.20]. En la tabla 7.11 se recogen dichas constantes, que
corresponden a las etapas de inhibicién debidas a la formacién de complejos enziméticos entre la
enzima libre o el complejo principal enzima-4cido oleico con los reactivos o con el producto principal

de reaccién.

Tabla 7.11. Parametros cinéticos calculados para la sintesis de oleato de isopropilo.

TEMPERATURA K’ K" K. K\,

°C) {mol) (mol) (mol) (mel) J
—_— |

65 1.02x10? 9.12x10° 9.09x10™ 1.20x101

70 6.19x10° 5.22x10° 7.15x10* 8.12x107

75 1.13x10° 2.18x10° 5.22x10* 6.03x10%
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7.5 MODELADO DE LA SINTESIS DE PALMITATO DE ISOPROPILO

La sintesis de palmitato de isopropilo via esterificacién catalitica entre el dcido palmitico e
isopropanol, utilizando como catalizador comercial la lipasa de Candida antarctica inmovilizada
(Novozym 435), se llev6 a cabo dnicamente a presién atmosférica; ya que la naturaleza del isopropanol
impide operar en condiciones de vacio que permitirian la eliminacién de agua en continuo y el

consiguiente desplazamiento del equilibrio quimico hacia la formacién de productos.

Al igual que en ¢l caso del oleato de isopropilo, en un principio se intentaron ajustar los datos
de las reacciones realizadas con una relacién equimolar de reactivos, empleando para ello el modelo
correspondiénte a una cinética reversible que considera los posibles pasos de inhibicién, en su forma

polinémica, descrito por la ecuacion [7.26].

No obstante, los resultados obtenidos en este ajuste no fueron lo suficientemente satisfactorios,
ya que los pardmetros estadisticos resultantes de dicho ajuste indicaban una desviacién importante entre
los modelqs obtenidos y los valores experimentales. Por este motivo, se modificé la ecnacién de
partida, mediante la eliminacién de algunos de sus términos, haciendo los coeficientes que los

acompafiaban igual a cero.

Tras sucesivas comprobaciones, se llegé a la conclusién de que uno de los términos del modelo
debia ser despreciable frente a los demds para que los datos experimentales verificasen la ecuacidn, El
término despreciable en este caso fue ¢l que acompaiia al coeficiente g, lo que indica que el modelo
cinético planteado no es valido para este sistema de esterificacion, debiendo ser modificado el esquema
de reaccion planteado en un principio. Segun este planteamiento, habria que comprobar Ié.s ctapas
supuestas, para conocer a que pardmetros es debido el término despreciable en el modelo cinético

general.
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Dicho término de integracion, es debido a las etapas de inhibicidn que tienen en cuenta la
formacidn de los complejos enzima-éster y dcido-enzima-éster. Por 1o tanto habrd que considerar que
esas etapas no se verifican en el seno de la reaccidn o que, al menos, son despreciables frente a las

otras etapas consideradas en el esquema de reaccion.

Teniendo esto en cuenta, el esquema de reaccion se veria modificado con respecto al esquema

general supuesto al principio de este capitulo, quedando de la siguiente manera:

Etapas de reaccidén:

E + Ac = EAc Km: K;‘Ac
EAc + Al » EAcAl = K, K,
EAcAL = EEsW b Ky (e (oo
EEsW w EW + Es o Kog K
EW ~E + W 2 KKy
Etapas de Inhibicion:
E + Al = EAl I o
EAc + Ac = EACAC Ki‘rAc

La desaparicién de dichas etapas de inhibicién es debida a la fuerte afinidad de los reactivos
tanto por la enzima libre y como por el complejo enzima-4cido, lo que demuestra una vez mis que el

tipo de inhibicién que tiene lugar en el proceso corresponde a un fenémeno de inhibicién competitiva.

Segtin esto, en la competicién por la formacién de complejos con la enzima libre, debido a la
naturaleza de las especies presentes en el medio, se ve favorecida la formacién de complejos con los

reactivos, por lo que el modelo cinético que corresponde a este esquema de reaccién vendrd dado por

la siguiente ecuacion:
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(-r Ac)::lu(_r Ac);nax(NAcNAl_ ;ﬂw
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Una vez determinado el modelo cinético, se procedi6 al cdlculo de los diferentes pardmetros
que integran el mismo. Para ello se aplicé, como en casos anteriores, el método de las velocidades
iniciales, haciendo que el sistema se aproxime a un comportamiento de primer orden en ausencia de

productos.

Para ello, en primer lugar se tuvieron en cuenta las reacciones realizadas con exceso de
isopropanol, llevdndose a cabo las correspondientes representaciones de Lineweaver-Burk de la inversa
de la velocidad de reaccidn frente a la inversa del mimero de moles de dcido palmitico. La ecuacién
[7.21], serd la expresion que describe el sistema en estas condiciones, transformdndose en la ecuacién
lineal [7.29] para dichas representaciones, donde el mimero de moles de isopropanol se considera

constante en estas condiciones de operacidn.

1 K a + Ky Knn, 1 1 ¢ sz)

= +
(T (Tadmax E N, N, (o N, [7.29]
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En la figura 7.25 se muestran las representaciones correspondientes a un exceso de isopropanol,
cuando la temperatura de operacion es de 70°C. Representando, por una parte, las diferentes ordenadas
en el origen frente a la inversa del mimero de moles iniciales de isopropanol y, por otra, las diferentes
pendientes frente a la misma variable, se obtuvieron los gréficos que se muestran en las figuras 7.26
y 7.27. De la ordenada en el origen y la pendiente de esas dos representaciones se obtuvieron las
correspondientes constantes cinéticas: velocidad mdxima de reaccién, constante de Michaelis-Mernten

con respecto al 4cido palmitico y constante de inhibicién con respecto al isopropanol.

Operando de forma anéloga con los datos obtenidos cuando la reaccién se lleva a cabo en
exceso de 4cido palmitico, se llevaron a cabo las representaciones de Lineweaver-Burk de inversa de
1a velocidad de reaccidn frente a la inversa del niimero de moles de isopropanol presentes en el medio
de reaccién (figura 7.28). En este caso la ecuacién que define el sistema serd la [7.23], -Ia cual

transformada en su forma lineal se convierte en la ecuacién [7.31].

1 Koit . KmeAc)__}_ N 1 a -+ KMc)

(1) Tl Koae Ny (T N, (7.30]

Tomando las ordenadas y pendientes de estas rectas se Hevaron a cabo las correspondientes
representaciones frente a la inversa de la concentraci6n inicial de dcido palmitico, obteniéndose los

grificos que se muestran en las figuras 7.29 y 7.30; las cuales responden a las ecuaciones [7.31] y

[7.32).
ORDENADA = L+ _Emr— 731]
(-r A!)mu (_ral)max NA; )
K K
PENDIENTE = —Smi_ , KiKoe 1

CTadmas . C7aDmax Nac [7.32]
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En la tabla 7.12 se muesiran los pardmetros cinéticos calculados hasta ahora, empleando para
ello el método de las velocidades iniciales cuando se trabaja bien en exceso de dcido palmitico, bien

en exceso de isopropanol.

Tabla 7.12. Parametros cinéticos experimentales para la sintesis de palmitato de isopropilo.

[ TEMPERATURA | (r,). /W K. K. K,. K,

(*C) (mol/min.g) (mol) {mol) (mol) {mol)

65 6.21x107 8.51x10? 2.07x10! 1.62x10* 4.16x10" B
l 70 8.75x10° 5.12x107 1.62x10™ 1.30x10” 9.92x10°
I 75 1.02x10% 8.51x10% 1.31x10" 1.08x10? 6.62x107 J

Las demads constantes se calcularon linealizando la ecuacién [7.28], para lo cual se sustituyeron
las variables de mimero de moles en funcién de la conversion de acido palmitico en palmitato de
isopropilo y se procedié a la integracién de dicha ecuacién de velocidad, llegindose a una ecuacion

en funcién del tiempo y de la conversidn [7.33], cuyos coeficientes se muestran en la ecuacién [7.34].

t = OLa(X, 2K, - 1) - 2K X, + K ) +

+ mmﬂ;j + ELnK, + AX,,
WKy + D

[7.33]

Sustituyendo los datos experimentales tiempo-conversién en dicho modelo, y aplicando un
método numérico de regresién miiltiple en primer lugar y regresién no lineal después se llegé a obtener
los coeficientes de dicho modelo para las diferentes temperaturas de reaccién, y empleando diferentes

concentraciones iniciales de catalizador. A partir de dichos coeficientes y teniendo en cuenta los
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calculados anteriormente, se obtuvieron los valores de las constantes cinéticas. En la tabla 7.13 se

muestran dichos valores para las diferentes temperaturas de reaccién.

Tabla 7.13. Parametros cinéticos calculados para la sintesis de palmitato de isopropilo.

T Keq K’m K - Kiks Kow Kigs ) KIW
O {mol) (mol) (maol) (mol) (mol) (mol)
e e, N e 1 R — | — ] s =
65 2.1584 1.30x10* | 1.62x10" 9.36x10° | 7.19x10° | 6.31x10° | 3.17x10?
70 33011 | 9.59x10* | 1.31x10" | 6.09x10° | 4.21x10° | 3.47x10° | 1.92x102
75 6.3561 | 7.02x10* { 9.27x10? | 9.10x10° | 1.17x10° | 1.92x10° | 1.01x10?
o - - VEK T dmaKin Kk s K Eie, Nacd) Ko KnslKi* V)
207 1) K K Kok T JisarN gl K g~ 1)
R KK s KK h Kooy N ) K Ko KonaN g~ K Ko 2N )))
24 VoK K Ko T s YN s Koy~ 1)
3 o CadaeKie KB Kon) Ko s g Koo s K Ko K~ Ki)
(TudaacKudK g Kl Ty JulEog 1)
¢ = VEalTadna KK Kot Ko Vi) * Ko N Ko s KoK~ KiNpcd) [7.34]

2(-r,, :aniAIKI&KiW(_rM):nnNAcﬂ(Keq- 1y
VR K KK KoK ™N 10 2K N )

27, KK e K1 a1 K g~ 1)

o = Kl Tahm KB Ko KoK ot Vi)

2 _rAc);lxKiAl‘KfEleW( -, Ap):nuNAco(K« -1y
. C: Yonae (K, K (Ko KoK A Ko N, DK, Ko (KN, o~ KK, 42N, D)

2("'Ac)::uKMrKl£;KM" Ac)'ﬂIIXNAcO(ch -1
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7.6 MODELADO DE LA SINTESIS DE 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

En el caso de 1a reaccion de esterificacidn entre el dcido 2-metil-butirico y el alcohol oleico,
empleando el catalizador comercial Novozym 435, constituido por la lipasa de Candida antarctica
inmovilizada, el hecho de que las‘propiedades de las especies presentes en el medio de reaccién
permitan trabajar en condiciones de vacio, desplazando asi el equilibrio hacia la formaci6n de productos
por eliminacién de aéua en continuo, hacen posible el estudio cinético del sistema tanto en condiciones

de reversibilidad como de irreversibilidad.

El estudio cinético de este sistema se llev6 a cabo de forma andloga al anterior. A.;;I, en un
principio se tomaron los datos correspondientes a las reacciones de esterificacién con relacién
equimolar de reactivos, realizadas a presin atmosférica y en los tres niveles del intervalo de
temperaturas, y se procedié a operar con ellos para ver si verificaban el modelo global representado
por la ecuacién [7.19]. Los pardmetros estadisticos, asi como los indices de correlacién de los ajustes
realizados, denotaban que el modelo propuesto no era adecuado para correlacionar los datos
experimentales; produciéndose una situacién similar a la obtenida en el caso del tratamiento matemético

de los resultados experimentales obtenidos en la sfntesis de palmitato de isopropilo.

Por esta razén, el esquema de reaccion se modific de forma andloga, suponiendo que las dos
etapas de inhibicién que tienen en cuenta la formacién de complejos enziméticos secundarios con el
éster formado en el transcurso de la reacci6n, eran etapas despreciables; considerindose que la
~ inhibicién competitiva esta favorecida respecto de la formacién de complejos en la que intervienen las

especies reactivas de partida, 4cido 2-metil-butirico y alcohol oleico.

Por tanto, el mecanismo de reaccién se verd modificado como se muestra a continuacion,

respondiendo al modelo definido por 1a ecuacién [7.33]
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Etapas de reaccion:

E + Ac = EAe v Ko Ko
EAc + Al = EAcAl . K, K,
EAcAl ~ EEsW 2 Ky (e (Fadma
EEsW — EW + Es o Kg Kp
EW=E+W 2 KKy
Etapas de Inhibicion:
E + Al « EAl . K
EAc + Ac = EAcAc - K[,

Aprovechando la posibilidad de poder operar en condiciones de irreversibilidad, se procedié
a valorar cinéticamente el sisterna en estas condiciones, por cuanto que la obtencidn de pardmetros
cinéticos se simplifica bastante en comparacion con el andlisis de las reacciones realizadas a presién

atmosférica.
7.6.1 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE IRREVERSIBILIDAD

Cuando se fuerza al sistema a trabajar en condiciones de presion reducida, el mecanismo de
reaccidén se verd modificado, en el sentido de que la concentracién de agua presente en el medio serd
mula y, por tanto, ios términos debidos a las posibles etapas que constituyen la reaccién de hidrdlisis

desaparecen del mecanismo.

Por otra parte, ya s¢ ha comentado antetiormente que el mecanismo de reaccifn, en cuanto a
las etapas de inhibicién competitiva debidas a la formacion de complejos, se verd modificado, ya que
dos de estas etapas, bien no son representativas dentro del sistema, bien no tienen lugar debido a que
tanto las especies constituidas por la enzima libre, como las correspondientes al complejo enzima-4cido,
presentan una mayor reactividad hacia la formacién de nuevos complejos con los reactivos presentes

en el medio de reaccidn; siendo el esquema de reaccién el que se muestra a continuacion.
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Etapas de reaccion:

E + Ac = EAc v Ko Ky,
Edc + Al = EAcAl 2 Koy Ky
EAcAl ~ E + Es+ W = (-1, )b
Etapas de Inhibicién:
E + Al - EAl L o
EAc + Ac = EAcAc - K,

Teniendo en cuenta, el nuevo esquema de reaccién propuesto, 1a ecuacion de velocidad de

reaccién, caracteristica del sistema en condiciones de irreversibilidad, adquirird 1a forma siguiente:

d
(_rAc)mnx‘NAc‘NAl
NAI NA:
K K, (1+ %)+ Kk N1+

e My

i ' KiAl KiAc [735]

N, {
+ Ky Nyt + =0 + NNy
iAl

(_rAc =

Cuando se trabaja con un exceso de dcido o con un exceso alcohol, tales que la concentracién
de uno de los dos sea tan elevada que pueda considerarse infinita con respecto a Ia del reactivo en
defecto, la ecuacién se simplifica, transformdndose en 1a [7.36] para un exceso de élcohol y en la

ecuacion [7.38] para un exceso de dcido.

_ _ Ny
Tad) = KoK o K
K, .1+ —it‘i"i‘) + N (1 + =24 [7.36]
mAc " Al NAI

Cuando la concentracién de alcohol en exceso tiende a infinito, la expresion se transforma en:

( NAC
—rAc =
Ky * N, [7.37]
Andlogamente para un exceso de 4cido:
(-ry) B
_rA[ =
K c Km:
K, (1 + N“) + N1+ -~ ) [7.38]

Ac Ac
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Cuando la concentracién de dcido en exceso tiende a infinito, la expresién se transforma en:

N

Al

_r = ———
(-ry) K. +N, [7.39}

A partir de los resultados experimentales obtenidos cuando se opera a una presién de 60mmHg,
y teniendo en cuenta la forma matemdtica de las ecuaciones obtenidas, empleando el método de las
velocidades iniciales, se Hevaron a cabo las representaciones de Lineweaver-Burk de los datos inversa
de 1a concentracion del reactivo en defecto frente a la inversa de lIa velocidad de reaccién, tomando
como variable independiente la concentracién de reactivo en exceso. Dichas representaciones se
llevaron a cabo, fijando la concentracion inicial de catalizador en un 5%, para las tres temperaturas de

reaccion que determinan nuestro intervalo de operaci6n.

Asf en la figura 7.31 pueden observarse las representaciones de Lineweaver-Burk a 70°C de
temperatura, variando el mimero de moles en exceso de alcohol oleico. Como en los casos anteriores,
se obtienen variaciones lineales de la inversa de la velocidad de reacci6n con respecto a la inversa del

nitmero de moles de 4cido 2-metil-butirico.

A partir de los pardmetros obtenidos de Igs referidas rectas, se realizaron las repres;éntaciones
de ordenada en el origen y pendiente frente a la inversa del nimero de moles iniciales de alcohol
oleico, obteniéndose dos rectas, de cuyos pardmetros se obtuvieron algunas de las constantes cinéticas,
como son la velocidad maxima de reaccién, la constante de Michaelis-Menten con respecto al 4cido

2-metil-butirico y la constante de inhibicién respecto del alcohol oleico.

Dichas representaciones graficas son similares para las tres temperaturas de reaccitn ensayadas.
A modo de ejemplo, en las figuras 7.32 y 7.33 se muestran las correspondientes a 70°C, en las que

puede observarse la tendencia lineal de los datos,



Modelado de la Sintesis de 2-Metil-Butirato de OQleilo

335

1/(-rac)

0.8

—— Ac/A): 1/1
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2=-METIL~BUTIRATO DE OLEILO
P: 60mmHg Catalizador: 6X T: 70C

0.2 ~t— Ac/AL 1/5
== Ac/A: 1/7
-8 ac/Al: 1/10
0 1 L 1 L .
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26

Figura 7.31. Representacién 1/(-r,) frente a 1/N,.. Exceso de alcohol oleico.

Ordensda en sl Origen

0.0%

.19 . 4 L 0.01

o.02 -

0.01&

Pandisnte

Figura 7.32. Ordenada en el origen frente 1/N, Figura 7.33. Pendiente frente a 1/N,.
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El mismo tratamiento se sigui6 para los datos procedentes de las reacciones realizadas con
adicién de 4cido 2-metil-butirico, solo que en este caso las representaciones de Lineweaver-Burk se
construyeron teniendo en cuenta la inversa del nimero de moles de alcohol oleico, mientras que las
representaciones de ordenadas en el origen y pendientes se hicieron frente a la inversa del nimero de

moles de 4cido 2-metil-butirico (ver figuras 7.34, 7.35 y 7.36).
Los valores de lasA constantes obtenidas empleando el método de las velocidades iniciales,
cuando el sistema opera en condiciones de irreversibilidad, se muestran en la tabla 7.14 para los tres

niveles que definen el intervalo de temperaturas fijado en este estudio.

Tabla 7.14. Parametros cinéticos experimentales para la sintesis de 2-metil-butirato de oleilo.

TEMPERATURA (' rAJanW ch Km| KIA: KlAl
°C) (mol/min.g) (mol) (mol) (mol) (mol)
et %3]
60 2.07x107 2.52x101 1.53x10! 5.16x10% 1.19x1¢3
70 2.28x107 1.97x10" 1.13x10* 1.75x10* 7.26x10°
80 2.59x10? 1.43x10" 9.70x10? 5.25x10° 3.97x10*

El modelo cinético propuesto para el sistema que opera en condiciones de irreversibilidad, se
completé mediante el cdlculo de las demds constantes cinéticas, para lo cual se procedi6 a linealizar
la ecuacién [7.35], obteniéndose un modelo con cuatro coeficientes que agrupan las constantes cinéticas
involucradas en el esquema de reaccién planteado, que viene dado por la ecuacién [7.40], y que
relaciona el tiempo de reaccién con la conversidn en 2-metil-butirato de oleilo, teniendo en cuenta las
etapas descritas en los pasos de inhibicién.

1 3 1

t = + BX, + vin +
ot Pl vy (1-X,) (1-X,) [7.40]

Donde los coeficientes que acompaifian a cada uno de los términos de dicho modelo, se detallan

en la ecuacién [7.41].
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Figura 7.35. Ordenada en el origen frente 1/N,,

Figura 7.36. Pendiente frente a 1/N,.
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KiAcKmAI

NAL‘O( _rAc)ma.x

NAcO + KmAn.JV Acl

ﬁ =
(Tadmax Kl T4 max
/ 7.41
y = Ko . K4 _ KK t7.41]
(—rAc)max E_ chmax Ku‘.li -rchm

/
KEAL'KmAI

NAcﬂ( _rA.r:)max

La solucién del modelo se llevé a cabo ajustando los datos tiempo-conversidn obtenidos para
las tres temperaturas de reaccién, operando a presién reducida y con una relacion equimolar de
reactivos, e introduciendo en las expresiones de los coeficientes las constantes cinéticas obtenidas al
operar en €xceso de reactivos. Para ello se empléamn métodos de cédlculo numérico basados en los

algoritmos de minimos cuadrados y Marquardt informatizados.

La tabla 7.15 recoge los valores de las constantes cinéticas calculadas, para las diferentes
temperaturas que cubren nuestro intervalo de operacién. En ella puede observarse, que los fen6menos

de inhibici6n se ven favorecidos con una disminucién de la temperatura.

Tabla 7.15. Parametros cinéticos calculados para la sintesis de 2-metil-butirato de oleilo.

© TEMPERATURA ) K’ K’
("C (mol) (mol)

60 2.08x10° 8.26x10°

70 9.67x10* 4.92x10°

80 © 7.21x10° _ 1.23x10°
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7.6.2 ESTUDIO DEL SISTEMA EN CONDICIONES DE REVERSIBILIDAD

Empleando los datos experimentales de las reacciones realizadas a presion atmosférica, y
teniendo en cuenta los pardmetros cinéticos calculados cuando el sisterna opera en condiciones de
irreversibilidad, se procedié a dar solucién al modelo cinético completo representado por la ecuacién

[7.33], deducida a partir del esquema de reaccién supuesto al principio del punto 7.6.

Sustituyendo en dicho modelo cinético, el mimero de moles de las diferentes especies presentes
en el medio por sus correspondientes valores en funcion de la conversion en éster, e integrando dicha
expresion con respecto de 1a conversion, se obtiene una ecuacién que relaciona el tiempo de reaccién
con la conversion existente en el medio de reaccién. Reorganizando los términos de dicha expresion
se obtiene un modelo, que viene representado por la ecuacion [7.33], que consta de cuatro términos,

de los cuales, dos de ellos son constantes a lo largo del tiempo de reaccién.

Resolviendo el sistema de ecuaciones que se plantea al igualar 1as expresiones que determinan
los coeficientes con su valor calculado, se obtienen los valores de las constantes cinéticas que
completan el estudio del esquema de reaccién global, junto con las correspondientes etapas de

inhibicién. La tabla 7.16 recoge los valores asi obtenidos.

Tabla 7.16. Parametros para la sintesis de 2-metil-butirato de oleilo a presién atmosférica.

—-'_I‘—I:J-MPERATURA K K. .z K.w Kig, Kw
0 4 (meol) (mol) (mol) {mol)

70 3.4795 1.709x10* 1.502x10? 9.589x10° 4,72x107

75 5.2915 1.425x10° 1.182x107 6.317x10° 2.46x10?

30 12.7179 1.079x10* 8.093x10° 1.196x10° 1.75x10*
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7.7 EFECTO DE LA TEMPERATURA

El estudio termodindmico de los diferentes sistemas de esterificacion plateados, un
conocimiento de los cambios energéticos que tiencn Iugar ¢n la reaccidn, asi como de las condiciones
en las que se alcanza ¢l equilibrio; siendo la temperatura, desde este punto de vista, el pardmetro que

juega uno de los papeles fundamentales, si no el mas importante.

Serd, pues, de gran interés conocer algunos de los pardmetros termodindmicos involucrados en
el cambio energético del sistema, como son la Energia Libre de Gibbs, 1a Entalpia de reaccidn, la

Enrropfa y 1a Energia de activacion.

E! cambio de energia libre standard de reaccion, vendri dado por la expresién [7.42], en
relacién a la constante de equilibrio, mientras que su relacién con el cambio de entalpia standard y con

la variacién de entropia standard, vendrd dada por la ecuacién [7.43].

AG®

AG®

AH® - TAS® [7.43]

Combinando ambas ecuaciones se obtiene la ecuacion [7.44], a partir de la cual se pueden
“obtener los pardmetros caracteristicos, empleando datos experimentales, de temperatura y constante de
equilibrio,

- _AHY1 _ AS®
“  23RT 23R [7.44]
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Por otra parte, el efecto producido por la variacién de temperatura sobre la constante de

equilibrio, va a venir dado por la ecuacién de Van't Hoff:

dink,,  AH®
Tar . rr [7.45]

Dicha ecuacion integrada entre los limites de Ko y K., ¥ Ty v T, se transforma en una

expresion, a partir de la cual puede obtenerse también el cambio entélpico:

aneqz - AHO TQ."_Tl
Keql R T,T, {7.460]

En cuanto a la obtencién de la Energia de Activacién para cada una de las reacciones, la
ecuacién mds usualmente empleada es la formulada empiricamente por Arrhenius, que indica que la
constante cinética de una reaccién quimica varfa exponencialmente con la inversa de la temperatura.

Dicha ecuacién puesta en forma lineal es la que se expresa a continuacién

B 1
Ink = Ink, - — — [7.47)

Teniendo en cuenta tales expresiones, se calcularon los diferentes pardmetros termodindmicos

para los diferentes sistemas de esterificacion considerados en esta memoria.

Tabla 7.17. Parimetros termodinimicos, Factores preexponenciales y Energias de activacién.

0
SISTEMA (Kc‘:ll;'lmol) (call?nst':l.l() (mol/l::lin.g) (Kca];:fmol)

Oleato de Oleilo 16.73 56.49 2.002x10* 10.43
Oleato de Cetilo 3224 99.23 2.849x10" 23.84
Miristato de Miristilo 12.36 43.47 23.880 6.76

B Oleato de Isopropilo 158.02 477.59 2.171x10° 12.25
Palmitato de Isopropilo 25.22 76.06 ‘ 3.673x10* 11.66

2-Metil-Butirato de Oleilo 15.08 47.62 1.162 2.67 |
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De manera andloga, se llevé a cabo un estudio de la variacién de las demds constantes de
equilibrio, caracteristicas de cada una de las etapas involucradas en el mecanismo de reaccién
correspondiente, dependiendo del valor de la temperatura. Para ello, se emple6 la ecuacién de Van't

Hoff, ajustdndose a ella los valores de las constantes obtenidas para cada temperatura.
7.7.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE K,

En la tabla 7.18 se muestran los valores de entalpia standard y entropfa standard calculados
pafa cada una de las constantes de Michaelis-Menten obtenidas anteriormente, tanto para reactivos

como para productos, en los diferentes sistemas de esterificacion enzimdtica planteados en esta

memoria.

Tabla 7.18. Pardmetros termodinamicos correspondientes a las constantes de Michaelis-Menten.

KmAl: KI'I‘IAI Km& KmW ]
SISTEMA AH' AS® AR* AS° AR® AS* AR’ AS®
(Kealmol) | (calimolK) | (Kealmol) | (callmolK) | (Kealimol) | (calinolK) | (Kcalmof) | (calmolK)
|00 9.89 .| 2480 576 | 12.67 8.63 1.88 6.14 4.57
ocC 15.57 40.61 15.04 39.11 26.69 57.92 18.78 41.19
MM 13.68 3247 15.11 37.10 7.86 4.54 14.12 32.15 1
IPO 15.56 41.77 9.55 24.14 - . - - -
IPP 21.66 57.30 9.89 25.21 54.62 13897 | 42.28 111.92
MBO 6.64 16.08 5.24 11.04 5.39 1.95 7.24 12.22

En las figuras 7.37, 7.38, 7.39 y 7.40 se mucstran las representaciones comespondientes a las
constantes de Michaelis-Menten para cada uno de los reactivos y productos frente a la inversa de la

temperatura.
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=Iln KmAc
5
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Figura 7.37. Influencia de la temperatura sobre K, .
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Figura 7.38. Influencia de la temperatura sobre K_,,.
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~In KmEs
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Figura 7.40. Influencia de [a temperatura sobre K .
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7.7.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE K,

El efecto de la temperatura sobre las constantes de inhibicion es similar al observado en el caso
anterior. Asf una disminucién de 1a temperatura de reaccién produce un aumento de las constantes de
inhibici6n, 1o que supone un desplazamiento de dicho equilibrio hacia la formacion de complejos
estables, en detrimento de la formacién de complejos intermedios, que posteriormente dan ugar a la

formacién de los productos deseados.

En las tablas 7.19 y 7.20, se muestran los pardmetros termodinimicos correspondientes a las
constantes de inhibicién respecto de los reactivos, 4cido y alcohol, y respecto de los productos de
reaccion, éster y agua. Dichos pardmetros corresponden a 1a entalpia standard y entropia standard de

cada uno de los equilibrios de formacién de los complejos correspondientes.

Tabla 7.19. Parametros termodinimicos correspondientes a las constantes de Inhibicién con
respecto a los reactivos.

‘ K Kin Ly K’
SISTEMA AR AS AR’ As® AH' as’ AH® - AS®
(Kcalimol) | (calimolK) | (Kealmol) | (calimolK) | (Kealmol) | (calmolK) | (Kcal/mol) | (cal/molK) |
00 23.11 54.60 9.45 13.36 5.98 3.30 3.50 3.35
oC 4291 110.28 18.37 43.08 25.64 60.21 46.23 121.74
MM 9.53 18.16é 23.44 60.60 7.69 10.91 12.83 28.51
IPO 54.63 139.57 | 57.75 151.23 12.90 23.19 16.15 42.18 I
PP 10.80 22.83 42.89 107.42 14.35 28.04 13.03 35.23
MBO 26.49 60.01 12.79 22.86 7.87 8.62 4.58 1.63

En las figuras 7.41, 7.42, 743 y 7.44, estd representada la variacién de las constantes de

inhibicién de los reactivos frente a la inversa de la temperatura, para los diferentes sistemas de

esterificacién considerados.
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Tabla 7.20. Pardmetros termodindmicos correspondientes a las constantes de Inhibicién con
respecto a los productos de reaccion,

3 —— |
KlEs Kiw K,iﬂs K"il:‘,s
SISTEMA AH AS? AR AS' AH’ AS* AH? AS®
(Kcalimol) | (calmalX) | (KeaVmol) | (calimolK) | (Kealmel) -| (calmolK) | (Kcalimol) | (calimolX)

00 549 2.07 3.01 042 13.65 31.73 6.285 3.50
ocC 13.90 28.38 12.00 26,78 32.86 88.50 11.96 24.78
MM 22.34 56.69 10.87 24.42 19.22 49.04 12.83 28.51
PO - - - - 50.43 136.23 32.89 £85.30
IPP 24.69 82.88 26.75 28.04 - - - -

MBO 26.26 96.97 11.55 2655 | - - - -

Las figuras 7.45, 7.46, 747 y 7.48 muestran la variacion de las constantes de inhibicién con
réspecto a los productos de reaccion frente a la inversa de la temperatura de operacion, para cada uno

de los sistemas de esterificacién estudiados.

Desde el punto de vista cinético, el sistema mads fgvorecido es el correspondiente a la sintesis
de 2-metil-butirato de oleilo, ya que el salto energético necesario para vencer su energfa de activacién
es el més bajo de los seis sistemas estudiados. Sin embargo, es la sfntesis de oleato de cetilo la menos
favorecida desde el punto de vista cinético, por cuanto que la energfa de activacién necesaria para que

la reaccién comience es la mis elevada.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la constante de Michaelis-Menten da una idea de l1a
concentracién necesaria en el medio de reaccién de la especie a la que estd referida, para que la
vélocidad de reaccién sea la mitad de la velocidad médxima; puede decirse que los sistemas mads
favorecidos, desde el punto de vista del salto energético necesario, son los de obtencién de oleato de
oleilo y sintesis de 2-metil-butirato de oleilo, si tenemos en cuenta tanto los reactivos como los

productos de reaccién.
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Sin embargo, ¢l sistemas mds desfavorecido, en cuanto al salto energético necesario para la

constante de Michaelis-Menten, es la sintesis de palmitato de isopropilo para los productos de reaccidn
y para el 4cido palmitico. No obstante, las sintesis de oleato de cetilo y miristato de miristilo, son las
mds desfavorables, si se tiene en cuenta el salto energético necesario para alcanzar la concentracion de
alcohol cetilico o alcohol mirfstico necesarias para que la velocidad de reaccion sea la mitad de l1a

velocidad de reaccién mdxima correspondiente.

En cuanto a los fenémenos de inhibicién se refiere, pueden considerarse dos grupos de
equilibrios: equilibrios de inhibicién debido a la formacion de complejos con reactivos y complejos de
inhibicién en los que intervienen los productos de reaccién. Dentro de los reactivos, si se conside.ra el
dcido graso de partida, la tendencia a formar complejos indeseables es mayor para la sintesis de
miristato de miristilo y palmitato de isopropilo para el complejo binario principal, siendo en este caso

los de menor inhibici6n los sistemas de obtencién de oleato de isopropilo y oleato de cetilo.

En cambio, cuando el complejo de inhibici6én obtenido es ternario para el 4cido de partida, los
' sistemas con mayor tendencia a la formacién de dicho complejo son los de siatesis de oleato de oleilo
y 2-metil-butirato de oleilo, estando menos favorecida esta inhibicién para el sistema de obtenci6n de

oleato de cetilo.

Cuando la inhibicién estd referida al alcohol, la formacién de complejos indeseables estd
favorecida para los sistemnas 4cido oleico/alcohol oleico y 4cido 2-metil-butfrico/alcohol oleico; mientras
que los sistemas menos inhibidos son los de sintesis de oleato de isopropilo, palmitato de isopropilo

y oleato de cetilo.

Por otra parte, la inhibicién debida al agua presente en el medio de reaccion estd

energéticamente favorecida para la sintesis de oleato de oleilo, siendo m4s desfavorable para la sintesis
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de palmitato de isopropito. En cambio, aunque la inhibicién debida al éster formado es mds favorable
para el sistema dcido oleico-alcohol oleico, los sistemas que presentan un mayor impedimento hacia
1a formacién de complejos de inhibicidn con el éster son los de sintesis de palmitato de isopropilo, 2-

metil-butirato de oleilo y oleato de isopropilo.

Estos resultados confirman que los fenémenos de inhibicion se ven favorecidos cuanto mayor
es la longitud de la cadena de los reactivos de partida, viéndose disminuida la inhibicién a medida que
los reactivos son de menor peso molecular. Sin embargo, esto no significa que los rendimientos
alcanzados en éster sean mejores cuando los reactivos de partida son de menor peso molecular, sino
que, el nivel de conversion obtenido va a depender de 1a naturaleza v la reactividad de las especies de

partida, ademds del factor térmico.
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A fin de conocer hasta que punto los resultados obtenidos en ¢l modelado cinético representan
adccuadamente los datos obtenidos experimentalmente, se decidié llevar a cabo la simﬂwién
matemitica de las reacciones de esterificacién estudiadas con diferentes condiciones de operacién, para
después compararlos entre si y dar una idea de la bondad de los modelos desarrollados. La importancia
de dicha simulacién reside en la posible prediccién de 1a evolucion de la conversién de reactivos en

productos a lo largo del tiempo de reaccién.

Los experimentos comprobados en esta simulacidn fueron los realizados para los scis sistemas
de esterificacién enzimdtica, con una relacién molar dcido/alcohol de 1/1. Para cada sistema de reaccion
se valoraron los datos experimentales obtenidos a las tres temperaturas de operacién que cubren cl

intervalo fijado para dicha variable.

También se tuvo en cuanta la variacién de Ia concentracion inicial de catalizador y, por tltimo,
la simulacién se llevé a cabo tanto en condiciones de irreversibilidad (presion reducida) en los casos
en los que fue posible la experimentacion en estas condiciones, como en condiciones de reversibilidad

(presién atmosférica), en todos los casos.
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8.1 SIMULACION DE LA SINTESIS DE OLEATO DE OLEILO

A partir de los resuitados obtenidos para la sintesis de oleato de oleilo en el capitulo anterior,
se procedi6 a comprobar los modelos cinéticos. Asi en las figuras 8.1 a 8.10 se muestiran los resultados

de la simulacién del sistema en condiciones de presion reducida.

Como puede observarse, los resultados obtenidos empleando el modelo cinético calculado se
ajustan razonablemente a los resultados experimentales. Prueba de ello es que en la mayoria de los
casos, el error no sobrepasa el 15%. Dicho error se ha calculado mediante un analisis de residuos, en .
el que se representa la diferencia entre la conversién obtenida experimentalmente y la conversién

calculada, referida a la primera, frente a la propia conversién experimental.

Asi, en la figura 8.11, se presenta el andlisis de residuos para los resultados obtenidos en las
reacciones realizadas en régimen imreversible, es decir a presién reducida. Dicha figura demuestra que
el error cometido al aplicar el modelo matemdtico obtenido no sobrepasa el 20% en la mayoria de los
casos; siendo el error medio obtenido de un 12.37%, vy la distribucién de los valores de los errores

obtenidos no presenta tendencias significativas.

Dichos resultados demuestran que la aplicacion del modelo desarrollado, para la reaccién de
esterificacion entre ¢l 4cido oleico y el alcohol oleico catalizada por la lipasa comercial de Mucor
miehei, Lipozyme IM-20, cuando s¢ opera en condiciones de vacio, permite una reproduccion adecuada

de los datos experimentales.

Esto indica que ¢l modelo desarrollado puede aceptarse como modelo cinético del sistema
propuesto, al menos dentro de las condiciones de operacidn fijadas, siempre y cuando se elimine en

continuo el agua formada en el medio de reaccién.
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Figura 8.1. Simulacién O1: Sintesis de Oleato de Oleilo, 60mmHg, 60°C, 3% catalizador.
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Figura 8.2. Simulacién O2: Sintesis de Oleato de Oleilo, 60mmHg, 60°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.3. Simulacién O3: Sintesis de Oleato de¢ Oleilo, 60mmHg, 60°C, 7% catalizador.
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Figura 8.7. Simulacion O7: Sintesis de Oleato de Oleilo, 60mmHg, 70°C, 7% catalizador.
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Figura 8.12. Simulacién O11: Sintesis de Oleato de Oleilo, 710mmHg, 60°C, 3% catalizador.
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Figura 8.14. Simulacién O13: Sintesis de Oleato de Oleilo, 710mmHg, 60°C, 7% catalizador.
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Figura 8.15. Simulacién O14: Sintesis de Oleato de Oleilo, 710mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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Figura 8.16. Simulacién O15: Sintesis de Oleato de Oleilo, 710mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.20. Simulacién O19: Sintesis de Oleato de Oleilo, 710mmHg, 80°C, 7% Catalizador.

En las figuras de 1a 8.12 a la 8.20, se representan las curvas de simulacién obtenidas mediante

la aplicacion del segundo modelo propuesto. Dichas curvas indican un bondad del modelo aceptable,

comparadas con los resultados obtenidos experimentalmente.

Al igual que en el caso anterior, se llevé a cabo un anilisis de residuos, referido a la

conversién experimental. La figura 8.21 muestra dicho andlisis. En ella puede observarse que en la

mayoria de los casos el error cometido no sobrepasa el 20%, siendo el error medio del 10.41%, lo que

da una idea de la exactitud del modelo a 1a hora de reproducir los resultados experimentales.

Por tanto puede suponerse que el modelo matemético obtenido se ajusta razonablemente a la

ecuacion cinética de la sintesis de oleato de oleilo catalizada por 1a lipasa comercial Lipozyme IM-20,

cuando el sistema opera a presion atmosférica.
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8.2 SIMULACION DE LA SINTESIS DE OLEATO DE CETILO

-

Al igual que para el sistema anterior, para la sintesis de oleato de cetilo se procedié a realizar
la simulacién de experimentos a partir de los modelos matemdticos desarrollados. Asi en las figuras
de la 8.22 a la 8.26, se presenta la simulaciéon de los experimentos correspondientes al sistema
operando en condiciones de irreversibilidad, mientras que en las figuras de la 827 a la 8.3i se

muestran los experimentos realizados en condiciones de presién atmosférica. .

A fin de cuantificar la bondad del modelo, se llevé a cabo el amdlisis de residuos
correspondiente a cada uno de los datos experimentales medidos en las diferentes reacciones. Para ello
se llevé a cabo la diferencia relativa existente entre ¢l valor de conversién experimental y el valor de

conversion calculado, referida a la conversidn experimental, frente a los valores de la misma.

Los resultados de dicho andlisis se muestran en la figura 8.32, reveldndose en la mayoria de
los casos un error no superior al 20% y una distribucién de dichos residuos sin tendencias aparentes,
lo que supone un ajuste razonable de los modelos propuestos. Concretamente, el error medio obtenido
para todos los experimentos es del 12%, siendo para los experimentos realizados cuando el sistema
opera en condiciones de irreversibilidad del 11%, mientras que cuando se trabaja en condiciones de

presion atmosférica, el error medio alcanza ¢l 12%.

Estos resultados indican que los modelos obtenidos pueden considerarse como ecuaciones
cinéticas para el sistema de esterificacién entre el 4cido oleico y el alcohol cetilico catalizado por la
lipasa inmovilizada de Candida antarctica, Novozym 435, por cuanto que los errores cometidos a la
hora de predecir 1a conversién en funcidén del tiempo de reaccién no son representativos desde el punto
de vista tanto del comportamiento del sistema de reaccion como del cdlculo de pardmetros de disefio

del reactor.
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Figura 8.22. Simulacién C1: Sintesis de Oleato de Cetilo, 60mmHg, 70°C, 3% catalizador.
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Figura 8.23. Simulacién C2: Sintesis de Oleato de Cetilo, 60mmHg, 70°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.24. Simulacién C3: Sintesis de Oleato de Cetilo, 60mmHg, 70°C, 7% catalizador.
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Figura 8.25. Simulacién C4: Sintesis de Oleato de Cetilo, 60mmHg, 75°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.26. Simulacién C5: Sintesis de Oleato de Cetilo, 60mmHg, 80°C, 5% catalizador.
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Figura 8.27. Simulacién C6: Sintesis de Oleato de Cetilo, 710mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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Figura 8.28. Simulacién C7: Sintesis de Oleato de Cetilo, 710mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.29. Simulacién C8: Sintesis de Oleato de Cetilo, 710mmHg, 70°C, 7% Catalizador.
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Figura 8.30. Simulacién C9: Sintesis de Oleato de Cetilo, 710mmHg, 75°C, 5% catalizador.
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Figura §.31. Simulacién C10; Sintesis de Oleato de Cetilo, 710mmHg, 80°C, 5% Catalizador.
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8.3 SIMULACION DE LA SINTESIS DE MIRISTATO DE MIRISTILO

Anidlogamente a los casos anteriores, se llevd a cabo la simulacion ;lc experimentos para el
sistema de esterificacién entre el Acido miristico y alcohol miristico, empleando como catalizador
enzimético inmovilizado, la lipasa de Candida antarctica, conocida comercialmente con el nombre de
Novozym 435. Las figuras de 1a 8.33 a la 8.37 muestran las curvas de simulacién empleando el modelo
obtenido cuando las condiciones de operacion permiten trabajar de forma irreversible, mientras que las
figuras de la 8.38 a la 8.42 muestran las curvas correspondientes a los experimentos realizados a
prcéién atrnosférica. A simple vista puede suponerse que ambos modelos predicen razonablemente los

resultados experimentalmente obtenidos.

Dicha suposicién se ve avalada por los resultados obtenidos al realizar el correspondiente
andlisis de residuos (ver figura 8.43), mediante el cual se han calculado los errores relativos para cada
una de las conversiones obtenidas aplicando los modelos mateméticos propuestos, y comparandolas con

las medidas experimentales a lo largo del tiempo del tiempo.

Como puede observarse en dicho andlisis, 1a mayoria de los residuos no alcanzan ¢l 20%,
siendo el valor medio de los mismos de un 9%. Si se consideran por separado los residuos calculados
para cada modelo propuesto, s¢ ohserva un ligero aumento del error para el modelo que considera la
reaccidn en condiciones de reversibilidad. Asf el error medio obtenido para el modelo que considera
presion reducida, es tan sélo del 8%, mientras que cuando se opera a presion atmosférica, ¢l modelo

proporciona un error medio que alcanza el 9%.

Sin embargo, en ambos casos puede considerarse que los errores cometidos no representan
grandes diferencias con los resultados experimentales, Por tanto los dos modelos pueden considerarse

como suficientemente vilidos para una prediccién adecuada del campo experimental ensayado.
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Figura 8.33. Simulacién M1: Sintesis de Miristato de Miristilo, 60mmHg, 60°C, 5% catalizador.

. Conwersién
0.9} e - ad
0.8 o /0/‘0 |

o“’""
0.7 o.’, _,.-"
o.‘ ™ - _.!"'
’

o.s B "é
0.4 /
0.3} /
0.2 : ¢ Hxperitmental
0.1 —- Caloulads

o\i 1 L 1 L L [

L 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
Miristaio de Miristilo Catalizador: 3%
T: 70=C P: 60 mmHg As/AL: 11

Figura 8.34. Simulacién M2: Sintesis de Miristato de Miristilo, 60mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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Figura 8.35. Simulacién M3: Sintesis de Miristato de Miristilo, 60mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.36. Simulacién M4: Sintesis de Miristato de Miristilo, 60mmHg, 70°C, 7% Catalizador.
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Figura 8.37. Simulacién MS5: Sintesis de Miristato de Miristilo, 60mmHg, 80°C, 5% catalizador.
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Figura 8.38. Simulacién M6: Sintesis de Miristato de Miristilo, 710mmHg, 60°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.39. Simulacién M7: Sintesis de Miristato de Miristilo, 710mmHg, 70°C, 3% catalizador.
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Figura 8.40. Simulacién M8: Sintesis de Miristato de Miristilo, 710mmHg, 70°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.41. Simulacién M9: Sintesis de¢ Miristato de Miristilo, 710mmHg, 70°C, 7% catalizador.
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Figura 8.42. Simulacién M10: Sintesis de Miristato de Miristilo, 710mmHg, 80°C, 5% Catalizador.
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8.4 SIMULACION DE LA SINTESIS DE OLEATO DE ISOPROPILO

La simulacidn de los experimentos realizados para la esterificacion del dcido oleico con alcohol
isopropilico, empleando como catalizador 1a lipasa de Candida antarctica inmovilizada, se muestra en
las figuras 8.44 a 8.48, en las que se puede apreciar una prediccidn adecuada de los resultados

experimentales.

En este caso, s6lo se ha obtenido un modelo matemdtico que contempla el sistema de reaccidn
¢n condiciones de equilibrio reversible, puesto que la naturaleza de los reactivos impide la posibilidad
de operar a presion reducida para desplazar el equilibrio mediante la eliminacién de agua en continuo.
Sin embargo, €l modelo se ha obtenido considerando que el sistema se comporta como si la reaccién
fuese imreversible, lo que significa que la reaccién inversa o de hidrélisis es despreciable frente a la
reaccion de esterificacién. Segin esto, las conversiones obtenidas concuerdan con los resultados
experimentales, dando lugar a un desplazamiento casi total del equilibrio de reaccién hacia la formacién

de los productos deseados.

La cuantificacién del error cometido al aplicar el modelo matemadtico propuesto, se llevé a cabo
mediante el andlisis de residuos que se presenta en la figura 8.49. En dicha figura se representa el
residuo como el valor procentual calculado como la diferencia entre el valor de la conversion
cxperimental y el valor de la conversién obtenida al aplicar ¢l modelo propuesto para el mismo tiempo

de reaccidn, referida al valor de la conversién experimental.

En dicho andlisis puede observarse que la mayoria de los residuos estin por debajo del 15%,
obteniéndose un error medio para todos los valores calculados de un 9.95%, lo que indica que la
prediccién de la conversion en funcién del tiempo mediante ¢l modelo propuesto, tiene una validez

razonablemente buena para los objetivos perseguidos.
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Por otra parte, los resultados corroboran la posibilidad de considerar el sistema como

irreversible, al menos dentro de los intervalos fijados para 1as condiciones de operacién que gobieman

el proceso.

Segtin esto, el modelo matemético propuesto describe adecuadamente los datos experimentales,

por lo que puede ser considerado como vélido como modelo cinético para la reaccién de esterificacion

entre 4cido oleico e isopropanol catalizada por el sistema comercial Novozym 435.

Por 1o tanto, el modelo podrd aplicarse desde el punto de vista cinético, como base para el

disefio del reactor donde se vaya a llevar a cabo 1a reaccidn, asi como una fuente fiable de datos ala

hora de disefiar y predecir su comportamiento, desde el punto de vista de la instrumentacién y el

control del sistema.
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Figura 8.44. Simulaci6n I1:

Sintesis de Oleato de Isopropilo, 710mmHg, 65°C, 5% catalizador.



Simulacién de la Sintesis de Oleato de Isopropilo 385

1 Convwersién
¥ [ - - 2 4
0.9 Fomeneemer g R =
o.s B ,J’--.x‘ --------------
0.7 -l
o-‘ B "."‘.-
ost *
0.4 /
%
0.3/
0.2 -, X EBxperimental
0.1 =~ Calouleds
o:‘t o 1 1 [ 1 L
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
Olsato de Isopropilo Catalizador: 3%
T: 700C P: 710 mmHg As/Al: 1/1

Figura 8.45. Simulacién 12: Sintesis de Oleato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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Figura 8.46. Simulacién 13: Sintesis de Oleato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.47. Simulacién I4: Sintesis de Oleato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 7% Catalizador.
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Figura 8.48. Simulacin I5: Sintesis de Oleato de Isopropilo, 710mmHg, 75°C, 5% Catalizador.
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8.5 SIMULACION DE LA SINTESIS DE PALMITATO DE ISOPROPILO

La simulacién de los experimentos realizados para la sintesis de i)almitato de isopropilo,
empleando como catalizador la lipasa de Candida anrarcrica se recoge en las figuras de 1a 8.50 ala
8.54. En ¢las puede observarse que las curvas dadas por la aplicacién del modelo matemidtico
desarrollado se ajustan convenientemente a los puntos experimentales representados, lo que indica que

el modelo puede emplearse como ecuacidn cinética del sistema, al igual que en los casos anteriores.

Por otra parte, ¢l andlisis de residuos presentado en la figura 8.55, confirma las hipdtesis
supuestas, por cuanto que los valores de los residuos calculados se distribuyen al azar sin presentar una
tendencia definida, y sin alcanzar el 15% en la mayoria de los casos, siendo el error medio obtenido

de tan sélo un 9%
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Figura 8.50. Simulacién P1: Sintesis de Palmitato de Isopropilo, 710mmHg, 65°C, 5% catalizador.
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Figura 8.51. Simulacién P2: Sintesis de Palmitato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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Figura 8.52. Simulacién P3: Sintesis de Palmitato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.53. Simulacién P4: Sintesis de Palmitato de Isopropilo, 710mmHg, 70°C, 7% Catalizador.
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Figura 8.54. Simulacién P5: Sintesis de Palmitato de Isopropilo, 710mmHg, 75°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.55. Andlisis de Residuos para la Sintesis de Palmitato de Isopropilo.
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8.6 SIMULACION DE LA SINTESIS DE 2-METIL-BUTIRATO DE OLEILO

La simulacién de experimentos para lareaccién de esterificacion entre el 4cido 2-Metil-Butirico
y alcohol oleico catalizada por la lipasa de Candida antarctica inmovilizada, Novozym 433, se llevo
a cabo de acuerdo con los modelos mateméticos obtenidos, los cuales dependen de la presidn a la que

tiene lugar la reaccion.

En las figuras 8.56 a 8.60 sc muestran las curvas de simulacién junto con los datos
experimentales, para las reacciones realizadas a presidn reducida {comportamiento irreversible),
mientras que en las figuras 8.61 a 8.65 se representan las curvas de simulacién del segundo modelo

propuesto, que considera que el comportamiento reversible del sistemas.

En ambos casos, la simulacion de los resultados experimentales puede considerarse como
satisfactoria, puesto que Ia desviacién de los mismos es relativamente pequefia. Asi el andlisis de
residuos, obtenido mediante la representacién del error relativo de la conversién calculada frente a la

conversidn experimental, muestra una desviacién inferior al 15% en la mayoria de los casos.

El error medio obtenido considerando todos los experimentos realizados es de un 7%, siendo
tnicamente del 6.35% al aplicar el modelo propuesto para el sistema en condiciones de irreversibilidad,

mientras que cuando el sistema opera a presién atmosférica, el error medio alcanza un valor del 8%.

En ambos casos dicho error puede considerarse razonable, si se tiene en cuenta que puede caer
dentro del propio error experimental, lo que implica que los modelos pueden aceptarse como ecuacion
cinética y, por tanto, aplicdndolos segin la presién de trabajo, serdn capaces de predecir la conversién
alcanzada en funcién del t_ie_mpo de reaccién, de la temperatura de operacién y de la concentracién de

catalizador.
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Figura 8.56. Simulacion B1:

Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 60mmHg, 60°C, 5% catalizador.
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Figura 8.57. Simulaci6n B2:

Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 60mmHg, 70°C, 3% Catalizador.
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-Figura 8.58. Simulacién B3:

Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 60mmHg, 70°C, 5% catalizador.
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Figura 8.59. Simulacion B4:

Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 60mmHg, 70°C, 7% Catalizador.
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Figura 8.60. Simulacién BS: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 60mmHg, 80°C, 5% catalizador.
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Figura 8.61. Simulacién B6: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 710mmHg, 60°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.62. Simulacién B7: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 710mmHg, 70°C, 3% catalizador.
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Figura 8.63. Simulacion B8: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 710mmHg, 70°C, 5% Catalizador.
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Figura 8.64. Simulacién B9: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleile, 710mmHg, 70°C, 7% catalizador.
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Figura 8.65. Simulacién B10: Sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo, 710mmHg, 80°C, 5% Catalizador.
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9.1 RESUMEN

En la presente memoria de investigacién se exponen los resultados obtenidos a partir del
estudio de procesos de esterificacidn catalitica entre dcidos y alcoholes grasos de bajo, medio y alto
peso molecular, a fin de obtener compuestos de quimica fina, de aplicacién industrial directa ¢
inmediata. |

Dichos compuestos son, en algunds casos, sustitutos de ceras naturales y, en otros, ceras
sintéticas de interés industrial, considerados como fundamentales en la formulacién de productos cuyo
campo de aplicacién se desarrolla principalmente en el dmbito de la industria cosmética, aunque
también se aprovechan para 1a produccién de compuestos de aplicacién farmacoldgica, alimentaria y

en la industria de lubricantes.

La instalacién experimental empleada estd constituida por un reactor tipo tanque agitado
discontinuo que permite operar controlando la presién del sistema, la temperatura de operacion y la

velocidad de agitacién. Dicha instalacion se ve modificada en funcién de la presién de operacién, asi
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cuando el sistema opera a presion reducida, es necesario acoplar al reactor una bomba de vacio con
el correspondiente sistema de control de presién, mientras que cuando la reaccién se desea realizar en
condiciones de presién atmosférica, el sistema de control de presidn se sustituye por un refrigerante
de reflujo que impide que las sustancias méas volétiles escapen al exterior al pasar al estado de vapor

por accion de la temperatura.

La solucién del andlisis quimico de las especics presentes en el medio de reaccion de cada uno
de los sistemas estudiados en esta memoria, se lievd a cabo empleando la técnica de cromatografia
liquido-gas; para la cual, se desarrollaron los métodos de andlisis correspondientes en funcién de cada
ﬁna de los diferentes medios de reaccién empleados. La cuantificacién de dichas especies se realizé
mediante el andlisis de los resultados obtenidos referidos a un patrén interno, también fijado en funcién
del tipo de muestra. Basdndonos en el método de analisis desarrollado, 1a identificacién de las especies
quimicas se realizé empleando para ello diferentes sustancias patron y la técnica de espectrometria de

masas.

Mediante el estudio del comportamiento de los diferentes sistemas de reaccién frente al tipo
de catalizador sé ha elegido, en cada caso, el sistema catalitico mis adecuado, el cual resultd ser en
todos los casos un catalizador de tipo enzimético. Asf mismo, se ha podido comprobar la conveniencia
del empleo de lipasas inmovilizadas para acclerar la conversidn de reactivos en productos, sin riesgos

de favorecer una pérdida de selectividad.

Una vez conocidos tanto el método de anélisis como el sistema catalitico mas adecuado para
cada sistema de reaccidn, se llevo a cabo un cstudiolde la influencia de cada una de las variables de
operacién sobre los procesos de esterificacién objeto de estudio en este trabajo, en base a una
planificacién de experimentos en la que se fijaron los limites superior e inferior de los valores de cada

una de las variables, atendiendo a los datos encontrados en bibliografia, a la experiencia del grupo
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investigador, a la naturaleza y propiedades de reactivos y productos, y a las especificaciones

comerciales de los mismos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio de 1a influencia de las variables
representativas sobre cada sistema de reaccién, se ha propuesto una metodologia de planificacion e
_ interpretacién de experimentos que concluye en concretar el andlisis cinético de las reacciones de
esterificacién, dependiendo de la modificacién de las diferentes condiciones de temperatura, presién,

concentracion de catalizador y relacion molar dcido:alechol.

Dicho estudio se ha realizado considerando dos posibilidades, en los sistemas en que ha sido
posible, proponiéndose dos modelos cinéticos para un mismo sistema dependiendo de las condiciones
de operacién, lo que permite analizar el sistema tanto en condiciones de reversibilidad como en

condiciones de irreversibilidad.

El desarrollo de los modelos se llevé a cabo en base a la proposicién de posibles mecanismos
de reaccién que responden a un mecanismo de reaccién ordenado para dos reactantes y dos productos,
en los que se incluyen tanto etapas de reaccién como etapas de inhibicién debidas a la formacién de

complejos de caricter enzimatico por competicion entre las especies presentes en el medio de reaccién.

La discriminacién de los modelos cinéticos propuestos, asi como la estimacién de los
parametros se ha rcalizado empleando diferentes paquetes de software disefiados para sistemas IBM,
que contemplan métodos numéricos basados en los algoritmos matemadticos de Newton, Runge-Kutta,
minimos cuadrados y Marquard, aplicados a regresiones sencillas, miltiples y no lineales a partir de

los resultados experimentales.

El estudio de la variacién de temperatura en cada uno de los sistemas permitié conocer la
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influencia de dicha variable sobre cada uno de los pardmetros caracteristicos de los mismos. As{ se
obtuvieron las energias de activacién en funcion de la temperatura y los términos de entalpia y entropia
para cada una de las constantes de equilibrio de las diferentes etapas que presentes en el medio de

reaccion,

La comparacién de los modelos cinéticos se llevo a cabo mediante la simulacién de las curvas
de reaccién empleando el modelo matemdtico calculado y compardndolo con los resultados reales

obtenidos del anilisis de la reaccion para diferentes tiempos transcurridos.

La validez y fiabilidad de los modelos cinéticos propuestos se ha estimado empleando la
técnica del andlisis de residuos, en la cual se representan la diferencia entre el valor experimental y ¢l
valor calculado referida al valor experimental, frente al propio valor experimental, obteniéndose as{ ¢l

error cometido a lo largo del tiempo en ¢l que transcurren las reacciones correspondientes.

9.2 CONCLUSIONES

Como resultado del presente trabajo de investigacion y, teniendo en cuenta tanto las exigencias
de mercado, asi como la normativa vigente para pfoductos de quimica fina, especialmente para los de

uso cosmético y farmacéutico, se han podido deducir las siguientes conclusiones:

1.- El empleo de enzimas inmovilizadas como sistemas cataliticos en los procesos de obtencién
de ésteres de bajo, medio y alto peso molecular, presenta una serie de ventajas frente a otros
sistemas cataliticos que, generalmente, son de caricter dcido. Dichas ventajas estdn constituidas
bdsicamente por una serie de mejoras tanto en la selectividad como en el rendimiento, si bien
cabe destacar un importante ahorro econdmico desde el punto de vista energético, de las etapas

de purificacién y de los sistemas de preservacién del medio ambiente.
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Los productos obtenidos poseen propiedades fisicas y quimicas adecuadas para su aplicacién
industrial directa, por cuanto que cumplen las especificaciones de calidad exigidas por los
mercados demandantes, asi como un elevado nivel de inocuidad imprescindible segin las
imposiciones de la normativa vigente para productos de aplicacién y consumo humano. Por
tanto, los productos obtenidos pueden emplearse para tales aplicaciones y, en los casos que
proceda, pueden sustituir a sus homologos naturales.

A partir de las propiedades de reactivos y productos, asi como de las especificaciones de las
especies catalfticas comerciales, los intervalos de trabajo recomendados para las variables de
opcra;cién, cuando se trabaja en un reactor discontinuo tipo tanque agitado con control de

presi6n, temperatura y velocidad de agitacion, son los siguientes:

3.1.- Parala sintesis de Oleato de Qleilo, 2-Metil-Butirato de Oleilo y Miristato de Miristilo,
el intervalo de temperatura puede fijarse entre 60°C y 80°C, el intervalo de presion
entre 60mmHg y 710mmHg, y 1a concentracién de catalizador entre el 3% y el 7%,
siendo recomendable trabajar con una relacién molar de reactivos fijada en la unidad,

velocidad de agitacién superior a 400rpm y presion reducida.

3.2.- En el caso de la sintesis de Oleato de Cetilo, es recomendable fijar el intervalo de
temperatura de operacién entre 70°C y 80°C, el intervalo de presién entre 60mmHg y
la presién atmosférica, y la concentracién de catalizador entre 3% y 7%, siendo
especialmente eficaz operar a temperaturas superiores a 75°C, concentraciones de
catalizador no inferiores al 5% y presién reducida, manteniendo la relacién

equimolecular de reactivos y la velocidad de agitacidn por encima de las 400rpm.
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4.-

3.3.- Los limites de operaci6n para la sintesis de Oleato de Isopropilo y Palmitato de
Isopropilo pueden fijarse entre 65°C y 75°C para la temperatura, y 3% y 7% para la
concentracién inicial de catalizador, siendo preferible operar a presion atmosférica, con

una relacién equimolar de reactivos y velocidad de agitacién superior a 400rpm.

Segiin los resultados obtenidos en los experimentos realizados para la seleccién del catalizador
se ha observado que, entre los sistemas estudiados, el compuesto Lipozyme IM-20, constituido
por la lipasa de Mucor miehei inmovilizada sobre resinas de intercambio aniénico, es el més
adecuado para llevar a cabo la sintesis de Oleato de Oleilo. Sin embargo, cuando se pretende
obtener Oleato de Cetilo, Miristato de Miristilo, Oleato de Isopropilo, Palmitato de Isopropilo
0 2-Metil-Butirato de¢ Qleilo, el sistema mds adecuado serd el catalizador Novozym 435,
constituido por la lipasa de Candida anrarctica inmovilizada sobre resinas de intercambio

aniénico.

Asi mismo, se ha podido comprobar que la actividad catalitica de las lipasas empleadas, se ve
favorecida por una disminucion de la cadena de dtomos de carbono y por la presencia de
dobles enlaces en dicha cadena. Sin embargo, la presencia de cadenas ramificadas resulta

contraproducente desde el punto de vista de la selectividad y la reactividad enzimatica.

El mecanismo general correspondiente a los sistemas de esterificacion considerados en esta
memoria se corresponde con un mecanismo enzimdtico ordenado con dos reactivos y dos
productos de reaccion, y estd basado en la formacién de un complejo binario lipasa-icido
graso, quimicamente activo, a partir del cual se desarrollan las siguientes etapas de reaccion.
Dicho mecanismo puede considerarse globalmente dividido en dos grupos de etapas. EI primer
grupo corresponde a las denominadas etapas de reaccidn, que contemplan la formacién de

complejos binarios y ternarios en el sentido de la obtencién de los productos deseados, y las
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correspondientes etapas inversas, consideradas como de inhibicién competitiva. El segundo
grupo de etapas son las denominadas de inhibicién competitiva, propiamente dichas, que
corresponde a la formacién de complejos enzimaticos con reactivos y productos, tanto binarios
como ternarios, siendo dichos complejos quimicamente inactivos, al menos desde el punto de

vista de la reaccién quimica.

Cuando es viable operar en condiciones de presién reducida y el equilibrio quimico se desplaza
hacia la formacién de productos mediante la eliminacién del agua formad;l en continuo, €l
mecanismo de reaccion general se ve modificado en el sentido de que la reaccién puede
considerarse como irreversible, mientras que cuando la reaccién se lleva a cabo a presién

atmosférica.

En el caso de que el sistema de reaccién venga dado por la sintesis de Oleato de Isopropilo,
aunque la presién de operacién impuesta sea la atmosférica, el comportamiento de dicho
sisterna puede considerarse como irreversible, debido a que los valores obtenidos para las
constantes de equilibrio a diferentes temperaturas son tan elevados que la reaccion de hidrolisis
no es representativa frente a la reaccion de esterificacidn. Por tanto, en este caso no pueden
considerarse las constantes propias de las etapas en las que el equilibrio estd desplazado hacia
la formacién del complejo o el producto en cuestidn; es decir desaparecen las constantes de
Michaelis Menten y las de inhibicién debidas al equilibrio, con respecto a los productos de
reaccién, éster y agua. Por tanto, la reaccién de esterificacién entre el dcido Oleico y el alcohol
Isopropilico puede considerarse como un sistema irreversible desde €l punto de vista cinético,
al menos cuando se trabaja con el sistema catalftico clegido y segin las condiciones de

operacidn fijadas en esta memoria.
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9.-

En cuanto a las etapas de inhibicién se refiere, pueden considerarse cuatro equilibrios de

inhibicién competitiva de forma general:

a)

b)

c)

d)

Formacion del complejo binario lipasa-alcohol, a partir de ambos.

Formacién del complejo binario lipasa-éster, a partir de ambos.

Formacién del complejo ternario dcido-lipasa-dcido, a partir del 4cido graso y del

complejo lipasa-4cido.

Formacién del complejo temario dcido-lipasa-€ster, a partir del éster formado y del

complejo lipasa-dcido.

A partir de estas etapas generales de inhibicién competitiva, el mecanismo se verd modificado,

en funcién del tipo de sistema considerado:

9.1.-

9.2.-

Cuando se consideran los sistemas de esterificacién de Oleato de Oleilo, Miristato de
Miristilo, Oleato de Isopropilo y Oleato de Cetilo, tienen lugar las cuatro etapas de
inhibicién anteriormente definidas, independientemente de que el sistema se lleve a

cabo a presion atmosférica o a presion reducida.

Cuando se consideran los sistemas de sintesis de 2-Metil-Butirato de Oleilo y Palmitato
de Isopropilo, el nimero de etapas de inhibici6n se ve reducido a la mitad, teniendo
lugar dnicamente las correspondientes a la formacién del complejo binario entre el
alcohol con la enzima libre, y a la formacién del complejo ternario constituido por el

icido graso-y el complejo binario principal dcido graso-enzima. Este hecho se debe,
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11.-

12.-
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probablemente, a la presencia de ramificaciones en la cadena larga del éster, que
actuaria como posibles competidores por el complejo binario principal y por la enzima

libre, frente al alcohol y al 4cido graso, respectivamente.

Cuando se trabaja en exceso de uno de los reactivos, la velocidad de reaccién responde a un
modelo de tipo Michaelis Menten de primer orden con respecto al reactivo en defecto,
incluyéndose una serie de términos en el denominador que constituyen las etapas de resistencia
a la reaccién quimica. Lo mismo sucede cuando se considera la reaccion in\_rcrsa, la variacién
de los velocidad de reaccidn en funcién de la concentracion de éster y de agua, también serd
de primer orden con respecto a cada uno de ellos, por 1o que en el modelo cinético global, se
puede considerar que la variacién de la velocidad de reaccién en funcién de la concentracién
de cada una de las especies presentes en el medio, también es de primer orden con respecto

de cada una de ellas.

El empleo de los modelos cinéticos propuestos permite simular adecuadamente los
experimentos correspondientes a los seis sistemas de esterificacién planteados con un error
méximo relativo del 20%, y un error medio de entorno a un 10% global, siempre y cuando se
mantengan las condiciones de operacidn dentro de los limites establecidos en esta memoria.
Por tanto, este estudio puede tomarse como base cinética para ¢l disefio del reactor, asi como
para una posterior puesta en planta de procesos de esterificacién de ésteres de alto, medio y

bajo peso molecular, catalizados por enzimas inmovilizadas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, el mecanismo
anteriormente expuesto concluye en un modelo matemdtico general, que puede particularizarse,
dependiendo de que el sistema se comporte como reversible o como irreversible y estos, a su

vez, se particularizan para cada sistema de reaccién estudiado. Por tanto, el modelo matemético
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general que gobierna los procesos de esterificacidn entre los dcidos alcoholes grasos mediante
catdlisis enzimdtica con las mencionadas lipasas, responden a ecuaciones cinéticas de tipo
Michaelis Menten, dcducidaé a partir de un mecanismo de reaccién ordenado, particularizado
para cada caso, que permiten predecir la conversion, en los ésteres correspondientes, en funcién
de las condiciones de operacion, presion, temperatura, concentracién inicial de catalizador,

relacién molar dcidofalcohol y del tiempo de reaccién. Dicho modelo es el que se muestra a

continuacion:
N,
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y SIMBOLOS

Ac: Acido graso.

Al: Alcohol graso.

BIU: Batch Interesterification Unit. Se define como el mimero de pmoles de Acido palmitico
convertidos con trioleina por minmuto, segiin los test especificos del catalizador,
[A]: Concentracién del compuesto A (mol/1).

d,: Didmetro del agitador (m).

d;: Didgmetro del reactor (m).

E: Enzima libre.

- E~A: Complejo binario enzima-sustrato A.

E-A-B: Complejo ternario sustrato A-Enzima-sustrato B.

E,: Energia de activacion (cal/mol) (Kcal/Kmol) (Kcal/mol).

Es: Ester.

G: Energia libre de Gibbs (cal/mol).

H: Entalpia (cal/mol).

h: Altura de liquido en el interior del reactor (m).

IPO: Oleato de isopropilo.

IPP: Paimitato de isopropilo.

k: Constante cinética de velocidad de reaccién (molt.g_ ' .min?),

K,: Factor preexponencial de 1a ecuacién de Arrhenius (mol”.g_ '.min?).

K,,: Constante de equilibrio de reaccién.

K,,: Constante de inhibicién referida al componente A (mol).

K..,: Constante de Michaelis Menten referida al componente A (mol).

LU: Lipase Unit. Cantidad de lipasa necesaria para liberar un pmol por minuto de dcido butirico a

partir de una emulsién de glicerol-tributirato en agua, operando en condiciones standard.
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MBO: 2-metil-butirato de oleilo.

MM: Miristato de miristilo.

n: Orden cinético de reaccion.

N,: Nimero de moles del componente A (moles).

N,,: Nimero de moles iniciales del componente A (moles).

OC: Oleato de cetilo.

00: Oleato de oleilo.

P: Presion (mm Hg).

PLU: Propyl Laurate Units. Cantidad de lipasa necesaria para esterificar un mmeol por minuto de
laurato de n-propilo, particndo de 4cido ladrico y 1-propanol, en condiciones de presién y temperatura
standard.

R: Constante de los gases prefectos (cal.mol.K™).

(-r,): Velocidad de desaparicion del componente A (mol.min ™).

[ ) I Vglocidad de desaparicién médxima del componente A (mol.min™).

S: Entropia (cal.mol*.K™).

t: Tiempo {min).

T: Temperatura (°C) (K).

W: Agua.

w: Cantidad de catalizador (g).

X,: Conversion del componente A,

X,eq* Conversién de equilibrio del componente A.
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A titulo ilustrativo, se ha incluido este anexo en la presente memoria con el fin de mostrar, si
cabe, un cardcter més prictico del trabajo de investigacién considerado hasta ahora. En las proximas
péginas se tratard de corroborar la validez de los resultados experimentales, asi como la de los
tratamientos mateméticos y los mecanismos de reaccion propuestos para abordar el estudio cinético de
los sistemas de esterificacion directa catalizados por enzimas inmovilizadas, desde el punto de vista

de su futura puesta en planta.

Para ello, se ha considerado el sistema constituido por el dcido miristico y el alcohol
isopropilico catalizado por la lipasa comercial Novzym 435 que, como se ha descrito anteriormente,
es una triacilglicerol hidrolasa procedente del cultivo de la especie fingica de Candida antarctica,
convenientemente modificada e inmovilizada sobre una resina macroporosa en los laboratorios de la

empresa Novo Nordisk Bioindustries.

El estudio realizado para la referida sintesis de miristato de isopropilo, se ha llevado a cabo
teniendo en cuenta las necesidades y limitaciones de la propia planta industrial y con la finalidad de

optimar tanto las variables de operacién como el tiempo de reaccién necesario para alcanzar la
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conversidn en éster requerida. Por otra parte, dicha investigacion exigia un coste minimo tanto de [as
materias primas necesarias, como de los servicios generales, mano de obra y tiempo de duracién
puestos en juego. Por lo tanto, dicha investigacién persigue conseguir un méximo de informacién

requerida, con un minimo mimero de experimentos que minimice ¢l coste de la misma.

Atendiendo a dichos requerimientos, la expcrim;ntaci(’)n se llevé a cabo persiguiendo dos
objetivos fundamentales. En primer lugar se trataba de optimizar el proceso de esterificacién que se
iba a llevar a cabo en un reactor discontinuo de capacidad fija, encontrado los valores mds adecuados
de las variables de operacién para maximizar la produccién. Y en segundo lugar, aunque no menos
importante, se trataba de discernir sobre el modelo cinético que describia adecuadamente la reaccién
de esterificacién, de modo que pudiese llevarse a cabo una simulacién fiable de la variacién de la
concentracidn de las especies presentes en el reactor con el tiempo de reaccién transcurrido durante el

periodo total necesario para obtener el producto de calidad deseada.

Dicha informacién es de vital importancia tanto para la obtencién de los niveles de calidad
exigidos por el mercado, como para la instrumentacién y el control del proceso de esterificacion que
esté directamente relacionado con el buen funcionamiento de la instalacién. A continuacién se describe
parte de la investigacién realizada en la puesta en planta de l1a sintesis enzimética de miristato de

isopropilo.

L1 ESTUDIO PARA LA OPTIMACION DEL PROCESO

En este apartado se ha pretendido realizar el planteamiento y desarrollo de los experimentos
que conducen a la optimacién del proceso catalitico que nos ocupa. Para ello, se han empleado las
técnicas del disefio factorial de experimentos. Segiin estas técnicas, los pasos a seguir son los

siguientes:
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(a) Eleccién de Ias respuestas a medir.

{b) Eleccién de las variables objeto de estudio.

{c} Eleccion del intervalo de valores para dichas variables.

(d} Realizacidn de experimentos y recogida de datos.

() Realizacion de un ajuste a un modelo de primer orden.

(f) Estudio de la mdxima pendiente (en el caso de que tenga lugar ¢l ajuste al modelo de primer
orden).

(g) Ajuste a modelos de orden superior a uno (cuando el ajuste a un modelo de primer orden no
describa el proceso adecuadamente),

(h) Andlisis de los resultados obtenidos y construccién de las superficies de respuesta (si procede).

L.1.1 ELECCION DE LA RESPUESTA A MEDIR

Debido a que el proceso objeto de estudio es una esterificacion catalitica, la respuesta elegida
para medir es el porcentaje de dcido convertido en éster a las dos horas de reaccién, ya que para dicho
tiempo de reaccién se considera que se ha alcanzado el estado estacionario del proceso, o lo que es lo

mismo, s¢ han alcanzado las condiciones de equilibrio cuando el proceso es un sistema reversible.

I.1.2 ELECCION DE LAS VARIABLES DE OPERACION

El estudio bibliogrifico realizado indica que las variables que mds influyen sobre 1a conversién

resultante en el proceso son las siguientes:

- Presi6n. - Relacién molar dcido/alcohol.
- Temperatura. - Velocidad de agitacién.

- Cantidad de catalizador.
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La velocidad de agitacién se ha mantenido constante en todos y cada uno de los experimentos
realizados, de forma que esta fuese lo suficientemente elevada como para que no tengan lugar las
posibles limitaciones de transferencia de materia en el medio de reaccion, con lo que eliminamos los

efectos de difusion (tanto interna como externa), y la Winica etapa controlante es la reaccién quimica.

Asi mismo, se ha mantenido constante durante la experimentacién la razén molar dcido/alcohol
(1/1). Esto se ha hecho con el fin de mantener la relacion estequiométrica y evitar el desplazamiento
del equilibrio hacia ia formacidn de especies prioritarias, con la consiguiente problemdtica que presenta

la purificacién de la masa de reaccién.

I.1.3 ELECCION DE LOS INTERVALOS DE OPERACION PARA CADA UNA DE LAS

VARIABLES DE OPERACION

Segiin las variables que influyen en el proceso (presién, temperatura y cantidad de catalizador),
se han elegido los intervalos de operacién més convenientes, en funcién de la permisibilidad del equipo
y los reactivos empleados. Los intervalos de operacién propuestos son los que se muestran a

continuacién:

- Presién.

Como se ha mencionado en la presente memoria, la presiéon de operacién estd sujeta a las
propiedades fisicas y quimicas de los reactivos y productos que se ponen en juego en el proceso de
esterificacién. Si bien, la formacidn de éster estd favorecida a presiones reducidas que faciliten la
eliminacién continua del agua formada durante el proceso de esteriftcacion, en este caso la presencia
de isopropanol como reactivo impide trabajar a presién reducida, ya que debido al valor de su presién
de vapor forma aze6tropo con el agna. Por este motivo, toda la experimentacion se llevé a cabo a

presién atmosférica.
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- Temperatura.

Tanto los datos bibliograficos encontrados como las especificaciones de los reactivos y
catalizador empleados, imponen las condiciones limite de operacién para la temperatura de operacion.
El limite inferior para la temperatura viene impuesto por la dristica disminucién de la actividad
catalitica de la enzima, que tiene lugar cuando la temperatura es inferior a los 60°C. Sin embargo,
debemos considerar que uno de los reactivos empleados es s6lido a temperatura ambiente (4cido
mirfstico). Por lo que teniendo en cuenta el punto de fusién del mismo, se decidi6 fijar el limite

inferior de temperatura en 65°C.

El limite superior de temperatura también vendria impuesto por la pérdida de actividad de 1a
enzima catalitica, que a temperaturas superiores a los 80°C comienza a desactivarse por accién del
fenémeno de desnaturalizacién térmica. No obstante, la presencia del otro reactivo (isopropanol), que
presenta un punto de ebullicién cercano a este limite, dio lugar a que el limite superior de temperatura

se fijase en 75°C.

- Concentracién de catalizador.

Segun la informacién bibliogréfica recogida y las especificaciones comerciales del catalizador
que se emplea, para alcanzar la mixima conversién en éster, en las condiciones correspondientes al
estado estacionario, la cantidad de catalizador es de 1g por cada 0.025 moles de dcido miristico y por
cada 0.025 moles de alcohél isopropilico. De manera que cuando la razén molar dcido/alcohol deseada
es 1/1, si empleamos 0.25 moles de 4cido y 0.25 moles de alcohol, el limite superior para la cantidad
de catalizador ¢s del 7% en peso de 1a masa de reaccidn, Teniendo en cuenta el mismo razonamiento,

el limite inferior se ha fijado en un 3% en peso, para la relacion molar 1/1 mencionada anteriormente.
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Por lo tanto las variable que se van a tratar de optimar en cste apartado van a ser Ia
temperatura de reaccién y la concentracién de catalizador presente en el medio de reaccidn,
permaneciendo fijas en todo momento la presién de operacion, la velocidad de agitacién del sistema

y la relacién molar dcido miristico/ alcohol isopropilico.

I.1.4 PLANIFICACION DE EXPERIMENTOS

La experimentacién correspondiente a esta parte del trabajo, se ha planificado de acuerdo con
las caracteristicas de un disefio factorial de experimentos. Segin esto, los experimentos se pueden

agrupar en las dos etapas correspondientes al disefio:

(a) Disefio factorial: 2* experimentos.

(b) Repeticién de experimentos en los puntos centrales: cuatro experimentos.

La primera etapa (disefio factorial), se desarrolla considerando las variables indicadas
anteriormente: temperatura y concentracion de catalizador (k = 2). Por tanto, la realizacién del
disefio factorial implica la necesidad de hacer cuatro experimentos. En la tabla 1.1 se muestran los
valores de los niveles de cada uno de los factores planificados para ei presente estudio; mientras que
en la tabla 1.2 se muestra la matriz representativa del disefio factorial realizado, en 1a que los signos

positivos representan el limite superior para cada variable y los signos negativos el limite inferior de

las variables.

Tabla I.1. Niveles para las variables objeto de estudio.

VARIABLE NIVEL +1 l NIVEL 0 I NIVEL -1
T ¢°C) 75 70 65

C (%) 7 5 3

—————————————————————————— (. v—————————————————————————————————
He e ———— - ——————————————— . .-}
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Tabla L2. Experimentos comrespondientes al disefio factorial.

N°® EXPERIMENTO _ ORDEN J TEMPERATURA CATALIZADOR
1 4 - -
2 2 - +
| 3 3 + -
4 1 + +

El modelo matemitico para los dos factores (T y C), al que se desean ajustar los resultados

experimentales, viene dado por la siguiente expresion:

Y= a+a,.Xr+a,. Xe+ap-Xp. Xe

Siendo Y ¢l rendimiento en miristato de isopropilo, X; la influencia de la temperatura y X

la influencia debida a la concentracién inicial de catalizador.

1.1.5 RESULTADOS DE LA OPTIMACION DEL PROCESO

La respuesta a medir elegida, ha sido la conversién de 4cido en éster a las dos horas de

reaccidn, obteniéndose unos valores determinados para los experimentos correspondientes al disefio

factorial de experimentos. El mimero de experimentos necesarios, segiin el disefio factorial es de cuatro

experimentos, mientras que para el estudio de los puntos centrales necesitamos cuatro experimentos

adicionales.

Teniendo en cuenta este razonamiento, la matriz experimental para la optimacion del proceso

de esterificacion entre el dcido miristico y el isopropanol deberd incrementarse. En la tabla 1.3 se

resumen los experimentos que se han tenido en cuenta, la respuesta medida a las dos horas y la

influencia de cada uno de los factores (temperatura y concentracion inicial de catalizador).
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Tabla I.3. Experimentos empfeados para ia eptimacion del proceso.

N® EXPERIMENTO ORDEN X X. Y, (%)
1 4 - - 60.96
2 2 - + 68.42
3 3 + - 75.53
4 1 + + 77.55
5 5 0 0 71.01
6 6 0 0 72.15
7 7 0 0 68.01
8 8 0 0 71.07

Los signos positivos indican el limite superior para cada uno de los factores que se han tenido
en cuenta, es decir, 75°C para la temprcratura ¥ 7% para la concentracién iﬁicial de catalizador. Los
signos negativos indican el limite inferior para dichos factores, es decir, 65°C para la temperatura y 3%
para la‘ concentracidn de catatizador; mientras que los valores nulos indican el valor medio de cada

intervalo (70°C ¥y 5% de catalizador).

Operando con los datos descritos en la tabla 1.3, llegamos a los resultados correspondientes al

andlisis del primer disefio factorial de experimentos (2%), y que se muestran en la tabla siguiente.

Tabla I.4. Resultados del disefio factorial de experimentos.

RESPUESTA: Conversién en éster a las tres horas.

NUMERO DE EXPERIMENTOS: 4
GRADOS DE LIBERTAD: 3

RESULTADOS

E |

Y = 70.615
INTERA CCIONES
X, = 11.85 X = 4.74 X =-2726




Eerudi la cotimacisa del

Como puede observarse, Ia variable que mayor influencia ejerce sobre {a respuesta obtenida

es la temperatura de operacion, puesto que al aumentar dicha variable en 10°C, la conversién aumenta

su porcentaje en un 13%.

La siguiente variable, en orden de influenciabilidad sobre la respuesta, es la concentracién
inicial de catalizador; puesto que cuando aumenta en un 4%, da lugar a un aumento de la conversién

en éster entorno al 9%.

La influencia debida a la variacién conjunta de las dos variables a la vez es menos significativa
que la debida a la variacién de cada efecto por separado, sélo cabe destacar la disminucién producida

en la conversién debida al aumento conjunto de la temperatura y la cantidad de catalizador empleada.

1.1.6 ESTIMACION DEL ERROR COMETIDO

Con los resultados obtenidos se han realizado unas pruebas de significacion con el fin de
conocer el nivel de confianza de la experimentacion, asi como la influencia de las variables sobre el

proceso estudiado.

Para la estimacién del error se han empleado dos métodos diferentes, el método Daniels y el

método de la replicacién en los puntos medios.

Los resultados obtenidos, ademds de proporcionarnos una estimacién cuantitativa del error
cometido cuando se emplea el disefio factorial de experimentos para optimar el proceso, permiten

realizar una comparacién entre los dos algoritmos empleados. Dichos resultados se detallan a

continuacion.
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[.1.6.1 Estimacion del error por el metodo Daniels

En la figura I.1 se representa la probabilidad estadistica de la influencia que ¢jerce sobre el
proceso de esterificacion cada uno de los efectos estudiados. Segiin dicha representacién, los puntos
que no se ajustan a ia recta de probabilidad estadistica son los que tienen influencia en el proceso de
esterificacién. En este caso puede considerarse que los tres efectos representados caen fuera de Ia linea
de no influencia. Dichos efectos se corresponden con los dos factores principales, temperatura y
concentracién inicial de catalizador y con la interaccién doble constituida por el factor cruzado de los

dos efectos principales.

Figura I.1. Estimacion del error por el método de Daniels.
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1.1.6.2 Estimacion del error por el metodo de la replicacion de los puntos centrales

Utilizando el método de la replicacidn en los puntos medios, lo que se pretende es obtener las

pruebas de significacién que nos indiquen las variables que influyen sobre el proceso de esterificacién.

En la tabla 1.5 se muestran las pruebas de significacién realizadas, indicando el nivel de
confianza establecido para dichas pruebas. Ademads del nivel de confianza, s¢ han calculado paré:neués
indicativos del ajuste tales como el valor medio de la variable dependiente, la desviacidn estindar y
¢l ndmero de Student; asi mismo, s¢ indican los pardmetros que presentan una influencia significativa

sobre ¢l proceso de esterificacion.

Tabla L.5. Resultados del error, empleando el método de la replicacién en los puntos centrales.

PRUEBAS DE SIGNIFICA CION

-——]|

NIVEL DE CONFIANZA: 95 %
Y, = 70.56 S=148 t=13.182

INTERVALO DE CONFIANZA: 239
VARIABLES SIGNIFICATIVAS: X; X, X
CURVATURA: C=Y,, - Y = 70.62 - 70.56 = 0.06
EFECTO DE CURVATURA: =+ 2.83

Teniendo en cuenta la replicacién en los puntos centrales y los valores obtenidos tanto para
los efectos principales como para la interaccién comrespondiente, se obtienen resultados anailogosl
cuando se representan los valores estadisticos para dichas influencias en porcentajes acumulados. En
la figura 1.2 se representa el valor promedio estadistico, pudiéndose observarse que las tres influencias

obtenidas estdn por encima del valor relativo, por debajo del cual, la influencias serian despreciables.
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Figura L.2. Representacion del valor promedio estadistico para los efectos, a las dos horas de reaccién.

1.1.7 DETERMINACION DE LOS MODELOS ESTADISTICO E INDUSTRIAL

Con los resultados obtenidos a partir de los experimentos correspondientes al disefio factorial
(2%), se han realizado dos ajustes por regresién miiltiple empleando el método de los minimos
cuadrados. El primero de los ajustes emplea los valores de las respuestas obtenidas y el valor factorial
de las variables en los niveles -1;1 y -1, a partir de este ajuste se obticne el modelo estadistico lineal.
El segundo ajuste emplea los valores reales de las variables, con sus unidades, y las respuestas
obtenidas experimentalmente. Mediante este ajuste se obtiene el modelo industrial. Una vez realizados
dichos ajustes, los modelos obtenidos para el proceso de esterificacién catalitica son los que se

muestran a continuacion:
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MODELQ ESTADISTICO:

Y =70.62 + 5.93X, + 2.37X, - 1.36X,,

Coeficiente correlacién: 0.991

MODELO INDUSTRIAL:
Y=-65.88 +1.87T + 10.71C - 0.14T.C

Aunque, matemdticamente, los modelos obtenidos sé ajustan adecuadamente a los resultados
experimentalmente observados, para conocer la desviacién que existe entre los resultados
experimentales y los resultados obtenidos a partir de los modelos mateméticos propuestos, en la tabla
I.6 se muestran los resultados obtenidos experimentalmente y empleando los modelos matemdticos, asi

como ¢l error cometido al emplear los modelos propuestos.

Tabla L6. Comparacién de los resultados ohtenidos.

I T (°C) I[ C (%) X, X, Yo, Yeurc ERROR |
65 3 - - 60.96 61.09 0.13
65 7 - + 68.42 68.08 -0.34
75 3 + . 75.53 7541 -0.12
75 7 + + 77.55 7788 0.33
70 I 0 70.56 70.84 0.28

Representando graficamente los puntos experimentales y el modelo tedrico propuesto, se puede
observar el error cometido al emplear dicho modelo. En 1a figura 1.3 puede observarse que los puntos

experimentales se ajustan al modelo tedrico propuesto.

Para cuantificar la validez del modelo se ha realizado un andlisis de residuos con el valor de
las respuestas medidas experimentalmente y con los valores calculados a partir del modelo matemidtico.
Como puede observarse en la figura 1.4, en todos los casos, el error cometido es inferior al 0.5 %, lo

cual da una idea de la fiabilidad del modelo propuesto para estimar la influencia de las variables.
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Valores observados

Figura 1.3. Representacidn de los valores observados frente a los valores predichos por el modelo.
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Figura 1.4. Representacién del andlisis de residuos para el modelo propuesto.
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L2 ESTUDIO CINETICO DE LA SINTESIS DE MIRISTATO DE ISOPROPILO

El estudio cinético del sistema de reaccién constimido por dcido miristico y alcohol
isopropilico, catalizado por la lipasa inmovilizada Novozym 435, se llevé a cabo signiendo la
. metodologia propuesta en el capitulo siete de esta memoria. Dada la analogia con los sistemas ya
estudiados, el mecanismo de reaccién méas adecuado para este sistema pasa por la suposicién de
considerar como primer paso del mismo la formacion de la especie enzimitica activa, el complejo
enzima-4cido. Esto es tinicamente posible considerando un mecanismo de reaccién ordenado, ya que

la suposicion de otros posibles mecanismos ha quedado descartada para este tipo de sistemas.

Por tanto, ¢l primer reactivo involucrado en el mecanismo de reaccién propuesto serfa el 4cido
graso dando lugar a la formacién del complejo activo enzima-dcido; a continuacién se adiciénaria el
alcohol para formar el complejo ternario alcohol-enzima-dcido. La tercera etapa del mecanismo seria
en la que se produce la verdadera transformacién de las especies quimicas, consistiendo en la
transformacién del complejo obtenido en la etapa anterior en el resultante éster-enzima-agua. La
siguiente etapa vendria dada por una liberacion del éster formado, mientras que la ﬁltim.a consistiria

en una liberacién del agua.

Es decir, ¢l mecanismo general para este tipo de reacciones se corresponde con el
planteamiento expuesto en el capitulo siete, por lo que constaria de dos grupos de etapas, el primero
constituido por las ctapas principales de reaccién y un segundo grupo de etapas de inhibicién, como

s¢ muestra a continuacion:
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Etapas principales:

E + ACc = EAC S Kope Kiae

EAc + Al = EAcAl - Ky K,
EAcAl ~ EESW b Koy (~Tpg)max (~Tag) max
EESW ~ EW + Es oo Kogg Kigg
EWNweE+ W & Ky Ky

Etapas de Inhibicion:

E + Al = EAl . Kl

E + EsS « EEs n Klg
EAc + Ac = EAcAc : Ki
EAc + Es ~ EAcEs . ifsa

Teniendo en cuenta el mecanismo global que considera todas las etapas involucradas en el
esquema de reaccion, se dedujo la ecnacidén general completa para las reacciones de esterificacion
objeto de estudio. Dicha deduccidn se llevo a cabo partiendo de las etapas de reaccién principales para,

después, incluir los términos debidos a las etapas de inhibicion. El esquema principal para la reaccién

serd el siguiente:

k k
1 4
E+AG#EAC EW...-———“'-‘E+W
k) + + k 4
Al Es
-k_z ko ki|lk_3

-
EAcAl — EEsW

Aplicando el método de King-Altman, 1a figura sencilla a la que corresponde dicho esquema

de reaccién serd la que se muestra a continuacion:
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ky || k4 Ny ky ||k2Na

k3Ngs
| e
ks

Desarrollando el esquema propuesto y siguiendo los pasos propuestos en el mencionado

capitulo se ﬂega a la expresién general ya descrita:

(~Zpg) B (T 5) 2w (NpHy “"")

(—Ix) =
L N, N, N, N,
(~ J‘I(ml+“‘-‘a-_JE‘!)+(-r)11rc1\.r:1_-1- Ac 4 58
Facdmefe o, (1t T R AL
N, N, (~Zp0) faxK N
+ Ky Ny (1 + Al 4, By +
oo S T
—r Ve g
( Inc):xxm.,Nw + (_rac)rfanAcNAl +
og
(~Zac) meakg NacNey raz)mgx,g,
KeqKi,.
-rumu_r BM.,__
K, K

P Ac) aaxlNy 1 Naslly
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Por analogia con el proceso de sintesis para la obtencion de palmitato de isopropilo se procedid
a estudiar 1a sintesis de miristato de isopropilo de manera similar, En un principio se intentaron ajustar
los datos de las reacciones realizadas con una relacidén equimeolar de reactivos, empleando para ello el
modelo correspondiente a una cinética reversible que considera los posibles pasos de inhibjcién, en su

forma polinémica, descrito por 1a ecuacidn [7.26].

No obstante, los resultados obtenidos en este ajuste no fueron lo suficientemente satisfactorios,
ya que los pardmetros estadisticos resultantes de dicho ajuste indicaban una desviacién importante entre
los modelos obtenidos y los valores experimentales. Por este motivo, se modificé la ecuacién dc‘
partida, mediante la eliminacién de algunos de sus términos, haciendo los coeficientes que los

acompaifiaban igual a cero.

Tras sucesivas comprobaciones, se llegé a la conclusién de que uno de los términos del modelo
debia ser despreciable frente a los demas para que los datos experimentales verificasen la ecuacién. El
término despreciable en este caso fue ¢l que acompaiia al coeficiente €, lo que indica que ¢l modelo
cinético planteado no es vilido para este sistema de esterificacién, debiendo ser modificado el esquema
de reaccién planteado én un principio. Seguin este planteamiento, habria que comprobar las etapas
supuestas, para conocer a que parimetros es debido el término despreciable en ¢l modelo cinético

general.

Dicho término de integracion, es debido a las etapas de inhibicioén que tienen en cuenta la
formacién de los complejos enzima-éster y dcido-enzima-€ster. Por lo tanto habrd que considerar que
esas etapas no se verifican en el seno de la reaccién o que, al menos, son despreciables frente a las

otras etapas consideradas en el esquema de reaccion.
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Teniendo esto en cuenta, el esquema de reaccidn se veria modificado con respecto al esquema

general supuesto al principio de este capitulo, quedando de la siguiente manera:

Etapas de reaccidn:

E + Ac = EAC Cn Ko Koo
EAc + Al = EAcAl L Kpay Kiag

EACAl = EESW f Kg (~Tac) fax (~Tag) max
EESW - EW + Es o Kopy Ko
EW~E+W 2 Ky Koy

Etapas de Inhibicién:

E+ Al - EA] K’m
EAc + Ac = EACAC =~ Kia

La desaparicion de dichas etapas de inhibicién es debida a 1a fuerte afinidad de los reactivos
tanto por la enzima libre y como por el complejo enzima-4cido, lo que demuestra una vez més gue el

tipo de inhibicién que tiene lugar en el proceso corresponde a un fenémeno de inhibicién competitiva.

Segiin esto, en la competicidn por la formacién de complejos con 1a enzima libre, debido a la
naturaleza de las especies presentes en el medio, se ve favorecida la formacién de complejos con los
reactivos, por lo que el modelo cinético que corresponde a este esquema de reaccién vendra dado por

la siguiente ecuacién:
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i N,
(=Ia0) e ~Zac) max (Nacy ;- ;}SNW)
(~Ipe) = ] N, N
(~Tac) maxk; K (1 + ;u) + (_rAc) Ko Nac (1 + fc) +
K.‘U.l KiAc
N, ( rAc) K, Nss

+ (—rm}.‘i“KH N, (1 + Al ] +
F7 Kias g
(=2,0) Sk N

Kog
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KefKim Bq

(~Tac) saxKngllially — (=rp )l Mo 2 Ny
Ki, 1ny
(-0} gaxNuNstw

K, Kog

+

+ ( _IAC) ;&!NAC'NAI +

Linealizando dicha ecuacion, para lo cual se sustituyeron las variables de niimero de moles en
funcién de la conversidn de dcido miristico en miristato de isopropilo y se procedio a la integracion
de dicho modelo, llegandose a una ecuacién en funcién del tiempo y de la conversion, cuya forma es

la que se muestra a continuacién.

t = 0Ln(X, 2 (K, — 1) ~ 2K, X, + Ky} + .

+mm£—+ LnK,, + AX,,
(JReg * 1) ¢ §

Los coeficientes que acompafian a cada uno de los términos de dicho modelo estdn constituidos
por relacion entre las diferentes constantes cinéticas involucradas en los pasos de reaccién que integran

el esquema de reaccién propuesto. La forma de dichos coeficientes es la siguiente:
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8- - Y RogKag (~Ta) meiEeKiu(IgMcKiW(KiBa"'NAcﬂ) & raFaat (KiytNage) ) _
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(~Zpc) mexK i1 KigKiw (= Zac) max (Kog=1)

F(‘IM) mKiEhKi#('ﬁmc (Km*'Nma) +Ryar (Jgﬂl-‘-NAcO) ) K, (M NKJ.AI Kigallaco} ) -
2 ('ra\c) mexK a1 KingKin ( ~Lag) muNAca (K -1}

= BT ) e KoKy Koy Ky (ay Ny ) +2Kpu N 00)

2 (~Zp0) SarKias KuzKow ~Zac) moxNpcp (Kpg=1) 2

- Kﬂ(—rm) gaxxﬂfim ( KnacFiwt KizaXpas (Kgg"'Ngg) }

2(~Tpy) SaxK g1 KinKn (~Zp0) ;uNua(qu"l} 2

Kol o) e (RaKons (KenKygKyay (KimaNaga) ) ~Kig 1Ko (Koo 1¥acg K (Kopa 1 +2N,00) )

2( IM)meKm,Km( Im)mNnca(Keq“l)z

Sustituyendo los datos experimentales tiempo-conversién en dicho modelo, y aplicando un
método numérico de regresion miltipie en primer Ingar y regresion no lineal después se llegé a obtener
los coeficientes de dicho modelo para el experimento realizado a una temperatura de 70°C y con una
concentracién inicial de catalizador del 5%. Los valores obtenidos para los pardmetros cinéticos

calculados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla L6. Parimetros cinéticos calculados para la sintesis de miristato de isopropilo.

Temperatura: 70° C Concentracién de Catalizador: 5% Presién: 710 mmHg

K, 4.9542

E= -41.876 o= 12,813 0=-32.98 A=2.162
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A partir de dichos coeficientes, pueden obtenerse los valores de las constantes cinéticas,

empleando para ello experimentos adicionales y signiendo la metodologia aplicada en los casos

anteriormente estudiados.

A finde corﬁproba: la validez tanto del modelo propuesto como de los parametros calculados,
se procedi6 a realizar la simulacion grifica de los mismos. En la figura 1.7 se representa la curva
obtenida aplicando dicho modelo, asf como, los valores obtenidos experimentalmente para la reaccién
de esterificacién del dcido miristico con alcohol isopropflico para una temperatura de operacién de

70°C, concentraci6n inicial de lipasa inmovilizada correspondiente al 5% en peso de la masa total de

reaccidén y presion atmosférica.

1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 1
£ os
e
o 05+
o
0 0,4 N
03 * Experimento 5
' + Experimento 6
0,2 * BExperimento 7
01 4 O Experimento 8
' —Calculada
0% T 1 T T T T
0 20 40 80 80 100 120

Tiempo {min)

Figura 1.7. Simulacién de la sintesis de miristato de isopropilo. Experimentos en los cuatro puntos

centrales. Temperatura: 70°C, Catalizador: 5% en peso, Presion: 710 mmHg.
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A fin de cuantificar el error cometido en la prediccion de la conversion empleando el modelo
cinético calculado, se ha lievado a cabo el anilisis de residuos reflejado en la figura 1.8. donde se han

tenido en cuenta los cuatro experimentos realizados en idénticas condiciones,

20
A
10 e
;\.2\ .
a Fy o & 4
= * = -
B ) A ot
e * * .
*
T J OSSO
*
-20
0 01 02 03 04 05 0,6 0.7 08
Corwersion
| » Experimento5 * Experimento 6 < Experimento 7 4 Experimento 8 |

Figura I.8. Anilisis de residuos para la sintesis de miristato de isopropilo.

Como puede observarse en el andlisis de residuos, el error cometido al aplicar el modelo
cinético propuesto, no sobrepasa en ningin caso el 20%. Los méaximos errores se obtienen para los
experimentos 5 y 6, siendo estos del 15.5% y 16.7% respectivamente; mientras que los experimentos
7 y 8 presentan un error médximo del 12.3% y 13.3% respectivamente. En todos los casos, los méximos
errores se obtienen para tiempos cortos de reaccién, lo cual es l6gico puesto que el sistema se comporta
de manera mds inestable en la puesta en marcha. Sin embargo, si se tienen en cuenta los errores medios

para los cuatro experimentos, se observan valores del 4.30%, 4.79%, 4.75% y 2.82% de error para los
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cuatro experimentos estudiados, lo que confirma que el modelo propuesto puede considerarse
razonablemente adecuado para predecir la conversién en funcién del tiempo de reaccién con un error

medio global inferior al 5% en todos los casos.
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El disefio factorial de experimentos supone una planificacién de estos anterior a la propia
experimentacion. Para ello, es necesario realizar un estudio de las variables que influyen en el proceso,
del intervalo permitido para cada una de las mismas y de la respuesta o respuestas que se deben medir

para referir el estudio a esta dltimas.

Consiste en una técnica estadistica que permite minimizar el mimero de experimentos necesario

para conocer y cuantificar la influencia que ejercen las variables sobre el proceso objeto de estudio.

Cada una de las variables independientes que influyen sobre el proceso se denominan factores.
Y cada uno de los distintos factores puede poseer varios valores en cada experimento, a dichos valores

se les denomina niveles de un factor.

Dependiendo del nimero de niveles, obtendremos diferentes modelos matemdticos. Asi, para
obtener un modelo lineal (de primer orden), necesitamos conocer dos niveles, +1 y -1, que son ¢l nivel

superior y el nivel inferior respectivamente; mientras que para obtener un modelo de segundo orden,
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necesitamos afiadir un nivel mds (nivel 0), dicho nivel viene determinado por el valor medio entre los

niveles superior e inferior.

El mimero de experimentos necesario, viene determinado por el mimero de niveles ensayados,
elevado al mimero de factores que influyen en el proceso. A partir del mimero de experimentos,
podemos obtener ¢l nimero de grados de libertad del disefio factorial, restando la unidad al nimero

de experimentos obtenido.
1.1 MODELOS MATEMATICOS

Los modelos matemdticos que se obtienen a partir del disefio factorial de experimentos, sirven
para expresar, de forma numérica, la relacién entre los factores que influyen en un proceso determinado

y la respuesta obtenida a partir de dicho proceso.

La forma del modelo matemdtico obtenido, depende del mimero de factores que tengan una
influencia significativa sobre la respuesta, asi como del mimero de niveles ensayado para cada uno de

los factores.

L.os modelos matemdticos empleados normalmente, son polinomios ortogonales. Teniendo en

cuenta n factores y m niveles, la forma general de dichos modelos es la siguiente:

n n n F=1 n
Y=ao+E ai'X'+ ain_i.Xj'i'. et . ew -E aij_“m.X_i-Xj. .-.Xm
i=i i=l j=1 =1 m=1
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Siendo:
Y: Respuesta medida.
ag: Término residual.
a; Efecto del factor i.
a;: Efecto de las interacciones de orden dos.

a; o: Efecto de las interacciones de orden m.

El modelo matemdtico obtenido, s6lo es vdlido entre los valores limites elegidos para los
factores, y una vez obtenido se deriva para maximizar ¢ minimizar la respuesta, segiin convenga en

cada caso.

I1.2 ESTIMACION DE LA INFLUENCIA DE LOS FACTORES

'El parametro de influencia (I), viene definido por 1a variacién media obtenida en Ia respuesta
al variar el factor correspondiente entre los niveles superior e inferior de experimentacion. Para un

factor determinado, la influencia ejercida por él mismo viene determinada por la siguiente expresidn:

I~ Y Vi)=Y, Yae i)
x N
2
Donde los términos del numerador denotan l1a suma de las respuestas obtenidas cuando el factor

X estd en los niveles superior ¢ inferior respectivamente, y siendo N el mimero de experimentos

correspondientes al disefio factorial.

De la misma manera pueden calcularse las influencias correspondientes a las interacciones de

orden n.
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IL3 ERROR EN LA RESPUESTA

Los errores en las respuestas obtenidas, siguen una distribucién Gaussiana, pero para realizar
el estudio estadistico, se dispone de un nimero reducido de experimentos y por lo tanto se recurre a

la distribucién de Student.

Para determinar cuales de las influencias son significativas, se recurre al cdlculo del intervale

de confianza. El intervalo de confianza viene definido por la siguiente expresidn:

INTERVALO-CONFIANZA: + —ta“/éz
I

Donde t es el nimero estadistico de Student, correspondiente al nivel de confianza elegido y
a los n-1 grados de libertad, S es el error estimado en la respuesta con n-1 grados de libertad
(desviacién estindar), y n es ¢l nimero de experimentos realizados para calcular el error en la

respuesia.

El cdlculo de la desviacién estdndar puede realizarse empleando la expresién que s¢ muestra

a continuacién:

= I=1 1/2
e e e
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Siendo:

1.4 SISTEMAS NO LINEALES

Cuando la respuesta de un sistema no es lineal, necesitamos introducir un tercer nivel. Esto

sucede cuando tiene lugar el efecto de curvatura.

El efecto de curvatura total se define como la diferencia entre el promedio de la respuesta de

los experimentos realizados en los puntos centrales y valor promedio de las respuestas de los de los

experimentos factoriales:

Donde:

k: Nimero de experimentos en los puntos centrales.

n: Nimero total de experimentos factoriales.

El intervalo de confianza viene determinado por la siguiente expresién:

1. 1yasa
tt.8. (=+=
od (n k)
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Siendo t el ndmero estadistico de Student y s el error estimado en la respuesta.

Una vez estimada la curvatura, puede procederse a cjecutar el disefio compuesto de

eXperimentos.

I.4.1 DISENOS COMPUESTOS: PLANIFICACION

Los efectos cuadraticos se obtiencn mediante la planificacién de un disefio compuesto central

de experimentos.

11.4.1.1 Disefios compuestos centrales

Para realizar este tipo de planificacién, se procede sumando a la matriz del disefio factorial (25),

2k+1 combinaciones mais.

Para determinar los puntos estrella puede elegirse un valor de @, tal que los coeficientes de

regresion sean ortogonales entre si, con ¢l fin de minimizar el error y conseguir un disefio rotacional.

Si hacemos r repeticiones de los experimentos correspondientes a las condiciones de trabajo
en los puntos centrales, el nimero central de experimentos para un disefio compuesto central a dos

niveles, seria:

N=2k+2  k+r

Con esto, s¢ evita el tener que afiadir nuevos niveles, lo cual, daria lugar a una mayor

complicacién en los cdlculos matemdticos del disefio.
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I1.4.1.2 Superficies de respuesta

Empleando este tipo de disefios, podemos ajustar los resultados obtenidos a una superficie de
respuesta de segundo orden, en-la que las variables independientes son los factores y la variable

dependiente es la medida. El modelo al que se llega es el siguiente:

n n n J=1 n
Y=a,+¥ a;. X+ Y a,;X; Xyto .4y o Y Ay e XXy X,
i=1 i=1 7=1- i=1 m=1

Donde se cumple que:

X2+X2+, .., +X2=a2=CTE.

y ademis:

a=2 {klﬂ)

Los resultados experimentales deben ajustarse a una superficic cuadrética que puede obtenerse

mediante la utilizaci6én de anélisis por regresion muiltiple.

Para aplicar ¢l método de las superficies de respuesta, debe procederse de la manera siguiente:
(1) Se varia cuidadosamente el valor de los factores que influyen sobre ¢l proceso que se pretende

estudiar.

(2} Se realizan las medidas de las respuestas entre los valores limites de operacién que se fijaron

en un principio.
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(3) Los resultados obtenidos s¢ analizan para determinar la forma de ajustar las variables con el

fin de mejorar la respuesta medida.

La metodologia de trabajo a emplear, se divide en dos grandes etapas:

(a) Etapa de primer orden: Se parte de un modelo matemitico de primer orden, se realiza un
disefio factorial adecuado, se ajustan los datos y se representan las superficies de respuesta,

determinando la direccion de la mdxima pendiente.

(b) Etapa de segundo orden: Se parte de un modelo matemitico de segundo orden, se realiza un
disefio compuesto central, se ajustan los datos obtenidos y se representan graficamente las

superficies de respuesta. Analizando los resuitados obtenidos, se llega a la respuesta Optima.
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