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1. INTRODUCCION

La biotecnologia, y mas concretamente, la biocatalisis, ocupa, en la
actualidad, un lugar relevante dentro de los procesos de sintesis de
compuestos quimicos de interés industrial. Los catalizadores naturales o
biolégicos son responsables de controlar y regular practicamente todas las
reacciones gquimicas necesarias para el desarrollo de la vida y, desde la
antigiiedad, el ser humano ha sido capaz de utilizarlos en su beneficio para, por
ejemplo, la fermentacion de bebidas alcohdlicas, la fabricacion del queso y del

yogurt, entre otros procesos.

Las enzimas son catalizadores de origen bioldgico (biocatalizadores) con
una elevada actividad (una frecuencia de reposicion — o "turnover frequency”-
hasta 107 s-1, siendo lo habitual en procesos cataliticos tradicionales valores
entre 0,01 y 100 s-1) y selectividad (tanto de posicion —regioselectividad- como
espacial —enantio y estereoselectividad-). Estas proteinas, por ser los
catalizadores del metabolismo de los seres vivos, operan en condiciones
suaves de presion, temperatura, pH y fuerza idnica. Ademas, su naturaleza
proteica y, por tanto, polimérica, determina sus funciones cataliticas (actividad,
especificidad, selectividad y estabilidad), siendo muy baja su estabilidad si se
compara con otros catalizadores, al ser mucho mas inestable su estructura.
Esta caracteristica es la que esta detras de numerosos estudios de
estabilizacion, que se han centrado en la seleccion adecuada de disolventes,
sustratos y condiciones de operacion, por una parte, y en la modificacion
genética y quimica de los microorganismos productores, por una parte, y de las
propias enzimas, por otra. Dentro de esta linea de trabajo, se han dedicado
numerosos esfuerzos en disefar, formular y sintetizar varios preparados
enzimaticos soportados y/o fijados con propiedades cataliticas mejoradas (en
especial, su estabilidad). Estas enzimas inmovilizadas permiten un uso en
procesos continuos sin o con baja lixiviacion de la proteina, lo que redunda en
el desarrollo de procesos enzimaticos de elevada produccion (por ejemplo, la

produccion de jarabes ricos en fructosa a partir de glucosa usando como



catalizador la enzima glucosa-isomerasa inmovilizada y dispuesta en reactores

de lecho fijo) que, por la naturaleza del biocatalizador- son muy estables.

En la actualidad, la mejora en los procesos de produccion y purificacion
de enzimas ha reducido su precio en mercado y aumentado su produccion.
Esta realidad ha sido el fruto de numerosos estudios y desarrollos industriales
por modificacion genética de los microrganismos originarios, por la generacion
de nuevos productores microbianos de facil cultivo y elevada productividad —
hongos del género Aspergillus, sobre todo-, y por el desarrollo de proteinas con
dominios y secciones de interaccion especifica con moléculas, atomos e iones
fijados en soportes sélidos. Estas herramientas también han favorecido la
introduccién de enzimas de extremofilos, mas estables o activas, expresandola
en hongos y levaduras que las producen en mucha mayor cantidad que los
microorganismos originarios en condiciones de fermentacion mas comunes vy,
por tanto, mas econdmicas. En estas circunstancias, el mercado de enzimas ha
crecido desde 1990 a un ritmo sostenido superior al 4% anual, aumentando en
estos primeros afos del siglo XXI de los 1300 millones de délares de 2002
hasta los 5600 millones de dolares de 2009 (Sarrouh y col., 2012).

Desde las aplicaciones tradicionales de las enzimas en detergentes y
alimentacion —de un solo uso-, propias de principios y mediados del siglo XX,
las mejoras en la formulacion de estos catalizadores, causa y consecuencia de
un mayor conocimiento de su estructura y propiedades, han sido tales que ya,
desde los afios noventa, comienzan a ser catalizadores interesantes para la
sintesis orgénica, y, ademas, los estudios en inmovilizacién y en desarrollo de
procesos, han permitido su uso repetido y la mejora de sus propiedades
cataliticas. Asi, se vislumbra un futuro prometedor en la transformacion de
materias primas procedentes de la biomasa y de recursos fésiles a escalas
mucho mayores que las desarrolladas hasta ahora en industrias de productos
de consumo de alto y medio valor afiadido, desarrollandose aplicaciones para
nuevas clases de enzimas, como las oxidoreductasas. Al mismo tiempo, las
industrias que han utilizado estos biocatalizadores de forma tradicional, veran
sus procesos notablemente mejorados segun se amplien las aplicaciones de

las enzimas.



A dia de hoy, las enzimas se aplican en numerosas industrias, desde
producciones de alto tonelaje de compuestos de valor afiadido bajo, hasta
aplicaciones mucho mas limitadas en su produccion, pero orientadas a
productos de alto valor afadido (sobre todo, en industria cosmética y
farmacéutica). En la aplicacion industrial de enzimas estan interesadas y
desarrollan actividades de 1+D empresas como BASF, DSM, Novozymes,
Sudzucker, Nito, Tosso, FujiOil, Degussa, Avensis y Tanabe, por nombrar
algunas de las mas importantes. La siguiente lista de aplicaciones y
producciones pretende, sin ser exhaustiva, dar una idea de la influencia

industrial de las enzimas (Buchholz y col., 2012):

e Produccion de jarabes ricos en fructosa (HFCS) > 10 millones

t/afo.

e Produccion de bioetanol de primera generacion >10 millones

t/afio.
e Produccion de acrilamida con nitrilasa > 10.000 t/afio.
e Produccion de leche deslactosada > 10.000 t/afio.
e Produccion de acido 6-aminopenicilamico > 10.000 t/afio.
e Produccion de aspartamo > 1000 t/afio.

e Produccion de acido R-mandélico > 300 t/afo.

Por otro lado, la escasez y agotamiento de las fuentes de energia
convencionales han llevado a Europa a establecer normas para encontrar
soluciones a esta situacion. Asi, la Directiva 2009/28/CE obliga a todos los
Estados Miembros a que, para el 2020, el 10% de la energia destinada al
transporte proceda de fuentes renovables. Los biocombustibles se han
convertido en una de las firmes alternativas para luchar contra la insuficiencia y
la dependencia energética. En concreto, la produccion de biodiesel aumento
considerablemente en los ultimos afios, lo que ha supuesto un incremento
notable de la produccion de glicerol, al ser este compuesto el subproducto
mayoritario. Como consecuencia, el precio en el mercado de este poli-alcohol

ha disminuido, despertando el interés por nuevas aplicaciones directas e
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indirectas de este compuesto, principalmente en la industria farmaceéutica,

cosmética y alimentaria (Pagliaro y col., 2008).

La reaccidn de esterificacidn es una de las vias mas utilizadas para la
transformacion de la glicerina. Puede llevarse a cabo por via térmica o
catalitica (homogénea o heterogénea). En este ultimo caso, las enzimas juegan
un papel muy importante. Los monoglicéridos y diglicéridos, obtenidos
mediante la esterificacion de glicerina con acidos carboxilicos, son de gran
interés en las industrias ya citadas: cosmeética, farmacéutica y alimentaria.
Normalmente, se usan como disolventes (Ogliaruso y col., 2010), aditivos
alimentarios (Brewster, 1987), emulsionantes (Pagliaro y col., 2008) o como
antioxidantes (Batovska y col., 2005), entre otras aplicaciones.

Dentro de este marco, este trabajo se centra en el estudio de la
produccion enzimatica de ésteres de glicerina y acidos fendlicos, utilizando
lipasas como catalizadores de la reaccion. Concretamente, se centra en la
obtencion del monoéster de los acidos benzoico y p-metoxicinAmico catalizada
por la lipasa B de Candida antarctica, productos con aplicaciones muy

interesantes para la industria farmaceéutica y cosmética, principalmente.

1.1. LA GLICERINA

La glicerina es un liquido incoloro, o amarillo palido, inodoro y con un
ligero sabor dulce, su viscosidad es alta y, en frio, se vuelve gelatinoso; tiene
un punto de ebullicion de 290 °C y un punto de fusién de 18 °C. Se encuentra
de manera natural en células vegetales y animales, normalmente formando
parte de una estructura molecular mas compleja: el glicerol es uno de los
componentes de los triglicéridos (grasas y aceites) y de los fosfolipidos,
compuestos abundantes en las células de animales y plantas.

Se trata de una molécula bastante polar, que absorbe agua rapidamente
a temperatura ambiente y que, gracias a su tres grupos hidroxilo, posee
propiedades como disolvente (ver Figura 1.1). Es soluble en alcoholes simples

como el metanol, el etanol y en isémeros del propanol, butanol y pentanol.



OH
Figura 1.1. Estructura del glicerol(Pagliaro y col., 2008)

La glicerina es un compuesto muy versatil, con numerosas aplicaciones,
principalmente en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria. El glicerol
y varios de sus derivados, como el triacetato de glicerol, estearato de glicerol y
oleato de glicerol, son actualmente producidos a gran escala por la industria

quimica.

La via tradicional de obtenciéon del glicerol ha sido la saponificacion de
las grasas y aceites vegetales. Este proceso no permite la obtencién de
glicerina en grandes cantidades, no siendo excesivamente abundante la
materia prima para sintesis quimica, o que ha supuesto precios relativamente
altos (2,00 — 2,40 $/kg). La fermentacion de diversos azucares o la sintesis a
partir de cloruro de alilo también han sido otras formas de obtencion de este
alcohol, aunque en pequefias cantidades (Chun-Hui y col., 2008). Sin embargo,
esta situacion ha cambiado en los ultimos afios, debido al desarrollo del
mercado del biodiesel. La glicerina es un subproducto en la manufactura de
biodiesel, donde, por cada 100 kg de biodiesel producido, se obtienen en torno
a 11 kg de glicerol, con una pureza comercial minima del 85%.

La separacion del glicerol obtenido a partir del biodiesel es relativamente
simple, aunque costosa si se precisa una purificacion por intercambio idnico
para alcanzar el grado de pureza farmacéutica (USP). Se puede centrifugar,
una vez que la reaccion ha finalizado, o decantar por gravedad. Ambas
posibilidades son suficientes para lograr una buena separacion inicial. Tras la
habitual centrifugacion, la glicerina obtenida es apta para sus aplicaciones
tradicionales en alimentacion animal o como fuente de carbono en
bioprocesos. Para aplicaciones en cosmética, farmaccia y sintesis quimica se
requiere el grado USP o purisimo (por ejemplo, para produccién de polimeros o

para obtener surfactantes o lubricantes) (Brewster, 1987; Pagliaro y col., 2007).
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A pesar de que hay multitud de usos para el glicerol, los mercados de la
mayoria de sus productos derivados son pequefios y fragmentados. El
mercado de la glicerina se ha caracterizado a lo largo de los afios por
experimentar grandes cambios, producidos por descompensaciones constantes
entre oferta y demanda del producto. Asi, por ejemplo, a mediados de la
década de los 90, la industria de la glicerina se vio marcada por un suministro
deficitario, que no podia satisfacer el aumento de la demanda que se estaba
produciendo. En 1999, el suministro de glicerol era abundante, y no se
correspondia con la demanda, que se encontraba en pleno descenso. Tras una
recuperacion durante los afios 2000-2002, la situacion actual del mercado de la
glicerina vuelve a venir marcada por un suministro excesivo, debido, como ya
se ha comentado, a un aumento significativo de la produccion de biodiesel,

especialmente en Europa (Miller Klein Assoc., 2006).

La consecuencia del aumento de la cantidad disponible de glicerina es
una reduccion en el coste de esta, llegandose a alcanzar un precio en el afio
2002, de 1,10 $/kg (Tysony col., 2004), hasta los 0,45-0,40 $/kg en 2006 para
el glicerol crudo (Zhou C-H., 2008) y hasta los 0,3-0,35 $/kg en 2008 para el
glicerol del 85%. Con precios por debajo de 1,00 $/kg, el glicerol se muestra
como una materia prima con un interés creciente. Actualmente, en Estados
Unidos el precio del glicerol crudo que se obtiene como subproducto del
biodiesel se valora a efectos contables entre 0 y 0,07 $/kg. Incluso algunos
productores de biodiesel tienen que pagar por transportar el glicerol a purificar
o simplemente deshacerse de él, como un residuo, con precio negativo, por lo
tanto (Miller Klein Assoc., 2006). Esta situacion lleva a la necesidad imperiosa
de buscar nuevas alternativas de aplicacion para dicho compuesto y evitar que

se convierta en un residuo.

Actualmente, en Europa la produccion de biodiesel sigue creciendo v,
por ende, la de glicerina, aunque en menor medida que en afos anteriores. La
produccion de biodiesel crecio el 65% en 2005 y el 54% en 2006 , frente a
solo un 16% en el afio 2009 (European Biodiesel Board, 2010). A pesar de ello,
la produccion en este continente sigue aumentando desde los afios noventa.
Como muestra la Figura 1.2, en la ultima década la produccion mundial de

biodiesel se ha multiplicado por 10, alcanzando los 12 millones de toneladas



anuales en 2009. Esta situacién ha venido favorecida por la Directiva Europea
2003/30/EU que obliga a sus paises miembros a usar un 5,75% de
biocarburantes en transportes para el 2010 (aunque no se ha cumplido
estrictamente). Alemania, Francia y Espafia se sitian a la cabeza de la Union
Europea respecto a la produccion de este biocombustible. En resto del mundo,
paises como EE.UU y Brasil, lideran la lista de productores de biodiesel. En el
afio 2009, Europa consiguié una cuota de produccién de dicho carburante del
57%, seguida del continente americano, con un 33%. Asia y Oceania les
seguian de lejos, con una cuota del 7 y del 1%, respectivamente, como puede
observase en la Figura 1.3. Se estima que la produccion de biodiesel mundial
para los proximos afios continuara creciendo, pero no tan aceleradamente
(Torres y Carrera, 2010; Biofuels Platform, 2012).
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Figura 1.2. Produccion mundial de biodiesel

(Demirbas y col., 2010; Torres y Carrera, 2010)
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Figura 1.3. Produccién mundial de biodiesel en 2009 (12 Mt/afio)
(Torres y Carrera, 2010; Biofuels Platform, 2012)

1.1.1. Aplicaciones de la glicerina

Las aplicaciones del glicerol son similares a las de otros poli-alcoholes,
por ello, ha podido incrementar su campo de aplicacion, introduciéndose en
sectores que han sido ocupados tradicionalmente por otros productos, como
sorbitol y pentaeritritol (Baumann y col.,, 1988). Desde un punto de vista
técnico, el glicerol es capaz de desplazar a estos poli-alcoholes en muchas
aplicaciones: como ingrediente de pastas dentifricas, de productos
humectantes y cosméticos, en la formulacion de poliuretanos y resinas
alquidicas, etc. Desde un punto de vista economico, esto depende de los
precios relativos, y de las propiedades, del glicerol y del polialcohol cuyo uso

desplaza.

Los tres grandes sectores industriales que aglutinan el grueso de las
aplicaciones para este compuesto son: la industria alimentaria, la cosmética y
la farmacéutica, sumando, entre todas, el 64% del consumo del glicerol
refinado. Se estima que, en los proximos afios, para las industrias farmacéutica
y cosmética se producira un crecimiento anual del 2,8%, de un 15% para la

industria tabaquera y de un 13% para la alimentaria (Pagliaro y col., 2008).

La glicerina tiene tanto usos directos como indirectos (sintesis de

derivados). Dentro de los directos, en la industria cosmética es bien conocida



su aplicacion como emulgente (en las cremas) y suavizante (en los jabones).
La buena solubilidad y sabor de la glicerina son una ventaja frente al sorbitol,
en su uso para pasta de dientes y otros productos de higiene dental. En dicho
sector, el uso de glicerol ha venido creciendo a un ritmo del 3,5% al afio. Las
causas fundamentales de este incremento se encuentran en el aumento
espectacular del consumo de cremas de proteccion solar y de productos para
cuidados de bebés. Sin embargo, el sector que ha crecido mas
significativamente es el de la industria alimentaria, donde el glicerol es muy
empleado como lubricante, disolvente, humectante, edulcorante y como
conservador de los alimentos. Igualmente, destaca su uso como fuente de
carbohidratos en el mundo del deporte, ya que da energia sin incrementar las
grasas corporales (U.S. Soybean Export Council, 2007). En los ultimos afios,
se consumieron en productos relacionados con esta industria unas 80 t/afio,
bien como glicerina directamente o bien en forma de derivados, como glicerol
mono-estearato, principalmente. El crecimiento del mercado de la glicerina en
este sector esta situado en un 4 % anual. Este alto porcentaje se explica por la
tendencia actual de disminuir el contenido de grasas en los alimentos,
particularmente en productos de panaderia. En la industria tabaquera, un 11%
de la demanda de glicerol puro es para su utilizacion como humectante en la

fabricaciéon de tabaco.

Con respecto a sus usos indirectos, la industria alimentaria, la
cosmética y la de plasticos y polimeros han desarrollado aplicaciones de este
poli-alcohol. Algunas aplicaciones en alimentacion incluyen su uso como
materia prima para la sintesis de acido lactico (Fan y col., 2010) y el triacetin
(Nemeth y col., 2008). En la industria cosmética se aplica para obtener un
bronceante, como la 1,3-dihidroxiacetona (Ciriminna y col., 2006), y varios poli-
gliceril-ésteres y acetales (Nemeth y col., 2008), por ejemplo. La industria
polimérica se beneficia de sus aplicaciones para obtener mondmeros, como
acetales, monoglicéridos, carbonato de glicerol y 1,3-propanodiol (Zhou C-H.,
2008) (Nemeth y col., 2008) (Cheng, 2008), y resinas, como los ésteres con
acidos resinicos (Ladero y col., 2011). Algunas aplicaciones indirectas para la
produccion de compuestos quimicos basicos incluyen su uso para obtener

etanol y acroleina (Jarvis y col., 1997) (Fan y col., 2010). Las propiedades del



biodiesel pueden ser mejoradas mediante aditivos, sintetizados a partir del
glicerol, como sus quetales (Norhasyimi y col., 2010). En la Figura 1.4 se

esquematiza el mercado actual del glicerol.

Sin embargo, no todos los sectores se encuentran en crecimiento. Asi,
es interesante comprobar que las aplicaciones mas técnicas del glicerol (a
excepcion de las referentes a la produccion de polia-lcoholes) no han
aumentado su produccion; las resinas alquidicas han pasado, en los ultimos
afos, de suponer un 17 % del mercado total del glicerol a solo un 6 %; las
peliculas de celulosa han pasado de un 8 % a un 3 % y la nitracion ha
disminuido de un 9 % a un 0,2 %. Estos descensos no son absolutos, sino

relativos, al aumentar las aplicaciones directas, como ya se ha indicado.

Poliésteres/Polioles

Humectante del de ureotanos
tabaco 8% Productos

11% farmacéuticos
7%

Productos de
higiene personal
17%

Resinas alquidicas
4%
| Explosivos
2%

\ Detergentes

2%
\ Celofan

2%

Productos de
cuidado personal
23%

Productos de
alimentacion
24%

Figura 1.4. Mercado actual del glicerol
(Pagliaro y col., 2007; U.S. Soybean Export Council, 2007).

La bajada del precio del glicerol, es de suponer, conseguira abrir huecos
significativos en mercados de gran tonelaje como el de polimeros y éteres, o de
produccion mediana, como antioxidantes y biosurfactantes. De todas estas
posibilidades, este trabajo se centra en la obtencion por via enzimatica de

ésteres con acidos fendlicos.
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1.2. ESTERIFICACION

Las reacciones de esterificacion son ampliamente usadas en
numerosas industrias como la farmaceéutica, la cosmética y la alimentaria; otras
destacadas son las de plasticos y polimeros. Ademas, es una de las vias mas

utilizadas para la transformacion de la glicerina.

Esta reaccion tiene lugar cuando interacciona un oxacido con un grupo
hidroxilo, generalmente un alcohol o fenol. La reaccion de esterificacion mas
habitual se produce entre un acido organico carboxilico (R-COOH) y un alcohol
(R"-OH), obteniéndose un éster (R-COO-R’) y agua. Habitualmente, los
alcoholes utilizados son de cadena corta (metanol o etanol), por su amplia
disponibilidad y elevada reactividad. Igualmente ocurre con los acidos, siendo
los mas sencillos los que permiten la formacion del éster con mayor facilidad.
Estas reacciones suelen ser reversibles, por lo que no llegan a desaparecer por
completo los reactivos. Es por ello que muchos autores provocan el
desplazamiento del equilibrio de la reaccidon para favorecer la formacion de los
productos deseados con distintas técnicas: eliminando el agua utilizando altas
temperaturas o vacio, provocando el cambio de estado de un producto,
empleando tecnologia de membranas (pervaporacion), tamices moleculares o

sales higroscopicas (Urtiaga y col., 2003; Wang, 2007; Petkar y col., 2008).

Estos procesos pueden realizarse en presencia 0 ausencia de
catalizador que, a su vez, puede ser homogéneo o heterogéneo (Soltes y col.,
1989). Los catalizadores homogéneos mas empleados son el acido clorhidrico
(HCI) y el sulfarico (H2S0O4), debido a su fuerte acidez. Sin embargo, al estar
disueltos en el medio de reaccién, su separacion suele ser bastante costosa.
Por otro lado, los catalizadores sélidos acidos, como las resinas de intercambio
ionico, pueden separarse mas facilmente (por filtracién) y son reutilizables

(acidificandolas para un nuevo uso).

Hoy en dia, las enzimas son una opcion muy interesante y cada vez mas
utiizada para llevar a cabo las reacciones de esterificacién. Entre las mas

empleadas industrialmente se encuentra la lipasa B de Candida antarctica
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(CALB), o sus derivados inmovilizados, como Novozym® 435, que es

producido por la empresa Novozymes (Yahya y col., 1998).

Para entender como funciona una esterificacion es preciso describir su
mecanismo. Como se muestra en la Figura 1.5, para que la reaccion se
produzca es necesario el ataque del nucledfilo del oxigeno de una molécula del
alcohol al carbono del grupo carboxilico. De esta manera, el proton migra al
grupo hidroxilo del acido que luego es eliminado como agua. El catalizador
acido favorece la formacion del carbocation mediante la protonacion del grupo
carboxilico, facilitando el ataque del alcohol. Este proceso implica que el

catalizador debe ser un acido mas fuerte que el acido a esterificar.

0 OH
| " .
R——C——O0H R—C—0H | =——
CH30H
i I
R—C|:—OH -H R—rls—OH +H
o: 0
AN N
CH; CH,
g
-H
R—C—T0n
| \r _ R—C/—OCH3
0 -H,0
A
CH,

Figura 1.5. Mecanismo de la esterificacién utilizando catalizadores acidos.

Por otro lado, la biocatalisis implica la interaccion de las especies
reaccionantes con el centro activo de la enzima (secuencia de aminoacidos).
Como se muestra en la Figura 1.6, en un proceso de esterificacion, el acido y el
alcohol interaccionan de forma secuencial con las diferentes especies formadas
con la triada catalitica que conforma el centro activo de la enzima, que tanto
por polaridad como por conformacion espacial, moderan la intensidad de las
interacciones con segun qué reactivos, dependiendo de su naturaleza. Es aqui

donde radica el especial interés de la biocatéalisis, ya que las enzimas son
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catalizadores mas especificos y selectivos. Mas adelante, en este trabajo, se

explica este mecanismo con algo mas de detalle.
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Figura 1.6. Mecanismo de unareaccion de esterificacion o transesterificaciéon catalizada

por laisoenzima B de Candida antarctica (CALB) (Ottosson y col., 2001)

1.2.1. Aplicaciones de los ésteres

En muchos sectores industriales y, en especial, el quimico, las

aplicaciones de los ésteres son multiples y variadas. Es bien conocida su

presencia en la naturaleza, dando el aroma a muchos frutas conocidas (fresas,

platanos, etc.). Se caracterizan por ser liquidos neutros, sin color, con un olor

agradable, solubles en disolventes organicos y con solubilidad en agua

condicionada por el tamafio y caracteristicas de la molécula. Debido a su

participacion como aceptores en los enlaces de hidrégeno, estos compuestos

son mas solubles en agua que cualquier otro hidrocarburo con el mismo

namero de carbonos. Son mas polares que los éteres pero menos que los

alcoholes. A su vez, son mas volatiles que un alcohol o acido de similar peso

molecular.
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En la industria hay infinidad de aplicaciones para los ésteres como
disolventes, aditivos industriales, aromas, saborizantes, explosivos, alimentos,
mondmeros, cosméticos y farmacos. Entre los disolventes industriales mas
comunes destacan los acetatos de los alcoholes metilico, etilico y butilico. La
produccion mundial de acetato de etilo ronda las 1,2 Mt/afio y dicho compuesto
es mundialmente conocido como disolvente en barnices para las ufas,
fragancias, adhesivos, pinturas. Un disolvente aplicado en aceites y resinas es
el acetato de metilo. Los aditivos en combustibles pueden ser ésteres de
glicerina de elevado peso molecular (C16-C18) (Brewster, 1987). Asi mismo,
gracias a su olor afrutado, se suelen utilizar en la industria cosmética y
alimentaria para la fabricacion de perfumes, aromas artificiales o aditivos
alimentarios, como en los caramelos. El sabor a menta en la pasa de dientes o
en los chicles es obra del salicilato de metilo, ademas de ser el principal
ingrediente en las gaseosas “birch beer”. El éster del acido nitrico y la glicerina
es un potente explosivo llamado nitroglicerina. La mayoria de los insecticidas
contienen ésteres (Ogliaruso y col., 2010). Los polimeros de los plastificantes
pueden volverse quebradizos, por lo que normalmente se emplean los ftalatos
de dialquilo para conservar sus propiedades. Otros ésteres como el
acetatopropionato y el acetatobutirato de celulosa se utilizan como materiales
termoplasticos. (Otera y col., 2010). En el sector de la industria farmacéutica
hay numerosos farmacos y profarmacos con la funcidén éster. Probablemente,
el mas famoso es la aspirina o acido acetilsalicilico, uno de los numerosos
antiinflamatorios no esteroideos disponibles hoy en dia, y el primero de esta
familia de farmacos en ser sintetizado. Actualmente, se aplica en numerosas
enfermedades por sus multiples propiedades: antiinflamatorias, analgésicas y

de prevencion contra el infarto de miocardio, entre otras.
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1.3. ESTERIFICACION DE GLICERINA

En la actualidad, los ésteres de glicerina con acidos carboxilicos de
mayor produccion son los triglicéridos, en especial los triesteres de acidos
resinicos (De Gracia, 2009). Sin embargo, la tendencia para un futuro préximo
es gue los mono- y di-glicéridos se conviertan en compuestos muy utilizados,
incluso prioritarios en algunas industrias. No obstante, ya se usan ampliamente
en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica. Un ejemplo es la
utilizacién de ésteres de acidos grasos como aditivos en aceites lubricantes
(Brewster, 1987).

Los emulsionantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria
alimentaria y cosmética, entre ellos destacan los mono- y di-glicéridos. El
mercado de estos productos en alimentacion fue de mas de 400 kt/afio en el
afo 2006, siendo un 10% aproximadamente mono-oleinas (mono-glicéridos de
acido oleico). Otros mono-ésteres, como el mono-estearato de glicerol (GMS),
se emplean como aditivos en la fabricacion de margarina, pan y en otras

industrias como la farmacéutica y la cosmética.

Con respecto a la industria alimentaria, los di-glicéridos estan siendo
incorporados en los aceites de fritura. Como consecuencia del problema de
obesidad al que se enfrentan muchos paises, la empresa japonesa Koa
sintetiza y comercializa aceites ricos en diglicéridos. Dichos ésteres son mas
estables a altas temperaturas y no se absorben tan facilmente en el intestino,
por lo que se evita la acumulacion de los mismos en el organismo (Pagliaro y
col., 2008). Asi mismo, los diglicéridos pueden ser usados como intermedios en
la sintesis de triglicéridos regioselectivos, quirales y de fosfolipidos (Mank y
col., 1976).

Del mismo modo, hay que hacer hincapié en el uso de los mono-, di- y
triglicéridos en la industria cosmética. Los tri-glicéridos de cadena corta, como
los del acido caprilico o poli-gliceroles de los acidos linoleico y linolénico, son
ampliamente utilizados en este sector (Santus y col., 2009). Los mono-

glicéridos son emulsionantes y emolientes de amplio uso, ademas de
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componentes en otros productos como los desodorantes y preservativos.

También puede decirse que, tanto los mono- como los di-glicéridos, se

emplean en las cremas y lociones corporales para mejorar la consistencia de

estos productos (Pagliaro y col., 2008).

siguientes:

De manera general, las aplicaciones de los ésteres de glicerina son las

Dispersantes y disolventes para principios activos.
Vehiculos para inyectables.
Emulsionantes.

Agentes sobre-engrasantes para champu, bafios de espuma, y

preparados a base de soluciones alcohdlicas.

Agentes que facilitan la incorporacion de principios activos

liposolubles.

Recubrimientos alimentarios, formando un film que evita la

oxidacion y la pérdida de peso.
Lubricantes alimentarios.
Diluyentes de perfumes.

Productos intermedios en la industria textil y de curticion.

Algunos estudios recientes desarrollan nuevas aplicaciones para los

ésteres de glicerina como filtros de proteccién solar en las cremas solares. En

particular, se han llevado a cabo reacciones de esterificacion de glicerina con

acidos fendlicos, como el acido cinamico y el p-metoxicinamico (Holser, 2008;
Molinero, 2012).
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1.4. ACIDOS AROMATICOS

Los compuestos fendlicos poseen, al menos, un grupo hidroxilo unido de
manera directa 0 mediante una cadena a un anillo aromatico, siendo el fenol el
mas simple de ellos. Partiendo de esta base, existen otros compuestos que
contienen mas de un grupo hidroxilo y/o grupo bencénico.

Estos compuestos estan presentes en la naturaleza como metabolitos
secundarios en las plantas, llegando al mundo animal mediante la ingestion de
las mismas. Las plantas son capaces de sintetizarlos mediante dos vias: la via
del acido shikimico o la via del acido malonico (Balasundram y col., 2006). La
clasificacion de los compuestos fendlicos puede realizarse en funcién de
distintos criterios, por ejemplo, considerando el numero de carbonos, tanto de
los anillos aromaticos, como los pertenecientes a la/s cadena/s unidas a dichos
anillos, tal y como se muestra en la Tabla 1.1.

Uno de los grupos mas importantes son los llamados acidos fendlicos.
Los acidos fenolicos comprenden dos grupos: los acidos benzoicos (C6-C1) y
los cinamicos (C6-C3). Los derivados del acido benzoico se encuentran de
forma libre en la naturaleza, fundamentalmente como &cidos (acido vanillico y
acido galico, por ejemplo) o aldehidos (como vanillina y anisaldehido). Todos
poseen una estructura comun y se diferencian en el nUmero de grupos hidroxilo
y metoxi, como se muestra en la Tabla 1.2. Los derivados del acido cindmico
son abundantes en las plantas. Los acidos benzoicos mantienen una estructura
comun y varian sus grupos funcionales, como se aprecia en la Figura 1.7. Los
acidos fendlicos, particularmente el cafeico, ferdlico y sinapico y sus ésteres,
son reconocidos por su actividad antioxidante, su capacidad como captadores
de radicales peroxido y como inhibidores de carcinogénesis. Su actividad
antioxidante depende fuertemente de su estructura y de la presencia de grupos

hidroxilo y metoxi en su estructura aromatica (Gaspar y col., 2009).

En la actualidad, los acidos fendlicos tienen multiples aplicaciones,
principalmente en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética. El

presente trabajo se centra en el estudio de dos representantes de los dos
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grupos que conforman los &acidos fendlicos, el acido benzoico y el p-
metoxicinamico. Ambas especies, y, en especial, sus ésteres, tienen especial

interés industrial.

Tabla 1.1. Clasificacion de los compuestos fendélicos en funcién del nimero de carbonos.

Numero de carbonos Grupo
C6 Fenoles simples

C6-C1 Acidos benzoicos y relacionados
C6-C2 Acetofenonas y acidos fenil acéticos
C6 -C3 Acidos Cinamicos y relacionados
C6 -C3 Cumarinas y relacionados

C6 -C3 -C6 Flavonoides y relacionados

C6 —C1 -C6 Benzofenonas y Estilbenos

C6 —C2 -C6 Xantonas

Tabla 1.2. Clasificacién de los acidos benzoicos (Sanchez, 2008).

Estructura R1 R2 R3 R4 R5 Nombre
OH - - - - Acido benzoico
C6-C1 -
OH H OH OH OH Acido galico
COR, OH | OH H H H Acido salicilico
RZ
OH | H | OH OH H | Acido protocatéquico
OH H | OCH3| OH H Acido vanillico
R Rs
5 .
R, OH H |OCH3| OH | OCHS3 Acido siringico
H H | OCH3 OH H Vanillina
H H H OCH3 H Anisaldehido
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Figura 1.7. Acidos de la familia del cinamico. (1) cinamico, (2) cafeico, (3) sinaptico, (4)
cumarico, (5) feralico, (6) p-metoxicinamico.

1.4.1. El &cido benzoico y sus ésteres

El 4&cido benzoico, C¢HsCOOH, cuya férmula desarrollada se muestra en
la Tabla 1.2, es un sdlido blanquecino con un olor caracteristico. Su punto de
fusion es de 122 °C y un punto de ebullicion de 249 °C. Es soluble en
disolventes organicos y en agua bajo condiciones especificas (0,18; 0,27 y 2,2
g disueltos en 100 mL de agua a 4; 18 y 75°C, respectivamente) (Davidson y
col.,, 2005). Se encuentra naturalmente en alimentos y plantas, como, por
ejemplo, en las moras y otros frutos. Es un acido débil y es precursor de
muchas otras sustancias quimicas. Sus sales y ésteres son usados como
conservantes en productos cosmeéticos en un maximo de concentracién de 0,5
%. Asi mismo, se usan como conservantes en alimentos (comida, zumos de
frutas, bebidas calientes, etc.), en un rango de pH acido. Ademas, este acido
se utiliza como agente antimicrobiano y aromatizante. Se conocen otros usos,
como germicida en medicina o como intermedio en la sintesis de plasticos, por
ejemplo el dietilenglicol y ésteres del trietilenglicol (Scientific Comitee on
Consumer Products, 2005).
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El mono-glicérido del acido benzoico tiene diversas aplicaciones como
plastificante (Shigeru, 2003) o en la industria farmacéutica para la sintesis de [3-
bloqueantes o factores activadores de plaquetas (PAFs), (S)-carnitina y acido
y-amino-13-hidroxibutirico (GABOB).

Acidos como el cinamico y el benzoico se utilizan para la fabricaciéon de
perfumes, sabores y productos farmacéuticos mediante sus ésteres, como el
metil-, etil- y benzil-cinamato, entre otros (Figueroa y col., 2005). Como ya se
ha indicado, otra caracteristica que se les atribuye a dichos acidos es su
capacidad antioxidante. Asi, se han llevado a cabo estudios sobre la capacidad
de reducir la ferrilmioglobina mediante derivados del &cido cinamico y benzoico
y la inhibiciébn de la modificacion oxidativa de LDL (low-density lipoprotein),
inducida por azoiniciadores (2,2-azobis(2-amidinopropano), dihidroclorida

(AAPH)) y catalizadores metalicos (Laranjinha y col., 1995).

1.4.2. El &cido p-metoxicindmico y sus ésteres

Otro de los acidos estudiados en la presente Tesis es un derivado del
acido cinamico, el acido p-metoxicinamico, C1oH1003. ES un compuesto de color
igualmente blanquecino, con un punto de ebullicién entre 171y 175 ° C, cuya
molécula desarrollada se muestra también en la Figura 1.7. Sus derivados son

muy utilizados en cosmética y farmacia.

Un derivado muy comun es el octilmetoxicinamato o 2-etilhexil-p-
metoxicinamato (C1sH2603) (OMC), uno de los filtros ultravioleta més usados en
las cremas solares. Un ejemplo es su presencia en la fabricacion de lociones
solares compuestas por butil-metoxidibenzoil-metano (protector UV-A), octil-
metoxicinamato y compuestos estabilizadores de bario (Bonda, 2001). Asi
mismo, el OMC y un polimero poliaminico se utilizan en nuevas composiciones
dermatolégicas (Boussouira y col., 2002). Otro ejemplo del uso del octil-
metoxicinamato es la fabricacion de protectores de la piel y el pelo frente al
dafio ocasionado por los rayos UV, utilizando una mezcla de los compuestos
OMC vy etil-hexil-salicilato (Langner, 2009). Este compuesto se obtiene de la
esterificacion del 4cido p-metoxicindmico con 2-etilhexanol y se caracteriza por

ser un liquido transparente y poco soluble en agua. Otra propiedad es su gran
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lipofilicidad, gracias a que no posee ningun grupo hidroxilo. Sin embargo,
cuando el OMC es usado en cremas de uso tépico, dicha cualidad se convierte
en una desventaja. Algunos estudios han demostrado la trans-dermicidad y los
problemas endocrinos asociados a compuestos como el OMC o la 3-
bezofenona (BP-3). Este ultimo compuesto, junto con sus metabolitos (dihidroxi
metoxi-benzofenona o DHMB vy trihidroxi-benzofenona o THB), podrian
ocasionar efectos estrogénicos en las células humanas responsables del
cancer de mama (Gonzalez, 2006; Holser y col., 2008). Debido a ello, en los
altimos afos, se han llevado a cabo estudios para el desarrollo de compuestos
con caracteristicas mas hidrofilicas, que impidan la penetraciéon del mismo a
través de la piel y, por lo tanto, eviten posibles problemas asociados a su
acumulacion en el interior del cuerpo y a su eliminaciéon. Un ejemplo es el
mono-glicérido obtenido a partir de la esterificacion de glicerina con acido p-
metoxicindmico, asi como otros ésteres como son el 1,3-dipalmitoil-2-p-
metoxicinamoil-1,2,3-propanotriol y el 1,3-dioctanoil-2-p-metoxi-cinamoil-1,2,3-
propanotriol (De Freitas y col., 2005; Holser y col., 2008; Holser, 2008;
Molinero, 2012).

1.5. LIPASAS

Las lipasas (hidrolasas de éster de triacilglicéridos, EC 3.1.1.3) son
enzimas que catalizan la rotura de grasas y aceites con la consecuente
liberacién de acidos grasos, diacil-glicéridos, mono-glicéridos y glicerol. Estas
enzimas se encuentran presentes en microorganismos, plantas y animales
superiores, en los cuales cumplen un papel trascendental en el metabolismo de
los lipidos. Son importantes como enzimas digestivas y como medio para
facilitar la deposicion y la movilizacion de las grasas que se utilizan como
reserva energética en el organismo. Asimismo, las lipasas participan en el
metabolismo intracelular de los lipidos y, por tanto, en el funcionamiento de las

membranas bioldgicas.

A lo largo de los ultimos afios, las lipasas han sido objeto de mdltiples
estudios alrededor de sus propiedades bioquimicas y fisiol6gicas, y, de manera
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mMas reciente, por su potencial aplicacion industrial, siendo biocatalizadores tan

importantes y aplicados como las proteasas y las carbohidrasas.

La fabricacién de detergentes domésticos es el mayor mercado de las
enzimas industriales en general, abierto actualmente también para las lipasas,
que por medio de técnicas de Ingenieria Genética resultan lo suficientemente
estables y activas en las condiciones alcalinas que predominan en los procesos
de lavado. Otra de las aplicaciones importantes de estas enzimas es la
hidrolisis controlada de las grasas de la leche, un proceso de interés en la
fabricacion de quesos, mejora de sabor de la mantequilla, produccion de
guesos como ingrediente de algunos alimentos pre-elaborados, como sopas,
salsas, etc. (Liese y col., 1999).

Las lipasas que forman parte de los detergentes suman cerca del 32 %
del total de ventas, lo que se traduce en un valor estimado de 1000 toneladas
gue se afladen a unos 13 millones de toneladas de detergentes que se
producen anualmente (Jaeger y col., 1998).

Las lipasas catalizan varios tipos de reacciones. De hecho, aunque de
manera natural fueron disefladas para hidrolizar ésteres de tri-glicéridos (de
agui su aplicacibn como aditivo en detergentes), las lipasas son también
capaces de catalizar la reaccion inversa, es decir, la formacion de enlaces éster
entre un alcohol y un acido carboxilico en condiciones micro-acuosas. Estos
dos procesos basicos pueden, ademas, combinarse de manera secuencial
(trans-esterificacion) para generar un gran numero de reacciones, de manera
qgue el campo de aplicacion de las lipasas es bastante amplio. En la Tabla 1.3
se recogen algunas de las principales aplicaciones industriales y potenciales

de las lipasas.

En lo referente a su aplicacion en sintesis quimica, las lipasas tienen un
interés especial debido a que mantienen su actividad catalitica en disolventes
organicos. Se ha estudiado su utilizacion como catalizador en esterificacion,
trans-esterificacion, acilacion regioselectiva de glicoles y mentoles, sintesis de
péptidos y otros compuestos quimicos donde se convierten grasas y aceites,
de gran disponibilidad, en productos de elevado valor afadido para su

aplicacion en alimentacion y la industria relacionada.
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Se utilizan cantidades menores de lipasas en transformaciones oleo-
guimicas (Bornscheuer y col., 2002). Ademas, tienen un papel importante en la
produccion de &acido y-linoleico, un acido graso poli-insaturado (en inglés,
PUFA); astaxantino, un colorante alimentario; metilcetonas, moléculas
responsables del caracteristico sabor del queso azul; acido 4-hidroxidecandico,
precursor de la y-decalactona, que posee un sabor frutal; acidos dicarboxilicos
para su aplicacion como pre-polimeros; interesterificacion de glicéridos baratos
para obtener otros de mayor valor, como la sustitucion de la manteca de cacao
en la fabricacibn de chocolate; la modificaciébn de aceites vegetales en la
posicion 2 del triglicérido, para obtener grasas similares a la grasa de la leche
humana para su utilizacion en alimentos para bebés; ésteres lipidicos como el
isopropil-miristato, para su utilizacion en cosmeéticos; y mono-glicéridos para

usarlos como emulsificantes en aplicaciones alimentarias y farmacéuticas.

También se pueden encontrar numerosos ejemplos de la aplicacion de
lipasas en la sintesis enantioselectiva de farmacos (Oberhauser y col., 1989;
Hari Krishna y col., 2001; Mezzetti y col., 2003; Larissegger-Schnell y col.,
2006) o nuevos surfactantes (Cao y col., 1999; Sharmay col., 2001; Plou y col.,
2002; Tarahomjoo y col., 2003; Antczak y col., 2004).

Las lipasas con utilidad industrial se obtienen de microorganismos,
bacterias y hongos, que producen una amplia variedad de lipasas

extracelulares. En la Tabla 1.4 se recogen algunos ejemplos.

A pesar de que las reacciones catalizadas por lipasas pueden también
serlo por catalizadores inorganicos (derivados metélicos), la utilizacion de las
enzimas permite la produccién de una gran variedad de productos de elevada
pureza y con ello de alto valor afladido, resultado de su elevada especificidad,
con ventajas importantes como la disminucion en productos secundarios y los
consecuentes costes de su aislamiento y purificacion. Ademas, estas
reacciones pueden llevarse a cabo en condiciones suaves de temperatura y
pH, inocuas para productos o reactivos termolabiles lo que conlleva, también,

una reduccion importante en el consumo energético.
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Tabla 1.3. Aplicaciones Industriales de las lipasas.

Industria Accién Producto o Aplicacion
Detergentes Hidrdlisis de grasas Eliminacion de manchas de grasa
de telas
Lacteos Hidrdlisis de grasa de leche, Desarrollo de agentes
maduracion de queso, saborizantes en la leche, queso y
modificacion de grasa de mantequilla
mantequilla
Pasteleria Agente saborizante Prolonga la vida de productos en
exposicion
Bebidas Agente aromatizante Bebidas
Salsas Mejora la calidad Salsas
Alimentos Trans-esterificacion Carnes y pescado (eliminacién de
“sanos” grasas), mantequilla de cacao,
margarina, acidos grasos,
glicerina, mono- y diglicéridos.
Productos Sintesis enantioselectiva “building block” quirales
Quimicos
Farmacos Trans-esterificacion, Hidrolisis Lipidos especiales, digestivos
Cosmética Sintesis Emulsificantes, humidificantes
Cuero Hidrolisis Productos de cuero
Papel Hidrdlisis Papel de calidad mejorada
Limpieza Hidrolisis Eliminacion de grasas
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Tabla 1.4. Algunas lipasas comerciales (Jaeger y col., 1998).

Tipo Fuente Aplicacion Compafiia
Hongos C. rugosa Sintesis organica Amano, Biocatalysts,
Boehringer Mannheim, Fluka,
Genzyme, Sigma
C. antarctica Sintesis organica Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk
T. lanuginosus Aditivo para Boehringer Mannheim, Novo
detergentes Nordisk
R. miehei Procesado de Novo Nordisk, Biocatalysts,
alimentos Amano
Bacterias B. cepacia Sintesis organica Amano, Fluka, Boehringer
Mannheim
P. alcaligenes Aditivo para Genecor
detergentes
P.mendocina Aditivo para Genecor
detergentes
Ch. viscosum Sintesis organica Asabhi, Biocatalysts

1.5.1. Desactivacidn enzimatica

Las fuerzas de unidon que permiten la conformacion nativa de una
proteina son débiles. Por ello, es natural que, con poca energia que se le
aporte, la enzima pierda dicha conformacion y, por tanto, su actividad. Ademas,
el gran namero y diversidad quimica de los aminoacidos que constituyen la
enzima permite varias reacciones quimicas cuyo resultado final es una
inactivacion total o parcial de la enzima (Klibanov, 1979). La enzima puede
perder su actividad de forma reversible, por eliminacién temporal de algun ion o
molécula organica que es fundamental para la actividad enzimatica, o de forma
irreversible. En ciertas condiciones, algunos de los enlaces que obligan a la
enzima a tener su conformacion activa se rompen, y la enzima se despliega,

siendo este proceso reversible. Sin embargo, la enzima desplegada es mas
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susceptible de reaccionar quimicamente y, posteriormente, la enzima puede

plegarse en una conformacion inactiva, que suele ser irreversible.

Los procesos de inactivacion irreversible que se dan en las enzimas
pueden ser inter- o intra-moleculares (Klibanov, 1983; Ghatorae y col., 1993).
Entre los primeros se encuentran la agregacion y la autolisis, mientras que los
segundos se provocan por agentes externos, tales como la temperatura, el
cambio de pH, la accién de detergentes o de agentes desnaturalizantes, como
los metales pesados, o también por fuerzas mecanicas (shear stress), o por
otros motivos, como la accion de agentes oxidantes, el enfriamiento, la

congelacion, las radiaciones, etc.

Las enzimas no escapan de las exigencias técnicas a las que son
sometidos los catalizadores en general, de manera que su estabilizacion
constituye uno de los aspectos mas importantes para alcanzar una utilizacion
Optima de las mismas en diversos procesos industriales. Una forma de

conseguir enzimas mas resistentes y reutilizables es la inmovilizacién.

Si se analiza la aplicacion de las enzimas como catalizadores
industriales tanto en su forma soluble nativa como en su forma inmovilizada, se
pueden observar ciertas ventajas e importantes limitaciones econdémicas y

tecnoldgicas. En el caso de las enzimas libres:
e Se utilizan directamente sin necesidad de ningun tipo de tratamiento.

e Los reactores pueden ser muy sencillos: tanques operando en
discontinuo o “batch”, y reactores tubulares y tanques operando en

continuo.

e Las enzimas solo pueden ser usadas en un unico ciclo de reaccion. En
los ultimos afos, y para ciertas aplicaciones, se pueden recuperar y
recircular mediante operaciones costosas de membrana (ultrafiltracion,

diafiltracion).
e El control de la reaccién puede llegar a ser complejo.

e La separacion final de la enzima de los productos de reaccion es, en

general, compleja, a veces, inviable.
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En general, las desventajas anteriores son mas significativas que las
ventajas y por ello, en la mayoria de los procesos de gran tonelaje parece mas
adecuado el uso de enzimas inmovilizadas (Katchalski-Katzir, 1993).

La inmovilizacion de enzimas se podria definir como cualquier técnica
que permita transformar las enzimas en catalizadores re-utilizables y/o
adecuados para su uso en reactores continuos. En la literatura cientifica se han
descrito cientos de protocolos de inmovilizacion de enzimas (Klibanov, 1983;
Tischer y col., 1999; Cao y col., 2003; Roy y col., 2004) que se pueden agrupar

de un modo simplificado como se indica a continuacion:

e Inmovilizacién reversible por enlace no-covalente:
- Adsorcion fisica o quimica reversible a un soporte (matriz, gel, resina)
- Inclusion
- Microencapsulacion (sol-geles, capsulas, fibras huecas, etc.)
- Micelas inversas

e Inmovilizacion por enlace covalente irreversible:
- Entrecruzamiento (enzimas solubles agregados, cristales)
- Incorporacion a redes poliméricas

- Union covalente a un soporte (matriz, resina, gel)

Los soportes utilizados en la inmovilizacion de enzimas son muy
variados; atendiendo a su composicion quimica se pueden dividir en organicos
e inorganicos. Los soportes organicos han sido tradicionalmente los mas
usados y sobre ellos se han probado mas enzimas y mas métodos que sobre
los soportes inorganicos. Esto es debido a que hay una mayor afinidad natural
de los soportes organicos, generalmente poliméricos, por las enzimas, dada la

relativa similitud quimica entre ellos.

Los soportes organicos admiten mayor carga enzimatica, son mas
faciles de modificar quimicamente para la inmovilizacion de enzimas, presentan

una porosidad adecuada para este fin y suelen ser baratos. Por el contrario,
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cabe destacar su tendencia a cambiar de tamafio, su compresibilidad y su

tendencia a ser fuente de carbono de microorganismos invasores.

Teniendo como objetivo predecir la vida util de un biocatalizador para
poder disefar la operacion de un reactor en condiciones de desactivacion
enzimatica, se han propuesto varios modelos cinéticos a partir de mecanismos
de desactivacion (Lencki y col., 1992, 1992). El desarrollo ted6rico de la
desactivacion enzimatica considera dos posibilidades en los mecanismos de
desactivacion, que sea lineal y afectada por la formacion de una especie

intermedia o no lineal, considerando un grupo de sustancias intermedias.

Los mecanismos lineales de desactivacion consideran que una
conformacién de la enzima se transforma en otra siguiendo una reaccién de
orden uno, irreversible o reversible, lo cual es valido para muchas enzimas.
Estos mecanismos incluyen fendmenos como la disociacion de subunidades, la
desnaturalizacion, la descomposicion quimica, la agregacion y la coagulacion.
De todos ellos, s6lo la coagulacion o agregacion en la que se forman enlaces
covalentes entre las unidades de enzima da lugar a enzimas irreversiblemente

inactivas.

La desactivacion lineal de las enzimas puede representarse por
reacciones simples de orden 1 o por reacciones complejas, cada paso de los
cuales también puede ser de orden 1. Dentro de estas ultimas, se distingue

entre desactivacion en serie y en paralelo.

En los modelos cinéticos en los que existe mas de una configuracion
activa de la enzima, la constante o constantes [ relacionan la actividad de las
especies enzimaticas activas. Asi, se puede considerar que el valor de esta
constante para la enzima a tiempo cero es la unidad, pues todas las

actividades se refieren a la actividad de la enzima a tiempo cero.

1.5.2. Lalipasa B de Candida antarctica

Con el objeto de encontrar enzimas con propiedades extremas, se aislo
la cepa Candida antarctica de una muestra de la Antartida. Este organismo

produce dos lipasas que se denominan A y B. La estructura de la CALB (lipasa
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B de Candida antarctica), que se muestra en la Figura 1.8, fue determinada por
cristalografia de rayos-X en 1994 (Uppenberg y col., 1994; Uppenberg y col.,
1994). Estd compuesta por 317 aminoéacidos y tiene un peso molecular de 33
kDa, lo que la convierte en una proteina bastante pequefia en comparacion con

otras lipasas.

Como todas las lipasas de estructura conocida, pertenece a la familia de
proteinas de las hidrolasas o/p. Tiene la particularidad, al contrario que casi la
totalidad de las lipasas, de no presentar activacion interfacial, es decir, que su
actividad no se incrementa por exposicion a una interfase agua-lipido. Esto se
debe al hecho de que la enzima carece de la especie de tapa que regula el
acceso al centro activo, una caracteristica comdn en otras lipasas. Otra
caracteristica inusual de esta lipasa es que no comparte la secuencia de
aminoacidos GXSXG alrededor del aminoacido principal del centro activo, la
serina: la CALB presenta una treonina en la posicién de la primera glicina. De
manera similar a otras serin-hidrolasas, una triada catalitica serina-histidina-
aspartato es la responsable de la accidn catalitica, segun el mecanismo Ping-
Pong Bi-Bi, que se esquematiza en la Figura 1.6. Este mecanismo tiene lugar
en dos pasos, uno de acilacion y otro de desacilacion separados por un

intermedio covalente acil-enzima.

Figura 1.8. Representacion esquematica de la lipasa B de Candida antarctica. A la
izquierda: estructura de CALB con la secuencia de aminoéacidos. A la derecha:
visualizacién de estructura secundaria (hélices-a y laminas-B) y terciaria (conformacién
final de la CALB libre)
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La no necesidad de activacion interfacial de la CALB permite su
aplicacion como catalizador en sistemas homogéneos, como es el caso de este
trabajo. Ademas, la inmovilizacion de la enzima permite su estabilizacion y
reutilizacion, haciéndola mas interesante para su aplicacion a nivel industrial

como catalizador de sintesis.

El inmovilizado comercial de uso mas extendido es Novozyme® 435
producido por Novo Nordisk. Se trata de un derivado preparado por adsorcién
fisica de la enzima en una resina macroporosa de metil-metacrilato (Lewatit VP
OC 1600). Se distribuye a modo de cascara en la superficie de las particulas
esféricas y tiene una carga de enzima, practicamente pura, de 10% en peso y
con una superficie especifica de 130 m?g y un diametro de poro promedio de
15 nm (Mei, 2003). Este derivado enzimatico comercial se describe con detalle

mas adelante, en el Capitulo 4 de esta Memoria.

Existen algunos trabajos que estudian la estabilidad de varias lipasas
inmovilizadas en soportes muy variados (Villeneuve y col., 2000). También
existen publicaciones tratando la estabilidad de CALB y Novozyme 435 en
varios medios de reaccion, especialmente disolventes organicos, como tolueno
(Tornvall y col., 2007), o incluso fluidos supercriticos (Dijkstra y col., 2007). Sin
embargo, no se ha realizado un estudio cinético riguroso de reacciones de
esterificacion y de la desactivacion del biocatalizador utilizado en el presente

trabajo.

1.6. OBJETO Y ALCANCE DEL TRABAJO

La presente Tesis Doctoral estudia la esterificacion de glicerina con
acido benzoico y acido p-metoxicinamico, ambas reacciones catalizadas por la
enzima lipasa B de Candida antarctica, en condiciones tales que uno de los
reactivos, el glicerol, actia también como disolvente. Se busca la produccion
del mono-éster extremo de la glicerina, con aplicaciones interesantes para las

industrias farmacéutica y cosmética, entre otras.
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En primer lugar, se establecera un procedimiento experimental para la
obtencion de datos experimentales reproducibles. Se disefiara, montara y
pondra en marcha una instalacion experimental, asi como un procedimiento de
operacion y recogida de muestras y se desarrollaran los métodos analiticos que
por aplicacion de varias técnicas permitan el seguimiento de la evolucion del
sistema reaccionante, asi como la evaluacion de las propiedades de los
productos obtenidos. Se utilizara tanto la enzima libre comercial, como un

preparado, también comercial, de la enzima inmovilizada.

Para estudiar la sintesis del mono-benzoato de glicerina en sistemas
homogéneos y heterogéneos y determinar la cinética de dichos procesos, una
vez se ha seleccionado la lipasa mas activa para la sintesis del mono-glicérido,
se estudiara primero el sistema catalizado por la enzima en disolucion, sistema
homogéneo, y, posteriormente, catalizado por la misma enzima inmovilizada
sobre una resina de intercambio ionico, utilizando el derivado comercial
Novozym®435, en un sistema heterogéneo. En cada caso, se estudiara el
efecto de las variables que afectan a la velocidad global del proceso:
concentracion de reactivos, temperatura y velocidad de agitacion, buscando
qgue las condiciones de operacion sean Optimas tanto para la produccion del
mono-glicérido como para la estabilidad del biocatalizador. Por un lado, para la
enzima libre y en base al mecanismo a través del cual tiene lugar el proceso de
esterificacion, se determinara un modelo cinético que tenga en consideracion la
influencia de la concentracién de cada uno de los reactivos, la temperatura y la
desactivacion térmica y quimica que puede sufrir el catalizador. Se aplicara una
metodologia similar para el sistema heterogéneo, donde, ademas de las
anteriores variables, se estudiara la influencia de las limitaciones al transporte
en la velocidad de la esterificacién. Una cuestiébn poco estudiada en estos
procesos enzimaticos en fase organica, es el efecto del agua, necesaria
siempre en una pequefia cantidad; en este caso, se tratara de modificar
favorablemente las propiedades del medio, analizando la accién de la mezcla

con un determinado contenido de agua.

En segundo lugar, y con objeto de conocer la sintesis enzimatica del

mono-éster de acido p-metoxicinAmico usando lipasas inmovilizadas y las
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caracteristicas del producto obtenido, se estudiara la influencia de las variables
ya citadas en este proceso y se determinara un modelo cinético que sea capaz
de explicar el efecto de dichas variables sobre la velocidad de reaccion. Para
concluir, se realizara la caracterizacion de los productos obtenidos, teniendo en
mente su posible utilizacion como protector UV, midiendo parametros como la
relacion de hidrofilicidad a hidrofobicidad (coeficiente de reparto octanol/agua),
el factor de proteccion solar (SPF) y la fotoestabilidad, parametros importantes

para su aplicaciéon como ingrediente en cremas solares.
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2. MATERIALES Y METODOS

Este capitulo recoge los equipos, materiales y procedimientos utilizados
para la realizacién del trabajo descrito en esta memoria. Se han organizado en
funcién de la etapa del estudio a la que correspondan, sea ésta la reaccién
guimica, el analisis quimico para su seguimiento o la caracterizacion del
producto de interés, tanto de forma quimica como respecto a sus propiedades en
su aplicacién. Asi mismo, se describen los diferentes métodos experimentales,

de analisis y de interpretacion utilizados.

2.1. MATERIALES

En las Tablas 2.1 a 2.4 se recogen las enzimas y los materiales
empleados en los ensayos de hidrdlisis y sintesis enzimatica y en la
inmovilizacién de la isoenzima B de Candida antarctica (CALB). Varios de ellos

fueron amablemente donados por Novozymes Inc. y Lanxess Gmbh.

Tabla 2.1. Enzimas industriales estudiadas

Producto Pureza Suministrador

Lypozyme® CALB L |80 % (electroforesis)| Novozymes

Novozyme® 435 |90 % (electroforesis)| Novozymes

AY30 - Acros

TLIM - Novozymes
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Tabla 2.2. Sustratos para las reacciones de hidrolisis y sintesis enzimatica

Producto Pureza Suministrador
p-nitrofenilbutirato (PNPB) >98,8 % Fluka
Acido benzoico 99% Aldrich
Acido p-metoxicinamico 99% Aldrich
Glicerina >99,8 % Fisher
Benzoato de metilo >99% Aldrich
Acetonitrilo 99,9 % (HPLC) SDS

Tabla 2.3. Soportes y reactivos para lainmovilizacién de enzimas
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Producto Pureza | Suministrador
Agarosa-octil-4BCL - GE Healthcare
Agarosa-6-BCL - GE Healthcare
Lewatit VPOC 1600 - Lanxess
Lewatit CNP105 - Lanxess
Hidréxido sédico 99% Sigma
Glicidol 98% Sigma
Peryodato sodico | 99% Sigma
Etilendiamina 98% Sigma
Borohidruro sédico | 99% Sigma
Triton X-100 98% Dow Europa
Carbodiimida 98% Sigma




Tabla 2.4. Eluyentes de HPLC y otros reactivos y materiales utilizados

Producto Pureza |Suministrador
Acetonitrilo 99% (HPLC) Scharlau
Metanol 99% (HPLC) Scharlau
Dihidrégenofosfato de potasio 98% Panreac
Monohidrégenofosfato de potasio 98% Panreac
Tamiz molecular 4 A
_ - Scharlau
Particulas de 2-3 mm de diametro

2.2. EQUIPOS

2.2.1. Instalacion experimental

Para los experimentos de esterificacion de glicerina con los acidos
benzoico (B) y p-metoxicinamico (M) se ha utilizado una instalacion que consiste
en un reactor discontinuo isotermo agitado magnéticamente, cuya fotografia se
muestra en la Figura 2.1. Consiste en un vaso de cristal con fondo redondeado y
agitacion con disco de teflon, combinacion que impide la abrasion de los
biocatalizadores heterogéneos, evitando asi comportamientos erréticos debido a
fendmenos de desactivacion, lixiviacion, etc. El vaso est4 sumergido en un bafio
de glicerina (IKA Yellow Line, modelo MSC basic C). Su temperatura es medida
con una sonda de platino que esta, a su vez, acoplada a un controlador de
temperatura (IKA, modelo TC3). La velocidad de agitacion también se puede

regular y mantener controlada en el valor de consigna.

43



Figura 2.1. Instalacion experimental para experimentos de esterificacion

2.2.2. Cromatoqrafia liquida de alta resolucién (HPLC)

La evolucion temporal del sistema en los experimentos realizados para el
estudio de las diferentes reacciones de esterificacion se ha seguido por medio
del andlisis por HPLC de fase reversa de muestras obtenidas a lo largo de cada
experimento. Esta técnica tiene como fundamento la separacion de los
componentes de la mezcla por la mayor o menor afinidad que tenga una especie
por la fase estacionaria de una columna (de caracter hidrofébico) y por la fase
movil (eluyente polar en esta técnica) que esté circulando por el sistema. Los
compuestos, separados, pasan por un detector, registrandose su aparicion como

picos en un cromatograma.
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El equipo utilizado es un HPLC de marca JASCO (serie LC-2000), que se
muestra en la Figura 2.2, consta de los siguientes elementos, conectados

secuencialmente segun el siguiente orden:

e Bomba de gradiente de baja presion de cuatro vias con desgasificacion de

eluyentes por vacio, de referencia Jasco modelo PU — 2089.

e Automuestreador: en este elemento robotizado, refrigerado y de 120
posiciones, de referencia AS modelo 2059 de la firma comercial Jasco, se

introducen los viales que contienen la muestra a analizar.
e Termostato Jasco CO — 2065 para alojar la columna y atemperarla.

e Detector de espectrofotometria UV-vis “diode array” modelo Jasco MD
2015 para deteccidn por absorcion en el espectro ultravioleta-visible.

Figura 2.2. Cromatdgrafo HPLC tipo modular serie LC-2000 de Jasco
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2.2.3. Cromatogqrafia liguida HPLC/Espectrometro de Masas

Como medio para la identificacion de los compuestos generados en el
transcurso de los experimentos de esterificacion, se ha utilizado la cromatografia
liquida de alta resolucibn HPLC acoplada a un Espectrometro de Masas de
trampa de iones Bruker modelo Esquire-LC. Este detector esta acoplado al
equipo de cromatografia por medio de un inyector de electrospray (ESI) para una
aplicacion en un rango de masa de 50-6000 uma. Este estudio se ha realizado
en el C.A.l. de Espectrometria de Masas de la Universidad Complutense de
Madrid.

2.2.4. Resonancia magnética nuclear (NMR)

Para la comprobacion de la estructura quimica de los productos obtenidos
en las reacciones de esterificacion se ha utilizado un equipo de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) BRUKER AVANCE DPX 300MHz-BACSG60 del C.A.l.
de Resonancia Magnética Nuclear y de Spin Electrénico de la Universidad
Complutense de Madrid.

Este aparato permite hacer andlisis de resonancia mono- vy
bidimensionales; esta dotado con los accesorios necesarios para llevar a cabo
los espectros a temperatura variable, con un rango de +150°C a - 60°C, en
funcién de los disolventes y de las muestras. Esta equipado con una sonda QNP
5mm: *H / 3C / °F / 3P, con gradientes en Z y con un inyector automatico
(BACS60).

2.2.5. Espectrofotometria UV-Vis

La estructura de un compuesto determina sus propiedades de absorcion si
éste es irradiado con radiacion electromagnética, y este comportamiento es
propio de cada especie. El espectrofotometro, por medio de la lectura del valor
de absorbancia de un compuesto objetivo a una determinada longitud de onda,
permite obtener una respuesta rapida de analisis en una muestra problema. Es,
por esta razén, el equipo elegido para la medida de la actividad enzimatica por

medio de un ensayo de hidrdlisis, como se explica mas adelante en el punto

46



2.3.2.2. También tiene la opcidn de realizar espectros, es decir, la medida de la
absorbancia a lo ancho de un intervalo de valores de longitud de onda
determinado, caracteristica que se puede aprovechar para la medida de
actividad de filtro UV como se explica en el punto 2.3.4.1.

El espectrofotometro utilizado en la realizacion de este trabajo (Jasco V-
630), de doble haz, dispone de dos lamparas (una de deuterio o ultravioleta y
una halégena de tungsteno para el espectro de visible) que permiten su
utilizacién en una banda del espectro electromagnético que va de 190 a 1100 nm
(UV-Visible) con una anchura de la banda espectral de 2 nm. La celda de medida
dispone de una camisa termostatica que se puede acoplar por medio de
conexiones a un bafio de agua y un sistema de agitacion magnética de velocidad
regulable para la celda, para asegurar la precision de los resultados. Por medio
del software (Spectra Manager Il), ademas, permite el registro en continuo de los
valores de absorbancia, de manera que se puede seguir la evolucion de una
reaccion, y determinar velocidades de variacién de concentracion para el estudio
de la actividad catalitica de las enzimas estudiadas, o de su desactivacion,

segun el caso.

Por otro lado, el registro de los espectros se puede utilizar también para
evaluar la actividad como filtro ultravioleta de los compuestos por medio de la
determinacién o calculo del “factor de proteccion solar” o SPF, como se explica

en el apartado 2.3.4.1.

2.2.6. Simulador solar

Con el objeto de estudiar la degradacion de las propiedades como filtro
UV de los glicéridos del acido p-metoxicinamico, como consecuencia de su
exposicion al sol, es decir, simulando condiciones de uso, se somete a una
muestra a la radiacién de una lampara (modelo HQI-R-250W), cuyo espectro,

similar a la radiacién solar, se muestra en la Figura 2.3.

Para poder llevar a cabo esta parte del estudio se colabor6 con la Unidad
de Energia Solar Fotovoltaica del Centro de investigaciones energéticas,

medioambientales y tecnoldgicas (CIEMAT).
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Figura 2.3. Espectro de radiacion de la lampara de simulacién de radiaciéon solar HQI-
R250W

2.2.7. Analizador de area superficial y tamaio de poro

Para la caracterizacién de los soportes de las enzimas inmovilizadas se
ha utilizado un analizador de area superficial y tamafio de poro Coulter™,
modelo SA 3100™. Las medidas se fundamentan en la adsorcién isoterma de un
compuesto cuyas moléculas tienen un tamafio conocido, en este caso nitrogeno,
sobre una superficie problema. El proceso de adsorcién se sigue a través de

variaciones de presion del nitrégeno que se registran para los calculos
posteriores.

El modelo o aproximacion BET, por ejemplo, permite el célculo del area
superficial mientras que el método BJH permite determinar la distribucion de

tamafio de poro por desorcion del nitrégeno previamente adsorbido.
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2.3. METODOS

2.3.1. Desarrollo de un experimento de esterificacion

Los experimentos de sintesis de monoglicérido de acido benzoico y p-

metoxicinamico se han realizado en la instalacion descrita en el punto 2.2.1.

Para ello, se llevan a cabo dichos experimentos en un vaso de precipitados
de fondo redondo, afiadiendo el peso adecuado de acido para alcanzar la
concentracion deseada (20-100 g/L) a 20 ml de glicerina pura; después se lleva
a un bano de glicerina, que mantiene la temperatura constante y controlada (50-
80°C), agitando el contenido del vaso para facilitar la disolucién del acido y
termostatizar la mezcla de reaccion. Una vez disuelto el acido, se da inicio a la

reaccion por adicién del derivado enzimatico objeto de prueba.

Las muestras tomadas a lo largo de la transformacion se congelan y se
diluyen en una disolucion 10 g/L de benzoato de metilo (patron interno) en
metanol para los experimentos con acido benzoico y metanol puro para el caso
del acido p-metoxicinamico. Se filtran mediante un microfiltro de teflén de 0,5 um
de luz (Advantec, modelo DISMIC-13 JP) antes de analizarse por cromatografia
liquida, HPLC, segun el método que se describe en el punto 2.3.2.1. Antes del

analisis, se diluyen las muestras en isopropanol.

2.3.2. Métodos de andlisis

2.3.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

En este trabajo se ha aplicado la técnica de cromatografia liquida de fase
reversa. La separacion de la mezcla se basa en la polaridad de los componentes
de la mezcla de reaccion, que, al ser diferente, supone una interaccion distinta
de cada analito con la fase estacionaria apolar (columna Mediterranea Sea-18 de
Teknokroma) y con la fase movil relativamente polar (mezcla 55:45 v/v metanol:
solucion acuosa de acido sulfarico pH 2,2), que fluye de forma isocratica con un
caudal de 0,8 ml/min. La temperatura de la columna se mantiene constante en
50°C.

49



Se mide la absorbancia a A= 254 nm (un minimo local del espectro de los
acidos) de los diferentes compuestos a su paso por el detector, obteniéndose un
cromatograma que registra los picos de los analitos, determinando el tiempo de
retencién y el area de pico de cada compuesto. El area de pico de cada
compuesto es el valor que se utiliza para calcular su concentracion mediante el

calibrado realizado previamente.

En la Figura 2.4 se muestra un cromatograma correspondiente a una
muestra a 8 horas de reaccion obtenida en un experimento de esterificacién de
acido benzoico y glicerina en las condiciones que se muestran en el pie de
figura; se puede observar la presencia de un doble pico que eluye hacia los seis
minutos y de otro pico que eluye en torno a los ocho minutos, ademas del pico a
14-15 minutos que corresponde al patron interno, el benzoato de metilo. El
primer pico se relaciona con los dos monoglicéridos que se pueden obtener en
esta reaccion, mientras que el segundo, a los ocho minutos, corresponde al
acido benzoico. La Figura 2.5 muestra un cromatograma clasico de la
esterificacion de glicerina y acido p-metoxicinamico. En este caso, el primer pico,
a siete minutos, es el del monoglicérido terminal de dicho &cido, mientras que el
segundo (a 9 minutos) corresponde al acido. De nuevo, el ultimo pico es el del

patron interno, el benzoato de metilo.

El avance de la reaccion se sigue por la desaparicién del acido benzoico y
metoxicinamico, aplicando una ecuacién del calibrado (Ecuaciones [2.1] y [2.2]) ¥
se expresa en términos de conversion, segun la ecuacion [2.3]. La Figura 2.6
muestra la recta de calibrado del 4cido benzoico, mientras que el calibrado para
el acido p-metoxicinamico se representa en la Figura 2.7. Por estequiometria y
ante la inexistencia de otros productos, la conversibn a monoglicérido se
corresponde con la de &cido en relacién uno a uno, y se puede determinar asi su

concentracion, de acuerdo a la ecuacion [2.4].

Ce (mTO') = 0,0761*i* F. ;r’=0,9988 [2.1]

BMet

Cu (mTOIj _0,2203% 2w« F. ;r?=09828 [2.2]

BMet
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Figura 2.4. Cromatograma tipico de un experimento de esterificacion de acido benzoico y
glicerina catalizada por CALBL (Cg=30g/L; T = 60°C; t = 8h)
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Figura 2.5. Cromatograma tipico de un experimento de esterificacion de acido p-
metoxicinamico y glicerina catalizada con CALBL (CM,0 =20g/L; T =60°C; t = 26,6h).
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Figura 2.6. Calibrado de acido benzoico por anélisis HPLC (patrén interno: benzoato de
metilo 10g/L)
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Figura 2.7. Calibrado de acido metoxicinamico por analisis HPLC (patrén interno: benzoato
de metilo 10g/L)

52



2.3.2.2. Actividad y estabilidad enzimética

Para la medida de la actividad enzimética, asi como para los
experimentos de desactivacion térmica, se ha utilizado la medida de la actividad
hidrolitica de la enzima lipasa utilizando p-nitrofenilbutirato (PNPB) como
sustrato. El producto de esta reaccion es el p-nitrofenol, compuesto que absorbe
en el espectro visible dando una coloracion amarilla al medio, de forma que
puede seguirse su aparicion y acumulacion de forma continua por lectura de su
absorbancia a una longitud de onda de 348 nm. El equipo utilizado se ha descrito

en el apartado 2.2.3.

Para esta medida, se utiliza una cubeta que contiene 2,5 ml de una
disolucién 0,4 mM de PNPB en una solucion tampén fosfato 25 mMapH 7,0y a
una temperatura de 25°C, que se mantiene constante con una camisa
termostatizada. El sistema se mantiene con agitacion mediante un agitador
magnético (N=500 r.p.m.) y el tiempo cero se considera al afiadir 10 mg del

derivado enzimatico.

El software propio del equipo permite el célculo de la variacién de la medida
de absorbancia con el tiempo a medida que avanza la reaccion, de forma que se
puede calcular la actividad de la enzima, en unidades internacionales (Ul),
entendida como la velocidad inicial de la reaccion de hidrélisis de PNPB, segun
las ecuaciones [2.5] y [2.6], que corresponden a la ley de Lambert-Beer y la

definicion de Ul, respectivamente.

A=C-eb [2.5]

Siendo e= 5150 Mty b=1 cm.

Ul /'umOI P _NP — (d_cj . Vreac'cién [26]
min-mg derivado dt ), ,, mderivado

Para medir la estabilidad de los biocatalizadores probados se incuban

muestras con la misma actividad volumétrica (Ul/mL preparacion enzimatica)
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bajo condiciones especificas de pH (medio tamponado) y temperatura. A
diferentes tiempos de incubacion, se obtienen muestras de la preparacion
enzimética y se evalla la actividad enzimatica remanente, de acuerdo a los
métodos previamente descritos. La estabilidad enzimatica se expresa en

términos de actividad relativa, segun la ecuacion [2.7].

o & (0A7d) 2.7]
a, (dA/dt),

2.3.3. Caracterizacién quimica de producto

2.3.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para comprobar la naturaleza del producto obtenido en la reaccién de
esterificacion de &cido benzoico y glicerina, se obtuvieron los espectros
unidimensionales de protén (*H) y carbono 13 (**C), asi como los espectros
DEPT135, para estudiar el tipo de carbono 13 y su posible enlace a otros atomos
distintos del hidrégeno, y 2D HMBC-RMN, para comprender la naturaleza de los
atomos de hidrogeno que interactian con los de carbono ubicados en las
posiciones 2 6 3 respecto del considerado. Este andlisis bidimensional
demuestra que la estructura del compuesto corresponde a la de o-
monobenzoato de glicerol, con un grupo carboxilico enlazado a un grupo metilico
de la glicerina interactuando con el grupo metilico opuesto dentro de la misma
molécula, el cual estd a su vez unido a un grupo hidroxilo (Figura 2.8). El
espectro DEPT135 incluye un grupo metilico unido a un carbono o heteroatomo

(sefal positiva a 6= 25.62) (Figura 2.9).
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Figura 2.8. Espectro bidimensional **C-‘H HMBC-RMN del a-monobenzoato de glicerol al
70% (muestra de reaccién a X=70%). Se muestra la interaccion del carbono H,C-O-R con

los protones del H,C-OH opuesto en la zona glicérica de la molécula del éster.
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Figura 2.9 Espectro *C DEPT con desplazamiento 135 del a-monobenzoato de glicerol al
70% (muestra de reaccion a X=70%).

2.3.3.2. Espectrometria de masas (MS)

Como se describe en el punto 2.2.3, los espectros de espectrometria de
masas se obtienen por ionizacion de electrospray tras una separacion por
cromatografia HPLC del compuesto en cuestién y un cambio de disolvente (del
eluyente utilizado en HPLC, una mezcla metanol: agua, a metanol). El espectro
mostrado en la Figura 2.10 presenta un pico de masa 194,6, mientras que la
masa del producto esperado es de 196, lo que se justifica, en gran parte, por la

pérdida de un protén en el proceso de ionizacién electrénica.
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Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Analysis Name PIC0O0205.d Acquisition Date 10/10/11 13:39:14
Method XQ Default.ms Operator Dr. Mour Kayali
Sample Name  PICO 2 Instrument Esquire-LC_00126
Comment DIRECTO, EN MeOH
Acquisition Parameter
lon Source Type EsI lon Polarity Negafive Alternating lon Folarity  nfa
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 50.00 m/z Scan End 1000.00 miz
Capillary Exit -26.4 Valt Skim 1 -5.8 Volt Trap Drive 30,0
Accumulation Time 41424 us AVErages 12 Spectra Auta MS/MS Off
Intens. ' PICO0205.d M3
x10]
1.004 194.6
0.75
0.504
0.257
96.8
[ 3145
0.00 -t
100 200 300 400 500 &a00 700 800 Q00 m'z
#  miz | FWHM SN o
1 96.8 11706 0.3 24095
2 1946 92614 0.3 190633
3 1956 1885 0.3 383.0
4 1966 9027 0.3 1858.1
5 2166 6287 0.4 1280.0
B 3145 3383 0.4 B96.3

Figura 2.10. Espectro de masas (ionizacion por electrospray) del producto obtenido y
purificado por HPLC (a-monobenzoato de glicerol).

2.3.4. Propiedades de filtros solares

2.3.4.1. Actividad (SPF)

La medida de la actividad como filtro ultravioleta del monoglicérido de
acido p-metoxicindmico se expresa en términos de Factor de Proteccién Solar
(SPF), que se define como el coeficiente de la relacion que existe entre el tiempo
minimo de aparicion de un eritema, dosis eritematégena minima (DEM) en una

piel protegida con un filtro solar y la DEM en una piel no protegida.

En el calculo de este pardmetro se tienen en consideracion multiples
factores, entre ellos la intensidad de la radiacion incidente y la longitud de onda
de la radiacion. Siguiendo la expresion de Diffey y Robson (Diffey, 1989), el valor

del SPF se puede determinar mediante la ecuacion [2.8]
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Z:(4007290) E,.B,
E/I.B/l [2.8]
MPF,

SPF =
Z(400—290)

donde E, corresponde al espectro de irradiacion solar sobre la tierra en
unas condiciones determinadas (mediodia, media estacion a 40°N, 20° del cenit
solar); By es la eficacia, para cada longitud de onda, de provocar dafios en la piel
(eficacia eritematogena) y MPFA para cada longitud de onda seleccionada,
corresponde a la relacion de sefal de referencia (sustrato sin muestra) con la

sefal de muestra (sustrato con muestra).

Para la obtencion de estos datos, se aplica un método “in vitro”, utilizando
los datos medidos para el espectro de absorcion UV de una muestra, medido
seis veces en el rango de 200 a 400 nm, a una temperatura constante e igual a

25°C, por medio del siguiente el procedimiento:

e Se aplica una muestra del compuesto problema sobre un film adhesivo
poroso que emula a la piel (Transpore 3M, con un tamafio de 25mm x 5
mm), de manera uniforme de forma que se disponga de una capa de 2
mg/cm? de producto.

e EIl film con muestra se coloca entre el haz de luz y la ventana de entrada
de éste en el detector de la celda de medida. En la ventana de la celda de
referencia se coloca un trozo del mismo film sin muestra, marcando la
linea de base de absorbancia para el espectro, que tipicamente tendria el

aspecto de la Figura 2.11.
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Figura 2.11. Espectro UV de absorcién de MG. Ensayo de medida de SPF

2.3.4.2. Fotoestabilidad

Para esta medida, se estudia el comportamiento de los filtros UV, bajo
unas condiciones que simulan el uso del producto, es decir, sometiéndolo a
radiacion solar. Para esto se utiliza el simulador solar, descrito en el apartado

2.2.4 de este trabajo, de la siguiente forma:

Se preparan las muestras que contienen monoglicérido del acido p-
metoxicinamico colocando el film sobre un portaobjetos, para facilitar su manejo
y situarlos bajo la radiacién de la lampara HQI-R 250W. Las muestras se irradian
durante 19 horas, retirAndose a tiempos determinados. Posteriormente, son
analizadas en el espectrofotometro para determinarse su actividad como filtro
UV, que se expresa en términos de SPF, tal como se describe en el apartado
2.3.3.1. En la Figura 2.12 se muestra un ejemplo de la evolucién de la
absorbancia en el ultravioleta, es decir, la fotodegradacion que sufre una
muestra de monoéster por efecto de la radiacion solar simulada a lo largo del

tiempo.
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Figura 2.12. Ejemplo de ensayo de fotodegradacién de una muestra de reacciéon de
esterificacién de metoxicinamico y glicerina (Xy=0,9; Cs/Cy=9/1)

2.3.4.3. Hidrofobicidad

Otra caracteristica importante a tener en cuenta en un filtro UV para
aplicacion en cremas solares, es su hidrofobicidad/hidrofilicidad. A efectos
comparativos, se determina el coeficiente de reparto octanol/agua (Kow 6 Pow) del
MG producto de la esterificacion de acido p-metoxicinamico y glicerina, que se
define como la relacion de las concentraciones de la sustancia problema en una
mezcla bifasica formada por dos disolventes inmiscibles en equilibrio: n-octanol y

agua.

En este trabajo, se ha aplicado la técnica cromatografica CLAR
(cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC en fase reversa), valido para
valores de log Pow entre 0 y 6 y que determina el coeficiente de reparto en
funcién del tiempo de retencion del compuesto estudiado, al pasar por una
columna C-18 (que, como se explica en los aparados 2.2.2 y 2.3.2.1 separa
componentes de una mezcla segun su polaridad) (Ladero y col., 2011). Este
coeficiente es funcidén del factor de capacidad k, propio del equipo, que viene

dado por la expresion [2.9].
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[2.9]

donde tg; es el tiempo de retencion de la sustancia i y t, es el tiempo
muerto (tiempo medio que necesita el disolvente para recorrer la columna. Se
debe obtener, en primer lugar, una recta de calibrado de la forma log Pow frente
a ki de entre 5 y 10 sustancias patron, con coeficientes de reparto bien
conocidos, preferentemente en el intervalo 0 - 6. Los compuestos elegidos se
recogen en la Tabla 2.5 y la recta de calibrado obtenida se presenta en la Figura
2.13.

Tabla 2.5. Coeficiente de reparto de compuestos de referencia/calibrado de método CLAR

Compuestos Log P, (tedrico) Referencias
1,4-benzoquinona 0,2 (Ladero y col., 2006)
Anilina 0,9
Dimetilaminopiridina 1,3
Fenol 1,5
2 nitrofenol 1.8
(OECD, 1989)
benzoico 1,9
cinamico 2,1
Tolueno 2,7
Naftaleno 3,6
OMC 6 (Straub, 2002; Teng y col., 2007; Hasan y col.,
2009), (Straub, 2002)
Metoxicinamico 1,8 (Human Metabolome project., 2012)
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Figura 2.13. Calibrado para la obtencién del coeficiente de reparto log Pow

Para la preparacion de las muestras, se han utilizado viales de HPLC en
los cuales se introduce 1 mg de cada compuesto referencia, 750 uL de metanol,
250 pL de agua acida (0,5 g/L). De igual forma, se preparan viales con el
producto problema (MG)

El eluyente utilizado es una mezcla metanol-agua en una relaciéon 3/1 vlv,
fluyendo en isocratico a un caudal de 1 mL/min. La temperatura de la columna es
de 308 + 2 K. Es importante que los compuestos problema y de referencia sean
solubles en la fase movil en concentraciones adecuadas para permitir su
deteccion. El valor del pH es fundamental, debe situarse en el intervalo de pH de

funcionamiento de la columna (entre 2 y 8).

2.3.5. Caracterizacion del soporte de la enzima inmovilizada

2.3.5.1. Superficie especifica BET

El método BET (Brunauer, Emmett y Teller) se introdujo en 1938 y es el
mas comun para la determinacion de la superficie especifica. El area BET se
calcula partiendo de la teoria de adsorcion en multicapa. Este método se basa
en el supuesto de que una primera capa de moléculas se adsorben sobre la

superficie (interacciones adsorbente-adsorbato) mientras que las capas
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subsiguientes de moléculas adsorbidas solo sufriran interacciones adsorbato -

adsorbato (condensacion).

La ecuacion BET genera una expresion lineal, como se presenta en la

ecuacion [2.10].

i E o) L [2.10]
VA(PO_PS) VmC VmC I:)o

Se elige un intervalo de presiones relativas (generalmente 0,05 — 0,2) para
aplicar la funcion BET a partir de los datos de la isoterma que proporciona el
aparato de medida (Va vs. Ps). Operando con los resultados del ajuste lineal de
la ecuacioén [2.10], se determina el volumen de la monocapa (Vu), que permite el
calculo de la superficie especifica BET, aplicando la expresion [2.11].

V,*N,*A,

v [2.11]

SBET =

2.3.5.2. Distribucion de tamafio de poro (BJH)

Una isoterma completa de adsorcion y desorcion de nitrégeno puede
también utilizarse para el calculo de la distribucion de tamafios de poro de un
material sélido poroso. ElI método utilizado se basa en la ecuacion de Kelvin
para, haciendo uso del area de las paredes del poro, correlacionar la presiéon
relativa de nitrégeno en equilibrio con el sdélido poroso con el tamafio de poros,

suponiendo estos cilindricos.

Los mesoporos se van llenando progresivamente con adsorbato por un
proceso de condensacion capilar. Sucesivas capas de moléculas van
condensando a medida que aumenta el tamafio del poro, hasta que todos los
mesoporos y macroporos estén llenos de adsorbato liquido, momento en el que

Ps/Po alcanza la unidad. A lo largo de la isoterma de desorcion, el volumen
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desorbido de la muestra a diferentes valores decrecientes de presiones relativas

se transforma en voliumenes equivalentes de liquido.

La ecuacion de Kelvin se utiliza para calcular el radio de la molécula

liquida en el capilar, como describe la ecuacion [2.12]:

RT,, In15 = 2y Y [2.12]
PO RK

Sustituyendo los valores de las diferentes constantes y resolviendo la

ecuacion [2.12] para Rk, se obtiene la ecuacion [2.13].

0 P
R, (A)= 4,14*Iong [2.13]
0
El espesor de la pelicula de nitrdgeno adsorbido en las paredes del poro a
una presion relativa dada, se calcula con la ecuacion modificada de Halsey
(Ecuacion [2.14]).

1/3

t(A)=354% > [2.14]

P
2,30*log—%
Ip

S

El valor final de radio de poro, Rp, se determina por adicién del espesor de

capa, t, al valor de radio Kelvin, Rk.
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2.4. METODOS DE AJUSTE MATEMATICO

En este apartado se describen los métodos matematicos aplicados a lo
largo del presente trabajo. Todos los programas de calculo empleados se han

desarrollado empleando el software Aspen Custom Modeler.

Para realizar el calculo de los parametros de los modelos cinéticos
propuestos, se ha utlizado el método integral (integrando las ecuaciones
diferenciales), debido a que los datos obtenidos en la experimentacion realizada
son integrales (cambio de las concentraciones con el tiempo) y al considerable
error que se introduce en el calculo si se emplea el método diferencial con este

tipo de datos (Garcia-Ochoa y col., 1992).

La integracion de las ecuaciones diferenciales que componen los modelos
cinéticos ha sido llevada a cabo numéricamente, siendo el método numeérico de
integracion empleado el algoritmo de Runge-Kutta de cuarto orden incluido
dentro del software Aspen Custom Modeler, segun se explica en el diagrama de
flujo de la Figura 2.14. El ajuste a los datos experimentales con determinadas
ecuaciones, mediante técnicas de regresion, ha sido empleado tanto en la
obtencion de las ecuaciones de calibrado como en la obtencion de los

parametros cinéticos en los modelos propuestos en la presente Memoria.

El criterio de optimizacion empleado en este caso ha sido el de los
minimos cuadrados, expresado por la ecuacion [2.15]. En los casos en que se ha
empleado este tipo de regresion, para describir la bondad del ajuste se ha

utilizado el coeficiente de regresion, r:

i (yexp ~ Yeeor )2 —— minimo
- [2.15]

El ajuste a los datos experimentales para obtener los parametros cinéticos
de los modelos cinéticos planteados se ha llevado a cabo mediante regresion no
lineal; para ello, se ha empleado el algoritmo de Marquardt-Levenberg

(Marquardt 1963). Como todos los modelos cinéticos propuestos incluyen varias
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reacciones simples, se ha de utilizar una regresion no lineal multiple, con varias
respuestas o0 ecuaciones diferenciales, una para cada compuesto clave
implicado en cada red de reacciones (asi, cada concentracién es una variable
dependiente), con el tiempo como variable independiente. El algoritmo de
regresion, en este caso, minimiza también la suma de los residuos al cuadrado
de cada especie (ecuacion [2.15]). De esta forma, se hace necesario igualar los
residuos de los diferentes componentes en multiple respuesta, en caso de que
los valores de unos componentes respecto a otros presenten diferencias
significativas en 6rdenes de magnitud, para ello se “pesan los residuos”, para
gue todos los valores presenten la misma significacion en el criterio de regresion,

empleando un factor de pesada (w).

El proceso de discriminacion entre modelos cinéticos lleva al modelo que
mejor se ajusta a los resultados experimentales a través de varias etapas. En
primer lugar, se ha realizado el ajuste de los modelos a los datos experimentales
a temperatura constante (es decir, experimento a experimento). Posteriormente,
los parametros obtenidos para cada temperatura se han utilizado para obtener
valores iniciales de los factores preexponenciales y de las energias de
activacion, utilizando la forma linealizada de la ecuacion de Arrhenius. El dltimo
paso ha consistido en ajustar los modelos cinéticos a todos los datos
experimentales a la vez, con la temperatura como variable independiente
incluida en las ecuaciones diferenciales a través de ecuaciones tipo Arrhenius
para cada constante cinética. En cada etapa de discriminacion, se han
considerado varios criterios fisicos y estadisticos para seleccionar el modelo méas
representativo, el que se ajuste mejor a los datos experimentales. Estos criterios

se enumeran a continuacion:

A) Criterios Estadisticos:

- Suma de residuos al Cuadrado: Cuanto menor sea el valor de este

parametro, mejor sera el ajuste de los datos experimentales al correspondiente

modelo, como se expresa en la siguiente ecuacion:
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2

SRC, = i(yexp - yteo) — minimo [2.16]
i=1

- Intervalo de error para cada pardmetro: se calcula a partir de datos

tabulados y obtenidos a traves del parametro t de Student (ts) y no debe incluir el

valor cero.

- F de Fisher al 95% de confianza (Fes%): para comprobar la bondad del

ajuste de cada modelo. Cuanto mayor sea el valor del mencionado parametro
Fos%, mejor sera el ajuste y mas representativo el modelo. Este parametro esta

definido de acuerdo a la siguiente ecuacion:

i Yoo | K
N
Z (yexp Yteor ) (N K )

n=1

Fys = [2.17]

- Criterio de informacion de Akaike corregido (AICc): los criterios de

informacion sirven para seleccionar el modelo estadisticamente mas
representativo para una muestra o0 conjunto de datos a los que ajustar los
modelos matematicos propuestos. El criterio de Akaike (AIC) esta disefiado para
penalizar la sobreparametrizacion, al igual que el criterio anterior, la F de Fisher
al 95% de confianza. La correccion (AICc), segun se muestra en la Ecuacion
[2.19], es adecuada para una relacidbn de nimero de datos (N) a nimero de
parametros del modelo (K) inferior a 40 (Ladero y col., 2011).

Alce= aic s 2CKHY) (SQ j+2 K 4 2K (K +1) [2.18]
N_K-1 N N_K-1

El siguiente paso es comprobar la posible influencia de la temperatura

sobre los parametros estimados, aplicando los siguientes criterios:
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B) Criterios Fisicos:

- Energias de activacion de las constantes cinéticas: han de ser siempre

positivas y estar dentro de un intervalo razonable de valores, teniendo en cuenta
gue se refieren a reacciones quimicas y que, por tanto, han de ser mayores de

20 kJ/mol y no superiores a 200-300 kJ/mol.

Cuando se aplica el método de las velocidades de produccién, las

ecuaciones equivalentes son las siguientes:

Ry=2v™, [2.19]

dC.
—LR = I . f(C

cj=2vij-ri-jf(ck), i=1,NR
0 [2.21]

todas ellas para j = 1,NC, y siendo R; la velocidad de produccion del
compuesto |, vj el coeficiente estequiomeétrico del compuesto j en la reaccion i, r;

la velocidad de la reaccion i, C;j la concentracion del compuesto j, y t el tiempo.
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modelos cinéticos propuestos a los datos experimentales
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3. ESTERIFICACION de GLICERINA y ACIDO BENZOICO
con LIPASA B de CANDIDA ANTARCTICA LIBRE

De forma general, las reacciones de formacion de ésteres son catalizadas
por bases (preferentemente en reacciones de transesterificacion e
interesterificacion) o por &cidos (lo comun en reacciones de esterificacion). Estas
reacciones también son catalizadas por lipasas, enzimas que son catalizadores
especialmente interesantes para este tipo de reacciones debido a su elevada
actividad y selectividad en condiciones de operacion moderadas. Por esta razon,
tienen aplicacion en campos muy variados, especialmente si se trata de
productos termosensibles o0 que se pretendan comercializar como “ingredientes
naturales”. Se han empleado enzimas de distintos origenes con resultados muy
prometedores. El derivado industrial comercial inmovilizado de la lipasa B de
Candida antarctica (CALB), llamado Novozym® 435 y producido por la empresa
Novozymes (Yahya y col., 1998), es el preparado industrial mas utilizado hasta la

fecha.

La reaccién objeto de este estudio es la produccién de monobenzoato de
glicerol (BG) en posiciones 1 o 3 (0 posiciones a). Este monoglicérido tiene
aplicaciones como plastificante (Shigeru, 2003), o en la industria farmacéutica
para la sintesis de B-bloqueantes o factores activadores de plaquetas (PAFs),
(S)-carnitina y acido y-amino-13-hidroxibutirico (GABOB). ElI método tradicional
de sintesis de un monoglicérido es un proceso quimico con varias etapas,
necesitdndose la proteccion del grupo B-hidroxilo (Yodo y col., 1988; Batovska y

col., 2005) como se muestra en las Figuras 3.1y 3.2.
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Figura 3.1. Sintesis del acetdnido a partir de solketal y cloruro de benzoilo en medio
organico.
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Figura 3.2. Desproteccion de los grupos inicialmente bloqueados del aceténido para
formar el a-monoglicérido.

Los métodos enzimaticos ofrecen la posibilidad de un proceso en un Unico
paso (ver Figura 3.3) con la opcidon de controlar la enantioselectividad si es
necesario (Kato y col., 1999, 2000; Xu y col., 2001).

HO\)Ol/OH OJ\ \)\/
Llpasa

Figura 3.3. Sintesis de un a-monoglicérido por biocatélisis con lipasas

La sintesis del a-monobenzoato de glicerina (BG) es posible, tanto a
escala de laboratorio como semi-preparativa, por diversos métodos tales como la
esterificacion de anhidrido benzoico y glicerina (Xu y col., 2001), la
transesterificacion de dicho anhidrido con vinilbenzoato (Kato y col., 1999, 2000)
en 1,4-dioxano, una transesterificacion similar con metilbenzoato en 2-metil-1-
propanol (Ceni y col., 2009) o bien esta ultima reaccion usando como disolvente

n-butano a media presion (Ceniy col., 2010).
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Aunque la catalisis enzimatica utilizando disolventes organicos comunes
ha sido muy estudiada, existen complicaciones en el cambio de escala de alguno
de estos procesos, debido a las grandes cantidades de disolvente que es
necesario utilizar y que dificultan la viabilidad econdmica, debido al elevado
gasto energético en las etapas de recuperacion de disolvente. Se ha planteado
como solucion la utilizacién de fluidos supercriticos o de liquidos i6nicos o HFCs
(Ghanem, 2007), especialmente si el producto va a tener aplicacion en la
industria alimentaria. En este contexto, los sistemas libres de disolvente surgen
como una alternativa interesante tanto desde el punto de vista econémico como
medioambiental. Muchos de estos sistemas son multifasicos, bien por la limitada
solubilidad de los componentes de la mezcla, bien por la presencia de un
catalizador sdélido. Sin embargo, la presencia de varias fases no tiene que
suponer, en principio, la existencia de limitaciones difusionales, es decir, una
desventaja desde el punto de vista cinético (Kim y col., 1991; Selmi y col., 1997).
Ademas, se ha comprobado también que la glicerina, como otros compuestos
higroscopicos, es un estabilizante enzimético, lo cual le da ain mas valor a este
compuesto como disolvente para la sintesis de a-monobenzoato de glicerol
(Kobayashi y col., 2008).

La hidrdlisis enzimatica con lipasas se ha estudiado en profundidad. Sin
embargo, la cinética de las reacciones de esterificacion y transesterificacion
catalizadas por enzimas ha despertado interés solo en la Ultima década. Se han
publicado varios trabajos alrededor de la cinética de estas reacciones
catalizadas por lipasas entre glicerol y acidos aromaticos, sobretodo en medio
organico. Algunos autores explican la cinética de la sintesis de metil- y butil-
benzoatos con lipasa de Candida rugosa siguiendo un mecanismo secuencial
“ping-pong bi-bi” con inhibicién total por parte del alcohol (Leszczak y col., 1998).
La correccion de esta suposicion se comprobd en la sintesis sin disolvente de
diacilgliceroles de acido ferulico catalizada por la lipasa B de Candida antarctica
inmovilizada, Novozym® 435 (Sun y col., 2009). También se observo inhibicion
en la esterificacion de acido butirico y alcohol isoamilico, suponiendo que la
naturaleza de ambos sustratos (ambos de cadena corta) contribuye a la
formacion de un complejo intermedio enzima-sustrato inactivo (Hari Krishna y

col.,, 2001). También se ha planteado un mecanismo “ping-pong bi-bi” con
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inhibicion por ambos sustratos en la sintesis de acetato de citronelol en tolueno

catalizada por Novozym® 435 (Yadav y col., 2010).

Un aspecto de vital importancia para la aplicacion industrial de lipasas
como catalizadores es su posible desactivacion. En la literatura hay algunos
ejemplos de reacciones catalizadas por lipasas donde se ha observado
desactivacion por efecto del acido (Hari Krishna y col., 2001) o de la temperatura
(Yadav y col., 2008). ElI mecanismo “ping-pong bi-bi” con inhibicion total por
sustrato se considera de nuevo como el mecanismo cinético mas adecuado para
la transesterificacion de hidrazina y fenilbenzoato. En cualquier caso, se ha
detectado la desactivacion de la Novozym® 435 tanto por la hidrazina reactivo
como por el fenol producto; estando sus concentraciones reflejadas en los
modelos de desactivacion de dos reacciones de primer orden en serie (Yadav y
col., 2010). Este mismo catalizador se ha utilizado para la epoxidacion de
estireno. En este caso, la desactivacion se explica como el resultado de tres
contribuciones en paralelo debido al peréxido de hidrogeno, al acido perlaurico y
a la temperatura, todos ellos procesos con cinética de primer orden (Yadav y
col., 2006). Se han hecho las mismas observaciones para la peroxidasa de
rabano, donde la desactivacion es el resultado de la combinacion de dos
factores, el peroxido de hidrogeno y el dodecilsulfato de sodio o SDS (Nazari y
col., 2005).

En este capitulo se realiza un estudio previo para seleccionar la lipasa
industrial de mayor actividad para la esterificacion que conduce al producto de
interés, delimitando las condiciones de trabajo en lo que respecta a la
temperatura de reaccion (entre 50 y 70 °C) y a la concentracion de acido
benzoico en el glicerol, que actia a la vez de reactivo y disolvente
(concentraciones entre 20 y 60 g/L). A continuacion, se llevaron a cabo varios
experimentos para observar si existia inhibicibn por sustrato y productos y
determinar la estabilidad térmica y quimica de la enzima seleccionada.
Posteriormente se ha realizado un estudio cinético dentro de estos limites,
obteniendo datos que permitieran discriminar entre varios modelos cinéticos
propuestos, algunos de los cuales incluyen la desactivacién de la enzima durante
la esterificacion de glicerol y acido benzoico. De esta forma, se ha seleccionado

el modelo cinético que mejor se ajusta a los datos experimentales.
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3.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

Como primer paso para el estudio cinético del sistema, se han
desarrollado una serie de experimentos con el objetivo de conocer las

condiciones mas apropiadas de operacion. Estas etapas son las siguientes:

e Seleccion del catalizador.

e Determinacion del intervalo de concentracion y de temperatura.
e Estudio de las limitaciones al transporte de materia.

e Consideracion de la posible inhibicion de la enzima.

e Estudio de la desactivaciéon de la enzima.

3.1.1. Comparacion de diferentes enzimas

Se han probado lipasas de diferentes origenes para seleccionar las
enzimas mas apropiadas considerando su actividad para obtener el producto
deseado. Se ha probado la lipasa de Candida rugosa liofilizada (AY30), la de
Thermomyces lanuginosus y la lipasa B de Candida antarctica, esta ultima como
una solucion estabilizada en glicerina comercializada por Novozymes y que

responde al nombre de Lypozyme CALB-L.

En primer lugar, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
2.3.2.2, se ha evaluado la actividad hidrolitica de cada enzima en unidades
internacionales (Ul) en la hidrélisis del sustrato sintético p-nitrofenilbutirato
(PNPB), obteniéndose los resultados que se recogen en la Figura 3.4. Como se
puede observar, en todos los casos tiene lugar la reaccién quimica, liberandose
p-nitrofenol al medio, de manera que se puede afirmar que todas las lipasas son
activas para la reaccion de hidrolisis de PNPB. Sin embargo, cuando se
comprueba su actividad en la sintesis de a-monoglicérido del &cido benzoico,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.3.1, se comprueba un
comportamiento muy distinto. En todos los casos, la actividad sintética resulta
inferior, pudiéndose afirmar, como se explica en la Tabla 3.1, que sélo CALBL
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presenta una actividad considerable. La velocidad de aparicion del monoglicérido
es demasiado pequefia en los otros dos casos, de manera que se descartan
estas enzimas como posibles biocatalizadores para el proceso que se describe
en esta Memoria. Esta diferencia entre actividad en hidrélisis y en esterificacion
se podria deber a la diferente capacidad de las enzimas para interaccionar con
agua y con polialcoholes como la glicerina. A partir de este punto, el trabajo se
centra en la actividad sintética que presenta la enzima libore B de Candida

antarctica.

Ademas, e independientemente de la lipasa utilizada, solamente se
producen monoglicéridos de acido benzoico y glicerina, sin aparecer picos a
tiempos elevados en el cromatograma que puedan pertenecer a diésteres o

triésteres de glicerol y acido benzoico.

@
?

D
?

Ul (umol PNP/min-gE)
8 &

CALBL  AY30  TLL
Enzyme

Figura 3.4. Actividad hidrolitica de varias lipasas en estado libre.
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Tabla 3.1. Actividades hidrolitica (de p-NPB) y sintética (Esterificacion de acido benzoico y
glicerina con enzimas comerciales).

S Actividad hidrolitica especifica [Actividad sintética especifica]
(mmol pNP/min-gg) (wmol BG/ min-gg)
CALBL 85,27 0,11
C. rugosa AY30 32,76 4,46-10°
TLL 44,16 2,23:10°

3.1.2. Intervalo de condiciones de operacion

Se ha acotado el campo experimental atendiendo a dos aspectos: la
solubilidad del &cido benzoico en glicerina pura y la temperatura. Se ha seguido
el procedimiento explicado en el punto 2.3.1.

Como se puede observar en la Figura 3.5, la cantidad de acido benzoico
gue puede disolverse en glicerina pura es limitada. La temperatura es un factor
que favorece la disolucién, de manera que cuanto mayor es la temperatura,
mayor es la cantidad disponible de sustrato para la esterificacion en un medio
homogéneo. En este caso, la solubilidad aumenté de forma exponencial con la
temperatura. Segun esta observacion, la temperatura de operacién ha de ser lo
mas alta posible para optimizar el proceso. Sin embargo, una temperatura muy
elevada desactiva al biocatalizador, siendo este punto determinante para fijar el
intervalo de trabajo. En consecuencia con lo anterior, se propuso un limite
inferior de 50°C y un limite superior de 70°C, y concentraciones de 20 a 60 g/L

de acido que garantizan la homogeneidad de la mezcla.
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Figura 3.5. Curva de solubilidad de acido benzoico en glicerina pura

Una vez se conocieron las condiciones en las que el acido benzoico es
soluble en glicerina, se estudiaron las posibles limitaciones al transporte de
materia. Utilizando la instalacion descrita en el punto 2.2.1, se vario la velocidad
de agitacion entre 0 y 500 r.p.m. para comprobar la existencia 0 no de
resistencia al transporte externo. Como se puede observar en la Figura 3.6, las
posibles limitaciones al transporte externo no son significativas a partir de 120
r.p.m. Se eligié, por tanto, una velocidad de agitacibn moderada de 250 r.p.m.
para minimizar la mezcla con el oxigeno atmosférico y reducir asi la oxidacion
del acido y de sus ésteres. Con esta serie de experimentos, ademas, se puede

comprobar la reproducibilidad de los resultados.
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Figura 3.6. Efecto de la velocidad de agitacion sobre la evolucion de la conversion de
monoglicérido. Cg (=30 g/L; T=60°C; C=3000 mg/L

3.1.3. Estudios de inhibicién y desactivacion

Dado el complejo mecanismo catalitico de una enzima, es bien conocido
el efecto activador o inhibidor que puede ejercer sobre su actividad la presencia
de reactivos o productos en el medio de reaccién. Por esta razdn, se han

realizado una serie de experimentos para comprobar los siguientes efectos:
¢ Inhibicién/activacion por productos (BG y agua)
¢ Inhibicién/activacion por reactivos (acido benzoico)
No se prueba el efecto inhibidor/activador del segundo reactivo de

esterificacion, el glicerol, ya que, siendo a su vez el medio de reaccion, se

encontrara siempre en un gran exceso respecto a las demas especies.

Inhibicion por productos

La inhibicién por productos se ha estudiado llevando a cabo la reaccion
catalizada por la enzima en presencia de una concentracion determinada de
alguno de los productos de reaccion desde tiempo cero. Los experimentos se

han realizado siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.3.1,
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afiadiendo cada uno de los productos por separado en concentraciones entre 0 y
50 g/L, temperatura de 60°C y 3000 mg/L de CALBL.

En la Figura 3.7 se muestra el efecto de afiadir a tiempo cero de reaccion
concentraciones crecientes del éster, mientras que la Figura 3.8 refleja los
resultados obtenidos en experimentos en los que se afiadia agua al comienzo de
cada uno de ellos. En ambas figuras se observa que la esterificacion de acido
benzoico con glicerina catalizada por CALBL avanza de la misma manera en
todos los experimentos, independientemente de las concentraciones iniciales de
productos. En todos los casos se alcanzan valores de conversion de alrededor
de 0,9 y no se observa desplazamiento del equilibrio hacia los reactivos, incluso
utilizando concentraciones iniciales muy elevadas de productos. Este nulo efecto
sobre la posicion de equilibrio es muy probable que se deba al gran exceso de
glicerina, cuya concentracion es 20 veces superior a la de acido benzoico, como

minimo.

Por tanto, se puede deducir que la lipasa no sufre inhibiciébn por ninguno
de los productos de reaccion a las concentraciones en las que éstos se
encuentran en el medio de reaccion. Ademas, no parecen existir fenémenos de

desactivacion inducidos por la presencia de monoéster o de agua.

Es de destacar especialmente el hecho de que, a diferencia de lo que
ocurre en las reacciones tradicionales de esterificacion en medio organico
catalizadas por lipasas, incluida la lipasa B de Candida antarctica (Yahya y col.,
1998), el agua no tiene un efecto perjudicial para la velocidad de produccién del
monoéster, incluso trabajando con valores de concentracion de hasta un orden
de magnitud superiores a las esperadas a conversiéon completa del acido. En la
literatura se encuentran referencias donde se han probado con cierto éxito varias
técnicas para eliminar el agua, como la utilizacion de tamices moleculares o
sales higroscopicas como Na,SO, (Yahya y col., 1998; Kato y col., 2000);
también se plantea la utilizacion de membranas de pervaporacion (Korkmaz y
col., 2009) como sistema efectivo para la obtencién de mayores rendimientos en

reacciones de esterificacion y transesterificacion.

Sin embargo, en ausencia de disolventes organicos, el glicerol, que es el

componente mayoritario del medio de reaccidbn en este trabajo, favorece la
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migracion del agua de las inmediaciones del centro activo de la enzima, donde
tiene lugar la reaccion quimica, hacia el seno del fluido, debido a la notoria
hidrofilicidad e higroscopia del polialcohol. Asi, al disminuir la concentracién local
de agua cerca del centro activo, se puede estar evitando la reaccion inversa de
hidrolisis del monoéster, manteniendo la hidratacion necesaria para su actividad
catalitica. En disolventes organicos hidrofobicos es facil deducir que el agua se
va a acumular cerca del centro activo, en torno a aminoécidos polares. Esta
acumulaciéon de agua cerca de la zona de reaccion, en cambio, favoreceria la
reaccion inversa de hidrolisis y reduciria la productividad al éster, modificando la

posicion de equilibrio en contra de la produccion del mismo.

Por otro lado, si se atiende a la velocidad inicial de reaccién, se observa
gue ésta es menor cuanto mayor es la concentracion de agua. Este fenbmeno
tiene lugar por causa de la solubilidad del acido, ya que cuanto mas hidrofilico es
el medio, menor es dicha solubilidad. La cantidad real de acido en disolucion,
gue es la susceptible de reaccionar, es menor y, por lo tanto, también la
velocidad de esterificacion. Cuando la reaccion ha transcurrido disminuyendo la
concentracion de acido por debajo del limite de solubilidad hasta volver a
condiciones homogéneas, la velocidad se ve incrementada por los efectos
favorables del agua tanto sobre el equilibrio, como se ha comentado antes, como
sobre el transporte de materia, en el caso de utilizar enzimas inmovilizadas.
Ademas, hay que considerar que el limite de solubilidad se podria modificar
segun varie la composicion del medio al transcurrir la reaccion, ya que este se
enriqguece en agua y en el monoglicérido. La primera reduce la solubilidad del

acido, mientras que el segundo la mejora.

A la vista de estos resultados, para este sistema, en las condiciones
experimentales elegidas, no es necesaria la implementacion de ninguna técnica
para eliminar agua del medio de reaccidén o controlar su actividad, lo que facilita
significativamente el disefio de la instalacion y el propio desarrollo de los
experimentos. Ademas, con estos resultados, se ha comprobado que los datos

obtenidos son muy repetitivos.
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Figura 3.7. Conversién de BG en funcidn del tiempo de reaccidn a distintas
concentraciones iniciales de éster. Condiciones: T=60°C; Cg c=30 g/L y C=3000 mg/L
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Figura 3.8. Conversién de BG en funcidn del tiempo de reaccidn a distintas
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Figura 3.9. Velocidad inicial de reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina
frente a concentracion inicial de agua en el medio de reaccion.

Condiciones: T=60°C; Cg (=30 g/L y Cg=3000 mg/L.

Inhibicion por reactivos y desactivaciéon de la enzima

Asimismo, se ha estudiado el efecto de distintas concentraciones de acido
benzoico en la velocidad de reaccion, en un intervalo de concentraciones entre
20 y 60 g/L, trabajando a una temperatura de 60 °C y con una concentracion de
biocatalizador de 3000 mg/L de CALBL.

La Figura 3.10 muestra los resultados de conversion de acido benzoico a
diferentes tiempos de reaccién para experimentos a 50 y 70 °C, con 20 y 60 g/L
de concentracion inicial de &cido benzoico. Se aprecia la mayor velocidad inicial
en los experimentos a mayor temperatura, asi como una mayor diferencia entre
concentraciones segun la temperatura es mayor, indicando un efecto de
inhibicidon o desactivacién que es mas acusado cuanto mayor es la temperatura.
En la Figura 3.11 se puede observar que, a una misma temperatura, una mayor
concentracion de reactivo favorece la velocidad inicial de reaccion y que este
efecto se ve potenciado a temperaturas mayores; ambos efectos son coherentes
con la cinética de una reaccion quimica. Sin embargo, por encima de 55 °C, se
observa que la velocidad inicial de reaccién especifica pasa por un maximo de

concentracion de acido a partir del cual empieza a disminuir, tanto mas
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acusadamente cuanto mayor es el valor de temperatura. Este comportamiento,
observado para todas las temperaturas, se puede explicar con una inhibicion por
sustrato como se ha propuesto en otros trabajos (Hari Krishna y col., 2001,
Yadav y col., 2008, 2010). Si esto fuese valido para el sistema objeto de este
estudio, el valor del maximo deberia ubicarse a una misma concentracion
independientemente del valor de temperatura. La forma parabodlica esperada
para la inhibiciébn por sustrato sélo es valida para temperaturas superiores a
55°C; ademas, los maximos de actividad tampoco responden a un valor
determinado de concentracion de acido benzoico, sino que se desplazan a
valores inferiores de concentracion para mayores valores de temperatura. Todos
estos son indicios que hacen pensar que la enzima no estéa siendo inhibida por el
acido reactivo de la esterificacion, sino que, mas bien, éste funciona como un

agente desactivante.

La temperatura parece ser un factor determinante para la estabilidad de la
CALBL y el hecho de que la diferencia en conversiones y en velocidades resulte
mas pronunciada a mayores concentraciones de acido benzoico significa que
existe una sinergia positiva 0 un efecto acumulativo que afecta la desactivacion
enzimatica, lo que implica a la temperatura de reaccion y a la concentracion de
acido. De esta forma, el efecto desactivante del acido benzoico es tanto mayor

cuanta mayor es la temperatura.

A la vista de estos resultados, independientemente que el fendmeno de la
desactivacion sea considerado en el estudio cinético de este sistema, la
temperatura tiene un limite superior para que sea viable su utilizacion como
catalizador de la esterificacion de acido benzoico y glicerina, determinado por la
estabilidad de la CALB. A primera vista, este limite no sobrepasaria los 60 °C
para las concentraciones de acido benzoico estudiadas, aunque este extremo se

comprueba en posteriores experimentos.
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Figura 3.10. Conversion de BG frente al tiempo para las reacciones extremas de
temperatura y concentracién estudiadas (Cg=3000 mg/L).
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3.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS CINETICOS

Teniendo en cuenta el intervalo de condiciones de operacién condicionado
por los resultados de los experimentos previos, es decir, que existe una
concentracion maxima de acido benzoico limitada por la solubilidad del acido y
una temperatura maxima debido a por la estabilidad de la lipasa, se ha fijado un
intervalo de condiciones de trabajo y, dentro de este intervalo, una programacion
experimental para determinar la cinética del proceso que se muestra en la Tabla
3.2.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en las
Tablas 3.3. a 3.6. En cada una de ellas se muestran los resultados de cuatro
experimentos realizados con distinta concentracion inicial de acido, de tal forma

gue cada tabla muestra los resultados conseguidos a una misma temperatura.
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Tabla 3.2. Condiciones de operacion de experimentos esterificacion de acido benzoico con

glicerina catalizada por CALBL (N=250 rpm; Cg=3000 mg/L)

Experimento T (°C) Cs,o (9/L)
L1 50 20
L2 50 30
L3 50 40
L4 50 60
L5 55 20
L6 55 30
L7 55 40
L8 55 60
L9 60 20
L10 60 30
L11 60 40
L12 60 60
L13 70 20
L14 70 30
L15 70 40
L16 70 60
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Tabla 3.3. Resultados de los experimentos L1 a L4 (T=50°C)

L1 20 g/L L2 30 g/L

t(h) Csc(M) X6 t(h) Cac (M) X
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,013 0,07 1,0 0,017 0,06
2,0 0,023 0,12 2,0 0,027 0,10
3,0 0,033 0,18 3,0 0,038 0,14
4,0 0,043 0,23 4,5 0,053 0,19
5,5 0,051 0,27 6,0 0,070 0,26
8,0 0,067 0,36 8,0 0,082 0,30
11,0 0,082 0,44 11,0 0,103 0,38
14,0 0,097 0,52 14,0 0,123 0,45
17,0 0,109 0,58 17,0 0,138 0,51
21,8 0,121 0,65 23,0 0,165 0,61
25,5 0,132 0,71 26,5 0,177 0,65
29,0 0,142 0,76 30,0 0,191 0,70
35,0 0,151 0,81 35,0 0,193 0,71
40,0 0,161 0,86 40,0 0,220 0,81
45,5 0,163 0,87 47,0 0,227 0,84
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Tabla 3.4. Resultados de los experimentos L1 a L4 (T=50°C) (continuacion)

L3 40 g/L L4 60 g/L
t (h) Css(M) X BG t (h) Cse (M) X Be
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,017 0,05 1,0 0,017 0,04
2,0 0,030 0,08 2,0 0,030 0,06
3,0 0,042 0,12 3,0 0,045 0,10
4,0 0,057 0,16 4,0 0,057 0,12
55 0,068 0,19 5,5 0,074 0,16
8,0 0,095 0,26 8,0 0,104 0,22
11,0 0,125 0,35 11,0 0,133 0,29
14,0 0,147 0,41 14,0 0,164 0,35
17,0 0,170 0,47 17,0 0,189 0,40
21,8 0,194 0,54 21,8 0,226 0,48
25,5 0,211 0,59 25,5 0,250 0,54
29,0 0,236 0,65 29,0 0,281 0,60
35,0 0,253 0,70 35,0 0,302 0,65
40,0 0,277 0,77 40,0 0,324 0,69
45,5 0,287 0,79 45,5 0,347 0,74
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Tabla 3.5. Resultados de los experimentos L5 a L8 (T=55°C)

L5 20 g/L L6 30 g/L

t(h) Csc(M) X6 t(h) Cac (M) X
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,018 0,10 1,0 0,019 0,07
2,0 0,032 0,17 2,0 0,034 0,12
3,0 0,039 0,22 3,0 0,048 0,18
4,5 0,050 0,27 4,5 0,065 0,24
6,0 0,059 0,33 6,0 0,081 0,30
8,0 0,072 0,40 8,0 0,090 0,33
11,0 0,086 0,47 11,0 0,118 0,44
14,0 0,099 0,55 14,0 0,138 0,51
17,0 0,109 0,60 17,0 0,148 0,55
22,0 0,123 0,68 23,0 0,176 0,65
26,0 0,137 0,75 26,5 0,194 0,72
30,0 0,138 0,76 30,0 0,195 0,72
35,0 0,146 0,81 35,0 0,207 0,77
40,0 0,149 0,82 40,0 0,213 0,79
45,0 0,155 0,86 47,0 0,221 0,82
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Tabla 3.6. Resultados de los experimentos L5 a L8 (T=55°C) (continuacion)

L7 40 g/L L8 60 g/L
t (h) Css(M) X BG t (h) Cse (M) X Be
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,021 0,06 1,0 0,022 0,04
2,0 0,037 0,10 2,0 0,039 0,08
3,0 0,047 0,13 3,0 0,052 0,10
45 0,064 0,18 45 0,068 0,13
6,0 0,075 0,21 6,0 0,082 0,16
8,0 0,098 0,28 8,0 0,097 0,19
11,0 0,119 0,34 11,0 0,118 0,23
14,0 0,141 0,40 14,0 0,137 0,26
17,0 0,160 0,45 17,0 0,153 0,29
22,0 0,171 0,49 22,0 0,158 0,30
26,0 0,196 0,56 26,0 0,182 0,35
30,0 0,207 0,59 30,0 0,196 0,38
35,0 0,229 0,65 35,0 0,200 0,38
40,0 0,241 0,68 40,0 0,206 0,40
45,0 0,249 0,71 45,0 0,215 0,41
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Tabla 3.7. Resultados de los experimentos L9 a L12 (T=60°C)

L9 20 g/L L10 30 g/L

t (h) Ces(M) X BG t (h) Cec (M) X se
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,017 0,10 1,0 0,024 0,09
2,1 0,032 0,19 2,0 0,041 0,15
3,0 0,038 0,23 3,0 0,055 0,21
4,1 0,049 0,30 4,5 0,071 0,27
5,0 0,055 0,33 6,0 0,089 0,33
8,0 0,078 0,47 8,0 0,102 0,38
11,0 0,092 0,55 11,0 0,124 0,46
14,0 0,105 0,63 14,0 0,146 0,55
17,0 0,114 0,69 17,0 0,159 0,60
21,5 0,120 0,72 23,0 0,182 0,68
24,5 0,127 0,76 26,5 0,190 0,71
29,5 0,136 0,81 30,0 0,197 0,74
35,0 0,137 0,82 35,0 0,207 0,77
40,0 0,139 0,83 40,0 0,210 0,79
45,0 0,140 0,84 47,0 0,210 0,79
51,0 0,142 0,85
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Tabla 3.8. Resultados de los experimentos L9 a L12 (T=60°C) (continuacién)

L11 40 g/L L12 60 g/L

t (h) Css(M) X BG t (h) Cse (M) X Be
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,024 0,07 1,0 0,023 0,05
2,1 0,039 0,12 2,0 0,038 0,08
3,0 0,051 0,15 3,0 0,054 0,11
41 0,064 0,19 4,0 0,061 0,12
5,0 0,073 0,22 5,5 0,071 0,14
8,0 0,098 0,30 8,0 0,082 0,16
11,0 0,119 0,36 11,0 0,089 0,18
14,0 0,141 0,43 14,0 0,095 0,19
17,0 0,160 0,48 17,0 0,100 0,20
21,5 0,177 0,54 21,8 0,105 0,21
24,5 0,193 0,58 25,5 0,112 0,23
29,5 0,213 0,64 29,0 0,119 0,24
35,0 0,219 0,66 35,0 0,123 0,25
40,0 0,231 0,70 40,0 0,128 0,26
45,0 0,230 0,69 45,5 0,133 0,27
51,0 0,236 0,72
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Tabla 3.9. Resultados de los experimentos L13 a L16 (T=70°C)

L13 20 g/L L14 30 g/L

t (h) Ces(M) X BG t (h) Cec (M) X se
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,026 0,15 1,0 0,037 0,13
2,1 0,038 0,22 2,0 0,060 0,22
3,0 0,048 0,28 3,0 0,070 0,26
41 0,056 0,32 45 0,081 0,29
5,0 0,061 0,35 6,0 0,089 0,32
8,0 0,086 0,50 8,0 0,100 0,36
11,0 0,098 0,57 11,0 0,109 0,40
14,0 0,107 0,62 14,0 0,116 0,42
17,0 0,111 0,65 17,0 0,123 0,45
21,5 0,117 0,68 23,0 0,126 0,46
24,5 0,122 0,71 26,5 0,130 0,47
29,5 0,125 0,73 30,0 0,131 0,48
35,0 0,127 0,74 35,0 0,135 0,49
40,0 0,128 0,74 40,0 0,138 0,50
45,0 0,129 0,75 47,0 0,140 0,51
51,0 0,129 0,75

96




Tabla 3.10. Resultados de los experimentos L13 a L16 (T=70°C) (continuacion)

L15 40 g/L L16 60 g/L

t (h) Css(M) X BG t (h) Cse (M) X Be
0,0 0,000 0,00 0,0 0,000 0,00
1,0 0,036 0,11 1,0 0,022 0,05
2,0 0,051 0,15 2,0 0,029 0,06
3,3 0,063 0,18 3,0 0,032 0,07
48 0,067 0,20 4,0 0,032 0,07
6,5 0,072 0,21 5,5 0,035 0,07
8,0 0,079 0,23 8,0 0,035 0,07
11,0 0,084 0,25 11,0 0,036 0,07
14,0 0,088 0,26 14,0 0,037 0,08
17,0 0,090 0,26 17,0 0,038 0,08
21,0 0,094 0,28 21,8 0,039 0,08
25,5 0,099 0,29 25,5 0,039 0,08
30,0 0,102 0,30 29,0 0,041 0,09
35,0 0,101 0,30 35,0 0,042 0,09
40,0 0,105 0,31 40,0 0,042 0,09
46,0 0,106 0,31 45,5 0,043 0,09
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3.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

3.3.1. Determinacién del modelo cinético

En este apartado se describe la determinacion de un modelo cinético
capaz de explicar los resultados experimentales reflejados en el apartado
anterior. Para ello, se han ajustado los diversos modelos propuestos a los datos
experimentales obtenidos, comparandolos y discriminando entre ellos segun

criterios fisicos y estadisticos, tal como se explico en el apartado 2.4.

Se han probado varios modelos cinéticos para describir los resultados
experimentales de la sintesis del monoglicérido a partir de acido benzoico y

glicerina en ausencia de otros disolventes organicos.

De forma general, se acepta como valido el mecanismo “ping-pong bi-bi”
para reacciones de esterificacion y transesterificacion catalizadas por lipasas
(Leszczak y col., 1998; Hari Krishna y col., 2001; Yadav y col., 2008; Sun y col.,
2009). Este mecanismo implica cuatro pasos secuenciales, como se

esquematiza en la Figura 3.6, que se pueden clasificar en dos etapas:

Acilacion: Formacién de un intermedio tetraédrico por interaccion del acido

y posterior liberacion de una molécula de agua.

Desacilacion: Incorporacion de la molécula de alcohol para generar un
segundo intermedio tetraédrico y posterior liberacion del monoéster con el

consecuente restablecimiento de la enzima a su estado original.

De forma general, el modelo al que da lugar el mecanismo “ping-pong bi-
bi”, sin inhibicidn por productos o sustratos, queda reflejado en la siguiente

ecuacion:

k,"*C, *C

r= alcohol

K acido ™ Cacigo T K

*
Cé\cido [31]
*Calcohol + C *C

&cido M ,alcohol acido alcohol

En el caso que nos ocupa, el alcohol se encuentra en un exceso muy
grande y su concentracion puede considerarse practicamente constante, de
forma que la ecuacion 3.1 se puede simplificar a la ecuacion 3.2. Esta ecuacion

se aproxima mucho a una expresion de tipo Michaelis-Menten y ha sido la
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ecuacion base para

considerados.

la propuesta de

*

los distintos modelos cinéticos

C-*C,
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* 1 *
KM ,acido Cécido * K1 * Célcido Calcohol
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* 1
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Ko™ Cacido K1
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Figura 3.12. Mecanismo de una reaccién de esterificacion

o transesterificacion catalizada por CALBL (Ottosson y col., 2001)
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A partir del modelo simple de Michaelis-Menten, se proponen una serie de
modelos descritos de forma esquematica en la Tabla 3.7, estando sus
ecuaciones recogidas en la Tabla 3.8. La desactivacion enzimatica queda
reflejada en los modelos 2 a 4 y es debida, como ya se ha comentado, a la
accion sinérgica de temperatura y de acido benzoico. Dicho fendmeno conduce a
una ecuacion (ver Ecuacion 3.6, en la Tabla 3.8) que contiene un término
puramente térmico, de primer orden, y otro de desactivacion quimica, de orden
mayor que uno respecto del acido benzoico. Con esta premisa se consideraron
tres posibilidades: desactivacion total, desactivacion parcial y desactivacion de

dos reacciones en serie.

Tabla 3.11. Esquemas de modelos propuestos para la esterificacién de acido benzoico y
glicerina en medio sin disolvente.

Modelo Descripcion Esquema de ecuaciones

Michaelis-Menten
1 _ L B+G—>MG+W
sin desactivacion

Michaelis-Menten con B+G —>MG+W

desactivacion total E—>E,

3 Michaelis-Menten con B+G —> MG+W
desactivacion parcial E_E
Michaelis-Menten con B+G > MG+W

4 desactivacion parcial en . .

dos reacciones en serie E->E->E
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A continuacion se describe de forma pormenorizada cada uno de los

modelos propuestos.
Modelo 1:

La ecuacion simplificada que se deduce del mecanismo “ping-pong bi-bi”
tiene la forma de la expresion de Michaelis-Menten (Ecuaciéon 3.2). Este modelo
se propuso como primera aproximacion, en condiciones en las que,
probablemente, no existe desactivacion, es decir, para temperaturas bajas, entre
50 y 60 °C, y para las menores concentraciones iniciales de acido benzoico: de
20a40g/L.

Modelo 2:

El modelo tipo Michaelis-Menten anterior explica la formacién del éster y
agua a partir de acido benzoico y glicerol; el modelo 2 incluye una segunda
funcidn que explica la desactivacion que sufre la lipasa por efecto de la accion de
la temperatura. Esta funcion se compone de dos términos: uno puramente
térmico de orden uno y otro de orden mayor que uno respecto a la concentraciéon
de acido benzoico que busca expresar matematicamente la sinergia observada

experimentalmente entre la temperatura y la concentracion de acido.

La desactivacion de la enzima se considera total, es decir, que la forma
enzimatica generada como consecuencia de la reaccion de desactivacion (Ep)
no presenta actividad catalitica ninguna. En estas circunstancias, la actividad
biocatalitica de la lipasa observada en el sistema seria determinada soélo por la
concentracion remanente de la forma enzimatica original (E), segun el esquema
gue se recoge en la Tabla 3.7 y las ecuaciones 3.5 y 3.6 presentadas en la Tabla
3.8.

Modelo 3:

Este modelo es analogo al anterior, con la diferencia de que se considera
gue la forma enzimatica producida por la reaccién de desactivacion mantiene

una cierta actividad residual (B), que se define segun la ecuacion 3.3.

b= e~ [3.3]

e
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La actividad a un tiempo determinado, por lo tanto, vendra dada por la
concentracion no desactivada de la forma enzimatica original sumada a la
actividad relativa de la forma parcialmente desactivada, como se explica en la

ecuacion 3.8, recogida en la Tabla 3.8.
Modelo 4:

Siguiendo la linea de razonamiento de los modelos anteriores, éste
propone representar la evolucién de las especies reaccionantes utilizando la
ecuacion de Michaelis-Menten, considerando la desactivacion como un proceso
de dos reacciones en serie que implica la formacién de una forma enzimatica
parcialmente activa, que es, a su vez, un intermedio para una segunda reaccion
gue la desactiva hacia otra forma con una actividad parcial distinta. Se considera
también la definicién de actividad residual (Ecuacion 3.3), para cada una de las

formas enzimaticas presentes en el sistema.

Algunos de los parametros que se utilizan en la determinacion del modelo
cinético pueden ser funcion de la temperatura. Si es éste el caso, se asume que
las constantes evolucionan segun la ecuacion 3.4, ecuacién que deriva de la de
Arrhenius. Esta ecuacion tiene la ventaja de llevar siempre a un valor positivo de
la constante al ajustarse a datos experimentales y, por otra parte, es mas
conveniente en regresiones no lineales por la menor diferencia de magnitud
entre los dos términos del exponente.

Eak
k =exp| Ink, ———
0 RT

[3.4]

Como se explica en el apartado 2.4, se ha aplicado el método integral,
ajustando, en primer lugar, cada modelo experimento a experimento evaluando
el sentido fisico y estadistico de cada modelo cinético y de las constantes
cinéticas del mismo. Después, se ha realizado un ajuste no lineal multiple de
todos los datos experimentales para obtener los resultados que se resumen en la
Tabla 3.8. Para su discriminacion, se han empleado criterios fisicos tradicionales
junto con criterios estadisticos representativos: error estandar, parametro F de
Fischer (Fgs), suma de residuos al cuadrado (SQR) y criterio de Akaike corregido
(AICc) (Ver Tabla 3.9).
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El ajuste de los Modelos 2 a 4 a los datos experimentales ha resultado
muy razonable. De hecho, el primer modelo, que no incluye desactivacion, es el
gue peor se ajusta, con mucho, a los datos experimentales, lo que se traduce en
el mayor valor de SQR, el menor valor del parametro de Fisher (aunque supera
con holgura el minimo necesario para este parametro considerando el numero
de datos y el niumero de constantes del modelo) y el mayor valor para el criterio
de Akaike (el menos negativo). Asi, desde el punto de vista estadistico, la
desactivacion es un fendmeno significativo, lo que también era evidente si se
consideraba la evolucion temporal de los compuestos implicados, en especial a

70 °C y a las mayores concentraciones iniciales de acido benzoico.

De acuerdo a los criterios estadisticos mencionados, el modelo cinético
gque se ajusta con bondad suficiente a los datos experimentales es el de
Michaelis-Menten con desactivacion parcial de la enzima (Modelo 3), que da
valores muy precisos de los parametros si se atiende a su intervalo de confianza
y también si se consideran los parametros estadisticos sobre la validez del
modelo. La suma de residuos al cuadrado con este modelo es baja, pero no la
menor. Sin embargo, el nimero de parametros que tiene es suficiente para que
se ajuste bien a los datos y los parametros asociados a la bondad del modelo
(Fos de Fisher, AICc de Akaike) presentan los mejores valores. El Modelo 3 se ha
ajustado a los datos experimentales de forma similar al Modelo 4, mas complejo,

pero incluyendo menos parametros.

Las Figuras 3.13 a 3.16 muestran el error del ajuste para todos los
modelos, para todos los experimentos realizados y en toda la extension de la
reaccion de esterificacion. Se puede observar que, progresivamente, al introducir
mas parametros que expliquen la dependencia de la cinética de la esterificacion
de glicerina y acido benzoico con la temperatura y la concentracion de los
reactivos, las discrepancias de los valores tedricos o predichos por el modelo
cinético van siendo cada vez menores. En todos los casos se puede comprobar
un error por defecto en la prediccidon de las concentraciones de monoglicérido a
tiempos iniciales y por exceso a tiempos largos de reaccion (Figura 3.14). El
modelo de Michaelis-Menten no resulta suficiente para reproducir la cinética de
este sistema. Al introducir el fendmeno de desactivacion total del catalizador, el

ajuste, en general, es mejor, aunque hay deficiencias en la prediccion de la
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concentracion del producto a tiempos largos, esta vez por defecto (Figura 3.15),
lo cual induce a pensar en la posibilidad de que esté teniendo lugar una

desactivacion parcial del catalizador.

En las Figuras 3.16 y 3.17, se puede comprobar que el modelo con
desactivacion parcial de la lipasa, tanto con una como con dos reacciones de
desactivacion en serie, representan bien los datos experimentales en toda la
extension de la reaccion y en todas las condiciones de concentracion y
temperatura. Incluso a tiempos cortos, donde los valores en términos absolutos
son mas pequefios y pesan menos en el ajuste matematico. Ocurre lo mismo en
el caso de las condiciones limite de concentracion inicial (60 g/L de acido
benzoico) y de temperatura (70°C). Como ya se ha comentado, el Modelo 3, que
tiene en cuenta la desactivacion enzimatica parcial con una reaccion de
desactivacion, se acepta como una solucion de compromiso entre la bondad del

ajuste y la complejidad matematica del modelo.

En cuanto a la desactivacion de la enzima, a diferencia de otros trabajos
de la literatura (Yao y col., 2002; Ladero y col., 2006; Yadav y col., 2010), no es
una reaccion de primer orden que culmina con una especie enzimatica
totalmente desactivada, pero concuerda con la intensa desactivacion causada
por elevadas concentraciones de &cido benzoico y, a su vez, el efecto
estabilizante del glicerol. Para todos los modelos probados, la constante del
denominador, K, resulta constante con la temperatura, probablemente debido a
gue el intervalo de temperatura estudiado no es lo suficientemente amplio como
para observar su efecto, demostrandose que, en estas condiciones, la afinidad
de la enzima por el sustrato permanece constante. Esta afinidad, visto el valor de
la constante de Michaelis-Menten, es baja. Ademas, los valores de energia de
activacion, E,, son similares a los encontrados en la literatura para reacciones

enzimaticas similares (Yadav y col., 2008).
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Tabla 3.12. Modelos cinéticos propuestos para el ajuste a los datos experimentales de la
reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina.

Parametros
Modelo Ecuaciones Cinéticas dependientes
de T (¥
. dCMB :_dCB _ k'CEO'CB 2] )
dt dt K+C '
B
dCMB :_dCB _ k-CE-CB
dt it K+Cyg [3-5]
2 K, Kq1, Kaz
dC
_E_ x c__-k c_c.b [3.6]
dt kdlcE kdzcE CB
dCMB :_dCB _ k-CE-CB
dt dt K +CB [3.7]
Ce+Cp K, Kai,
3 an -E E° [3.8] “
CEO kd21 B
dc dc_” [3.9]
E__"E _\ cC_-k, C.CP
dt dt di "E "d2 'E "B
dCMB :_dCB _ k-CE-CB
dt dt K +CB [3.10]
. :CE +CE-ﬁ1+CE -ﬂz
R CEO [3.11]
K, Ka1', Kaz',
4 ) dC _ _dCE . dc.” [3.12] Kar" Kaz",
dt dt dt B B2
dc.’ . [3.13]
T“kdl'CE Kdo CECB
dCE" ; [3.14]
Tz_kd Cg k4, CeCp
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Tabla 3.9. Modelos cinéticos propuestos para el ajuste a los datos experimentales de la

reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina.

Modelo Parametro Valor * error SOR Fos AICc
E.« (3/mol) 2,59-10* + 3,42.10°
1 INo -1,94 £ 1,26 7,52.10° | 3,50-10° | -8.26
K (M) 4,46-10" +9,93-10°°
Eax (J/mol) 3,31-10* + 1,81-10°
INko 8,83-10™ + 6,65-10™
K (M) 4,27-10" + 1,10-10°
b 3,27 +1,14-10™
2 1,38-10% | 1,09-10" | -9.54
Eaxar (J/mol) 7,67-10* + 4,59.10°
INka1,0 2,44-10" £ 1,66
Eaxdz (J/mol) 1,46-10° + 3,84-10°
INkaz.0 5,36-10" + 1,45
E. (3/mol) 4,55-10* + 1,76-10°
INo 5,46 + 6,46-10™
K (M) 4,27-10" + 2,53-10°®
b 3,09 £ 9,12.10%
Eaxa (J/mol) 7,61-10* £ 3,82.10°
3 8,32:10° | 1,40-10* | -9.78
INka1,0 2,43.10" + 1,37
E. a2 (J/mol) 1,34-10° + 3,29:10°
INkg2.0 4,92-10" + 1,22
Ea, (J/mol) -2,06:10° + 1,21-10*
Ing 0 -7,75-10" + 4,51
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Tabla 3.9. Modelos cinéticos propuestos para el ajuste alos datos experimentales de la

reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina. (continuacién)

Modelo Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
E.x (3/mol) 4,09-10* + 3,69-10°
INko 3,92+1,35
K (M) 4,26-10™ £ 2,34.10°
a 2,82 + 3,16-10™
b 3,12 + 2,36-10™
Eaar (J/mol) 3,50-10* + 1,35.10*
INkaz-0 1,04-10" + 4,91
Eaxdz (3/mol) 1,19-10° + 1,39-10*
4 INkgz' 0 4,42-10" £ 5,22 7,77-10° | 8,25-10° | -8.49

Ea,kdl” (J/mOl)

1,72-10°% + 1,08-10°

INka170

6,01-10° + 3,79-107°

Ea’kdgﬂ (J/mOl)

1,20-10° + 1,30-10*

INkg20 4,37-10'+ 4,73
Ea; (J/mol) -1,53:10" + 1,00-10*
Ing o -6,70 + 3,68
Eag (J/mol) -5,00-10° + 5,21-10"

INg2,0 -1,86-10% + 1,92:10"
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3.3.2. Validacién del modelo cinético

El ajuste del modelo 3 a los datos experimentales queda reflejado en las
Figuras 3.17 a 3.20. Se aprecia el excelente ajuste del modelo finalmente
seleccionado a los datos experimentales a todas las temperaturas y a todas las

concentraciones iniciales de acido benzoico estudiadas.

El modelo cinético elegido (modelo 3) puede utilizarse para simular la
actividad remanente de la enzima a un tiempo determinado para unas
condiciones dadas de concentracion inicial de acido y temperatura. Como se
observa en la Figuras 3.21 y 3.22, son notables las diferencias existentes entre
los valores medidos experimentalmente por medio del ensayo hidrolitico de las
muestras extraidas directamente del medio de reaccidén con los valores teoricos
predichos por el modelo. Esto se hace mas evidente en la temperatura de 70°C
(Figura 3.22), donde la desactivacion enzimatica es mas fuerte. La actividad
remanente determinada de forma experimental, presenta valores mayores. Una
posible razén es que la interaccion del centro activo resulte distinta por la
naturaleza de los diferentes compuestos involucrados, de manera que la
reaccion de hidrdlisis no se vea afectada de manera tan drastica como la
esterificacion por el cambio de estructura que tiene lugar al desactivarse la
enzima. Asi, la enzima no perderia la capacidad de interaccionar con el agua de
igual forma que la de interaccionar con la glicerina. Lo mismo podria aplicarse a
la union al éster de o-nitrofenol y acido butirico y al acido benzoico, al unirse la
enzima a dichos sustratos por el radical acilico o acido. De hecho, como se
observo previamente, al elegir un catalizador para este proceso (apartado 3.1.1),
las actividades hidrolitica y sintética son distintas y no proporcionales (Figura 3.1
y Tabla 3.1) (Teng y col., 2007; Hasan y col., 2009). Como en el caso del
“screening” de enzimas inicial, la actividad hidrolitica no puede relacionarse
directamente con la sintética, y s6lo puede tenerse en consideracion para

determinar que exista o no actividad lipasa, en términos puramente cualitativos.
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4. ESTERIFICACION DE GLICERINA CON ACIDO
BENZOICO CATALIZADA POR NOVOZYM® 435

En el capitulo 3 se ha estudiado la esterificacion de glicerina y acido
benzoico en medio libre de disolvente, y se ha comprobado, ademas, que se da
un importante fendmeno de desactivacion de la lipasa B de Candida antarctica
libre utilizada como catalizador, debido al efecto combinado de la temperatura y

la concentracion de acido.

Una de las herramientas mas comunmente utilizadas para solventar el
inconveniente de la pérdida de actividad de una enzima es su inmovilizacién.
Esta técnica persigue la fijacién del biocatalizador sobre un soporte sdlido, ya
sea por interacciones fisicas (tipo van der Waals) o por union covalente,
activando la superficie del soporte con los grupos funcionales adecuados
(aldehidos, acidos, aminas, etc.) para una inmovilizacion activa (Sheldon, 2007).
En general, las interacciones soporte-proteina favorecen que la estructura de la
enzima se mantenga, contribuyendo a darle estabilidad, bien por la fortaleza del
enlace entre el soporte y la enzima, bien por un numero considerable de
interacciones y enlaces entre ambos. En el primer caso, se tiende a utilizar
enlaces covalentes entre diferentes grupos funcionales, enlaces fuertes, dificiles
de romper, que transmiten la rigidez del soporte a la propia enzima o proteina.
En el segundo caso, un gran numero de enlaces transmite dicha rigidez
estructural, aun siendo cada interaccién en si relativamente débil y, en cualquier
caso, casi siempre reversible (interacciones dipolo-dipolo, carga-dipolo,
hidrofdbicas, etc.). Esta ultima estrategia comenzo6 a plantearse como un enlace
multipuntual de tipo covalente, rigido y no reversible en los ultimos afios noventa,
dando lugar a preparados enzimaticos muy estables (Bernal y col., 2013; Poppe
y col., 2013). En la ultima década, la estabilizacion de enzimas, por si mismas
catalizadores estructuralmente débiles, se ha llevado a cabo utilizando ambas
estrategias con una tendencia cada vez mayor hacia las interacciones multiples
de baja o de media intensidad, interacciones y enlaces que son reversibles y

gue, por tanto, permiten la lixiviacion de la enzima ya desactivada para
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reemplazarla por nuevas moléculas plenamente activas (Mateo y col., 2000;
Addorisio y col., 2013).

Por otra parte, la inmovilizacion de enzimas y, en general, de
biocatalizadores, permite su utilizacién en procesos en continuo o su reutilizacién
en varios ciclos (Ansari y col.,, 2012; Itabaiana Jr y col., 2013), siendo la
estabilidad y la selectividad de la enzima inmovilizada de suma importancia
(José y col., 2013; Jun y col., 2013; Le Joubioux y col., 2013). El proceso de
inmovilizacién permite modular la actividad y la selectividad de la enzima,
llegando a modificar la cinética de las reacciones en las que la enzima actua
como catalizador (Ladero y col., 2001; Bhattacharya y col., 2012). De hecho,
dependiendo del tipo de inmovilizacion utilizado, es posible que la actividad
especifica de la enzima se vea reducida debido al impedimento que significa el
transporte de los reactivos a través de los poros del soporte o a la acumulacion
de enzima en ciertas zonas de la estructura porosa del soporte; acumulacion
debida a la lenta difusion de la proteina a través de los poros durante el proceso
de inmovilizacién (Ladero y col., 2001; Chen y col., 2007; Itabaiana Jr y col.,
2013; Juny col., 2013).

Novozymes comercializa CALB inmovilizada sobre Lewatit VPOC 1600,
una resina catiénica de intercambio i6nico de la empresa Lanxess. Este derivado
enzimatico se empez6 a utilizar en la década de los noventa, utilizandose en
multiples procesos de esterificacion, amidacioén, carbonatacion y otras
reacciones similares (Soledad de Castro y col., 2000; Stevenson y col., 2007;
Tufvesson y col., 2007; Bhattacharya y col., 2012; Poulhés y col., 2012). Este
preparado enzimatico es de mucho interés en la resolucion cinética de racémicos
(Shuklov y col., 2012), en el desarrollo de nuevos procesos biotecnolégicos de
polimerizacién (Kumar y col., 2000; Chen y col., 2007; Frampton y col., 2013),
procesos mas limpios para la obtencion de biodiesel de diferentes origenes (Gog
y col., 2012; José y col., 2013) y nuevos productos derivados de &cidos fendlicos
y compuestos afines, con actividades antimicrobianas, antioxidantes,
analgésicas y anticancerigenas (Guyot y col., 1997; Gryglewicz y col., 2000;
Stevenson y col., 2007; Lozano y col., 2012; Toledo y col., 2012). Esta enzima,
como otras lipasas, ha probado su versatilidad en diversos procesos, con una

elevada actividad especifica por compuestos de peso molecular medio o alto (no
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asi para acidos de cadena corta, como acido acético). Se puede emplear con
diversos disolventes y medios renovables, como dioxido de carbono supercritico
y liquidos idnicos, incluyendo eutécticos profundos, o sin emplear disolvente
alguno (condiciones en ausencia de disolvente o “solvent-free”) (Yang y col.,
2005; Tufvesson y col., 2007; Lozano y col., 2012; Zhao y col., 2013). Los
procesos enzimaticos que utilizan esta lipasa se pueden intensificar mediante
ultrasonidos y microondas para algunas aplicaciones (Yadav y col., 2004,
Martins y col., 2013). Asimismo, se pueden utilizar varias operaciones distintas
para eliminar el agua formada en la reaccibn o compuestos similares, como
alcoholes y aminas, de las reacciones de condensacion en las que se emplean

estas enzimas (Lozano y col., 2004; Findrik y col., 2012) .

En este capitulo se estudia la utlizacion de Novozym® 435 como
catalizador para la esterificacion de glicerina y acido benzoico en un medio libre
de disolventes organicos distintos de la propia glicerina, que actia a la vez de
reactivo y disolvente. Para ello se realizar4 un estudio previo de caracterizacion y
evaluacion del biocatalizador, similar al planteado en el capitulo anterior,
delimitando las condiciones experimentales mas apropiadas, entre 50 y 70 °C de
temperatura y la concentracion del acido benzoico disuelto en glicerol (entre 20 y
60 g/L). En los experimentos previos se determinard la influencia de la
transferencia de materia externa e interna en experimentos realizados a varias
agitaciones y tamafos de particula, asi como el efecto de los productos de la
reaccion de esterificacion sobre la velocidad inicial de la misma. El estudio
cinético se llevardA a cabo dentro del intervalo de las condiciones de
experimentacion planteadas previamente (en el capitulo anterior) y en funcién de
los resultados de los experimentos previos ahora realizados. Asi, se podran
obtener datos cinéticos utilizables en la discriminacion de un modelo cinético que
esté de acuerdo con la fenomenologia observada en la produccion de 1-
monobenzoato de glicerol, BG. Finalmente, se profundizara en el efecto de
control por parte de la transferencia de materia en los poros y se discutira el
efecto de la distribucién y carga de enzima sobre la velocidad observada vy el

régimen de control cinético correspondiente.
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4.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

Con el objeto de estudiar las principales variables que afectan a la cinética
enzimética utilizando Novozym® 435 y determinar los intervalos experimentales

mas adecuados, se han realizado los siguientes experimentos previos:

e Caracterizacién de Novozym® 435.
e Estabilidad del catalizador.

e Estudio de inhibicidn y/o desactivacion de la enzima.

4.1.1. Caracterizacion de Novozym® 435

Novozym® 435 es un preparado industrial de lipasa B de Candida
antarctica inmovilizada fisicamente, por interaccion hidrofébica mdultiple, sobre

LEWATIT VP OC 1600, una resina basica macroporosa de intercambio iénico.

Medida de la actividad

Se ha aplicado el procedimiento descrito en los apartados 2.3.2.2y 2.3.2.3
para determinar la actividad de este derivado enzimatico y compararla con la
medida en el caso de la enzima libre, CALBL, tanto en reacciones de hidrolisis
como de sintesis. Estos resultados se recogen en la Tabla 4.1. Se puede
apreciar que la actividad hidrolitica es alta en todas las enzimas en disolucion,
pero la capacidad de sintesis solo es alta con la isoenzima B de Candida
antarctica, bien libre (Lipozyme® CALB-L), bien inmovilizada (Novozym® 435).
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Tabla 4.1. Actividad de CALBL y diferentes lipasas inmovilizadas en hidrdlisis de PNPB y
esterificaciéon de glicerinay acido benzoico.

Actividad hidrolitica Actividad sintética
Derivado especifica especifica
(umol pNP/min-gE) (umol BG/ min-gE)
CALBL 85,27 0,11
Novozym®435 6-10° 0,05
TLIM 0,181 2-10°
RMIM 0,063 8.10"

Medida de la estabilidad

Como se ha comentado anteriormente, la inmovilizacion es una via muy
atil para conferir mayor estabilidad a una enzima. Para comprobar la utilidad de
este proceso sobre la enzima objeto del presente estudio, se ha sometido a la
enzima inmovilizada, Novozym® 435, a condiciones elevadas de temperatura
(80 °C) durante diferentes tiempos, y se ha evaluado su actividad en la hidrélisis
de PNPB. Se ha aplicado el mismo procedimiento que el empleado con la
enzima libre. Los resultados se muestran en la Figura 4.1, donde es evidente el
efecto positivo de la inmovilizacion a tiempos largos, ya que la actividad de
Novozym® 435 disminuye sb6lo muy ligeramente a lo largo del tiempo,
manteniendo valores elevados, de entre 80-90 % de la actividad hidrolitica inicial
de la enzima, durante 170 h, mientras que la actividad remanente de la enzima
libre disminuye de forma muy acusada, con una vida media entre 5 y 6 veces
inferior a la del preparado inmovilizado. A tiempos cortos, para la enzima en
disolucién, se observa un incremento en la actividad remanente de CALBL,
fendmeno que puede distorsionar la desactivacion de la enzima, pero que es
propio de algunas enzimas en estado libre y medio acuoso, ya que se puede
estar observando la separacién de agregados de moléculas de enzima, liberando
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el centro activo del catalizador que podia estar oculto al medio de reaccion por

estar las proteinas formando coagulos reversibles (Ladero y col., 2006).

Por otro lado, se ha sometido a la enzima inmovilizada a desactivacion en
un medio de dlicerina pura a diferentes temperaturas y a tiempos muy
prolongados, aprovechando que la glicerina, como otros polialcoholes y
azucares, es un agente estabilizante. Como se puede observar en la Figura 4.2,
la enzima Novozym® 435 soporta muy bien condiciones de temperatura elevada
durante largo tiempo, demostrando que la inmovilizacion es una via muy
eficiente para estabilizarla y permitir su uso mas intensivo en catalisis, incluso
teniendo la posibilidad de su reutilizacion en varios ciclos de produccion en la

industria o de su utilizacién en reactores enziméaticos continuos.
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Figura 4.1. Estabilidad CALBL vs. Novozym 435 (Ensayo de hidrélisis de PNPB).
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Figura 4.2 Actividad remanente Novozym 435 en medio glicerina frente a tiempo a
diferentes temperaturas

Determinacién de la estructura

Es importante conocer la estructura del catalizador heterogéneo ya que
sus caracteristicas son determinantes para las posibles interacciones que pueda

tener con los reactivos y productos del sistema reaccionante.

Debido a la amplia aplicacién de Novozym® 435 en multiples procesos,
existen varios trabajos centrados en su caracterizacion como catalizador
heterogéneo. Entre ellos destaca el trabajo del grupo de Richard Gross (Mei y
col., 2002), donde se comprueba, utilizando la técnica de microespectroscopia
IR, que la lipasa B de Candida antarctica se distribuye en la corteza del soporte,
con un espesor de 80 a 100 um, de forma que aprovecha las zonas de mayor

porosidad y accesibilidad cercanas a la superficie de la resina.

Ademas, por medio de un barrido SEM se determin6 que el tamafio medio
de poro es de aproximadamente 100 nm, mas de 10 veces superior al tamafio de
la molécula de CALBL,; esta técnica pone de manifiesto las fuertes interacciones
intermoleculares existentes entre las moléculas de enzima y entre ellas y la
superficie del sdélido, que limitan la migracion de moléculas de proteina hacia el

interior de la particula en el proceso de inmovilizacion. Hay que considerar la
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facilidad de interaccion entre la superficie de la enzima y la del soporte
(interacciones hidrofébicas multiples) junto con la baja difusividad molecular de la
enzima, incluso en medios liquidos con viscosidad baja. Ademas, las lipasas son
proteinas de interfase y su propia superficie tiene varias zonas hidrofébicas, por
lo que también hay formacién de coagulos enzimaticos que, a su vez, difunden
mas lentamente que las enzimas que los conforman (Hossain y col., 1986; Chen
y col., 2007).

Se ha estudiado también la distribuciébn de tamafio de particula que
presenta el preparado Novozym® 435, para lo cual se ha utilizado un tamizador
automatico. En la Figura 4.4 se muestra el resultado de este estudio y se puede
comprobar que existe una distribucion bastante homogénea, con un tamafo de

particula medio de 0,7 + 0,15 mm.

500
400-
0
o
O 300
2
= 200
100 - o
- _{}_J‘r:
0 o ! | - | |
0 100 200 300 400 500
microns

- 2.
0 10 20 30

Relative Enzyme Concentration

Figura 4.3 Imagen de SEM de particula de Novozym 435. Indica la distribucion a modo de
corteza de CALBL sobre el soporte de inmovilizacién, Lewatit VPOC 1600 (Mei y col.,
2002).
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Figura 4.4 Distribucion de tamafio de particula de Novozym® 435

Se ha llevado a cabo también una medida de la superficie especifica
(BET), calculandose, ademas, el volumen total de poro mediante el método BHJ.
Estos resultados se muestran en la Tabla 4.2. El detalle de la distribucion de
tamafio de poro se presenta en la Figura 4.5. En ambos casos se puede
observar que el volumen total de poros es menor en la particula de enzima
inmovilizada, lo que se puede explicar con la particular deposicion en forma de
corteza de la enzima en la superficie externa de la particula. La porosidad en el
interior de la particula permanece practicamente igual a la del soporte, mientras
gue en la superficie se encuentran los aglomerados de moléculas de enzima
muy juntos, dando lugar a tamafnos de poro pequefios. Esto se puede constatar
si se comparan los resultados de microscopia SEM, que se muestran en las
Figuras 4.6 y 4.7. A 30000 aumentos se puede observar que la enzima recubre
la superficie de la particula de Lewatit de forma muy compacta, tapando
practicamente la entrada de los poros. Las moléculas de CALB, al inmovilizarse,
interaccionan de forma intensa y forman aglomerados, impidiendo su
penetracion al interior de la particula, algo que se traduce en bocas de poro de
tamafo muy pequefio, como se puede comprobar en la zona de tamafio de poro

bajos del andlisis del tamafio de poro por desorcion de nitrégeno.
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En cualquier caso, se ha podido comprobar que el orden de magnitud del
tamafo de poro medio obtenido experimentalmente por la técnica de Barret,
Joyner y Halenda (BJH) esta muy cercano al descrito en la bibliografia (Huang y
col.,, 2014). Esto implica que la pérdida de volumen de poro debida a la
inmovilizacion es similar en todos los tamafios de poro (como sugiere, por otra
parte, la comparacion de las micrografias SEM de la resina VP OC 1600 y de la

enzima inmovilizada en dicha resina).

Tabla 4.2. Resultados de analisis de particula porosa (Lewatit VPOC 1600 y Novozym®435.
Superficie especifica BET y volumen total de poro BJH.

Figura 4.5. Distribucién de tamafio de poro en la particula de soporte (Lewatit VPOC 1600)
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CME 5.0kV X30,000 100nm WD 15.0mm

Figura 4.6. Imagen de microscopia SEM de particula de soporte (Lewatit VPOC
1600) a 150 y 30000 aumentos
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Figura 4.7. Imagen de microscopia SEM de particula de Novozym®435 a 120 y
30000 aumentos
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41.2. Efecto de

temperatura

la concentracion de acido benzoico y de la

En general, la temperatura y la concentracion de los reactivos tienen un
efecto positivo sobre la velocidad de una reaccién quimica. Sin embargo, en el
Capitulo 3 de este trabajo, se ha comprobado el efecto notoriamente
desactivante que tiene la combinacion de estos dos factores sobre la enzima
CALB en la esterificacion de acido benzoico y glicerina. Como se ha podido
apreciar en el apartado 4.1.1, la inmovilizacion de la enzima le confiere una gran
estabilidad térmica en glicerina, pero es necesario estudiar el fendmeno de
desactivacion por parte del acido. La Figura 4.8 muestra los resultados obtenidos
de la velocidad de reaccién inicial para diferentes condiciones de concentracion
de acido benzoico (de 30 a 60g/L) y temperaturas entre 50 y 70 °C. Se puede
observar una tendencia de tipo curva de saturacion al aumentar la concentracion
inicial de acido y valores de velocidad inicial de reaccion mayores cuanto mayor
es la temperatura de trabajo. Estos resultados descartan que, por via quimica,
esté teniendo lugar un fendbmeno de desactivacion del biocatalizador. Ademas,
tal como ocurrioé en la busqueda de un modelo cinético para la produccion de BG
con enzima libre, se puede pensar que dicho modelo sea de tipo Michaelis-

Menten para esta reaccién quimica.
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Figura 4.8. Efecto del concentracién de acido benzoico y de latemperatura sobre la
velocidad de reaccidn en su esterificacion con glicerina, a diferentes condiciones de

temperatura (Cg=30gN435/L).
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4.1.3. Estudio de lainhibicion por productos

De la misma forma que en el Capitulo 3 de este trabajo se comprobd la
ausencia de inhibicion enzimética por parte de reactivos o productos y la
existencia de una fuerte desactivacion por efecto del acido benzoico y la
temperatura, es necesario comprobar la presencia de estos fendbmenos en la
esterificacion de glicerina y acido benzoico catalizada por la enzima inmovilizada,
Novozym® 435.

En las Figuras 4.9 y 4.10, se puede observar que la presencia de los
productos de esterificacion no tiene un efecto negativo sobre la velocidad de la
reaccion. Mas bien al contrario, cuanto mayor es la concentracion inicial de
monoéster 0 agua, mayor resulta la velocidad de reaccion. Este hecho es mas
evidente si se aplica el método de velocidades iniciales y se las enfrenta a las
concentraciones iniciales utilizadas de cada producto en cada serie de
experimentos (ver Figura 4.11 y 4.12). En ambos casos, la tendencia creciente
de la relacion velocidad de reaccion con la concentracion de productos es muy
clara. Esta observacion es de especial interés en el caso del agua, ya que la
glicerina de uso industrial viene generalmente acompafiada de agua, en
ocasiones en cantidades cercanas al 10 % (glicerol proveniente del proceso de
obtencién de biodiesel, por ejemplo). En estas condiciones, la velocidad inicial de
reaccion se ve incrementada en un 50 % en comparacion con la observada

cuando el medio es glicerina pura.

Lejos de perjudicar el equilibrio y, con ello, la conversion a monoéster, la
presencia de una mayor concentracion de los productos afecta positivamente la
cinética de la esterificacion. Esto puede ser debido a que reducen de forma
significativa la viscosidad del medio, favoreciendo los fendmenos de transporte,
algo que a diferencia del sistema con catalisis homogénea (CALBL), es muy
importante en reacciones que operan con un catalizador heterogéneo, como es
el caso de Novozym® 435. Esta mejora se observa especialmente en la
velocidad inicial de reaccion en comparacion con el caso en que inicialmente no
hay productos de reaccion. Luego, el propio transcurrir de la reaccion los genera
y las conversiones se van igualando. Este hecho se observa en especial para la
velocidad de formacion del éster. En las condiciones de trabajo, el agua

producida (un maximo del 0,7 % en peso en los experimentos expuestos en la
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presente Memoria), tendra un efecto apenas perceptible, mientras que la adicién
de este producto en concentraciones muy superiores tendran un efecto muy

apreciable sobre la velocidad de reaccion y, por tanto, sobre la conversion.
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Figura 4.9. Conversion de BG en funcion del tiempo de reaccion a distintas
concentraciones iniciales de monoéster. Condiciones: T=60°C; Cg (=30 g/L y Ceg=30 g/L
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Figura 4.10. Conversion de BG en funcion del tiempo de reaccion a distintas
concentraciones iniciales de agua. Condiciones: T=60°C; Cg ,=30 g/L y Cg=30 g/L

133



0.012—- ..
0.010—-
0.008—-
0.006—-

r, (mol/L-h)

%

0.002

00004 —m8 ———
0 10 20 30 40
Coveco@L)

Figura 4.11. Velocidad inicial de reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina frente a
concentracién inicial de agua en el medio de reaccion.
Condiciones: T=60°C; Cg =30 g/L y Cg=30 g/L
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Figura 4.12. Velocidad inicial de reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina frente a
concentracion inicial de agua en el medio de reaccion.
Condiciones: T=60°C; Cg =30 g/L y Cg=30 g/L
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4.1.4. Estudio de la transferencia de materia

Como es bien sabido, y ha quedado patente en el punto 4.1.2, los
fendmenos de transferencia de materia tienen una gran importancia en
reacciones catalizadas por sdlidos. De forma general, se buscan condiciones en
las que se eliminen las posibles limitaciones al transporte. Sin embargo, hay
casos, como el que se trata en este trabajo, en los que las caracteristicas
propias del sistema lo impiden. El propio concepto de medio libre de disolventes
y el limitado intervalo de temperaturas habiles para la estabilidad del
biocatalizador, asi como la escasa solubilidad del acido benzoico en glicerina,
hacen imprescindible un estudio mas detallado de las condiciones de transporte

en las que esta teniendo lugar el proceso de esterificacion.

Para comprobar experimentalmente la existencia de posibles limitaciones
al transporte de materia, se han llevado a cabo una serie de experimentos en los
gue se estudia la influencia de la velocidad de agitacion, que puede dar cuenta
de problemas difusionales en la pelicula externa a la particula solida, y otros en
los que se estudia el efecto del tamafio de particula, donde se puede comprobar

los problemas de transporte en el interior de la matriz porosa.

Transporte Externo

En la Figura 4.13 se puede apreciar que, dentro de un intervalo bastante
amplio de velocidad de giro del agitador magnético (entre 50 a 750 rpm), no hay
practicamente diferencias en los resultados obtenidos. Solo en ausencia total de
agitacion (N =0) se aprecia una menor velocidad de transformacion. Esto es
debido a la ausencia de mezcla que puede estar provocando que la
concentracion de los productos aumente cerca del centro activo de la enzima,
desplazando el equilibrio de la reaccion de esterificacion hacia los reactivos. Una
suave agitacion resulta suficiente para mantener el sistema homogéneo y
asegurar una velocidad de transferencia de materia en la interfase liquido-sélido
suficientemente alta. Por otro lado, si se aplica el método de velocidades
iniciales, se comprueba que un aumento en la velocidad de agitacion no implica

un incremento en la velocidad de la reaccion (Figura 4.14). Las mayores
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velocidades de esterificacion al operar por encima de 600 rpm, se puede deber a
la ruptura de las particulas de sélido que generan particulas mas pequefas con

mayores cantidades de enzima accesibles para catalizar la trasformacion, como

se estudia mas adelante.
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Figura 4.13. Conversidon de BG en funcidén del tiempo de reaccién a distintas velocidades
de agitacion. Condiciones: T=60°C; Cg =30 g/L y C=30 g/L
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Figura 4.14. Velocidad inicial de reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina
frente a velocidad de agitacion del medio de reaccion. Condiciones: T=60°C; CB,0=30 g/L y
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Transporte interno

Como paso previo a este estudio, ha sido necesaria una molienda del
derivado inmovilizado comercial y una separacion por tamizado para obtener
fracciones del tamafio de particula medio hasta por debajo de 50 um de diametro

y a los que se hace referencia en los resultados.

La Figura 4.15 muestra la evoluciéon de la conversion del monoéster
cuando se emplean diferentes tamafios de particula de catalizador. Se puede
observar que, a menor diametro de particula, el producto aparece a una mayor
velocidad. Este hecho es mas claro si, de nuevo, se aplica el método de
velocidades iniciales. En la Figura 4.12 se puede comprobar que, a medida que
disminuye el tamafio de particula, la velocidad de reaccion aumenta de forma tan
significativa que a tamafios de alrededor de 75 um incluso se acercan a los
observados para la reaccion con la enzima libre, donde las limitaciones al
transporte de materia son nulas, y que puede considerarse como las condiciones
en las que el factor de efectividad es la unidad (control cinético debido a la
reaccion quimica). Se ha intentado acercarse a este valor de forma experimental
reduciendo hasta el extremo practico el tamafio de la particula de
Novozym®435, y se ha observado que las condiciones extremas de molienda
afectan la integridad de la enzima, perjudicando su funcionamiento en la
reaccion, de ahi que se observen velocidades menores a las esperadas al
romper la particula de Novozym® 435 por debajo de los 30 um (desactivacion

mecanica).
Teniendo todo esto en cuenta se puede determinar un factor de
efectividad, definido como sigue:

__robservada

[4.1]
r formal

De forma que para una reaccion de esterificacion de acido benzoico y
glicerina en las siguientes condiciones de operacion: T = 60 °C; Cgo = 30g/L; Ce
= 30g/L) y un para catalizador en sus condiciones comerciales (dp = 0,65 um),

aplicando la ecuacion 4.1, se puede calcular su factor de efectividad, que resulta
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_0006 e

= 0,024

Este valor es significativo, ya que es un indicio de la importancia que
puede tener la difusion interna en el sistema objeto de este trabajo. Incluso se
puede pensar que el proceso puede estar operando en condiciones de control
mixto de reaccion quimica y transporte interno. Es un aspecto que hay que tener
muy en cuenta para la eleccidbn de nuevas estrategias para el desarrollo del

proceso de produccion del monoéster.
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Figura 4.15. Conversidon de BG en funcion del tiempo de reaccion a distintos tamafios de
particula del catalizador (Novozym®435). Condiciones: T=60°C; Cg (=30 g/L y C=30 g/L
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Figura 4.16. Velocidad inicial de reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina
frente a distintos tamafios de particula del catalizador (Novozym®435). Condiciones:
T=60°C; Cgc=30g/L y Cc=30g/L
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4.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS CINETICOS

En el estudio cinético se ha mantenido el intervalo de condiciones
estudiado con la enzima libre, teniendo en cuenta las limitaciones que plantea la
solubilidad del acido y la temperatura, que es un factor a tener en cuenta si se
pretende evitar en la medida de lo posible la desactivacién del catalizador. En
consecuencia, se ha realizado una serie de experimentos con el objetivo de
determinar un modelo cinético que explique la evolucién temporal del sistema.
Las condiciones de los experimentos se recogen en la Tabla 4.3. Los resultados
experimentales se presentan en cuatro tablas, una para cada una de las

temperaturas estudiadas (Tablas 4.4 a 4.6).

Tabla 4.3. Condiciones de operacion de los experimentos esterificacién de acido benzoico
con glicerina catalizada por Novozym®435 (N=250 rpm; Cg=30 g/L)

Experimento T (°C) Cs,o (9/L)
N1 50 30
N2 50 40
N3 50 50
N4 50 60
N5 60 30
N6 60 40
N7 60 50
N8 60 60
N9 70 30

N10 70 40
N11 70 50
N12 70 60
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Tabla 4.4. Resultados de los experimentos N1 a N4 (T=50°C)

N1 Ceo=30glL N2 Cso =40 g/L
t (h) C sa(M) X g6 t (h) Cac (M) X g6
0 0,000 0,00 0 0,000 0,00
1 0,009 0,04 1 0,006 0,02
2 0,012 0,05 2,33 0,010 0,03
3,5 0,020 0,08 3,5 0,021 0,07
5 0,036 0,15 5 0,034 0,11
10 0,059 0,23 10 0,069 0,22
13 0,074 0,30 13 0,087 0,28
18 0,089 0,36 18 0,105 0,33
19,75 0,106 0,43 21 0,128 0,41
23,5 0,128 0,52 25 0,155 0,50
28,25 0,139 0,56 28 0,167 0,54
34 0,158 0,61 34 0,190 0,61
38 0,169 0,65 38 0,205 0,66
44 0,172 0,70 45 0,218 0,70
51 0,174 0,70 51,87 0,225 0,72
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Tabla 4.5. Resultados de los experimentos N1 a N4 (T=50°C) (continuacidn)

N3 Coo =50 g/L N4 Coo = 60 g/L
t (h) Crc(M) Xge t (h) Csc (M) Xge
0 0,001 0,00 0 0,002 0,01
1 0,004 0,01 1 0,005 0,01
2 0,007 0,02 2,33 0,006 0,01
3,5 0,019 0,05 3,5 0,017 0,04
5 0,029 0,08 5 0,035 0,07
10 0,074 0,21 10 0,089 0,18
13 0,094 0,27 13 0,113 0,24
18 0,114 0,32 18 0,137 0,29
19,75 0,138 0,39 21 0,189 0,40
23,5 0,156 0,45 25 0,217 0,46
28,25 0,183 0,52 28 0,235 0,50
34 0,209 0,59 34 0,260 0,54
38 0,225 0,64 38 0,283 0,59
44 0,233 0,67 45 0,300 0,63
51 0,255 0,73 51,867 0,317 0,67
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Tabla 4.6. Resultados de los experimentos N5 a N8 (T=60°C)

N5 Cso=30g/L N6 Cso =40 g/L
t (h) Cee(M) X Be t (h) Cec (M) X Be
0 0,000 0,00 0 0,000 0,00
1,16 0,007 0,03 1 0,003 0,01
2 0,011 0,05 2 0,011 0,04
3,08 0,020 0,09 3,5 0,025 0,08
4,25 0,028 0,12 5 0,040 0,13
6 0,047 0,20 10 0,078 0,25
10 0,064 0,28 13 0,099 0,32
13 0,080 0,35 18 0,118 0,39
18 0,096 0,42 19,75 0,142 0,47
21,75 0,108 0,47 23,5 0,167 0,55
25,5 0,143 0,63 28,25 0,189 0,62
30,8 0,156 0,68 34 0,207 0,68
34 0,162 0,71 38 0,221 0,72
38 0,173 0,75 44 0,228 0,75
455 0,166 0,72 51 0,238 0,78
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Tabla 4.7. Resultados de los experimentos N5 a N8 (T=60°C) (continuacion)

N7 50 g/L N8 60 g/L
t(h) Ces(M) Xgc t(h) Cec (M) Xgc
0 0,000 0,00 0 0 0
1 0,005 0,01 1 0,007 0,01
2,5 0,014 0,04 2 0,016 0,03
4 0,031 0,08 3,5 0,034 0,07
5,5 0,054 0,14 5 0,049 0,11
10 0,089 0,24 10 0,100 0,21
13 0,1138 0,30 13 0,131 0,27
18 0,1365 0,36 18 0,165 0,34
22 0,165 0,44 19,75 0,174 0,37
25,5 0,191 0,51 23,5 0,220 0,46
30 0,218 0,59 28,25 0,263 0,54
34 0,244 0,65 34 0,291 0,61
38 0,262 0,70 38 0,325 0,67
46 0,284 0,76 44 0,350 0,73
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Tabla 4.8. Resultados de los experimentos N9 a N12 (T=70°C)

N9 Ceo=30g/L N10 Cao =40 g/L
t (h) Ces(M) X BG t (h) Cec (M) X Be
0 0,000 0,00 0 0,000 0,00
1,16 0,011 0,05 1,13 0,006 0,02
2 0,018 0,08 2 0,017 0,05
3,08 0,030 0,13 3 0,029 0,09
4,25 0,043 0,19 4 0,056 0,16
6 0,060 0,26 10 0,096 0,28
10 0,074 0,32 13 0,122 0,35
13 0,092 0,39 18 0,145 0,42
18 0,109 0,47 21 0,192 0,56
21,75 0,142 0,62 24,5 0,210 0,62
25,5 0,171 0,74 28,5 0,242 0,71
30,8 0,180 0,78 34 0,248 0,73
34 0,178 0,77 38 0,264 0,77
38 0,187 0,81 44,5 0,268 0,79
455 0,180 0,78 - - -
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Tabla 4.9. Resultados de los experimentos N9 a N12 (T=70°C) (continuacion)

N11 Cso =50 g/L N12 Cso = 60 g/L
t (h) Css(M) X BG t (h) Cse (M) X Be
0 0,000 0,00 0 0,000 0,00
1,16 0,015 0,03 1 0,008 0,02
2 0,024 0,05 2 0,010 0,02
3,08 0,035 0,08 3,5 0,033 0,07
4,25 0,056 0,12 6 0,060 0,12
6 0,075 0,17 10 0,123 0,24
10 0,114 0,25 13 0,157 0,30
13 0,145 0,32 18 0,189 0,37
18 0,174 0,39 21,5 0,229 0,45
21,75 0,223 0,50 25,5 0,271 0,53
25,5 0,262 0,59 29,5 0,315 0,62
30,8 0,296 0,66 34 0,342 0,67
34 0,309 0,69 38 0,367 0,72
38 0,330 0,74 46,3 0,407 0,80
455 0,358 0,80 54,5 0,432 0,85
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4.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.3.1. Determinacion del modelo cinético

Se han propuesto diversos modelos cinéticos para la reaccion de
esterificacion de acido benzoico y glicerina, considerada como una reaccion
simple. Se ha buscado un modelo que se ajuste a los resultados experimentales
y que represente los fendmenos que estan teniendo lugar en el proceso. Para la
discriminacion entre los diferentes modelos se han aplicado criterios fisicos y
estadisticos de una forma descrita en trabajos anteriores (Garcia-Ochoa y col.,
1990; Ladero y col., 2011).

En el Capitulo 3 de este trabajo se ha descrito como, partiendo del
mecanismo “Ping-pong Bi-bi”, generalmente aceptado para la esterificacion o
trans-esterificacion con lipasas (Ecuacion 3.1), y en condiciones de exceso del
alcohol, la expresion que mejor puede explicar la cinética de la produccion de
monobenzoato de glicerina es de tipo Michaelis-Menten monosustrato. Este
modelo se corresponde con la Ecuacién 4.2, aceptando que la concentracion de

glicerina, dado su gran exceso, permanece practicamente constante:

dc dc, kC_C
MB __““B_"“E™B 4.2]

B

dt dt K+C

A diferencia de lo observado al utilizar CALBL como catalizador de la
reaccion, donde la enzima libre sufre una fuerte desactivacion térmica y quimica,
los experimentos previos permiten descartar, al menos en principio, que tanto la
temperatura como la concentracion del acido benzoico puedan estar teniendo

una influencia negativa sobre la estabilidad de la enzima inmovilizada.

Sin embargo, al estudiar las posibles limitaciones al transporte de materia
en el proceso, se ha podido comprobar que, en el intervalo de condiciones de
trabajo, puede existir un control mixto de la reaccion entre la etapa quimica y el
transporte interno, mientras que la resistencia al transporte externo parece

despreciable.
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De forma general, el flujo de materia de un compuesto i a través de un
espacio infinitesimal, dx, de un poro de seccion transversal S, se puede expresar

aplicando la Ley de Fick (Ecuacion 4.3):

Jy =-D,*VC, [4.3]

donde De es el coeficiente de difusion efectivo del compuesto i.

En el caso extremo en el que las limitaciones al transporte sean muy
elevadas, la etapa fisica de transporte de materia sera la limitante, de modo que
siendo la diferencia de concentracion la fuerza impulsora, la velocidad de
reaccion de esterificacion de &cido benzoico y glicerina serd directamente
proporcional a esta fuerza impulsora, de la misma forma en que afecta al flujo de

materia. Este supuesto implicaria, por tanto, un orden de reaccion uno.

En este capitulo, se ha trabajado con estas dos posibles vias probando

los siguientes modelos cinéticos:
Modelo 1:

Se trata de la expresion de Michaelis-Menten que, como se ha explicado
anteriormente, sera valido para representar la evolucion de las especies en la
esterificacion de acido benzoico y glicerina, siempre y cuando no exista
desactivacion del biocatalizador, tal como se espera a la vista de los resultados

de los experimentos previos.
Modelo 2:

En caso de que los fendmenos de transporte interno resulten limitantes
para la velocidad del proceso global, puede esperarse un comportamiento
directamente proporcional a la concentracion de las especies. En el sistema
objeto de este estudio hay que referirse al acido benzoico, dado que el glicerol

Se encuentra en un gran exceso, como ya se ha indicado.

El parametro dependiente de la temperatura cambia en funcion de la
expresion de Arrhenius (Ecuacion 3.4), la cual constituye uno de los criterios
fisicos para la discriminacion de modelos cinéticos: las constantes cinéticas

deben seguir la tendencia con la temperatura que marca dicha ecuacion.
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Tabla 4.10. Modelos cinéticos propuestos para lareaccion de esterificacion de acido
benzoico y glicerina catalizada por Novozym® 435

Parametros
Modelo Ecuaciones Cinéticas dependientes
de T (*)
. dCMB =_dCB :k-CE-CB 42 )
dt dt K+C '
B
dC dC
2 MB__—"B_kc_c [4.4] k
dt dt EB

Para el célculo de los parametros se ha aplicado el método integral, tal
como se explica en el apartado 2.4, realizado los ajustes por minimos
cuadrados de los Modelos 1 y 2 a los datos experimentales, comprobando, en
primer lugar, que se cumplen los criterios fisicos y estadisticos, experimento a
experimento, para finalmente realizar el ajuste lineal multiple considerando todos
los datos experimentales. Las Figuras 4.17 y 4.18, muestran el analisis de
residuos de los ajustes de los modelos cinéticos propuestos en funcion del
avance de la reaccion. El ajuste en ambos casos es bueno, aunque a tiempos
bajos existe algo mas de dispersion, sobre todo en condiciones de concentracion
de acido benzoico mas elevadas. En cualquier caso, al tratarse de un error
porcentual, la prediccibn del modelo es aceptable si se analizan las

discrepancias en valores absolutos.

La Tabla 4.8 recoge los valores de las constantes cinéticas asi calculados,
ademas de los parametros estadisticos. Se puede observar que se puede
conseguir un ajuste razonable con ambos modelos, y que no se pueden detectar
diferencias significativas entre ellos. Tanto la energia de activacién, como el
factor pre-exponencial presentan intervalos de confianza muy estrechos. El error
es algo menor para el caso del Modelo 1, y estadisticamente también se puede

considerar que este modelo reproduce mejor los datos experimentales ya que la
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SQR es inferior, mientras que la Fgs es mayor y el criterio de informacion de
Akaike corregido es menor. La representacion grafica del mejor ajuste (Modelo

1) se muestra en las Figuras 4.19, 4.20 y 4.21.

La proximidad de los resultados de ajuste obtenidos para el modelo
hiperbdlico (Michaelis-Menten) y de orden 1, da fundamento a la idea de la
importancia que estan teniendo en el sistema los fenbmenos de transporte de
materia, tal como se ha observado en los experimentos previos de este capitulo.

El siguiente apartado se centra en el estudio de estos fenémenos.

Tabla 4.11. Valor de los parametros e intervalos de confianza calculados para los modelos
cinéticos de lareaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina catalizada por

Novozym®435.
Modelo | Parametro Valor + error SOR Fos AlCC
1,43-10" +
Eax (\J/m0|) 1,39103
-2 3 3
! Inko 208+050 |22°107|7.74-10°)-1.0-10

K(M) |4,5810"+9.10°

1,32:10* +
2 : 3,19-107| 5,35-10°% | -9,7-10°
INko -2,12+0,67
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Figura 4.18. Analisis de residuos del ajuste al Modelo 2.
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Figura 4.20. Resultados del ajuste del Modelo 1 para T=60°C
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Figura 4.21. Resultados del ajuste del Modelo 1 para T=70°C

4.4. ESTUDIO DE LOS FENOMENOS DE TRANSPORTE

Una vez se ha observado, tanto experimentalmente como a partir del
estudio cinético, la importancia de los fendmenos de transferencia de materia en
la esterificacion de glicerina y acido benzoico catalizada por Novozym®435, en

este apartado se plantea una comprobacion estimativa.

Para ello se han aplicado, en primer lugar, algunos criterios descritos en la
literatura que, utilizando variables experimentales, es decir, medibles, y otras
estimadas permiten evaluar el grado de importancia que pueden tener los
fendbmenos de transporte en un sistema concreto (Fogler, 1992). Se
fundamentan en comparar las velocidades de los tres procesos en serie que

tienen lugar en cualquier sistema de reaccion con catalizadores heterogéneos:

Transferencia de materia desde el seno del medio hasta la superficie de la

particula de catalizador (transporte externo).
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Transferencia de materia desde la superficie del catalizador a través de
los poros del catalizador heterogéneo hasta el punto en el interior del poro donde

tiene lugar la reaccion quimica (transporte interno).

Una vez aplicados los criterios y comprobada la existencia de limitaciones
al transporte se ha realizado un estudio mas profundo de la cinética del sistema

en condiciones de limitaciones al transporte interno.

Estimacién de Propiedades

Para poder aplicar estos criterios, es necesario estimar propiedades y
coeficientes de transporte y propiedades termodinamicas, tales como el
coeficiente de transferencia de materia k_; , la difusividad molecular Dj o el
volumen molar, V; Para ello se han utillizado una serie de correlaciones

recogidas en la literatura y que se muestran a continuacion:

- Correlacion de Frossling para la determinacion de ki j (Fogler, 1992):

Sh=2+0,6*Re"?*Sc"? [4.5]
siendo:
* *
Re :% [4.6]
k. *d
Sh = L"D i [4.7]
ij
Sc = *“D [4.8]
P i

- Ecuacién de Wilke y Chang para el calculo de la difusividad molecular,
Dj (Wilke y col., 1955):

-8 0,5
o _ TAL0TH(GFM )00 +T
1 /J] *ViO,S

[4.9]
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donde D¢ (cm?/s) corresponde a la difusividad molecular de i en el

disolvente j, M; (g/mol) es el peso molecular del disolvente, T la temperatura (K),
y es la viscosidad del disolvente (cP), Vies el volumen molar a la temperatura
de ebullicion normal del soluto (cm®*mol) y ¢ es un factor de asociacion del
disolvente (adimensional). Este parametro es empirico y su valor se ha
determinado igual a 2,6 para agua; 1,9 para metanol; 1,5 para etanol y 1 para
disolventes sin asociacion molecular. Teniendo también en cuenta las fuertes
interacciones moleculares de la glicerina, en este trabajo se ha considerado un

valor de ¢ = 1,9.

- Para la determinacion de la difusividad molecular, se ha aplicado

también la ecuaciéon de Scheibel:

*
Do, = % [4.10]
j i

con el siguiente valor del parametro K:

3*V. ]%
. [4.11]

K =8210%* 1+(

- Método de Tyn y Calus para determinar el volumen molar a temperatura

de ebullicibn normal, V; (Perry y col., 2008):
V, =0,285*V, " [4.12]

siendo V¢; el volumen molar critico del soluto i (cm*/mol).
Finalmente, el coeficiente de difusion efectivo, De, se ha estimado segun.

D, = Dyj-ép-0¢ [4.13]
.
donde D; es la difusividad molecular; & es la porosidad total de la
particula; oc es el factor de constriccion del poro que relaciona el tamafio de la
molécula que se difunde y el tamafo del poro; y t, que es un parametro
geométrico: la tortuosidad. Estos parametros son empiricos, aunque existen

trabajos que proponen vias para poder estimarlos.
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Utilizando los datos bibliograficos y las Ecuaciones [4.5] a [4.13], se han
determinado las propiedades necesarias para llevar a cabo el estudio de la
transferencia de materia, en el intervalo de temperaturas de trabajo. Estos
resultados se recogen en la Tabla 4.9. Aunque se ha estimado la difusividad
molecular del acido benzoico en glicerina por dos vias, los resultados son

practicamente idénticos, de manera que se presentan en una unica columna.

Tabla 4.12. Valores de las propiedades y parametros estimados para diferentes
condiciones de operacion.

100% glicerina

T (°C)
us (CP) | D% (M?/s) | kg (m/s)

40 | 282,44 | 7,07-10%% |2,36-10°®

50 | 146,46 | 1,41-10% | 4,69-10%

60 82,23 | 2,58-10" | 8,62:10°®

70 49,42 | 4,43-10% | 1,48-107

80 31,50 | 7,15-10" | 2,38:107

4.41. Transporte Externo

Para la realizacion de estas comprobaciones se han elegido las dos
condiciones que pueden considerarse extremas en el intervalo de trabajo. Por
una lado, una temperatura baja, que implica una viscosidad muy elevada del
medio y, por lo tanto, mayores dificultades para la difusién. Por otro lado,
temperaturas elevadas, donde la velocidad de la etapa quimica es mayor y su
resistencia menor frente a la del transporte de materia, sea éste externo o
interno. Los valores determinados experimentalmente para estas condiciones,
aplicando el método de las velocidades iniciales, son los que se presentan en la
Tabla 4.10.
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Tabla 4.13. Velocidades observadas en los extremos del intervalo de temperaturas

T (°C) Cso (9/L) ro (mol/L-h)
50 30 6,6-10°
70 30 9,6-10°

Se ha aplicado el “Criterio de Mears” (Mears, 1971), que relaciona la
velocidad real observada de desaparicion del reactivo/soluto i con su velocidad

de difusion, de acuerdo a:

- . *Ro*n
Cu =% [4.14]
kL,i Ci,O
donde rigps €S la velocidad de desaparicion de reactivo i (mol/L-s), Rp es
el radio de particula (cm), n es el orden de reaccion, k_; es el coeficiente de
trasferencia de materia (cm/s) y Cio s la concentracion inicial de reactivo i

(mol/L).

Si Cuy < 0,15, entonces se puede considerar que la velocidad de la
trasferencia de materia en la pelicula externa es mas rapida que la reaccion
guimica y, por tanto, no influye en la velocidad del proceso global de

esterificacion.

Aplicando este criterio a las dos concentraciones extremas del intervalo de
trabajo, se obtienen los valores de la Tabla 4.11. Se observa que para el
transporte externo, incluso en las condiciones menos favorables, esto es a
mayores viscosidades, cuando menor es la temperatura, se satisface el criterio

de Mears, ya que se cumple, en todo momento, que Cy<0,15.
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Tabla 4.14. Valores calculados para aplicar el criterio de Mears para condiciones extremas
del intervalo de trabajo

T (OC) CB,O (g/L) CM
50 30 0,05
70 30 0,02

4.4.2. Transporte Interno

Para comprobar la existencia de limitaciones al transporte interno, se ha
aplicado el “Criterio de Weisz y Prater” para la difusion interna (Weisz y col.,
1962). Este criterio relaciona la velocidad real observada de desaparicion del
reactivo/soluto con su velocidad de difusion a través de los poros del catalizador
sélido, segun:

2
* *
- ri,obS Peat RP

D, *Cis

Cup = [4.15]

donde r;qps €S la velocidad de desaparicion de reactivo i (mol/L-S), pcat €S
la densidad del catalizador, Rp es el radio de particula, De es el coeficiente de
difusion efectivo y Cis es la concentracion de sustrato en la superficie de la

particula del catalizador, es decir, en la boca de los poros.
Si Cwp > 1, se descarta la existencia de limitaciones al transporte interno.

Para este calculo en concreto, se puede sustituir en la Ecuacion [4.15] el
coeficiente de difusion efectivo, De, por la difusividad molecular, Dj, estimada en
el apartado 4.4.1, asumiendo que esta aproximacion es, en cualquier caso

conservadora (de acuerdo a la Ecuacion [4.13] D sera bastante inferior.

Al aplicar asi el criterio de Weisz-Prater se comprueba la existencia de
una fuerte resistencia al transporte interno, ya que en las condiciones reales de
operacion. donde D. < Dj, las limitaciones al transporte interno seran aun

mayores..

157



Como se ha comprobado que no existen limitaciones al transporte
externo, se ha considerado que la concentracion de acido en la boca del poro
serd la misma que en el seno del fluido, aproximadamente la concentracion
inicial de &cido benzoico si se aplica el método de velocidades iniciales para
determinar la velocidad de reaccion. En funcién de lo descrito hasta este punto,

la Ecuacion [4.15], se traduce en una expresion como la siguiente:

o _ i 043°(035cm)’ 416
WP 30 gN:lSSIDij 'CB,() '

Aplicando el criterio de Weisz-Prater (Ecuacion [4.16]), se pueden
determinar valores del coeficiente Cyp, que son siempre inferiores a la unidad,
de manera que se confirma, una vez mas, que el control del proceso de
produccion de monoglicérido de acido benzoico sera, cuando menos, mixto entre
la etapa quimica y la de transporte interno de materia. A diferencia de lo
observado al estudiar las limitaciones en el transporte externo, la velocidad de la
reaccion quimica se vera mas afectada por un incremento de temperatura, que la
difusién en los poros. La relacion de la primera respecto a la segunda se hace
cada vez mayor, de modo que a medida que aumente T las limitaciones al

transporte interno de materia se hacen mas significativas.

Aungque estos calculos son aproximado, se confirma que la etapa de
transporte externo es muy rapida comparada con la reaccion enzimética y, por el
contrario, la etapa de difusion en los poros es bastante mas lenta y esta
controlando o al menos influyendo en la velocidad global del proceso. Mas

adelante se hace un estudio méas profundo y riguroso de estos aspectos.

Tabla 4.15. Valores para aplicar el criterio de Weisz-Prater para las condiciones extremas
del intervalo de trabajo.

T (°C) Ceo (9/L) Cwe
50 30 0,93
70 30 0,43
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Con estos antecedentes, se ha planteado un estudio de la cinética del
proceso de sintesis de acido benzoico y glicerina pura, catalizada por Novozym®
435 enzima inmovilizada que provoca que haya una importante resistencia al

transporte en los poros.

Considerando una particula esférica de radio Rp, se ha planteado un
balance de materia en el espacio infinitesimal comprendido entre un radio
cualquiera, r y r+Ar, para un compuesto i, como se esquematiza en la Figura
4.22.

Figura 4.22. Esquema de particula de catalizador y elemento diferencial de volumen sobre
el que se aplica el balance de materia.

[Salida, ] = [Entrada, ] + [Generado, ] [4.17]

El flujo de materia, en el caso a considerar, va al contrario de la direccion
radial. De forma particular, para el sistema aqui descrito, los caudales de materia

transportados se pueden expresar como:
[Caudal.]= j;-S [4.18]

Operando con la Ecuacién [4.17] y aplicando la Ecuacion [4.18] se
obtiene:

(ji S)r _(jils)r+Ar = Ri AV [419]

ji(47zr2)r - ji (472I’2) = Ri -(47ZI’2-AF) [4-20]

r+Ar
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Dividiendo la ecuacion 4.20 por (4-n-Ar) y aplicando limites para Ar — 0,

se obtiene:

- . 2
dUir) g e [4.21]
dr

Sustituyendo teniendo en cuenta la Ecuacion [4.3], resulta:

o5y

dr

_R.r? [4.22]

Reorganizando y particularizando las ecuaciones para un modelo cinético
tipo Michaelis-Menten, se obtiene una expresion (Ecuacion [4.23]), que no tiene

solucién analitica:

oo
1 r R Vmax 'Ci

o= 4.19
r dr 'Ky, +C 14.19]

Por otro lado, conocido el concepto de factor de efectividad, n, como se
ha explicado en los experimentos previos (Ecuacion [4.1]), si se define el
“Mddulo de Thiele”, como:

¢ — r-i,S
velocidad difusion

[4.24]

La resolucibn numérica de la Ecuacién [4.23] conduce a curvas
intermedias de tipo n = f(¢), entre las correspondientes a orden 1 y orden O (con
solucién analitica) (Velasco, 1999). De este modo, conociendo las condiciones
especificas de transporte del proceso en las condiciones de operacion
empleadas, se puede determinar el factor de efectividad. En particular, para un

modelo cinético tipo Michaelis-Menten, el Médulo de Thiele viene definido como:

_ 1 VP Vmax 1 . . L o
)

siendo: S = EM [4.216]

i,S
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Se han aplicado las Ecuaciones [4.25] y [4.26] y el método grafico para la
determinacion del coeficiente de difusion efectivo del acido benzoico en glicerina
pura dentro de la particula del catalizador. Para ello, han sido necesarios los
datos experimentales de produccion de BG con CALBL y con Novozym®435 en
las distintas condiciones de operacion. Los factores de efectividad calculados
resultan tener un valor de alrededor de 0,5, como se anticipé al comentar los
experimentos previos. De igual forma, se comprueba que un incremento en la
temperatura provoca que el factor de efectividad disminuya, lo que plantea un
impedimento importante para el sistema, considerando que son precisamente
éstas las condiciones mas favorables para la cinética de la propia reaccion
guimica. Los valores del coeficiente de difusion efectivo resultan dos 6rdenes de
magnitud inferiores a los de la difusividad molecular estimados. De aqui que las

limitaciones al transporte sean tan importantes en el proceso.

Al operar en condiciones sin disolvente con la enzima inmovilizada,
Novozym® 435, se provoca que el catalizador se esté infrautilizando para la
produccion del monoéster de acido benzoico y glicerina, debido a la baja

velocidad del transporte en los poros.
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Tabla 4.16. Determinacion de D, a partir de los resultados experimentales.

T Coo lobs lobs K D,
cc) | (@) (mNO‘I‘/:I”_?h) (r%\l';l_B_h) " MuhmgE) | (emis)
30 6,6-10° 1,14-10° 06 | 1,2 4,01-10°
50 40 6,8-10° 1,38-10% 05 | 15 | 1,06-10° | 2,22.10°
60 6,7-10° 1,42-10° 05 | 15 1,73-10°
30 6,7-10° 1,82-10% 04 | 2 2,09-10°
60 40 8,3-10° 1,67-10° 05 | 1,5 1,54-10° | 3,21-10°
60 9,6-10° 1,76-10° 05 | 1,2 3,92.10°
30 1,0-10° 2,99-10° 03| 3 1,32-10°
70 40 1,0-102 2,53.10° 04 | 15 | 2,1810° | 4,55.10°
60 1,0-10° 2,24-10% 05 | 1,5 3,5-10°

Utilizando los valores del coeficiente de difusion efectivo obtenidos, se
puede determinar la relacibn de los parametros empiricos del factor de
constriccion de poro y tortuosidad, oc/t, que son caracteristicos de la particula de
catalizador y que proporcionan informacion sobre como tiene lugar la difusion en
el interior del soporte sélido del preparado Novozym®435. Como se puede
observar en la Tabla 4.14, esta relacidbn es bastante pequefa, un orden de
magnitud inferior a lo que suele considerarse como valores tipicos en la
bibliografia (oc/t= 0,8/3). Este fendmeno se debe a las propias caracteristicas
de inmovilizacién fisica de la enzima en forma de corona alrededor de la
particula soporte que, ademas, tiende a formar agregados, aumentando la
tortuosidad de los poros y lo que refleja este parametro: la complejidad interna
de la estructura porosa.
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Tabla 4.17. Determinacion empirica de la relacion factor de constriccion del poro, oc, y
tortuosidad, 1, en la particula de Novozym®435.

T De,media
(°C) (cm2/s)

oclt

50 2,710°+1,2.10° | 4,4-10?

60 3,1-10°+9,2:10%° | 2,8:10°

70 3,1-10°+1,7-10° | 1,6:107°
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5. ESTERIFICACION DE GLICERINA Y ACIDO
BENZOICO CON NOVOZYM® 435 CON ADICION DE
AGUA

En el Capitulo 4 se ha estudiado la esterificacion de acido benzoico con
glicerina catalizada por el preparado inmovilizado comercial de la lipasa B de
Candida antarctica, Novozym® 435. Se ha observado que los fenOmenos de
transporte interno tienen una importancia a considerar, ya que las limitaciones a
la difusion en el interior de los poros de la particula del biocatalizador determinan
la cinética del sistema hasta el punto que el rendimiento se reduce hasta un 30%
respecto de lo observado en condiciones de ausencia de limitaciones al
transporte de materia, esto es, al trabajar con la enzima libre (Capitulo 3).
Muchos inmovilizados industriales se obtienen por inmovilizacion de grandes
cantidades de proteina, lo mas pura posible siempre que se cumplan unos
requisitos econdmicos y técnicos. La lipasa B de Candida antarctica se ha
inmovilizado por interaccion hidrofobica en varias resinas, resultando siempre
que se pueden obtener concentraciones de enzima elevadas y perfiles
enzimatico de tipo exponencial, con la enzima preferentemente localizada en la
parte externa, cerca de la superficie (Chen y col., 2007). Esta distribucién en
“cascara de huevo” es interesante para asegurar un mayor control de la reaccion
bioquimica cuando la carga de enzima es baja (Ladero y col., 2001; Cruz y col.,
2012). El exceso de enzima puede conducir, como se observd en el capitulo
anterior, al bloqueo de poros y a la acumulacién de enzima en ciertas partes de
la estructura porosa. Varios trabajos muestran la importancia de la adecuacion
de la estructura porosa a cada tipo de enzima (o proteina) para obtener la
méaxima carga y estabilidad (Takahashi y col., 2000; Serra y col., 2008). El uso
de aditivos durante la inmovilizacion en soporte poroso permite obtener un perfil
algo mas homogéneo: por ejemplo, el uso de etanol en la inmovilizacion
hidrofobica de la lipasas CALB llevo a conseguir cargas tan elevadas como 200-
400 mg/g, de un 20 a un 40% en peso de la lipasa en el soporte (Blanco y col.,
2007).
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En condiciones de elevada concentracion local de catalizador, en este
caso, de enzima, y dada la elevada viscosidad de los medios liquidos frente a
los gaseosos, no es de extrafiar que muchos procesos enzimaticos transcurran
en condiciones de control difusional o de control mixto entre la reaccién quimica
y la difusidbn en la estructura porosa. En el caso del preparado enzimatico
Novozym 435, la enzima esta presente en concentraciones cercanas a 200 mg/g
(20%). En el caso de la lipasa comercial Lipozyme TL IM, el proceso de
granulacién con silice, celulosa y dextrina lleva a una estructura porosa con
distribucion mas homogénea de la enzima y una concentracion de la misma en
torno al 6%. En el proceso de granulacién se emplean liquidos en porcentajes
reducidos (7-10%) y se secan en torre de lluvia. En ambos casos, como en
tantos otros, tan alta concentracion tiene por objeto asegurar la actividad de la
enzima durante, al menos, 3 meses en condiciones apropiadas de
almacenamiento y el mayor tiempo posible en condiciones de uso (Ren y col.,
2011). Para obtener estas enzimas en gran cantidad de forma econdmica, los
genes originales se han clonado en Aspergillus niger (Hgegh y col., 1995;
Sharma y col., 2001; Prathumpai y col.,, 2004). La estabilizacion de los
preparados enzimaticos por aglomeracion ha llevado a desarrollar técnicas
basadas en formacion de cristales o de glomérulos y entrecruzamiento posterior,
evitando el uso de soportes porosos. Un ejemplo son las lipasas TL IMy RM IM
de Novozymes, obtenidas por granulacion y entrecruzamiento. Otros ejemplos
son los desarrollos del grupo del profesor Roger Sheldon, de la Universidad
Técnica de Delft: la creacibn de CLEAs y CLECs (“cross-linked enzyme
aggregates” y “cross-linked enzyme crystals”, respectivamente). En estos casos,
la concentracion de enzimas alcanza su maximo y la estabilizacion con
polimeros y por las propias enzimas es extraordinaria, reduciéndose mucho el
coste en el caso de los CLEAs (no hay que purificar la enzima a homogeneidad
para obtener los cristales previamente al entrecruzamiento) (Cao y col., 2003).
Por otra parte, a veces es necesario modificar la estructura externa de las

enzimas para facilitar el entrecruzamiento (Galvis y col., 2012).

Aunque operar en condiciones de control difusional o mixto es
aconsejable desde la perspectiva de la estabilidad de la operacion, ya que no se

percibe el efecto de la desactivacion en la conversion hasta que la actividad
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enzimatica global que queda en el preparado ha disminuido hasta el valor del
factor de efectividad, la eficiencia catalitica es menor que la maxima disponible.
Acelerar la transferencia de materia en los poros implica una mejora de dicha
eficiencia y menos preparado enzimatico inmovilizado para una determinada
conversion. La aceleracion de la difusion interna se puede lograr por varios
medios: uso de campos eléctricos (Porras-Parral y col., 2011; Reay y col., 2013),
ultrasonidos (Hasan y col., 2013), cambios de presion (Thomas y col., 2002), uso
de aditivos (Painmanakul y col., 2005; Lu y col., 2007), presencia de reacciones
y fenOmenos acoplados a la propia transferencia de materia (Ruthiya y col.,
2003; Jeon y col., 2011; Biard y col., 2013) y empleo de soportes y reactores
disefiados “ex profeso” (Taqvi y col., 1997; Schonfeld y col., 2004; Groen y col.,
2006; Du y col.,, 2010). En el caso objeto de esta memoria, se ha podido
comprobar que la presencia del monoéster y de agua, productos de la reaccion
objeto de este estudio, tiene un efecto positivo sobre la cinética del proceso. Este
hecho se puede explicar por el caracter surfactante que tiene el éster, asi como
por la reduccién de la viscosidad por la acumulacién o adicion de agua (Cheng,
2008). Estos fenomenos favorecen las condiciones del transporte de materia v,
aunqgue en condiciones normales de trabajo no se producen de forma suficiente
para contribuir significativamente a modificar el medio, plantean una posible via
para aumentar la eficiencia catalitica. Ademas, la adicion de agua al medio
también tiene efectos positivos sobre la estabilidad de la enzima (Kobayashi y
col., 2008).

En este capitulo se profundiza en la utilizacion de la enzima inmovilizada,
Novozym® 435, como catalizador para la esterificacion de glicerina y &cido
benzoico en un medio cuyos disolventes son glicerina y agua. Se han llevado a
cabo algunos experimentos previos para conocer el efecto del agua sobre la
solubilidad del &cido benzoico, sobre la viscosidad del medio y sobre la velocidad
de transferencia de materia, asi como para determinar las condiciones mas
adecuadas de temperatura y concentracion de acido benzoico para llevar a cabo
el proceso. El estudio cinético posterior se llevo a cabo en las condiciones asi
determinadas, obteniéndose datos Utiles para la seleccion de un modelo cinético
qgue refleja la fenomenologia de la sintesis de 1-monobenzoato de glicerol en

condiciones de transferencia de materia mejorada por la presencia de agua.
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5.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

Se ha estudiado el efecto de las diferentes variables citadas anteriormente
para acotar las condiciones de trabajo. En primer lugar, al modificar el medio en
el que va a tener lugar la esterificacion del acido benzoico y la glicerina, es
necesario evaluar algunas de las propiedades tanto del disolvente como del

soluto:

e Solubilidad del acido benzoico.

e Propiedades reoldgicas de las mezclas de glicerina y agua.
e Transporte de materia en mezclas glicerina y agua.

e Efecto de la temperatura y concentracion de acido benzoico.

5.1.1. Solubilidad de a&cido benzoico en mezclas glicerina/ agua

La adiciobn de agua a la glicerina modifica la polaridad de la mezcla
resultante, ya que se trata de un compuesto muy polar. Este hecho tiene como
consecuencia inmediata la variacion en la capacidad del medio de disolver
especies tales como el 4cido benzoico, de caracter mas bien lipdfilo. En la Figura
5.1 se muestran varias curvas de solubilidad de &cido benzoico determinadas
experimentalmente en medios con distinta concentracion de agua. Como era de
esperar, a medida que aumenta la concentracion de agua en la mezcla, menor
resulta la capacidad de ésta para disolver al acido benzoico. El aumento de la
temperatura favorece la solubilidad, tanto mas significativamente cuanto menor
es la concentracion de agua. Este comportamiento tiene una tendencia de tipo
exponencial, y se ha podido llevar a cabo el ajuste a los datos experimentales,

obteniéndose la siguiente correlacion:

_TJ
C, = n-e[ ; con [Cg] =mol/Ly [T] =°C [5.1]

Los valores de los parametros se presentan en la Tabla 5.1, y el ajuste a
los datos experimentales, en la Figura 5.1. Como se puede comprobar, los

errores son pequefios y los coeficientes de correlacion lo suficientemente
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elevados para poder afirmar que las ecuaciones resultantes reproduciran
correctamente la solubilidad del acido benzoico en mezclas de glicerina y agua.
Estas expresiones son Utiles para simular condiciones de sobresaturacion en el
soluto, en las que existe el acido benzoico no solo como especie disuelta sino

también como sélido, como se vera mas adelante en este Capitulo.

2'0'_ Figura % wiw H,0

18{ = 0

16] 2 3

1. 4_' Lineas: Ajustes matematicos
= 1.2]
£ 10
G 0.8

0.6-

0.4

0.2-

40 50 60 70 80
T(°C)

Figura 5.1. Solubilidad de acido benzoico en diferentes mezclas glicerina/agua

Tabla 5.1. Ajuste exponencial a los datos experimentales de solubilidad de &cido benzoico
en mezclas glicerina/agua

% wiw H,0O N M R?
0 0,080 + 0,011 | -25,1+ 1,2 | 0,9936
15 0,083 + 0,023 | -29,2 + 3,3 | 0,9638
30 0,034 + 0,002 | -23,1 + 0,4 | 0,9992
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5.1.2. Propiedades mezclas glicerina/ agua

El agua puede adicionarse en cualquier proporcion al glicerol e
interaccionara de forma importante con el polialcohol, debido a la posibilidad de
formar enlaces tipo puentes de hidrégeno, formando mezclas homogéneas. Las
propiedades de la disolucion resultante se modifican como consecuencia de la

mezcla, siendo especialmente notable el efecto sobre la viscosidad.

En la Figura 5.2 se recogen los resultados de la medida experimental de
viscosidad de distintas mezclas glicerina/agua, asi como los resultados de su
estimacion aplicando la correlacion empirica de Cheng (Cheng, 2008). Por un
lado, se puede comprobar la correccion de los valores estimados, que resultan
muy cercanos a los medidos de forma experimental, una comprobacion que tiene
mucha utilidad en el momento de modelizar matematicamente la evolucion del
sistema. Por otro lado, y al igual que se pudo comprobar en la solubilidad del
acido benzoico como efecto de la polaridad, la adicion de agua al glicerol tiene
un efecto muy significativo. Un incremento en el valor de la temperatura provoca
una reduccion en el valor de viscosidad de la mezcla, que a concentraciones
bajas es muy agudo con una caida casi exponencial, y que se suaviza a medida
gue la proporcion de agua en la mezcla, siendo la relacion practicamente lineal,
hasta que a concentraciones de agua por encima del 30%, el efecto de la
temperatura deja de ser significativo.

La relativa mayor importancia de la concentracion de agua en la
viscosidad de la mezcla queda de manifiesto mas claramente en la Figura 5.3,
donde también se aplica la correlacibn de Cheng. Se pueden distinguir dos
zonas, una primera de descenso muy acusado hasta una proporcion de agua de
aproximadamente un 20%, y una segunda de pendiente mas suave a partir de
este punto. Este valor de concentracion de agua es clave ya que es el punto de
cambio de tendencia en todas las temperaturas dentro del intervalo de
condiciones estudiadas. Es evidente que, al disminuir la viscosidad tan
significativamente, la transferencia de materia, la difusion en los poros, sera mas
rapida.

Teniendo en cuenta que se busca el escenario mas propicio para llevar a

cabo la esterificacion de acido benzoico y glicerina, es necesario encontrar una
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solucion de compromiso entre el efecto positivo que tiene para el transporte la
adicion de agua y el simultaneo perjuicio que esto puede ocasionar sobre la
solubilidad del &cido en el medio de reaccion. A priori, y teniendo en
consideracion el papel preponderante que tienen las limitaciones al transporte de
materia sobre la velocidad del proceso, se ha elegido una concentracion de 30%
w/w de agua en la mezcla, que garantiza al sistema unas propiedades reologicas
mas favorables en todo el intervalo de temperaturas estudiado, pero sin un
perjuicio notable en la solubilidad de acido en el medio de reaccién.
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Figura 5.2. Viscosidad de mezclas glicerina/agua. Efecto de la temperatura
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Figura 5.3. Viscosidad de mezclas glicerina/agua. Efecto de la concentracién de agua

5.1.3. Estudio de la transferencia de materia

En el Capitulo 4 se ha comprobado la importancia de los fenébmenos de
transporte en la velocidad de la reaccion de esterificacion de glicerina y acido
benzoico. Se observo, tanto experimental como tedricamente, que, aunque el
transporte externo no representaba una resistencia considerable respecto de la
resistencia global de la transformacion, si lo era el transporte en el interior de los
poros de la particula de catalizador. Tanto es asi que, en las condiciones de
trabajo, se ha calculado un factor de efectividad con un valor tan bajo como 0,3,
teniendo como referencia la velocidad observada en condiciones similares con la

enzima libre.

El objetivo de este Capitulo es mejorar el sistema de trabajo acelerando
los fendbmenos de transporte, modificando propiedades, como la viscosidad del
medio, por mezcla de la glicerina con agua. En este estudio se descartan las
limitaciones al transporte externo, ya que, al no ser importantes en un medio mas
viscoso, como la glicerina pura, su importancia relativa serd incluso menor en
mezclas de glicerina con agua. Esta serie de experimentos se centra en la

valoracion de los problemas difusionales en el interior de la particula, para lo cual
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se ha llevado a cabo una serie de experimentos con enzima inmovilizada de

diferentes tamafos de particula y en medios con varias cantidades de agua.

Las Figuras 5.4, 5.5 y 5.6 recogen los resultados de conversion frente a
tiempo obtenidos trabajando en glicerina pura y mezclas 15% y 30% w/w de
agua. Se puede observar que, al aumentar la concentracion de agua en el
medio, las diferencias en las evoluciones de conversion a diferentes tamafos de
particula son menores, sobre todo si se tiene en cuenta las velocidades iniciales
de reaccion, como se comentara mas adelante. Las particulas de menor tamafio
favorecen transformaciones mas rapidas, aunque la conversion final sea
practicamente la misma, la de equilibrio. EI hecho que la conversion final sea
ligeramente superior en los dos casos de adicion de agua al medio se podria
explicar por la evaporacién de agua que tiene lugar a lo largo de la reaccién al
trabajar en un reactor abierto a la atmosfera, que puede estar arrastrando
pequefias cantidades de acido benzoico, que sublima, y que experimentalmente
se ha podido comprobar con la presencia de cristales de benzoico condensado

en las paredes secas del reactor.

Sin embargo, si se observan diferencias en el tiempo en que se alcanza el
punto de equilibrio, que se va reduciendo de 50 h a 45 h y luego a 30 h, a
medida que se aumenta de 0 a 15 y a 30% (w/w) la proporcién de agua; todo ello

relativo a las particulas de enzima inmovilizada menor tamafio empleadas.
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Figura 5.4. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cg =30g/L; C\w=0%w/w;
T=60°C; Cg=30g/L). Efecto del tamafio de particula de Novozym®435.
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Figura 5.5. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cg ,=30g/L;
Cw=15%w/w; T=60°C; Cg=30g/L). Efecto del tamafio de particula de Novozym®435.
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Figura 5.6. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cg c=30g/L;
Cw=30%w/w; T=60°C; Cz=30g/L). Efecto del tamafio de particula de Novozym®435.

La Figura 5.7 refleja la variacion de la velocidad inicial con el tamafio de
particula para todos los experimentos comentados en este apartado. Se puede
observar claramente que las limitaciones al transporte se van reduciendo a
medida que se incrementa la cantidad de agua en el medio, lo que a efectos
practicos se traduce en velocidades mas cercanas a las observadas en
condiciones de ausencia de tales limitaciones, que corresponderia al caso de la
enzima libre, CALBL, y con ello en valores de factor de efectividad mayores,
como se puede observar en la Tabla 5.2. Se aprecia que, a la mayor cantidad de
agua anadida a la glicerina, hay un factor de efectividad muy cercano a 0,9 para
el tamafo de particula industrial. Este hecho indicaria que la adicion de agua en
la concentracion suficiente supondria casi eliminar la transferencia de materia
interna como factor controlante de la velocidad observada, es decir, el sistema
se encontraria practicamente controlado por la velocidad de la reaccion

enzimatica.

A la vista de los resultados de estos experimentos previos, la
concentracion elegida de agua para mezclarla con la glicerina en el medio de

reaccion es de un 30% (w/w).
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Tabla 5.2 Factor de efectividad de Novozym®435 en diferentes mezclas glicerina-agua

(T=60°C)
Medio(% H,O wiw) n
0 0,20
15 0,56
30 0,89
0025] o 4 . ]
] u ®
0.0201
] °
= ] n
< 0.015] ° o
g ]
~ 0.010 Simbolo C,,, n
B { = 0% wiw -
0.0051 © 15% wiw -
30% wiw
1 - CALBL
O-OOO- T T T T T T T T T T T T T T
O 100 200 300 400 500 600 700
dp (um)

Figura 5.7. Velocidad inicial frente a tamafio de particula de Novozym®435 en diferentes
mezclas glicerina-agua.

5.1.4. Efecto de la temperatura y de la concentracion de acido

benzoico

Una vez definido el medio de reaccion (30% w/w H,0), se ha estudiado la
influencia de las variables mas influyentes en la velocidad de la etapa quimica, la

temperatura y la concentracion del acido benzoico.

Tanto en el estudio de la enzima libre (Capitulo 3), como de la enzima

inmovilizada en medio glicerina pura (Capitulo 4), se ha comprobado la
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inexistencia de fendmenos de inhibicién por productos o sustratos. El efecto de
utilizar diferentes concentraciones de acido en la velocidad inicial de reaccion se
muestra en la Figura 5.8. La velocidad de reaccion tiene una tendencia
hiperbdlica con la concentracién del acido reactivo. La capacidad del modelo
mecanistico de Michaelis-Menten para explicar este comportamiento se ha

constatado en los capitulos anteriores de esta Memoria.
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Figura 5.8. Velocidad inicial de reaccidon frente a concentracion inicial de 4cido benzoico
(Cw=30%w/w; Cg=30g/L).

5.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS CINETICOS

Se han realizado una serie de experimentos para llevar a cabo el estudio
cinético de la reaccion de esterificacion de acido benzoico y glicerina en un
medio con 30% (w/w) de agua. Como se ha podido observar en apartados
anteriores, el cambio en el medio conlleva un cambio en la solubilidad del acido
benzoico en el medio. Por esta razén, se han elegido diferentes concentraciones
de acido que en casos anteriores, pero que permitan el trabajo en condiciones

homogéneas, a temperaturas entre 50 y 70 °C, este limite superior lo determina
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la estabilidad del biocatalizador. Estas condiciones se recogen en la Tabla 5.4,

donde se describen los experimentos realizados.

Los resultados experimentales obtenidos, como concentracion de
producto versus tiempo, medidos por cromatografia HPLC y ordenados en

funcidn de la temperatura de trabajo, se presentan en las Tablas 5.5, 5.6 y 5.7.

Tabla 5.3. Condiciones de operacion de experimentos esterificacion de acido benzoico con glicerina
(30% H,0 catalizada por Novozym®435 (N=250 rpm; Ceg=30 g/L)

Experimento T (°C) Cso (g/L)
w1 50 20
W2 50 30
W3 50 40
W5 60 20
W6 60 30
W7 60 40
w8 70 20
W9 70 30
W10 70 40
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Tabla 5.4. Resultados de los experimentos W1 a W3 (T=50°C)

w1 20 g/L W2 30 g/L
t (h) C BG(M) X BG t (h) CBG (M) X BG
0 0 0 0 0 0
1 0,007 0,043 1 0,006 0,029
2 0,016 0,097 2 0,016 0,071
3,5 0,033 0,198 3 0,028 0,126
5 0,054 0,319 4 0,039 0,173
8 0,071 0,421 6,5 0,066 0,295
11 0,086 0,512 10 0,086 0,385
14 0,099 0,585 13 0,104 0,463
18 0,113 0,668 17 0,126 0,561
22 0,105 0,620 21,5 0,137 0,611
25,5 0,137 0,815 25,2 0,163 0,726
29 0,144 0,852 29 0,169 0,754
35 0,139 0,823 35 0,183 0,816
40 0,142 0,842 40 0,192 0,856
w3 40 g/L
t (h) C BG(M) X BG
0 0 0
1 0,014 0,032
2 0,026 0,058
3,5 0,054 0,122
5 0,086 0,193
8 0,129 0,289
11 0,171 0,385
14 0,203 0,456
18 0,242 0,545
22 0,246 0,553
25,5 0,310 0,697
29 0,339 0,763
35 0,340 0,766
40 0,357 0,804
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Tabla 5.5. Resultados de los experimentos W4 a W6 (T=60°C)

W4 20 g/L W5 30 g/L
t (h) C BG(M) X BG t (h) CBG (M) X BG
0 0 0 0 0 0
1 0,016 0,090 1 0,012 0,054
2 0,034 0,191 2 0,028 0,121
3,5 0,062 0,345 3 0,051 0,223
5 0,085 0,473 4 0,067 0,293
8 0,105 0,586 6,5 0,088 0,384
11 0,123 0,688 10 0,123 0,540
14 0,134 0,745 13 0,142 0,623
18 0,140 0,782 17 0,164 0,716
22 0,134 0,748 21,5 0,169 0,741
25,5 0,150 0,839 25,2 0,199 0,871
29 0,157 0,874 29 0,196 0,855
W6 40 g/L
t (h) C BG(M) X BG
0 0 0
1 0,022 0,060
2 0,044 0,122
3,1 0,077 0,211
4 0,097 0,266
6 0,148 0,404
11 0,182 0,497
14 0,207 0,566
18 0,237 0,647
22 0,212 0,579
25 0,257 0,704
28,5 0,307 0,839
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Tabla 5.6. Resultados de los experimentos W7 a W9 (T=70°C)

W7 20 g/L ws 30 g/L
t (h) C BG(M) X BG t (h) CBG (M) X BG
0 0 0 0 0 0
1 0,036 0,198 1 0,027 0,116
2 0,044 0,242 2 0,056 0,243
3,5 0,072 0,397 3 0,071 0,309
5 0,112 0,615 4 0,092 0,401
8 0,126 0,695 6,5 0,120 0,524
11 0,141 0,774 10 0,151 0,660
14 0,150 0,825 13 0,166 0,723
18 0,156 0,857 17 0,179 0,782
22 0,148 0,814
W9 40 gL
t (h) C BG(M) X BG
0 0 0
1 0,044 0,122
2 0,087 0,240
3,1 0,120 0,331
4 0,141 0,387
6 0,187 0,513
8 0,214 0,588
11 0,245 0,673
14 0,267 0,735
18 0,284 0,781
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5.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Una vez obtenidos los resultados experimentales para la esterificaciéon de
acido benzoico y glicerina en un medio libre de disolventes organicos al que se
ha afadido un 30% w/w de agua, se ha procedido al estudio cinético. Se busca
una expresion matematica que sea capaz de reproducir la evolucion de las
concentraciones de las diferentes especies observadas de forma experimental a

lo largo del proceso de obtencidén del monoéster.

5.3.1. Determinacién del modelo cinético

Las condiciones de exceso de glicerol, en las que se ha trabajado,
simplifican el modelo cinético que deriva de un mecanismo “Ping-pong Bi-Bi”,
generalmente aceptado para reacciones de esterificacion catalizadas por lipasas,
a una expresion hiperbolica mas sencilla, de tipo Michaelis-Menten, como la

Ecuacion [5.2]:

dCyg  dCg kCpCy .
dt dt K+Cy [5.21]

Ante la ausencia de fendmenos de inhibicién o desactivacion, que no han
sido detectados en los experimentos previos, algo que también se ha podido
comprobar con los resultados del estudio cinético de la reaccion de esterificacion
de acido benzoico con Novozym®435 en glicerina pura, se puede pensar que un
modelo cinético de este tipo, puede ajustarse correctamente a los datos
experimentales, también en este caso, cuando el medio de reaccidon esta

formado por glicerina mezclada con agua.

Una vez mas, se ha aplicado el método integral, ajustando la Ecuacion
[5.2] a los datos de cada experimento por separado, en primer lugar, y
posteriormente, una vez comprobado el sentido fisico de los parametros
obtenidos, a los datos de todos los experimentos simultaneamente, para
determinar los valores Optimos de los pardmetros cinéticos, k y K. Estos

parametros se han considerado dependientes de la temperatura segun la
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expresion de Arrhenius (Ecuacion [3.4]) y se determinaran por ajuste no lineal,

aplicando el criterio de los minimos cuadrados.

En la Tabla 5.7 se recogen los valores obtenidos del ajuste de todos los
experimentos a la vez, asi como los resultados de los parametros estadisticos
mas relevantes. Los valores de Itos parametros estadisticos son muy
aceptables, indicando la bondad de este ajuste, algo que es, ademas, evidente,
si se compara lo estrecho del intervalo de confianza calculado para el valor de
cada una de las constantes cinéticas calculados. Ademas, si se observa la
grafica de residuos (Figura 5.9) se comprueba que el error tiene un valor
despreciable, solo tiene un valor a considerar a tiempos cortos de reaccion. Esto
se debe Unicamente al pequefio peso que estos puntos tienen, en valor absoluto,
sobre el ajuste en su conjunto, como se puede confirmar atendiendo a la
proximidad de los datos simulados con los experimentales en las Figuras 5.10,
5.11y5.12.

Tabla 5.7. Modelo cinético propuesto para el ajuste a los datos experimentales de la
reaccién de esterificacién de acido benzoico y glicerina catalizada por Novozym®435 en
medio 30% w/w H,0.

-E
a, k
dCy\n :_dCB i kCgCp ko BT
dt dt K+C, '’ 0
B
Parametro Valor + error SQR F95 AlCc

Ea k (J/mol) 3,77-104 £ 2,19-103

InkO -7,25+0,79 2,89:10-2 | 4,17-103 | -1.1-103

K (M) 4,86-10-1 + 1,3-10-2
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Figura 5.9. Andlisis de residuos del ajuste del modelo cinético Michaelis-Menten a los
datos experimentales.
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Figura 5.10. Ajuste a datos experimentales modelo Michaelis-Menten (T=50°C)
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Figura 5.11. Ajuste a datos experimentales modelo Michaelis-Menten (T=60°C)

Figura 5.12. Ajuste a datos experimentales modelo Michaelis-Menten (T=70°C)
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Si se comparan los valores de los parametros cinéticos obtenidos en los
distintos sistemas estudiados hasta ahora (Tabla 5.8), se pueden hacer varias
observaciones interesantes. Por una parte, si se relacionan las energias de
activacién de los sistemas que utilizan enzima inmovilizada como catalizador,
tanto en condiciones de limitacion al transporte interno como en ausencia de

ellas, se obtiene:

En
aklG, pura  14310°
3,7710*

o]
a, G,30%H,0

Esta relacion es muy cercana al valor teérico de 0,5 que se puede
encontrar en la bibliografia para cualquier reaccion catalitica heterogénea con
control difusional (Roberts y col., 1965, 1966). Aceptando el error experimental
razonable en el calculo de las velocidades de reaccion, este valor indicaria que
la reaccion en un medio que contiene un 30% de agua transcurre en condiciones
de control cinético por parte de la reaccién quimica. En ausencia de agua, el
control es debido a la transferencia de materia en los poros.

Por otra parte, se puede comprobar que, en condiciones en las que se da
ausencia de limitaciones al transporte, el valor de la energia de activacion de la
reaccion de esterificacion con enzima libre es algo superior al valor
correspondiente al de la reaccion catalizada por la enzima inmovilizada, algo
gue es muy razonable teniendo en cuenta que la influencia de la temperatura es
bastante inferior en los datos experimentales conseguidos cuando el catalizador
es una enzima inmovilizada, fijada a un soporte solido. Este efecto sobre la
energia de activacion es tanto mas evidente cuanto mas importante es el efecto
de limitacion difusional: la energia de activacion es muy inferior en condiciones
en las que se utiliza la enzima inmovilizada, Novozym 435, en glicerina pura
frente a la que se obtiene en condiciones en las que se afiade agua, que, como
ya se ha comentado, mejora notablemente la velocidad de la transferencia de
materia en los poros. Por otra parte, la mayor susceptibilidad de las moléculas de
la enzima libre a sufrir cambios con la temperatura la hace mas propensa a la
desactivacion, como de hecho se ha observado tanto experimentalmente como

en el desarrollo del modelo cinético en el Capitulo 3.
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Finalmente, es interesante observar lo cercanos que son los valores de la
constante K, que es representativa de la intensidad de las interacciones enzima-
sustrato, y que al ser ésta la misma en todos los sistemas, es de esperar que
resulten valores muy similares. Esta constante es, en estos sistemas, reflejo de
las constantes de Michaelis-Menten para el acido y para la glicerina, una en el
numerador y otra en el denominador, ademas de incluir la concentracion de la
glicerina, que se puede considerar constante por estar la glicerina en gran
exceso. Como las constantes de Michaelis-Menten no dependen mucho de la
temperatura y, por otra parte, ese encuentran en esta constante de tal forma que
tal efecto se anula, se puede concluir que la constante K no deberia ser funcion

de la temperatura.

Tabla 5.8. Parametros cinéticos de modelos determinados para la esterificacién de acido
benzoico y glicerina con enzima libre e inmovilizada en diferentes medios.

Catalizador Disolvente Eak (3/mol) INko K (M)
o 4,55.10* 5,46 4,27-10*
CALBL glicerina pura 5 L 5
+1,76-10 *6,46-10° +2,53:10°
o 1,43-10* -2,08 4,58-10"
Novozym®435 | glicerina pura 5 5
+1,39-10 + 0,50 +9:10
glicerina con 3,77-10° -7,25 4,86-10"
Novozym®435 30% wiw de 5 5
H,O +2,19:10 +0,79 +1,3:.10°
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5.4. ESTUDIO TEORICO DEL TRANSPORTE DE MATERIA

De forma analoga a lo realizado para los resultados experimentales de la
produccion de monobenzoato de glicerina en glicerina pura, se va a estudiar de
una forma teodrica los fenomenos de transporte de materia en el sistema, ahora

en el medio con 30% w/w H,O, para poder cuantificar su importancia.

Utilizando las ecuaciones de Cheng (Cheng, 2008) para determinar la
viscosidad de la mezcla y las ecuaciones de Wilke—Chang (Ecuacion 4.9) y la
correlacion de Frossling (Ecuacion 4.5) para el calculo de la difusividad
molecular, Dgc Yy el coeficiente de transferencia de materia, k_g, y estimando el
resto de propiedades termodindmicas y fluidodinamicas tal como se ha explicado
en el apartado 4.4.1, se obtienen los valores que se recogen en la Tabla 5.9.

Asi, para la cuantificacion de las limitaciones al transporte de materia
externo e interno, se han aplicado los criterios de Mears (Ecuacion 4.14) y
Weisz-Prater (Ecuacion 4.15), para las condiciones extremas del intervalo de
condiciones de operacion estudiado. Estos valores, junto con los valores

observados de velocidad de reaccion inicial, se presentan en la Tabla 5.10.

Si se aplican los criterios antes descritos, se obtiene que Cy << 0,15. Esto
quiere decir que, en el caso del transporte externo, incluso en el caso méas
limitante en cuanto al transporte de materia que corresponde a condiciones de
temperatura baja, el transporte externo es muy rapido comparado con la

velocidad del proceso global y, por tanto, no influye en dicha velocidad.

Para el transporte interno, también resulta Cw.p << 1, de forma que
también pueden descartarse limitaciones a la difusién de materia en el interior de
los poros de la particula de Novozym®435. De esta forma, se puede garantizar,
también de forma cuantitativa, que la adicion de agua al medio de reaccion es
una estrategia exitosa como via para reducir los problemas difusionales
encontrados en el sistema al trabajar con un disolvente muy viscoso y un
catalizador heterogéneo, un sélido con una porosidad pequefia debido a la
inmovilizacién en corona de la CALB en la superficie del soporte casi taponando

los poros.
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Tabla 5.9. Propiedades fluidodinamicas estimadas para diferentes condiciones de trabajo.

30% w/w H,O
T (°C)

us (cP) | D% g (cm2/s) | k. g (cm/s)
40 9,53 2,10-10° 6,99-10°
50 6,65 3,10-10° 1,03-10*
60 4,85 4,38:10° 1,46-10™
70 3,67 5,96-10° 1,99-10*
80 2,87 7,85-10° 2,62:10*

Tabla 5.10. Velocidades observadas en extremos de intervalo de temperaturas

T (°C) Ceo (9/L) ro (Mol/L-h)
50 30 9,9:10°
70 30 2,9:10°

Tabla 5.11. Criterio de Mears (transporte externo) para condiciones extremas

del intervalo de trabajo.

T (OC) CB,O (g/L) CM
50 30 3,25-10°3
70 30 6,66-10°

Tabla 5.12. Criterio de Weisz-Prater (transporte interno) para condiciones extremas

del intervalo de trabajo.

T (°C) Cso (9/L) Cwp
50 30 6,35-10
70 30 9,67-10°




5.5. ESTERIFICACION EN CONDICIONES DE SOBRESATURACION

La mezcla de agua con glicerina tiene, como se ha visto en el desarrollo
de este capitulo, efectos muy positivos sobre la cinética de la produccién del
monoglicérido, MG, pero, como contrapartida, limita mucho la solubilidad del

acido benzoico.

Pensando en la viabilidad industrial de un proceso como el que se plantea
en este trabajo, es necesario buscar vias para mejorar la productividad,
operando con este sistema. Se puede pensar, por ejemplo, en la sobresaturacion
del medio, es decir, la concentracién del medio en acido benzoico por encima de

su punto de solubilidad.
La reaccion tendra lugar en dos etapas:

e En condiciones de sobresaturacion. Sistema bifasico benzoico-

glicerina.

e En condiciones homogéneas. Benzoico disuelto en glicerina

En la primera etapa, la concentracion de &cido benzoico se puede
considerar constante y, como se puede observar en la Figura 5.13, es
independiente de la cantidad inicial de acido en la mezcla debido a que, en
cualquier caso, sOlo podra reaccionar el acido benzoico en disolucion,
concentracion que, para un disolvente dado, sélo depende de la temperatura. En

estas condiciones la velocidad de reaccion sera constante (orden O de reaccion).

Una vez el acido se ha ido consumiendo y su concentracion en la mezcla
heterogénea es menor que el punto de solubilidad, el sistema se convierte en
homogéneo y la velocidad pasa a ser dependiente de la concentracion de acido

(expresion Michaelis-Menten), ya que ahora varia con el tiempo.

Los resultados de la simulacidon de estas condiciones, utilizando los
pardmetros cinéticos calculados (Tabla 5.7) resultan bastante apropiados y se
acercan mucho a los datos experimentales. Esto valida el modelo obtenido en

este Capitulo, por un lado, y abre las puertas a una nueva posible forma de
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trabajar en la produccién de monoésteres de acidos con solubilidades pobres en

medios como la glicerina o mezclas glicerina-agua.

1,0
0,9

5 (Mol/L)
o
¢

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (h)

Figura 5.13. Datos experimentales y prediccién del modelo cinético para la produccién de
BG en condiciones de sobresaturacion de acido benzoico.
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6. ESTERIFICACION DE GLICERINA Y ACIDO
METOXICINAMICO CON NOVOZYM®435

A lo largo de los Capitulos 3, 4 y 5 de este trabajo se ha profundizado en
el conocimiento de la esterificacion de glicerol con acido benzoico para la
produccion de monoéster extremo. Como catalizadores se ha trabajado tanto
con lipasa B de Candida antarctica como con uno de sus preparados
inmovilizados, Novozym®435. Su estudio ha conducido a la seleccion de unas
condiciones propicias para la produccién del monoglicérido, escalables a una

escala semipreparativa.

El presente capitulo persigue la aplicacion de este conocimiento obtenido
con otros acidos aromaticos cuyos monoglicéridos tienen interés industrial. Entre
ellos, el acido p-metoxicinAmico y sus ésteres tienen un especial interés, debido
a sus propiedades como filtro ultravioleta, motivo por el que se emplean como
ingredientes en cremas solares dentro de la industria cosmética (Molinero y col.,
2013), ademas de aplicaciones como emulsionante, dispersante o lubricante
(Aleksey y col., 1994; Thengumpillil, 2001; Pagliaro y col., 2008).

La reaccion en cuestion es la esterificaciéon de una molécula de acido p-
metoxicinamico (M) con una de glicerol (G), para obtener una molécula de o-
mono-p-metoxicinamato de glicerina (MG), tal como se representa en el

esquema (Figura 6.1):

0
0
| OH | +H,0
N HO\)\/OH N0 oH
E—
HLC. OH + Lipasa ch‘o \/\/OH
o

Figura 6.1. Esquema de la esterificacién de acido p-metoxicinamico con glicerol catalizada
por lipasas.

A diferencia de la sintesis tradicional de monoésteres con catalizadores

quimicos, acidos o basicos, como Amberlyst 15, 35 y 36 (resinas acidas fuertes

203



de Dow Chemical) (Saha y col., 1996; Yadav y col., 2002; Orjuela y col., 2012),
la reaccion con lipasas tiene lugar en condiciones mas moderadas, algo que es
importante al trabajar con productos que pueden deteriorarse al estar sometidos
a altas temperaturas, como es el caso del MG. Es por esta razén que el estudio

de este sistema biocatalitico es especialmente interesante.

6.1. EXPERIMENTOS PREVIOS

De forma similar a lo realizado con el acido benzoico, es necesario
conocer el efecto de las variables sobre la reaccion de esterificacion a
monoglicérido extremo de &acido p-metoxicindmico, MG, para delimitar las

condiciones de operacion.
En este apartado de experimentacion previa, se ha estudiado:

e Solubilidad del acido p-metoxicinamico en glicerina y mezclas de

glicerina y agua en distintos grados.

e Estudio de la transferencia de materia

6.1.1. Solubilidad de acido metoxicinamico en mezclas glicerina/

agua

Las propiedades de un compuesto quimico vienen determinadas por su
estructura, ya que ésta determina la forma en la que tienen lugar las
interacciones de una molécula con su entorno, esto es, como se disuelve en el

medio y su reactividad.

El &cido p-metoxicinamico y el benzoico tienen como base estructural un
anillo aromético, pero se diferencian en los radicales a los que éste se encuentra
enlazado (ver Figura 6.2). El acido p-metoxicinamico tiene un grupo vinilico al
gque se enlaza el grupo carboxilico. Esta estructura de dobles enlaces
conjugados, sumado al grupo metoxi en posicion para, le dan a la molécula una
mayor resonancia y estabilidad. Estas caracteristicas son precisamente las que

le confieren sus propiedades como filtro ultravioleta, pero, al mismo tiempo, la
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convierten en una especie mas hidrofébica, por lo que su disolucidon en un medio

polar como la glicerina se vera mas limitada.

I
OH X" oH
HaC

~

o

Figura 6.2. Estructura de acido benzoico (izq.) y p-metoxicinamico (der.)

Se ha estudiado experimentalmente la solubilidad del &cido p-
metoxicinamico tanto en glicerina como en mezclas glicerina-agua en distintas
proporciones. En la Figura 6.3 se puede observar como mayores
concentraciones de agua en la mezcla con glicerina, reducen el valor limite de
solubilidad a cualquier temperatura. Como ya se ha comentado al analizar la
estructura de su molécula, el caracter lipofilico del acido metoxicinamico hace
dificil su disolucion en medios polares, como es el caso del glicerol, y ésta es
aun mas complicada a medida que aumenta la polaridad del medio de reaccion
al afadir agua a la glicerina. Tal es el efecto de la naturaleza apolar de los
sustituyentes del anillo aromatico, que los valores de solubilidad del acido
metoxicinamico resultan un orden de magnitud inferiores a los del acido

benzoico.

Se observa, ademds, la tendencia de aumento exponencial de la
solubilidad de este acido con la temperatura; tendencia que, por otro lado, es

mas suave a medida que se incrementa la polaridad del medio.

Los valores medidos experimentalmente se pueden ajustar a una curva en

la que la solubilidad es funcion del tiempo, del tipo:

[6.1]

Los resultados de estos ajustes se recogen en la Tabla 6.1.
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La solubilidad del acido p-metoxicinamico en glicerina y en sus mezclas
con agua resulta, a priori, uno de los factores que mas puede influir en la
aplicacién de este sistema de trabajo para la sintesis de su monoglicérido.
Trabajar con un compuesto poco soluble necesariamente implica operar en
concentraciones muy diluidas, para trabajar en condiciones homogéneas, lo cual
es poco favorable en términos de productividad, pero que hay que considerar los
aspectos positivos del trabajo en condiciones mas suaves para un producto

termosensible, condiciones propias de la sintesis enziméatica.

0.06. Figura %wwH,0
m 0
° 15
A 30 =
o 0.044 ——= Ajuste matematico
13
OE
0.02
0.00 ————

T(°0)

Figura 6.3. Solubilidad de 4cido metoxicindmico en distintas mezclas glicerina/agua.

Tabla 6.1. Ajuste exponencial alos datos experimentales de solubilidad de acido
metoxicinamico en mezclas glicerina/agua

m ).
CM =ne ;con [Cy]l =mol/Ly [T]=°C
% wiw H,O n m R?
0 1,84-10%+ 4,210 | -22,5+ 1,6 | 0,9876
15 1,30-10%+ 2,6 -10* | -23,0+ 1,5 | 0,9897
30 1,1-10%+2,3-10" | -23,6+ 1,6 | 0,9874
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6.1.2. Estudio de la transferencia de materia

De forma analoga a lo realizado en los Capitulos 4 y 5 con el acido
benzoico, en este apartado se estudia el efecto de las variables que, dada la
experiencia recabada a lo largo de este trabajo, pueden afectar de forma
significativa a la transferencia de materia del sistema, ya que estos fendmenos
se han comprobado de una importancia trascendental en la sintesis del

monoglicérido catalizada por Novozym®435.

Se ha estudiado el efecto de la concentracién de agua como parte de la
mezcla con la glicerina conformando el medio de reaccion, asi como el efecto del

diametro de particula.

Efecto de la concentracion inicial de agua

Se ha evaluado el efecto que tiene la adicion de agua al medio de
reaccion sobre la reaccion de esterificacion de glicerina y acido metoxicinamico,.
En la Figura 6.4 se puede observar que la presencia de agua en el medio
favorece la transformacién a monoéster. Al contrario de lo que cabria esperar, el
agua, que es un producto de reaccion en gran exceso, no desplaza el equilibrio
hacia los reactivos. Parece mas importante su influencia sobre la cinética del
sistema (ver Figura 6.5), ya que, como se ha comprobado en los capitulos
anteriores de este trabajo, modifica considerablemente la hidrodinamica del
medio y facilita la difusidén de reactivos y productos hacia y desde el centro activo
de la lipasa. Se observa también, que el aumento en la velocidad de reaccion a
medida que se incrementa la cantidad inicial de agua en el medio llega a un
punto de saturacion a 20% w/w de H,O, a partir del cual la velocidad inicial de
esterificacion no aumenta. Mas que un efecto propio de la cantidad de agua
sobre la velocidad de reaccion, es posible que se esté observando el efecto de
una concentracién de acido algo menor en disolucion debido a que se esta
trabajando en condiciones muy en el limite de solubilidad del acido p-

metoxicinamico.

El glicerol, por otro lado y dada su elevada afinidad por el agua, podria
reducir la acumulacién de esta Ultima cerca del centro activo del catalizador,

evitando perjudicar el equilibrio de la reaccion de esterificacion. Ademas, se ha
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comprobado ya que la presencia de agua es fundamental para mantener la
estructura de la lipasa de forma que se prolongue su actividad y estabilidad
(Kobayashi y col., 2008). Todo esto conduce a la conclusion de que para la
produccion de mono-p-metoxicinamato de glicerol, MG, sera beneficioso utilizar

un medio en el que se mezcle glicerol y agua.

10
09 Figura C, (% wiw) .
08 [ 0 4
O e 10 v VA L
0,7- A 20 v VA ® =
0,6—- v 30 v A °
00,5—- A () ®
0,4- N
4 o,
0,3_ x ....
1 X on
0,2‘ xon
0,1} 8"
0,01 —
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Figura 6.4. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cy0=20g/L; T=60°C;
Ceg=30g/L). Efecto de la concentracion de agua inicial.
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Figura 6.5. Velocidad inicial de reaccidn frente a concentracion inicial de agua (Cy0=20g/L;
T=60°C; Ce=30g/L)
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Efecto del tamafo de particula

Debido a las grandes limitaciones al transporte detectadas en el interior de
la particula del preparado inmovilizado de CALB, Novozym®435, en este
apartado, se estudia la importancia de las limitaciones al transporte interno en la
produccion de mono-p-metoxicinamato de glicerol y, para ello, se han realizado
dos tandas de experimentos, tanto en medio glicerina como en una mezcla de
agua 30%w/w en glicerina en los cuales se ha utilizado enzima inmovilizada que
se ha molido y tamizado para obtener fracciones de diferente tamafo de
particula. Estos resultados se presentan en las Figuras 6.6 y 6.7. La primera de
ellas corresponde a experimentos realizados en glicerina pura; en ellos se
observa que el tamafio de particula influye considerablemente en la velocidad
inicial de reaccion, algo que es un indicio de la existencia de problemas de
transferencia de materia lenta en el interior de los poros de la particula de
Novozym®435. El efecto es notable, de forma que el equilibrio se alcanza mas
rapidamente cuando el tamafio de particula es menor. Si se calcula un factor de
efectividad, se obtienen valores de alrededor de 0,6 para la particula nativa de
Novozym®435.

Sin embargo, al trabajar en medio 30% w/w H,O, el efecto de reducir el
tamafio de particula es imperceptible, de forma que es muy probable que se esté
operando en condiciones de ausencia de limitaciones al transporte, con factores
de efectividad de 0,96, practicamente el 100% de aprovechamiento de la
capacidad catalitica disponible suponiendo m=1 para el valor asintético de
velocidad inicial que se va alcanzando a menores diametros de particula. Esto se
pone de manifiesto si se analizan las velocidades iniciales de reaccion (Figura
6.8), practicamente iguales independientemente del tamafio de particula del
catalizador.
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Figura 6.6. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cy0=20g/L; T=60°C;
Ceg=30g/L; Glicerina pura). Efecto del tamafio de particula de Novozym®435.
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Figura 6.7. Variacion de la conversion de monoéster con el tiempo (Cy0=20g/L; T=60°C;
Ce=30g/L; Cw=30% w/w). Efecto del tamafio de particula de Novozym®435.
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Figura 6.8. Velocidad inicial de reaccién de esterificacion de acido metoxicinamico y
glicerina catalizada por Novozym®435 en glicerina puray glicerina 30% w/w H,0.

6.2. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS CINETICOS

Se han realizado una serie de experimentos para estudiar la cinética de la
produccion de MG. Se han tenido en cuenta los resultados de los experimentos
previos, atendiendo a las limitaciones practicas de trabajo en cuanto a la
concentracion inicial de acido p-metoxicinamico que se ve muy limitada debido a
la solubilidad de este acido en la glicerina. Ademas, se estudia también el
sistema operando en un medio con un 30% w/w de agua, condiciones que
restringen aun mas el intervalo de concentraciones a considerar. Debido a esto,
tanto para el medio glicerina pura como para la mezcla de glicerina con agua se
trabaja en valores de concentracién de 20g/L, muy cercano al valor limite de
solubilidad a 50°C, el limite inferior del rango de temperaturas considerado
(50°C-70°C).

Ademas, también debido al factor limitante que es la solubilidad, se realiza
un anico experimento a una mayor concentracion de 40 g/L y a la temperatura
central del intervalo (60°C), lo que es considerado, en principio, suficiente para

comprobar las tendencias y conclusiones que se extraigan.
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Las condiciones de los experimentos realizados se recogen en la Tabla
6.2. Sus resultados en forma de valores de concentracion de MG frente al
tiempo, determinadas por cromatografia segun se explica en el Capitulo 2 de
este trabajo, se presentan a continuacion (Tabla 6.4 a 6.6).

Tabla 6.2. Condiciones de operacion de experimentos esterificacion de acido p-metoxicindmico con
glicerina catalizada por Novozym®435 (N=250 rpm; Cg=30 g/L)

Experimento T (°C) Cgpo (g/L) Cw,o (% w/w)
M1 50 20 0
M2 60 20 0
M3 70 20 0
M4 60 40 0
M5 50 20 30
M6 60 20 30
M7 70 20 30
M8 60 40 30

212



Tabla 6.3. Resultados de los experimentos M1y M2 (Glicerina pura)

il 20 g/L; 50°C; Vi 20 g/L; 60°C;
Glicerina pura Glicerina pura
t (h) Cuc(M) Xwvc t (h) Cwmc (M) Xme
0 0 0 0 0 0
1 2,910 2,6-10° 1 8,4-10™ 7,6-10°
2 9,2:10* 8,1-10° 2 2,4-10° 0,021
3 1,5-10° 0,013 3 3,9:10° 0,035
45 2,7-10° 0,023 45 6,2-10° 0,056
11 6,0-10° 0,053 11 0,014 0,126
14,5 9,0-10°3 0,079 14,5 0,018 0,162
18 0,011 0,096 18 0,022 0,198
21,5 0,013 0,115 21,5 0,027 0,240
25 0,015 0,127 25 0,032 0,285
29 0,017 0,149 29 0,036 0,321
36 0,019 0,167 36 0,042 0,378
42 0,021 0,184 42 0,047 0,423
46 0,023 0,207 46 0,050 0,453
52 0,026 0,231 52 0,057 0,509
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Tabla 6.4. Resultados de los experimentos M3y M4 (Glicerina pura)

v 20 g/L; 70°C; VI 40 g/L; 60°C;
Glicerina pura Glicerina pura

t (h) Cuc(M) Xwe t (h) Cuc(M) Xwe
0 0 0 0 0 0
1 2,5-10° 0,023 1 8,7-10" 3,9:10°
2 5,6-10° 0,051 2 2,5-10° 0,011
3 8,6:10° 0,078 3 4,1-10° 0,018
4,5 0,013 0,115 4,5 5,9-10° 0,026
11 0,028 0,252 11 0,015 0,067

14,5 0,038 0,342 14,5 0,019 0,084
18 0,045 0,405 18 0,024 0,104

21,5 0,052 0,465 21,5 0,028 0,125
25 0,060 0,545 25 0,032 0,143
29 0,068 0,612 29 0,037 0,166
36 0,078 0,703 36 0,044 0,196
42 0,087 0,786 42 0,049 0,218
46 0,087 0,788 46 0,054 0,238
52 0,096 0,862 52 0,061 0,272
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Tabla 6.5. Resultados de los experimentos M5 y M6 (30%w/w H,0)

- 20 g/L; 50°C; V6 20 g/L; 60°C;
30%w/w H,O 30%w/w H,O
t (h) Cue(M) Ve t (h) Cue (M) Ve
0 0 0 0 0 0
1 5,8-10™ 5,1-10° 1 1,4-10° 0,012
2 1,1-10° 9,8:10° 2 3,6:10° 0,033
3,166 2,2.10° 0,019 3,166 6,810° 0,062
4,166 3,2:10° 0,028 4,166 9,3-10° 0,084
5 41107 0,036 5 0,011 0,103
11 7,0-10° 0,061 11 0,016 0,144
14,5 0,010 0,088 14,5 0,024 0,216
18 0,013 0,114 18 0,029 0,261
24,33 0,019 0,170 24,33 0,041 0,371
29,33 0,023 0,199 29,33 0,050 0,451
36 0,025 0,219 36 0,060 0,541
42 0,029 0,254 42 0,064 0,577
46,16 0,032 0,280 46,16 0,071 0,644
49,5 0,033 0,291 49,5 0,075 0,679
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Tabla 6.6. Resultados de los experimentos M7 y M8 (30%w/w H,0)

Ve 20 g/L; 70°C; e 40 g/L; 60°C;
30%w/w H,O 30%w/w H,O
t (h) Cuc(M) Xme t(h) Cuc(M) Xwe
0 0 0 0 0 0
1 4,3-10° 0,038 1 1,2:10° 0,011
2 0,010 0,090 2 4,1-10° 0,018
3,166 0,016 0,148 3,166 7,3-10° 0,033
4,166 0,021 0,188 4,166 0,010 0,047
5 0,024 0,214 5 0,013 0,056
11 0,040 0,360 11 0,015 0,067
14,5 0,050 0,450 14,5 0,020 0,089
18 0,060 0,541 18 0,030 0,133
24,33 0,084 0,757 24,33 0,044 0,194
29,33 0,094 0,844 29,33 0,054 0,238
36 0,095 0,856 36 0,060 0,267
42 0,100 0,901 42 0,070 0,311
46,16 0,100 0,898 46,16 0,073 0,326
49,5 0,100 0,866 49,5 0,076 0,337
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6.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos para los experimentos M1 a M8 se han utilizado
para determinar el modelo cinético que se ajuste apropiadamente a ellos y que
sea capaz, por tanto, de explicar la fenomenologia de la esterificacion de acido
p-metoxicindmico con glicerina utilizando Novozym®435 como catalizador y en
medios libres de disolventes organicos. En este estudio se ha dado un
tratamiento analogo, pero separado, a los experimentos donde el medio es
glicerina pura y a aquellos donde el medio es una mezcla de glicerina con un

30% w/w en agua.

6.3.1. Determinacion del modelo cinético

En los Capitulos 4 y 5 se ha estudiado la cinética de la esterificacion de
acido benzoico con glicerina catalizada por Novozym® 435 y en base a ellos, se
ha planteado el siguiente modelo de reaccién, que, en principio, ha de ser valido

para la produccion del monoéster en medio glicerina y 30%w/w H,O.

El modelo generalmente aceptado para una esterificacion catalizada por
lipasas se basa en el mecanismo Ping-pong Bi-bi (Leszczak y col., 1998; Hari
Krishna y col., 2001; Yadav y col., 2008; Sun y col., 2009). Uno de los reactivos,
el glicerol, se encuentra en un exceso muy grande, de forma que esta expresion

se simplifica a una hiperbdlica, de tipo Michaelis-Menten, como la Ecuacién 6.2:

dc dc, kC_.C
MB__ "B _"“E™B 6.2]

dt dt K+CB

Si el segundo reactivo, el acido, se encuentra en condiciones de
sobresaturacion, esto es, por encima de su punto de solubilidad, y si la velocidad
de la disolucién del acido, aun en estado sélido en el medio, a medida que éste

se va consumiendo como consecuencia de la reaccion, se puede considerar lo
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suficientemente elevada, para que la etapa quimica sea la limitante, la
concentracion de acido en disolucion se puede considerar constante e igual al
punto de solubilidad en esas condiciones, Cy s, de manera que la Ecuacion 6.2
resulte en una expresion como la Ecuacion 6.3. Este modelo corresponde, de
hecho, a un modelo de orden cero que evoluciona hacia un modelo hiperbdlico

simple tipo Michaelis-Menten.

dc dc kC_-C
MG__~—M __ E"MS [6.3]

dt dt K+CM,S

Asi, si se trabaja en discontinuo y en condiciones de sobresaturacion, la
produccion del mono-p-metoxicinamato de glicerina se puede describir como un

proceso en dos etapas consecutivas:
1. Condiciones de sobresaturacion en acido (Ecuaciéon 6.3)

2. Condiciones de disolucion homogénea de acido (Ecuacion 6.2)

Este es el modelo cinético probado para la sintesis de MG en glicerina
pura y en mezcla con agua. Aplicando el método integral, en primer lugar se han
realizado los ajustes experimento a experimento, donde se ha podido comprobar
el sentido fisico de los parametros propuestos, para, posteriormente, realizar el
ajuste simultdneo de todos los experimentos. Una de las restricciones, que al
mismo tiempo se utiliza como un criterio fisico para la discriminacién de modelos,
es la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 3.4), que explica la evolucion de una
constante cinética con la temperatura. El ajuste no lineal se realiza aplicando

minimos cuadrados, tal como se explica en el Capitulo 2 de este trabajo.

Los resultados de los parametros cinéticos asi determinados se presentan
en las Tablas 6.7 y 6.8, para la produccion de MG en glicerina pura y en una
mezcla 30% w/w agua, respectivamente. Como puede comprobarse, el ajuste es
muy correcto. Los errores que acompafian los diferentes parametros son

menores al valor del propio parametro, y los parametros estadisticos tienen
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valores muy buenos, mas teniendo en cuenta el reducido numero de

experimentos realizados para la obtencion del modelo cinético.

La bondad del ajuste es evidente, también, si se analizan las graficas de
los datos experimentales junto a la prediccion del modelo cinético (Figura 6.9 y
6.10 para la reaccion en glicerina pura y en agua, respectivamente) y también las
de analisis de residuos (Figura 6.11y 6.12). La magnitud del error, que en
general se puede considerar muy aceptable, es algo mayor a tiempos mas
cortos, lo que se explica, una vez mas, en que a estos tiempos la concentracion
de MG es aun pequeia de forma que los residuos en valor relativo pueden ser

considerables aunque en términos absolutos no lo sean tanto.

Tabla 6.7. Modelo cinético propuesto para el ajuste a los datos experimentales de la
reaccion de esterificacion de acido metoxicinamico y glicerina catalizada por
Novozym®435 en medio Glicerina pura.

B Ea, k
o s e R
M,S
dCMG __dCM _ k-CE-CNI
dt dt K+ CM
Parametro Valor + error SOR F95 AlCc
Ea k (J/mol)2,57-104 + 3,67-103
InkO 1,50 £ 1,32 1,13-10-31,23-103]-4,7-102
KM™) [2,81-10-1+2,0-10-3
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Tabla 6.8. Modelo cinético propuesto para el ajuste a los datos experimentales de la
reaccion de esterificacion de acido metoxicinamico y glicerina catalizada por
Novozym®435 en medio 30% w/w H,O .

B Ea, k
dCdI\:IG :‘dth ) klffcl:CM’S conk=kge RT
M,S
dCMG __dCM ~ k'CE'CM
dt dt K +CM
Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
Eax (J/mol)| 3,82:10* + 3,21.-10°
INo 6,80+1,16  [7,70-10%4,31-10%-5,2-10°
K(M) [2,81-10"+4,36-10°

012-— Figura C,, (9/L) T(°C)

0.11- u 20 50
A ° 20 60

0,101 20 70

] * 40 60

0081 | Ajuste modelo

10 20 30 40 50 60
t (h)

Figura 6.9. Ajuste a modelo cinético. Experimentos con Novozym(R)435 en Glicerina pura
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Figura 6.10. Ajuste a modelo cinético. Experimentos con Novozym(R)435 en

Glicerina 30% w/w H,O
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Figura 6.11. Andlisis de residuos de ajuste modelo cinético.

Experimentos en Glicerina pura.
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Figura 6.12. Analisis de residuos de ajuste modelo cinético. Experimentos en
Glicerina 30% w/w H,0.

Si se relacionan los valores de las energias de activacion de la reaccion

en glicerina y en la mezcla 30% w/w agua, se obtiene:

0k
[ a.k1G, pura _2,57-104 B
382104

0,7

Eak)
a, G,30%H ,0

Este valor es algo superior al esperado de 0,5 descrito en la bibliografia
cuando las limitaciones al transporte interno son muy grandes. Esto se debe,
posiblemente, a que, como se ha comprobado al realizar los experimentos
previos, la velocidad propia de la etapa quimica es bastante inferior al caso de la
esterificacion con &cido benzoico, de manera que las limitaciones al transporte
en el interior de la particula de Novozym®435 son comparativamente menos

importantes.

También se ha podido observar la poca variacion del parametro K con la
temperatura, debido, seguramente a la importancia que tiene el exceso de

glicerol entre los parametros que incluye esta constante. Este fendmeno se pudo
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observar de igual manera al trabajar con acido benzoico. Si se comparan los

valores determinados para la esterificacion con ambos acidos se obtiene:

Esta constante, ya que incluye la constante de Michaelis, indica el grado
de interaccion de la enzima con el sustrato, en este caso, el acido. Un menor
valor de de Ky acido indica una mayor afinidad de la enzima por el sustrato en
cuestion, es decir, que la lipasa CALBL tiene una menor afinidad por el acido

benzoico comparado con el p-metoxicinamico.

6.4. CARACTERIZACION DEL PRODUCTO

El interés del acido p-metoxicinamico radica, fundamentalmente, en su
capacidad para oxidarse y mantener su estabilidad, debido a la posibilidad de
formar multiples estructuras resonantes, debido a la presencia de dobles enlaces
conjugados. Estas propiedades convierten a este acido en un buen filtro UV, ya
que sera capaz de captar esta radiacion y absorberla, impidiendo la oxidacion de
las especies que le rodean y a las que cumple la funcién de proteger. Asi mismo,
como también se ha comentado, para que este filtro UV pueda ser aplicado en la
industria cosmética, en cremas solares, por ejemplo, es necesario que, ademas
de su actividad como filtro, disponga de unas propiedades determinadas para
gue se le pueda dar un uso 6ptimo, también desde el punto de vista de la salud
del usuario. Teniendo esto en cuenta, hay que prestar especial atencion a la
hidrofilicidad del filtro, ya que hay que mantener un cuidadoso balance entre la
hidrofobia e hidrofilia necesarias para que el compuesto se mantenga distribuido
en la piel, sin perderse por efecto de la sudoracion o el bafio, por ejemplo, pero
gue no sea demasiado lipofilico para que penetre al interior de la piel y se

distribuya por el organismo pudiendo generar problemas de salud, ademas de
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perder su eficacia como filtro ultravioleta por no estar ya sobre la piel (Nohynek y
col., 2001; Holser y col., 2008).

Atendiendo a estos criterios, en este apartado se analizan las propidades

clave para la utilidad del monoéster de glicerol y p-metoxicinamico:
e Hidrofilicidad/ hidrofobicidad.
e Actividad de filtro UV (SPF).

e Fotoestabilidad.

Como referencia se analiza también el octilmetoxicinamato, OMC, el filtro
UV de uso mas comun en la composicién de cremas solares basado en el acido

p-metoxicinamico.

6.4.1. Hidrofilicidad/ Hidrofobicidad

Como se ha comentado ya, la polaridad del producto resultante es una
propiedad de importancia para su aplicacion en la industria cosmética, ya que
determina, por un lado, la viabilidad de su utilizacion en la emulsiébn que
conforma la crema y, por otro lado, determina también la idoneidad de su uso al
ser mas inocuo para la salud del usuario al controlar mejor su penetrabilidad en

la piel, algo que debe ser evitable en la medida de lo posible.

Para estudiar la polaridad del MG se ha aplicado el método
cromatografico o CLAR (OECD, 2004), descrito en el apartado 2.3.4.3 de este
trabajo. Este método consiste en la medida de los tiempos de retenciéon en HPLC
(columna Cig) de una serie de compuestos de referencia, con coeficiente de
reparto octanol/agua (logPow) conocidos, que se utilizan para obtener una recta
de calibrado. Al analizar el compuesto problema se aplica la ecuacion del
calibrado (Figura 2.12) y, conocido el tiempo de retencién se puede determinar
logPow. Los resultados de estos analisis se presentan en la Figura 6.13. En ella
se puede comprobar como, por un lado, tanto el &cido p-metoxicinamico como su
monoglicérido tienen un coeficiente de reparto octanol/agua muy inferior al
compuesto de referencia. La naturaleza del alcohol resulta determinante en este

aspecto. La utilizacion de octanol (apolar) o glicerol (polar) para esterificar el

224



acido metoxicinamico significa un cambio en algo mas de cuatro Ordenes de
magnitud. Es evidente que el MG ha de penetrar menos en la piel, incluso menos
que el propio acido. Los valores numéricos determinados en este ensayo, se
recogen en la Tabla 6.9. Son resultados con mucha correccidén, muy cercanos a
la tendencia observada en la recta de calibrado, y muy cercaos ademas a los
valores descritos en la bibliografia, donde logPow es igual a 6 y 1,8 para OMC

(Straub, 2002) y acido metoxicinamico (Human Metabolome project., 2012),

respectivamente.
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2- A M
1 * MG
14 & o Patrones calibrado
1 Recta de calibrado
0

00 02 04 06 08 10 12 14
logk

Figura 6.13. Determinacién del coeficiente de reparto octanol/agua (logPow) de acido
metoxicinamico (M), su monoglicérido (MG) y compuesto de referencia OMG.

Tabla 6.9. Resultados coeficiente de reparto octanol/agua (logPow)

Compuesto LogPow
OoMC 6,15
M 1,89
MG 1,63




6.4.2. Actividad filtro UV (SPF)

La capacidad de las moléculas del acido p-metoxicinamico y, por lo tanto
también, de su monoglicérido, para absorber energia en el rango de longitudes
de onda del ultravioleta, le confieren a este compuesto sus propiedades como
filtro de radiacion. Como primer paso para evaluar esta propiedad se ha
realizado un barrido de absorcion de una disolucion de MG en un
espectrofotometro, obteniendo el espectro que se muestra en la Figura 6.14. Se
puede observar que tanto el OMC como el MG absorben ambos en el rango de
longitudes de onda correspondientes al UV-B (280-315 nm) y abarcan una parte
del intervalo de longitudes de onda correspondientes al espectro del UV-A (315-
400nm). De aqui se deduce la utilidad de la utilizacion de estos compuestos
como filtros UV.

3.0
2,5
2,0

1,5

ABS

1,0-

1 — OMC
0,5- — MG

0’ 0 T T T T T T I ' I
200 250 300 350 400

A (nm)

Figura 6.14. Espectros medidos de absorcién MG y OMC

Para la cuantificacién de la actividad de un compuesto o una preparacion
cosmética/ farmacéutica se ha adoptado convencionalmente el parametro
denominado factor de proteccion solar o SPF, que se define como el coeficiente

de la relacion que existe entre el tiempo minimo de aparicion de un eritema,
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dosis eritematdgena minima (DEM) en una piel protegida con un filtro solar y la

DEM en una piel no protegida.

Como se explica en el apartado 2.3.4.1 de este trabajo, en el célculo de
este pardmetro se tienen en consideracion mdultiples factores, entre ellos la
intensidad de la radiacion incidente y la longitud de onda de la radiacion.
Siguiendo la expresion de Diffey y Robson (Diffey y col., 1989), el valor del SPF

se puede determinar mediante la ecuacion [6.4]

2 (400-200) 1 B4
EZ'B/l [6.4]
Z(400 —290) |\/||D|:/1

SPF =

donde E, corresponde al espectro de irradiacion solar sobre la tierra en
unas condiciones determinadas (mediodia, media estacion a 40°N, 20° del cenit
solar); By es la eficacia, para cada longitud de onda, de provocar dafos en la piel
(eficacia eritematogena) y MPFA para cada longitud de onda seleccionada,
corresponde a la relacion de sefial de referencia (sustrato sin muestra) con la

sefal de muestra (sustrato con muestra).

Se aplica un método de medida “in vitro” utilizando el espectrofotometro,
muy cercano a algunos meétodos estandarizados como ISO 24443: 2012 y
aceptados por la Asociacion Europea de Cosméticos (COLIPA), tal como se ha
explicado en el Capitulo 2 de este trabajo, y se obtienen los valores que se
presentan en la Tabla 6.10. Los resultados del monoglicérido de metoxicinamico
son comparables a los del compuesto de referencia, de manera que parece
bastante viable su utilizacibn en cremas solares en sustitucion del OMC,
teniendo en cuenta, ademas, sus mejores propiedades en términos de
hidrofilicidad.
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Tabla 6.10. Resultados de la medida “in vitro” del SPF.

Compuesto SPF

OMC 11,16 + 0,38

M 12,30 + 0,26

MG 11,92 £ 0,59

6.4.3. Fotoestabilidad

Finalmente, se evalla la estabilidad del filtro UV sometido a radiacion
solar simulada ya que es también importante conocer, aparte de su actividad, el
grado de degradaciéon que puede ir sufriendo este compuesto a medida que se
prolonga su exposicion a la radiacion y que puede ser un factor clave para su
aplicacion final, en cremas solares, por ejemplo (Tarras-Wahlberg y col., 1999;
Couteau y col., 2007). Para este estudio se ha utilizado un simulador solar, como
se describe en el apartado 2.3.4.2 de este trabajo (Gonzalez y col., 2007,
Hojerova y col., 2011). Se preparan muestras que se van recogiendo a lo largo
del tiempo para proceder a su medida del SPF. Como medida de la
fotoestabilidad, se ha definido el tiempo de vida medio, como en la expresion

siguiente:

t50 - [t] SPF, [6.5]
SPF=—

La Figura 6.15 es una representacion grafica del efecto de la radiacion
solar simulada sobre la actividad medida del filtro ultravioleta (SPF). Si se tiene
en cuenta la potencia de radiacion solar se puede obtener también obtener una
evolucion de valores de SPF en funcion de la energia total irradiada sobre una

muestra. Estos valores se recogen en la Figura 6.16.
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Puede observarse la mayor estabilidad del MG frente a OMC, ya que la
velocidad a la que se degrada es bastante inferior. Esto se traduce en una mayor
vida util como filtro de radiacién UV, como se puede comprobar al observar los
valores calculados de tiempo de vida media de los compuestos estudiados
(Tabla 6.11), donde el tso del MG es hasta 4 veces mayor que el del OMC.

La mayor fotoestabilidad del monoglicérido del p-metoxicinAmico, asi
como su mayor hidrofilicidad en comparacién al compuesto de referencia,
permiten pensar en la viabilidad de la aplicacion del mono-p-metoxicinamato de

glicerol como filtro UV en cremas solares.
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Figura 6.15. Evolucién de la actividad del filtro UV con el tiempo. Ensayo de
fotodegradacién con radiaciéon solar simulada.
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Figura 6.16. Evolucién de la actividad del filtro UV con la energia recibida. Ensayo de
fotodegradacién con radiacién solar simulada.

Tabla 6.11. Tiempo de vida media de filtros UV. Ensayo de fotodegradacion

Compuesto | tsg (h)

OoMC 3,6

MG 16,9
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES

7.1 RESUMEN

La glicerina es un polialcohol con mdltiples aplicaciones. Se encuentra en
abundancia en la naturaleza formando parte de moléculas mas complejas como
triglicéridos (grasas y aceites) o fosfolipidos. Su interés industrial es grande por
su versatilidad ya que, debido a sus propiedades fisicas y quimicas, puede
interaccionar con compuestos apolares y polares. Por ello, es de uso muy comun
en industrias como la farmacéutica o alimentaria. En la uUltima década se ha
disparado su disponibilidad debido a la creciente produccion de biodiesel, ya que
constituye un 10% en peso respecto a este biocombustible. Su precio ha ido
descendiendo en consecuencia, a la vez que ha aumentado su interés como

posible reactivo para procesos industriales.

Existen multiples posibilidades como reactivo para el aprovechamiento del
glicerol, incluyendo su esterificacion con acidos organicos de distintos tipos. Los
ésteres son compuestos muy utilizados en la industria cosmética, farmacéutica y
alimentaria, en aplicaciones diversas ya sea como especie activa o como aditivo
(surfactantes, emulsionantes), aunque también en industrias como la de

polimeros, entre otras.

La reaccion de esterificacion puede tener lugar en ausencia de catalizador
a elevadas temperaturas, obteniéndose una mezcla de ésteres (monoglicéridos,
diglicéridos y triglicérido) y agua; cabe incluso la posibilidad de que se produzcan
poliglicéridos. Por otro lado, el uso de un catalizador, generalmente de tipo acido,
permite moderar las condiciones en las que tiene lugar el proceso de
esterificacion y, ademas, mejorar la selectividad hacia los productos obtenidos.
En estos dos aspectos, los biocatalizadores son especialmente interesantes. Las
enzimas son capaces de catalizar la reaccion de esterificaciéon permitiendo que
se pueda producir en condiciones muy cercanas a las ambientales, consiguiendo

una selectividad casi total a monoglicérido.
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Algunas enzimas tienen una elevada especificidad espacial, es decir, que
son especificas de algun estereoisdmero y/o enantiomero, una propiedad muy

interesante para la industria farmacéutica.

Este trabajo se ha centrado en la esterificacion de glicerina con dos acidos
de tipo fendlico, el acido benzoico y el p-metoxicinamico. Esta reaccion puede
ser catalizada por una lipasa, la lipasa B de Candida antarctica, tanto en estado
libre como inmovilizada (Novozym® 435), con el objetivo de obtener el
monoéster extremo de la glicerina. Se han elegido estos dos acidos como
ejemplos de productos de aplicacion diversa. El monoglicérido extremo del acido
benzoico se utiliza como plastificante o en la industria farmacéutica para la
sintesis de B-blogueantes o factores activadores de plaquetas (PAFs), (S)-
carnitina y acido y-amino-13-hidroxibutirico (GABOB). EI monoéster del acido p-
metoxicinamico se puede utilizar como ingrediente de productos cosméticos,
como cremas solares, debido a sus propiedades como filtro ultravioleta, que
manteniendo la fotoactividad del acido de partida, mejora otras como la
transdermicidad, frente a otros filtros utilizados en la industria, como el
octilmetoxicinamato, OMC. Ademas, los procesos estudiados se llevan a cabo en
ausencia de disolventes organicos, con las ventajas que esto conlleva en

términos econdmicos y ambientales.

En primer lugar, se ha establecido un procedimiento de trabajo que ha
permitido la realizacion de los distintos experimentos de forma reproducible.
Estos se llevan a cabo de forma discontinua, en reactores agitados
magnéticamente de 50 mL, operando a temperatura constante. Se ha dispuesto
de un medidor, asociado a un control de temperatura (PID) que actia sobre el
bafio termostatico de glicerina en el que se sumerge el reactor. Las muestras
recogidas a lo largo del experimento se depositan en un tubo Eppendorf que se
introduce y mantiene en el congelador, para parar la reaccion y evitar la

oxidacion.

Se han empleado diversas técnicas analiticas, en funcién del objetivo del
analisis. Las muestras recogidas a lo largo de los experimentos de esterificacion,
se han sometido a un andlisis por cromatografia liquida (HPLC) en fase reversa.
Se ha utilizado una columna C-18 (Mediterranea Sea-18 de Teknokroma) a 50°C

y como eluyente una mezcla isocratica 55/45 v/iv de metanol y una solucion
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acuosa de acido sulfurico de pH 2,2, con un caudal de 0,8 mL/min. Los
compuestos de la mezcla de reaccion son separados en funcion de su polaridad
y se cuantifican aplicando un calibrado lineal a la respuesta de absorbancia a
longitud de onda de 254 nm del detector “diode-array” del que dispone el equipo.
También se ha empleado la cromatografia para evaluar el grado de hidrofilicidad
del monoglicérido del acido p-metoxicinamico, inversamente proporcional a la
transdermicidad, la cual se pretende reducir por medio de la esterificacion con
glicerina. En base al mismo principio, la polaridad determina el grado de
interaccion del compuesto con la fase estacionaria y se ha podido obtener un
coeficiente de reparto octanol/agua aplicando un calibrado con especies para las
gue este parametro es conocido. En este caso, se ha utilizado la columna C-18 a
35 °C, eluyendo con metanol:agua 3:1 v/v con un caudal de 1 mL/min.

Como medio para la identificacion de los compuestos generados en el
transcurso de los experimentos de esterificacion, se ha utilizado la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada a un Espectrometro de Masas de
trampa de iones Bruker modelo Esquire-LC. Ademds, la estructura quimica de
los productos obtenidos en las reacciones de esterificacion se ha comprobado

por medio de Resonancia Magnética Nuclear (NMR).

Para medir la actividad enzimatica de varias lipasas y para la evaluacién
de su desactivacion, se ha utilizado un procedimiento sencillo: la reaccion de
hidrolisis de p-nitrofenilbutirato. Uno de los productos de esta reaccion, el p-
nitrofenol da una coloracion amarillenta a la mezcla de reaccion, catalizada por la
lipasa, y se puede detectar por medio de la medida de la absorbancia a una
longitud de onda de 348 nm. Se ha utilizado un espectrofotometro que permite el
registro continuo de los datos de absorbancia del producto de una reaccion que
se lleva a cabo en la propia cubeta de medida, agitada magnéticamente y a 25
°C. Se dispone ademés de un software para el tratamiento de los datos
recogidos y la determinacion de una velocidad de reaccion, que se ha

relacionado con la actividad de la enzima objeto de analisis.

Para el estudio de la estructura de Novozym®435, el inmovilizado
comercial de CALB, se han obtenido las isotermas BET con nitrégeno y se ha
empleado la microscopia electronica de barrido (SEM).
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Finalmente, las propiedades del monoglicérido de p-metoxicinamico se
han determinado usando diferentes técnicas. La técnica de espectrofotometria
de UV-vis se ha utilizado para medir el factor de proteccién solar (SPF). Esta
técnica permite medir la absorbancia o transmitancia de los compuestos de
interés en el rango de longitud de onda correspondiente a la radiacion
ultravioleta (200-400 nm). Para la medida in vitro del factor de proteccién solar
(SPF, en inglés), se ha elegido un procedimiento desarrollado por la empresa
Jasco Europe, en el que se utiliza un espectrofotdmetro UV-vis de doble haz, en
este trabajo se ha empleado el modelo Jasco V-630/SPF. Para determinar la
fotodegradacion in vitro de los monoglicéridos obtenidos, se ha utilizado,
ademas, un simulador solar (lampara HQI-R 250W) ubicado en las instalaciones
del Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas
(CIEMAT) que reproduce, con la mayor exactitud posible, el espectro de
radiacion solar. Las muestras se han irradiado un maximo de 19 horas, tomando

muestras cada hora, y analizando su factor de proteccion solar (SPF).

Con los procedimientos de trabajo perfectamente establecidos, se ha
trabajado, en primer lugar, con el acido benzoico y con la enzima en fase
homogénea. En esta etapa se ha seleccionado el biocatalizador, de entre una
serie de lipasas comerciales (lipasa B de Candida antarctica —CALB-L-, lipasa de
Candida rugosa — AY30-, y lipasa de Thermomyces lanuginosus —TLL-),
probando su actividad tanto con el test de hidrolisis como mediante la sintesis
del monoglicérido de acido benzoico. Entre ellas, la que mostré una mayor
actividad en la sintesis de monoésteres, con gran diferencia, fue el preparado de

Novozymes de la lipasa B de Candida antactica en suspension (CALB-L).

Se han llevado a cabo, ademas, una serie de experimentos previos con el
objetivo de estudiar la influencia de ciertas variables del proceso (solubilidad,
temperatura, concentracion de los reactivos, velocidad de agitacion, inhibicion y
desactivacion de la enzima). De esta forma, se ha acotado el campo
experimental, de la siguiente forma, utilizando siempre una concentracion de
3000mg/L de CALB-L, una temperatura de operaciéon de 50 a 70 °C y una
concentracion inicial de acido benzoico de 30 a 60 g/L.

Con los resultados experimentales, y siguiendo la catalisis de lipasas en la

reaccion de esterificacion un mecanismo ping-pong bi-bi, se plante6 un estudio
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cinético, teniendo en cuenta que, simultaneamente a la reaccion, la enzima se

desactiva. Los modelos probados han sido los siguientes:

Modelo 1: Michaelis-Menten sin desactivacion

dCMB :_dCB _ k'CEO'CB
dt dt K +CB

Modelo 2: Michaelis-Menten con desactivacion total

dCMB :_dCB _ k-CE-CB
dt dt K+C
B
dC

~E_kx ¢c_-k. C_
e kdlcE deCECB

Modelo 3: Michaelis-Menten con desactivacion parcial

dCy g :_ch _ kCpCq
dt dt K+C
B
. :CE+CE-ﬁ’
R
Ceo

*
©e_ e L o k. cocb
dt dt di1 "E "d2 "E "B

Modelo 4: Michaelis-Menten con desactivacion parcial en dos

reacciones en serie

dCMB :_dCB _ k-CE-CB
dt dt K+C
B
_dCE :_dCE +dCE"
dt dt dt
dC_"
E _ ' 3 a
dt kdl CE kdz CE CB
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El ajuste matematico de los diversos modelos cinéticos propuestos a los
datos experimentales se ha realizado por medio de una regresion no lineal,
segun el algoritmo de Marquardt-Levenberg, a la que se ha acoplado una
integracion numeérica basada en el algoritmo de Runge-Kutta de cuarto orden,
ambas implementadas en el software Aspen Custom Modeler v7.2. En una
primera instancia, el ajuste se ha realizado experimento a experimento, a la
temperatura y concentracion de reactivos especifica de cada uno de ellos,
mediante regresion mdltiple no lineal simple respuesta. Se ha evaluado su
correccion por aplicacion de criterios fisicos y estadisticos (error en las
constantes cinéticas, SRC, Fgsy, AlCc), para proceder al ajuste multirespuesta,
utilizando para cada modelo todos los datos experimentales de todos los
experimentos a la vez. Para la eleccion del modelo que mejor representa los
datos experimentales se han aplicado de nuevo los criterios de discriminacion
antes descritos, seleccionando finalmente un modelo tipo Michaelis-Menten
irreversible y funcién de la concentracion del acido benzoico en el que, ademas,

se considera la desactivacion térmica y quimica de la enzima.

A continuacién, se ha estudiado la aplicacion de un catalizador
heterogéneo en la reaccién de esterificacion de glicerina y acido benzoico. Se
han probado una serie de inmovilizados comerciales de lipasas, de forma
analoga a sus homologas libres: la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada
sobre resina — Novozym®435-, la lipasa de Thermomyces lanuginosus
inmovilizada sobre resina —TLIM- y la lipasa de Rhizomucor miehei inmovilizada
por granulacion —RMIM-, todas donadas por Novozymes. Entre ellas, como
ocurria con las enzimas libres o0 en suspension, la mas activa fue el preparado

de Novozymes de la lipasa B de Candida antactica (Novozym®435).

También se ha evaluado la influencia de las variables de proceso en este
sistema de reaccion, prestando atencion sobre todo a los fendmenos de
trasporte de materia, ya que se trata de una reaccidn con un catalizador
heterogéneo. Ademas del estudio del efecto de la temperatura y de la

concentracion de acido, se caracteriza la estabilidad de la enzima inmovilizada y
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el efecto de la velocidad de agitacion y del tamafio de particula sobre la

velocidad global del proceso.

Una vez se ha seleccionado el inmovilizado comercial de CALB
(Novozym®435) y las condiciones de agitacion en las que no influye la velocidad
de la difusion externa, se ha estudiado la cinética de la reaccion de esterificacion
variando la concentracion de acido benzoico entre 30 y 60 g/L y la temperatura
de reaccion entre 50 y 70 °C, a una concentracion de 30 g/L de catalizador. Con
los datos experimentales de la evolucion de concentracion de las especies a lo
largo del tiempo, se han probado dos modelos cinéticos, representativos de los
fendbmenos que gobiernan el proceso, que son la etapa quimica y el transporte
interno, ya que se observo que la desactivacion enzimatica era un fenémeno

inexistente en las condiciones de operacion estudiadas.

Modelo 1: Hiperbdlico, tipo Michaelis-Menten

dCMB z_dCB _ k-CE-CB
dt dt K +CB

Modelo 2: Orden 1

dC,y n :_ch v
dt dt E

B

Se ha realizado el ajuste a los datos experimentales como se ha explicado
anteriormente y, aplicando los criterios fisicos y estadisticos ya mencionados, se

ha elegido el modelo que mejor se ajusta a los datos experimentales.

Por otro lado, vista la importancia del fendmeno de difusién interna en la
esterificacion de acido benzoico con glicerina y Novozym®435 frente a la misma
reaccion catalizada por CALBL, se estudia con detalle el transporte interno,
cuantificando su efecto en la transformacion. Se ha calculado un factor de
efectividad del catalizador y se han determinado los parametros caracteristicos,
como la difusividad efectiva o la relacién factor de constriccion del poro, o, y

tortuosidad, t, en la particula de Novozym®435.
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En la tercera parte de este trabajo, se ha estudiado una de las posibles
vias de mejora del bioproceso. Se trata de adicionar una determinada cantidad
de agua en el medio de reaccién, algo que, dadas las caracteristicas de la
glicerina, favorece notablemente la velocidad del proceso al reducir las
limitaciones al transporte interno. Se han realizado una serie de experimentos
previos para redefinir el campo experimental de trabajo: para conocer el efecto
del agua sobre la solubilidad del acido benzoico, sobre la viscosidad del medio y
sobre la velocidad de transferencia de materia, asi como para determinar las
condiciones mas adecuadas de temperatura y concentracion de acido benzoico
para llevar a cabo el proceso. El estudio cinético posterior se llevd a cabo en
dichas condiciones, obteniéndose datos utiles para la selecciéon de un modelo
cinético que refleja adecuadamente la fenomenologia de la sintesis del
monobenzoato de glicerol en condiciones de transferencia de materia mejorada

por la presencia de agua.

Se ha realizado, ademés, un nuevo estudio de los fenémenos de
transferencia de materia y se ha estudiado la posibilidad de trabajar con

disoluciones sobresaturadas de acido para la produccion del monoéster.

La cuarta y ultima parte de este trabajo se ha centrado en la posible
generalizacion de la forma de operacién desarrollada en el mismo a la sintesis
de monoglicérido de otros acidos fendlicos, y se ha probado con la esterificacion
de glicerina con acido p-metoxicinamico, catalizada por Novozym®435. Se han
realizado varios experimentos para delimitar las condiciones de trabajo en este
nuevo sistema. Se estudid la solubilidad, asi como los fendmenos de transporte,
antes de llevar a cabo el estudio cinético (concentracion inicial de acido entre 20
y 40 g/L, y temperatura entre 50 y 60 °C), tanto en glicerina pura, como en una

mezcla de glicerina y agua.

Se ha efectuado un analisis comparativo de los resultados obtenidos para,
finalmente, llevar a cabo una caracterizacion del producto obtenido por
esterificacion de glicerina con acido metoxicinamico. Para ello, se ha medido su
hidrofobicidad, propiedad relacionada con la transdermicidad, ademas de
determinarse la actividad solar de dicho monoéster mediante la medida del factor
de proteccion solar (SPF) y, por ultimo, su fotoestabilidad, de acuerdo a las

técnicas de analisis descritas anteriormente.
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7.2 CONCLUSIONES

El trabajo experimental, asi como el de analisis de los resultados e
interpretacion de los mismos, ha permitido la obtencién de una serie de
conclusiones acerca de la produccion de monoglicéridos de acido benzoico y p-
metoxicinamico catalizada por lipasas, que se exponen a continuacion

clasificadas segun la parte de la Memoria a la que corresponden.

Sobre el procedimiento experimental

1. Las técnicas de analisis propuestas son validas y perfectamente fiables
para el seguimiento de los sistemas de reaccion aqui estudiados. El
analisis por HPLC permite conocer la concentracion de los compuestos de
forma rapida y sencilla. Se ha podido, asi, comprobar la notable
selectividad de la lipasa, como catalizador de la reaccién, hacia el
monoglicérido, mediante la aplicacion de técnicas complementarias como
HPLC-masas y RMN.

Sobre la obtencion del monoglicérido de acido benzoico con CALBL

2. La lipasa B de Candida antarctica se ha seleccionado como el
biocatalizador mas activo de entre los probados, ya sea mediante el test
de hidrdlisis de p-NPB, como en la sintesis del producto deseado. Las
diferencias observadas respecto de lipasas de otros origenes han
resultado muy significativas, tanto para la enzima en estado libre, CALB-L,

como para su derivado inmovilizado comercial, la Novozym®435.

3. Para CALBL, como consecuencia del estudio previo de las variables del
proceso en la produccion de monobenzoato de glicerina (MG), se ha
observado que la temperatura tiene un efecto positivo sobre la solubilidad
del acido en glicerina, asi como sobre la velocidad de la reaccion. Sin
embargo, es un factor determinante para la desactivacion del
biocatalizador. Por otro lado, la concentracion de acido también tiene un

efecto positivo sobre la cinética de la reaccion, pero actla, de manera
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sinérgica junto con la temperatura, favoreciendo la desactivacion de la

lipasa.
Ademas, no se han detectado problemas de transferencia de materia.

Se ha determinado, asi, un modelo cinético que representa fielmente los
resultados experimentales obtenidos, atendiendo a criterios fisicos
(valores adecuados de las energias de activacion) y estadisticos
(intervalos estrechos de las constantes y un buen ajuste a los datos
experimentales con el minimo ndamero de parametros). El modelo
considera una reaccion quimica simple que sigue una cinética de tipo
Michaelis-Menten con una desactivacion parcial de la enzima tanto
térmica como quimica, y recoge la influencia de la temperatura y de la

concentracion de acido benzoico. Este se muestra en la Tabla 7.1.



Tabla 7.1. Modelo y Parametros cinéticos estimados por ajuste no lineal multiple de la
reaccion de esterificacion de glicerina con el acido benzoico catalizada por CALBL.

Siendo:
a- . e
dCyp _ dCg kCpCy p= aEE =fyre R
dt K+ CB _Ea_,k
. CetCe? (~gre FT
CEo c
_akdl
dth =_di|tE kg, Ce —kdz-CE-CBb ka1~ Ka10™®
_Fakd2
ka2 =Kdo0™®
Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
Eax (J/mol) 4,55-10* + 1,76-10°
Ino 5,46 + 6,46-10™
K (M) 4,27-10" + 2,53-10°®
b 3,09 + 9,12-10%
Eaxa (J/mol) 7,61-10* £ 3,82.10°
8,32.10° 1,40-10* | -9.78
INka1,0 2,43-10" £ 1,37
Eadz (J/mol) 1,34-10° + 3,29:10°
INkgz.0 4,92.10" + 1,22
E.p (J/mol) -2,06-10° + 1,21-10*
Ing.o -7,75-10" £ 4,51
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Sobre la obtencion del monoglicérido de acido benzoico con Novozym®435

5. El estudio de la sintesis del monoglicérido de acido benzoico utilizando el
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derivado inmovilizado de CALB, Novozym®435, pone de manifiesto
diferencias importantes respecto de lo observado con la enzima libre en
términos de la influencia de las variables de proceso. Los experimentos
previos demuestran que la posible desactivacion enzimatica por efecto de

temperatura y concentracion de acido benzoico deja de ser significativa.

Sin embargo, resultan muy importantes los fenomenos difusionales. Esto
se ha podido comprobar con los resultados de una serie de experimentos
donde la utilizacion de catalizador con tamafios mas pequefios de
particula, favorece la velocidad de la reaccion de esterificacion. Por otro
lado, y al contrario de lo esperado segun el equilibrio de la reaccién, la
adicion de agua al medio tiene un efecto positivo sobre la velocidad,
ratificandose la importancia del transporte de materia en este proceso, por

disminucién de la viscosidad.

Se ha establecido un modelo cinético que se ajusta correctamente a todos
los datos experimentales a la vez, siguiendo los criterios fisicos y
estadisticos ya mencionados. De entre los propuestos, el seleccionado
junto con el valor de sus parametros cinéticos y estadisticos se muestra
en la Tabla 7.2. Este modelo es del tipo Michaelis-Menten y considera
solo la concentracion del acido benzoico, al estar la glicerina en gran
exceso Y el equilibrio totalmente desplazado hacia los productos. No hay,

a diferencia de en la enzima libre, desactivacion del biocatalizador.



Tabla 7.2. Modelo y Parametros cinéticos estimados por ajuste no lineal multiple de la
reaccion de esterificacion de glicerina con el &cido benzoico catalizada por Novozym®435.

E
k' ) _ a,k
dCMB:_dCB: CECB k=k.*e RT
dt dt K+C 0
B
Parametro Valor + error SQR Fos AlCc
Eax (J/mol) 1,43-10" + 1,39-10°
INko -2,08 £ 0,50 2,25-10% 7,74-10° | -1-10°
K (M) 4,58.10" +9-10°®

7. Un estudio detallado del transporte de materia descarta la influencia del
transporte externo en la velocidad global del proceso. Sin embargo, el
control de la velocidad del proceso resulta mixto entre la reaccion quimica
y el transporte interno. Se puede calcular, ademas, un factor de
efectividad (alrededor de 0,5), indicio de que el potencial catalizador de la
enzima inmovilizada no se esta aprovechando a plenitud. Determinado el
modulo de Thiele, se han podido obtener valores empiricos de difusividad
efectiva o tortuosidad, que resultan inferiores a los valores de referencia
dados en la bibliografia. La complejidad interna de la estructura porosa de
la particula de Novozym®435 se debe a las propias caracteristicas de
inmovilizacion fisica de la enzima, la cual forma una corona alrededor de

la particula soporte y, ademas, tiende a agregarse.

8. La adicion de agua al medio de reaccion favorece la produccion del
monoéster de varias maneras. La velocidad del proceso aumenta, debido
a que se modifica notablemente la viscosidad del medio, facilitando el
transporte de materia al interior de los poros de la particula de catalizador.
La gran afinidad del glicerol por el agua, por otro lado, la aleja del centro
activo, donde se podria acumular como producto de reaccion si esta se
realizara en medio organico. La mezcla de glicerina y agua favorece,
ademas, la estabilidad de la enzima. Estos efectos positivos compensan el

de la solubilidad del acido, que se ve reducida al aumentar la polaridad del
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medio. En cualquier caso, la velocidad del proceso se ve tan favorecida
que se ha probado con éxito la operacibn en condiciones de

sobresaturacion de acido benzoico.

Se ha propuesto un modelo cinético de tipo hiperbdlico que se ajusta a los

datos experimentales, para el caso particular de la reaccion de
esterificacion de acido benzoico y glicerina en un medio con 30% w/w de
agua. Los parametros se muestran en la Tabla 7.3, siendo el modelo muy
similar al obtenido en ausencia de agua, pero refleja una mayor actividad
de la enzima y una mayor energia de activacion: mas del doble que en el
caso en el que no se afiada agua, como corresponde a un sistema en el
gue la transferencia de materia interna ya apenas influye en la velocidad

global del proceso.

Tabla 7.3. Modelo y Parametros cinéticos estimados por ajuste no lineal multiple de la
reaccion de esterificacion de glicerina con el acido benzoico en medio 30% w/w en agua

catalizada por Novozym®435.

Ea, k
©Cme _ 9 _*CeCs | _\ «o RT
dt dt K+C 0
B
Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
E.« (J/mol) 3,77-10* + 2,19:10°
INko -7,25+ 0,79 2,89-10-2 4,17-10° -1.1-10°
K (M) 4,86-10" +1,3:102

Sobre la obtenciéon del monoglicérido de adcido p-metoxicinamico

10. La sintesis del monoglicérido de acido p-metoxicinamico (MG) es viable
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aplicando el mismo sistema de trabajo desarrollado para el de &acido
benzoico. Se comprueba asi, que el sistema puede ser de aplicaciéon
general para la esterificacion catalizada por lipasas, mas concretamente

por Novozym®435.



11.

12.

De los experimentos previos se concluye que la diferencia de
comportamiento radica en la propia naturaleza del acido reactivo. La
presencia de radicales hidrofébicos pueden impedir estéricamente la
entrada de la molécula de &acido en el centro activo, reduciendo la
actividad. Por otro lado, la mayor hidrofobicidad limita méas la solubilidad
de este acido en glicerina. Este fendbmeno resulta mas importante si se
utiliza un medio con 30%w/w agua. Ademas, se ha probado que las

limitaciones al transporte interno resultan menos importantes.

Se han obtenido modelos cinéticos para la esterificacion de acido p-
metoxicinamico con glicerol tanto en ausencia como en presencia de un
30% de agua (Tablas 7.4 y 7.5, respectivamente). Estos modelos tienen
en cuenta dos etapas en serie: operando en condiciones heterogéneas,
gue corresponde a la disolucion sobresaturada en acido (concentracion
constante de acido en la fase liquida) y una segunda en la que todo el

acido esta disuelto en la fase liquida (concentracién de acido variable).

Tabla 7.4. Modelo cinético propuesto para el ajuste a los datos experimentales de la

reacciéon de esterificacién de acido p-metoxicinamico y glicerina catalizada por

Novozym®435 en glicerina pura.

B Ea, k
e ekt T
M,S
dCMG _ dCM _ k-CE-CNI
dt dt K +CM
Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
Ea«(J/mol)| 2,57-10" + 3,67-10°
INko 1,50 +1,32 1,13-10° | 1,23-10° | - 4,7-10?
K (M) 2,81-10" +2,0-10°
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Tabla 7.5. Modelo cinético propuesto para el ajuste a los datos experimentales de la
reaccion de esterificacion de acido p-metoxicinamico y glicerina con Novozym®435 en

medio 30% w/w H,0.

-E
a, k
k.C .C -
dCMG:—dCM = E M’S; Con k:ko-e RT
dt dt K +CM s
dCMG _ dCM _ k'CE'CM
dt dt K +CM
Parametro Valor + error SOR Fos AlCc
Eax (J/mol)| 3,82.10* + 3,21-10°
INko 6,80+ 1,16 7,70-10* | 4,31-10° | -5,2:10°
K (M) 2,81-10™" £ 4,36-10°

13. Finalmente se ha caracterizado el monoglicérido del &acido p-
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metoxicinamico (MG), observando que su actividad como filtro UV,
expresada como factor de proteccion solar (SPF), es equiparable a la del
acido p-metoxicinAmico que lo origina 0 su éster con 2-metilhexanol
(OMC), de uso comercial. La mayor fotoestabilidad del monoglicérido del
p-metoxicinamico, asi como su mayor hidrofilicidad en comparacion a los
compuestos de referencia, permiten pensar en la viabilidad de la
aplicaciéon del mono-p-metoxicinamato de glicerol como filtro UV en

cremas solares.









8. NOMENCLATURA

HPLC
k, K

Kio
|ngow

NMR
Ri
SEM
SPF

uv
X

Letras griegas

s P e ™

Actividad enzimatica

Actividad enzimética remanente

Concentraciéon de compuesto i (g-L™) 6 (mol-L™)
Difusividad molecular de compuesto i en compuesto j (cm?/s)
Difusividad efectiva (cm?/s)

Energia de activacién de constante cinética j (kJ-mol™*-K™)
Factor de dilucion

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Constantes funcion de las constantes cinéticas y de equilibrio
Constante cinética de desactivacion

Factor preexponencial de constante cinética

Coeficiente de reparto octanol/agua

Velocidad de agitacion (rpm)

Resonancia Magnética Nuclear

Velocidad de la reaccién j (mol-L™-h™)

Velocidad de produccién del compuesto i (mol-L™-h™)
Constante de los gases ideales (J-mol™*-K™)

Microscopia electronica de barrido

Factor de proteccion solar

Ultravioleta

Conversion de compuesto |

Actividad enzimatica residual
Moddulo de Thiele

longitud de onda (nm)

Factor de efectividad
Densidad de i (g/cm®)
Vscosidad
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Compuestos y catalizadores

B

BG
BMet
CALBL

E’, E”
Ep

MG
N435
PNPB
PNP

Acido benzoico

o-monobenzoato de glicerina
Benzoato de metilo

Lipasa B de Candida antarctica
Enzima

Formas parcialmente activas de enzima
Enzima desactivada

Acido p-metoxicinamico
a-mono-p-metoxicinamato de glicerina
Novozym® 435

p-nitrofenilbutirato

p-nitrofenol

Agua

Método BET y BJH

Vim
Va
Vwm
Ps
Po

C
Sget
Na
Awm

My
Rk

Y
R

V)

Rp
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Volumen monocapa (método BET) (ml)

Volumen adsorbido (método BET) (ml)

Volumen molar de nitrégeno (34,6 cm*/mol)

Presién de la muestra (bar)

Presién de saturacion (bar)

Constante relativa a la entalpia de adsorcion (0,00156)
Area superficial BET (m*g™)

NUmero de Avogadro (6,026-10%)

Seccion transversal ocupada por cada molécula de adsorbato
(para N es igual a 0,162 nm?)

Volumen molecular (para N, es igual a 22414 ml)
Radio Kelvin (cm)

tensién superficial de absorbato a temperatura igual a T
(8,855 mN/m)

Constante de gases ideales (8,31-10" erg/mol-K)
Temperatura de ebullicion de nitrogeno (77,3 K)
Espesor de capa (A)

Radio de poro (nm)









9. ABSTRACT

This thesis work is entitled “Enzymatic production of monoglycerides by
esterification of glycerol with benzoic and p-metoxicinnamic acid” and was
developed in the laboratories of the Chemical Engineering Department of the
Complutense University of Madrid.

Glycerol is a polyalcohol with numerous applications. It can be found in
abundance in nature as part of more complex compounds as triglycerides (fats
and oils) or phospholipids. Its industrial interest is significant due to its physical
and chemical properties, which makes glycerol a very versatile compound, and
therefore, widely used in industries such as pharmaceutical or food. Glycerol's
availability has experienced a notorious rise in recent years due to the increase in
biodiesel production according to international environmental regulations, owing
to glycerol being a major by-product of this process (10% weight). Consequently,
price has decreased, and at the same time, more interest has awakened for

glycerol industrial application possibilities.

The use of glycerol as feedstock holds special interest in the development
of various new sustainable green synthesis processes. Its structure and
functionality make its transformation feasible through different types of reactions
for the production of nitroglycerine, alkyde resins, rosin resins, triacetin, glycerol
carbonate and 1-3 propanediol, among others. In this wide chemical portfolio of
possible synthetic processes, esterification of glycerol plays an important role.
Some glyceride syntheses with acids of different nature have been reported,
featuring applications in several fields, especially in the pharmaceutical and food
industries using chemical or enzymatic catalysts. For instance, extensive papers
have been published accounting for the production of structured triglycerides by
transesterification of polyunsaturated fatty acids (PUFAS), a-monoglycerides, and
synthesis of antioxidants by esterification of phenylpropanoic acids, fragrances or

emulsifiers.

Esterification  reactions are commonly catalyzed by bases
(transesterification reactions) or acids (esterification reactions). On the other
hand, lipases are outstanding catalysts in esterification reactions, due to their

high activity and selectivity, even in organic media, due to the mild operating
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conditions, which favor their application in the production of fine chemicals,
especially when working with thermo-sensitive products. Even chirality control is

feasible when using enzymes, if needed.

This work is focused on the production of the monoester of two phenolic
acids, i.e. benzoic (B) and p-metoxicinnamic (M), in positions 1 or 3 of glycerol.
This reaction can be catalyzed by the lipase B of Candida antarctica and its
commercial immobilized derivative, Novozym®435. Glycerol monobenzoate (BG)
has application as a plasticizer and in the pharmaceutical industry for the
synthesis of B-blockers, platelet activating factor (PAF), (S)-carnitine, and y-
amino-13-hydroxybutyric acid (GABOB). On the other hand, glycerol p-
metoxicinnamate (MG) is an ingredient in cosmetic products, like sun creams,
because of its UV-filter properties, which are comparable to commonly used
compounds, OMC for example, while improving others like transdermicity.
Besides, these processes run in the absence of organic solvents, reducing their

environmental and economical impact.

A working procedure has been established for running the trials in a
reproducible way. Esterification runs were batch-wise performed in a temperature
controlled agitated reactor. And the generated samples were analyzed using
different techniques: Esterification reaction samples were analyzed via reverse
phase HPLC (C-18 column at 35°C; metanol:agua 3:1 v/v; 1 mL/min). For the
identification of the products and the confirmation of their structure, HPLC-MS
and NMR were used respectively. Enzyme activity was determined through a
PNPB hydrolytic test in a UV-Vis spectrophotometer, and heterogeneous catalyst
Novozym®435 was characterized with its Nitrogen BET-isotherms and SEM
microscopy. Finally, UV filter properties of MG were tested using an in vitro
analysis for measuring the photoactivity in terms of SPF (solar protection factor),
of the produced reaction samples. Besides, photodegradation was studied
measuring photoactiviy of samples subjected to solar radiation, simulated with a

solar lamp.

Three major sets of trials were performed attending to different reaction
system configurations as part of the development of this process, i.e.
esterification of glycerol with benzoic acid catalyzed by CALB, catalyzed by

Novozym®435, and catalyzed by Novozym®435 in a medium 30% w/w water.
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Then, the built up know-how was successfully applied for the esterification of
glycerol with p-metoxicinnamic acid catalyzed by Novozym®435 in medium 30%

w/w water.

For every set of trials, previous experimental work was performed to
determine the effect of the process variables (reactant concentration and
temperature). Enzyme activity inhibition was also tested, finding that, opposite to
the expectations based on the reaction equilibrium and literature for
esterifications in organic media, the presence of high concentrations of reaction
products (monoester and especially water) are not detrimental to the final product
yield. This results very useful as water activity is no longer to be controlled, and
especially in heterogeneous systems, such as those catalyzed by Novozym®435,
where the addition of water decreased mass transfer diffusional limitations
improving system kinetics. The complexity of the porous structure of the catalyst
particle and the enzyme immobilization process, result in effectiveness factors of
0,5 in pure glycerin, and very close to 0,9 in a 30%w/w water medium. Although
aqueous mixtures of glycerol decreased the acid solubility, acid oversaturated

conditions were also tested successfully.

Enzyme deactivation was also tested, finding its importance for free
enzyme esterification, where acid and temperature act synergycally.
Immobilization appears to be a very suitable solution to reduce deactivation, so
that in trials with Novozym®435 its influence could be neglected. The presence of

certain amounts of water favored enzyme stability even further.

Using the experimental data collected for esterification runs under
temperature (50-70°C) and concentration (20-60 g/L) ranges defined in the
previous trials, several kinetic models for this single reaction are tested,
Hyperbolic models, Michaelis-Menten type, are developed based on the Ping-
pong Bi-bi mechanism, generally accepted for lipase catalyzed esterification
reactions. The best fitting model was selected based on physical and statistical
criteria. For CALBL system, the model takes into account the simultaneously

occurring enzyme deactivation.
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Finally, photoactivity of MG was found similar to the original acid and to the
commercial widely used OMC, while improving in terms of transdermicity, which

makes MG a suitable product for UV filter applications in sun creams.

These results show that the developed process is suitable for the industrial
production of monoglycerides of phenolic acids, using enzymatic catalysis. It
opens a wide field of study, as there are numerous products based on phenolic
acids with industrial interest. Further research is expected focusing on chirality,

continuous operation and scaling up.
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