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RESUMEN

TITULO: AJUSTE DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA ESTERIFICACION
ENZIMATICA DEL ACIDO 3,4-DIHIDROXIHIDROCINAMICO CON DODECANOL
EN SOLVENTES ORGANICOS*

AUTORES: EDWARD MAURICIO MENDEZ DIAZ, GERARDO GAMBOA
GONZALEZ*

PALABRAS CLAVE: Catalisis enzimatica, Novozym 435®, inhibicién por producto,
paradmetros cinéticos.

Los modelos cinéticos son herramientas Uutiles en el disefio de procesos
biocataliticos, escalamiento y optimizacién con el fin de mejorar la productividad.
Los &cidos cindmicos son antioxidantes naturales con gran potencial para remplazar
moléculas artificiales, pero presentan baja solubilidad en matrices lipidicas, la cual
se mejora mediante adicion de cadenas alifaticas de alcoholes grasos a la estructura
del acido por esterificacion. Se estudié la reaccidén de esterificacion del acido 3,4-
dihidroxihidrocinamico con dodecanol catalizada por Novozym 435® en medio
organico compuesto de hexano y butanona en relacion volumétrica 65:35, 31% de
carga enzimética, 96 horas de reaccion y agitacion de 450 rpm donde la limitacién
de transferencia de masa externa presentdé menor efecto. Se optimizaron las
variables temperatura y relacion molar mediante una metodologia de superficie de
respuesta. Las condiciones Optimas fueron: temperatura de 54°C y relacion molar
dodecanol:acido de 4:1. El rendimiento maximo de dihidrocafeato de dodecilo fue
de 68,24%. Diferentes modelos cinéticos derivados del mecanismo Ping Pong Bi Bi
fueron probados para ajustar el comportamiento de la reaccion de esterificacion y
se encontrd que el modelo de inhibicion por producto proporcionaba el mejor ajuste.
Finalmente se evalué el modelo cinético en las condiciones oOptimas con los
parametros estimados Vm=0,668 mM/h, Ki1=1,491 mM1, Ki2=0,325 mM2, Kn=0,186
mM obteniendo un rendimiento predicho de 70,52% con un error de 3,3% respecto
al rendimiento obtenido del analisis estadistico.

* Trabajo de grado
** Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director: Ph.D. Luis Javier
Lépez Giraldo
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ABSTRACT

TITLE: FITTING THE KINETIC PARAMETERS OF THE ENZYMATIC
ESTERIFICATION OF 3,4-DIHYDROXYHYDROCINNAMIC ACID WITH
DODECANOL IN ORGANIC SOLVENTS*

AUTHORS: EDWARD MAURICIO MENDEZ DIAZ, GERARDO GAMBOA
GONZALEZ*

KEY WORDS: enzymatic catalysis, Novozym 435®, product inhibition, kinetic
parameters.

Kinetic models are useful tools in the design of biocatalytic processes, scaling and
optimization in order to improve productivity. Cinnamic acids are natural antioxidants
with great potential to replace artificial molecules, but presents low solubility in lipids,
which can be enhanced by adding aliphatic chains of fatty alcohols to the structure
of the acid trough esterification. The esterification reaction of 3,4-
dihydrohydrocinnamic acid with dodecanol catalyzed by Novozym 435® was studied
in organic media composed by hexane and butanone 65:35 volume ratio, 31%
enzyme load, 96 hours and 450 rpm where the limitation of external mass transfer
showed less effect. The variables of temperature and molar ratio were optimized
with response surface methodology. The optimal conditions were: temperature 54°C
and molar ratio (dodecanol:acid) 4:1. The maximum yield of dodecyl dihydrocafeate
was 68,24%. Different kinetic models derived of Ping Pong Bi Bi mechanism were
tested to fit the behavior of the esterification reaction and product inhibition model
was found to provide the best fit. Finally, the kinetic model was evaluated at optimal
conditions using the estimated parameters Vm=0,668 mM/h, Ki1=1,491 mMY,
Ki2=0,325 mM2?, Km=0,186 mM obtaining a predicted yield of 70.52% with an error of
3.3% compared to the yield obtained from the statistical analysis.

* Degree Work

** Physical and chemical engineering faculty. Chemical engineering department. Director: Ph.D. Luis
Javier Lopez Giraldo

13



INTRODUCCION

La implementacion de antioxidantes en la industria cosmética y de alimentos exhibe
un aumento debido a la necesidad de retardar los procesos oxidativos causados por
diversos factores y proteger componentes liposolubles, tales como vitaminas o
carotenoides, aceites y grasas; asegurando la calidad en los productos. Muchos
compuestos se han usado como antioxidantes, incluyendo principalmente
sustancias fendlicas artificiales como el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT) y terbutilhidroquinona (TBHQ); sin embargo, su uso ha sido restringido en
algunos paises debido a la evidencia que sugiere que dichas sustancias tienen

efectos toxicos y cancerigenos (Zhang, 2014).

La tendencia actual hacia el uso de compuestos naturales ha fomentado interés en
la investigacion de nuevas moléculas antioxidantes de facil obtencion y que
presenten altos rendimientos; entre ellas se encuentran los &cidos fendlicos, que
son sustancias originadas principalmente en las plantas como producto de su
metabolismo secundario en donde se presentan como ésteres de carbohidratos,

acidos grasos y proteinas (Quifiones et al., 2012).

Una de las limitantes en la aplicacion de antioxidantes naturales es su baja
solubilidad en medios hidrofébicos. La estrategia para sobrepasar esta restriccion
consiste en la adicion de cadenas alifaticas de alcoholes grasos a la estructura del
acido fendlico mediante una reaccion de esterificacion, con el fin de mejorar no solo
las propiedades fisicas como la solubilidad y miscibilidad, sino también para
mantener la actividad antioxidante y disminuir costos en la formulacion de productos
de base emulsionada o lipidica, debido a un menor requerimiento de moléculas
antioxidantes como consecuencia del aumento de su solubilidad (Buisman et al.,
1998).
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El &cido 3,4-dihidroxihidrocinamico, es un &cido fendlico que se encuentra dentro
de la clasificacibn de los acidos cindmicos y es considerado una molécula
bioldgicamente amigable gracias a que es extraida de ciertas frutas y verduras (Kim
et al., 2005). También es conocido como acido dihidrocaféico y es un compuesto de
gran interés debido a su prometedora actividad biolégica como agente antioxidante,
agente anticancerigeno y de fotoproteccion (Poquet et al., 2008). La actividad
antioxidante de sus ésteres también ha sido estudiada mostrando que sus
beneficios se mantienen luego de la adicién de cadenas alquilicas facilitando su
aplicacion en emulsiones y matrices netamente lipidicas (Sorensen et al., 2012 y
Garcia, 2015).

Tradicionalmente, los ésteres son preparados mediante sintesis quimica
implementando catalizadores inorganicos, en donde se presenta baja selectividad,
reacciones indeseables y el uso de sustancias quimicas nocivas. Como alternativa
a esta ruta de sintesis se encuentra la biocatdlisis; la cual consiste en la
implementacion de enzimas como catalizadores. Diversos estudios demuestran que
las lipasas son las mas indicadas en este tipo de reacciones debido a que presentan
mejores rendimientos, alta selectividad para el producto esterificado con mejora de
pureza y calidad (Sabally, 2005; Lopez et al., 2007a; Lopez et al., 2007b). Las
lipasas son enzimas de gran importancia en la industria alimenticia, farmacéutica y
cosmeética por sus multiples aplicaciones debido a que llevan a cabo reacciones de
hidrélisis, esterificacion, transesterificacion e interesterificacion. Las lipasas han
sido encontradas en muchas especies de animales, plantas y microorganismos. Sin
embargo, las lipasas microbianas son mucho mas versatiles y presentan
caracteristicas interesantes como estabilidad en solventes organicos, alta
especificidad de sustrato y condiciones suaves de operacion (Castafieda et al.,
2012). La lipasa Candida antartica B, conocida comercialmente como Novozym
435®, es un biocatalizador enzimatico de tipo microbiano eficiente en reacciones de
esterificacion de acidos cinamicos y sus derivados (Vosmann et al., 2006; Lopez et

al., 2007b). Esta enzima ha sido implementada como catalizador en la mayoria de
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investigaciones que involucran reacciones de esterificacion y transesterificacion del
acido 3,4-dihidroxihidrocinamico (Yang et al., 2011; Yang et al., 2012; Sabally et al.,
2007).

Una de las metodologias desarrolladas en el uso de Novozym 435®, es la
implementacion de un solvente organico binario que permite mejorar la solubilidad
de los acidos fendlicos en el medio de reaccion, mantener la maxima actividad de
la enzima y cambiar el equilibrio termodinamico de la reaccion para favorecer la
sintesis del producto deseado (Sabally et al., 2005a). De acuerdo con los resultados
obtenidos por Yang et al. (2012) la mezcla de solventes mas eficiente en la
esterificacién del acido 3,4-dihidroxihidrocinamico con diferentes tipos de alcohol,
es hexano y butanona en relacion volumétrica de 65:35. Otra de las formas de
desplazar el equilibrio termodindmico es la implementacion de tamices moleculares

con el fin de retirar el agua formada durante la reaccion (Akoh, 1993).

En la investigacion realizada por Garcia (2015) se determind la capacidad
antioxidante de ésteres sintetizados a partir del acido 3,4—dihidroxihidrocinamico
mediante esterificacion enzimatica con cuatro alcoholes grasos saturados de
diferente longitud de cadena alifatica. Los ésteres producidos fueron evaluados por
dos técnicas para determinar su capacidad antioxidante (ORAC Lipofilico) y
antirradicalaria (DDPH). Los compuestos que mostraron mayor capacidad
antioxidante fueron el dihidrocafeato de butilo y el dihidrocafeato de dodecilo; los
cuales se implementaron posteriormente en el enriquecimiento de dos muestras de
aceite de palma comercial, las cuales también fueron sometidas a analisis de
capacidad antioxidante mediante el método ORAC lipofilico, y se obtuvo como
resultado que el dihidrocafeato de dodecilo presenta gran afinidad con la matriz
lipidica y mejor capacidad para proteger el aceite contra radicales libres; por tanto
es un compuesto promisorio para una futura aplicacién en industrias donde esté

involucrada la formulacién de productos de base lipidica o0 emulsionada.
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El escalamiento de procesos amigables con el entorno y que generen productos
funcionales con valor agregado es uno de los mayores intereses a nivel industrial.
Para logar dicho propdsito, es necesario contar con modelos matematicos que
describan adecuadamente los cambios fisicos y/o quimicos; y que a su vez sean
confiables, sencillos y funcionales (Bornadel et al., 2013). Los modelos cinéticos son
las herramientas usadas para facilitar el disefio de reacciones biocataliticas, asi
como para lograr su optimizacién, control y escalamiento con el fin de mejorar la

productividad y reducir costos de produccion (Bornadel et al., 2013).

Los mecanismos enzimaticos de reaccion estan directamente relacionados con la
estructura de la enzima. Algunas enzimas catalizan reacciones de un Unico sustrato,
otras poseen centros activos complejos y son capaces de catalizar reacciones con
mas de dos sustratos para formar uno o mas productos (Alberty 2010). El nimero
de sustratos proporciona pistas sobre el tipo de mecanismo de reaccion que sigue
la enzima. Los mecanismos cinéticos de una reaccion enzimatica hacen referencia
al orden de adicién y liberacion de sustratos y productos respecto a la enzima, de
acuerdo a esto, se pueden mencionar dos categorias: mecanismos secuenciales y

no secuenciales.

Los mecanismos secuenciales se caracterizan porque ambos sustratos deben
unirse a la enzima antes de liberar los productos, dentro de esta categoria se
encuentran los mecanismos ordenados y aleatorios. En los mecanismos ordenados
la enzima posee un sitio para la union del sustrato A, formando un complejo
enzimatico EA, creando asi otro sitio para la unién del sustrato B y luego de la
formacion de un complejo ternario la reaccion ocurre cuando se libera el producto.
En los mecanismos aleatorios la enzima posee distintos sitios de unién para cada
uno de los sustratos, es decir, un sustrato se puede afadir a la enzima antes o

después de otro; lo mismo ocurre para la liberacién de productos (Ulusu, 2015).
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De acuerdo a investigaciones previas, las lipasas siguen el mecanismo de Ping
Pong Bi Bi (Martinelle et al, 1995); el cual se clasifica dentro de los mecanismos no
secuenciales y también es conocido como mecanismo de reaccion de doble
desplazamiento. El mecanismo consiste en la interaccién de la enzima libre y el
acido para formar un intermedio acil-enzima, seguido por la liberacion de una
molécula de agua; posteriormente se da un ataque nucleofilico por parte del alcohol
para formar el éster deseado, liberando finalmente la enzima en su forma inicial
como se muestra en la figura 1. Estudios cinéticos realizados por diferentes autores
en reacciones de esterificacion enzimatica corroboran que el uso del mecanismo de
Ping Pong Bi Bi es adecuado en este tipo de reacciones biocataliticas; sin embargo,
la presencia de sustratos y productos en el medio de reaccion puede ocasionar
diferentes tipos de inhibicibn en la enzima. Por tal motivo los modelos son
replanteados con el fin de incluir el efecto dichos tipos de inhibicién en la ecuacion

matematica.

Figura 1. Mecanismo de accién de la lipasa como catalizador en reacciones de
esterificacion.
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Por ejemplo, Kraai et al., (2008), evaluaron el ajuste de los parametros de reaccion
catalizada por lipasa del 4cido oleico y butanol en solventes orgénicos; y obtuvieron
como mejor modelo el mecanismo de Ping Pong con inhibiciéon del butanol. Otros
investigadores como Itabaiana et al. (2013), encontraron que el modelo de Ping
Pong con inhibicién por &cido presentaba el mejor ajuste en la reaccion de &cido
estearico con glicerol catalizada por lipasas. Oliveira et al., (2001) propusieron un
modelo sencillo; es decir, sin ningun tipo de inhibicion en la esterificacion enzimatica
de &cido oleico con etanol. Lopresto et al., (2014), evaluaron la esterificacién
enzimatica del acido octandico y hexanol usando Novozym 435® como catalizador,
y encontraron que el mejor ajuste fue el obtenido por el modelo de Ping Pong con
inhibicién por ambos sustratos. Por otro lado, Kriti et al., (2012) encontraron que la
esterificaciéon de acidos grasos extraidos de atun con butanol se ajustaba a un

modelo por inhibicion de éster.

El esquema propuesto por Cleland (1963) para el mecanismo de Ping Pong Bi Bi
mostrado en la figura 2; permite la obtencién de ecuaciones diferenciales en funcién
de las constantes cinéticas de cada paso de la reaccion para finalmente llegar a la
ecuacion de velocidad de formacién de éster en funcion de pardmetros cinéticos

que muestran un significado fisico de la reaccién.

Figura 2. Diagrama del mecanismo cinético de Ping-Pong sin inhibicién. Donde A
hace referencia al acido dihidrocaféico, B al alcohol, P al agua, Q al éster formado;
E, EA, F,y FB hacen referencia alaenzimay alos complejos enziméaticos.
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La ecuacion 1, derivada del esquema del mecanismo Ping Pong Bi Bi, muestra la
velocidad de formacion de éster en funcién de las concentraciones de acido y

alcohol.

ale] _ [Al[B]Vm

dt ([A][B]+[A]Km3+[B]KmA)

(1)

El numerador de la ecuacion de velocidad representa la fuerza impulsora de la
reaccion y el denominador representa la distribucion de la enzima entre sus varias
formas. Los parametros Vm,K,, yKng corresponden respectivamente a la
velocidad maxima de reaccién y a las constantes de afinidad de Michaelis para cada

uno de los sustratos.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos por Garcia (2015), este proyecto
de investigacion pretende optimizar las condiciones de la esterificacion del acido
3,4-dihidroxihidrocinamico con 1-dodecanol en solvente orgénico binario utilizando
Novozym 435® como catalizador; y cuantificar el comportamiento de los sustratos
y producto en el tiempo para finalmente proponer y ajustar un modelo cinético que

describa el comportamiento de la reaccion mostrada en la figura 3.

Figura 3. Reaccién de esterificaciéon del acido 3,4-Dihidroxihidrocinamico con 1-

Dodecanol.
Novozym
g 435@ 5
HO HO
:Q/\AOH PNV VAV a e — j@f\)LO/VV\/\/V\ + H.O
HO HO
Acido
3,4-Dihidroxihidrocinamico Dodecanol Dihidrocafeato de dodecilo

(Acido Dihidrocaféico)
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1. METODOLOGIA

1.1 EQUIPOS Y REACTIVOS

1.1.1 Reactivos. Para el desarrollo experimental fueron utilizados los siguientes
reactivos: acido 3,4-dihidroxihidrocinamico marca Sigma-Aldrhich con 98% de
pureza, 1-dodecanol marca Merck con 98% de pureza, Novozym 435® (Candida
Antértica lipasa B; enzima inmovilizada en resina acrilica, con actividad >5000 U/qg)
marca Sigma-Aldrhich, tamices moleculares de tamafio de poro de 3A marca Sigma-
Aldrhich, hexano marca Merck con 98,5% de pureza, butanona con 99% de pureza

marca Panreac AppliChem, cloruro de Magnesio hexahidratado marca Merk.

1.1.2 EQUIPOS

e HPLC Dionex Ultimate 3000. Thermo scientific con detector UV-Vis

e Cromatografo de gases AGILENT TECHNOLOGIES, referencia 78902
e Estufa Marca Binder

e Balanza Analitica AB204-S marca Mettler-Toledo

e Agitador Vortex marca SchottGerate

e Agitador orbital analégico Vibramax 100 marca HEIDOLPH

1.2 METODOS UTILIZADOS

1.2.1. Activacién del Catalizador. El primer paso para realizar una reaccion de
esterificacién catalizada por enzimas en medio organico es garantizar la activaciéon
de la enzima (Stergiou et al., 2013), la cual se lleva a cabo mediante un pre-equilibrio
con sales de diferente actividad de agua (aw) (Sabbani et al., 2009) permitiendo una

mayor movilidad conformacional del catalizador.
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Para el caso de la lipasa B de candida antartica, la actividad de agua de 0,33 del
cloruro de magnesio hidratado permitid una buena activacién en un periodo de 15
dias; empleando un desecador hermético (Garcia, 2015). Este valor se escogio
porque existe evidencia que a estas condiciones la lipasa alcanza una configuracion

gue favorece las reacciones de esterificacion (Duan et al., 2010).

1.2.2 Acondicionamiento y preparacion de las muestras de interés antes de
su cuantificacion. Debido a que es necesario que el disefio experimental asegure
la independencia de las variables que seran utilizadas en el ajuste del modelo
cinético (Bowden, 2014), se implementaran dos técnicas analiticas de cromatografia

(anexo A) para la cuantificacién de los compuestos de interés.

Las muestras a ser analizadas por cromatografia liquida (HPLC) y de gases, fueron
alicuotas tomadas del medio de reaccién entre 50 a 100 pl llevadas a un 1 ml con
acetonitrilo, agitadas durante 1 minuto a 2000 rpm, posteriormente se realizé una
segunda dilucién tomando volimenes entre 50 y 200ul de la dilucion inicial y
nuevamente se llevaron a 1 ml con acetonitrilo. La segunda dilucién fue agitada
igual que la inicial y pasé por un filtro de 13 mm PTFE de tamafio de poro 0,45um
antes de ser analizadas por HPLC y GC.

1.2.2.1 Seguimiento de la concentracidon de analitos por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC). La cuantificacién del acido consumido y del éster
formado se desarroll6 por HPLC usando el método propuesto por Sabally et al.
(2005) con ligeras modificaciones. Brevemente, el equipo utilizé una columna RP-
C18 (250mm x4,6 mm, 5um), operando de modo isocratico con un flujo de
acetonitrilo de 1 ml/min durante 15 min. La longitud de onda a la cual se realiz6 la
cuantificacion fue 284 nm (Yang et al., 2011). Las areas de los picos
correspondientes al acido y el éster fueron cuantificadas empleando el método de

estandar externo, usando curvas de calibracion (Anexo A).
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1.2.2.2 Seguimiento de la concentracion de analitos por cromatografia de
gases (GC). El cambio en la concentracion del alcohol se cuantific6 mediante
cromatografia de gases (GC). El andlisis se desarroll6 bajo la modificacion del
método propuesto por Bhandari et al. (2013). Brevemente, se usé una columna HP-
88 (60m x250um x0,2um), temperatura del detector e inyector de 250°C, con
temperatura inicial del horno de 50°C, rampa de calentamiento de 3 °C/min hasta
90°C y se utilizo hidrégeno como gas de arrastre. El area del pico correspondiente
al alcohol fue cuantificada empleando el método de estandar externo, usando curva

de calibracion (Anexo A).

1.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

El esquema metodologico mostrado en la figura 4 representa el desarrollo

experimental que siguiod el presente trabajo.

Figura 4. Esquema metodoldgico.
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1.3.1 Fase 1: estudio preliminar de la carga enzimatica. Se realiz6 seguimiento
del rendimiento del éster utilizando diferentes cargas enzimaticas con el fin de
determinar la cantidad de enzima adecuada para desarrollar las fases posteriores
del proyecto. Se implementaron porcentajes masico de 11, 20, 31y 62% de enzima

de acuerdo a la masa total de los sustratos.

La reaccion se llevo a cabo a una concentracion de acido de 50 mM, en un volumen
de 2ml a 96 horas, relacion molar dodecanol:acido de 3:1, temperatura de 55°C,
agitacion de 300 rpm, medio organico de hexano:butanona en relacién 65:35 v/iv y
20 mg de tamiz molecular. Estas condiciones son una modificacion de las

condiciones optimizadas en el estudio realizado por Yang et al. (2012).

1.3.2 Fase 2: estudio de la influencia de la agitacién en velocidad inicial de
reaccion. Con el fin de despreciar las limitaciones de transferencia externas
asociadas a la inmovilizacién de la enzima (Diaz Fernandez., 2012) se propuso una
serie de experimentos donde la variable de respuesta fue la velocidad inicial (Vo) y
la variable manipulada fue la agitacion; esta se modific6 desde 0 hasta 750 rpm. El
objetivo de esta experimentacion fue identificar una region a partir de la cual el
aumento de la agitacion no represente cambios en Vo (Kraai et al., 2008) o encontrar

un valor de agitacion donde Vo sea maximo (Zhuzhen et al., 2013).

La estimacibn de la velocidad inicial incluyé el ajuste matematico del
comportamiento cinético de la aparicion del dihidrocafeato de dodecilo y el calculo
de la derivada de la funcion ajustada evaluada en el tiempo cero. El tiempo de
reaccion y la carga enzimatica empleados son tomados de acuerdo a la fase

anterior; las demas condiciones de reaccidn se mantienen constantes.
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1.3.3 Fase 3: optimizacion de las condiciones de reaccién. En esta fase se
estudié la influencia de los factores temperatura y relacién molar de sustratos, sobre
el rendimiento del éster durante la reaccion. El disefio experimental implementado
fue de superficie de respuesta 22 compuesto central rotable. Los niveles de
temperatura y relacion molar (incluyendo el punto central y los puntos axiales) se

muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Disefio de superficie de respuesta.

Niveles
Variables -1,682 -1 0 1 1,682
Temperatura °C 34 40 55 70 76
Relacion Molar
(Dodecanol:acido) 0.17 1 3 5 5,83

Las demas condiciones reaccionantes (carga enzimatica, agitacion, volumen,
cantidad de tamiz y tiempo) se mantuvieron constantes en los valores obtenidos en
las etapas anteriores. Se realizaron muestreos de cada experimento a 0, 8, 16, 24,
36, 48 y 96 horas de reaccion para obtener datos del comportamiento en el tiempo
de las sustancias involucradas en la reaccion con el fin de ajustar los parametros

cinéticos en la siguiente fase. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

1.3.4 Fase 4: ajuste de parametros cinéticos y evaluacion del modelo. En esta
etapa se analiz6 el comportamiento cinético de sustratos y producto con el fin de
proponer modelos matematicos que describan el comportamiento de la reaccion de
esterificacion. Posteriormente se ajustaron los parametros cinéticos de cada modelo
mediante regresién no lineal utilizando la herramienta Curve Fitting del software
MATLAB versién R2013a; la cual implementa el método de minimos cuadrados no
lineales y el algoritmo Trust-region. En el ajuste se incluyeron los pesos de la

variable dependiente con el fin de penalizar los experimentos con menor
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confiabilidad, estos valores se calcularon como se muestra en el Anexo B.
Finalmente, se evalud la bondad de ajuste de cada modelo empleando el coeficiente

de determinacion (R?) y el porcentaje de error medio absoluto (PEMA).

Las ecuaciones mostradas en la tabla 2 corresponden a los modelos cinéticos
evaluados en este trabajo, los cuales fueron desarrollados a partir del esquemay la

nomenclatura de Cleland (1963) Anexo C. Las letras A y B corresponden a los
sustratos acido y alcohol; P y Q son los productos agua y éster; V,, corresponde a
la velocidad méaxima, K,,, ¥ K., corresponden a las constantes de afinidad para
cada sustrato; K;4, Kig, K;1Y K;» corresponden a las constantes de inhibicién de

cada sustrato, y de primer y segundo orden para el producto.

Tabla 2. Modelos cinéticos propuestos para ajustar el comportamiento de lareaccion
de esterificacion entre el &cido 3,4-dihidroxihidrocinamico y 1-dodecanol.

Modelo cinético Ecuacion
Modelo Ping Pong Bi Bi sin d[Q]:( [A][B]Vy, )
inhibicion (Segel., 1975) dt [Al[B]+[AlKmB+[BlKma
Modelo Ping Pong Bi Bi con d[Q] [A][B]V,
—_— m

inhibicién por sustrato A. (Kraai et

(Lopresto et al.,2014; Krishna et
al.,2001)

al..2008) At \ [A1[B1+(B1Kma+ (41K 1421 )
iA
Modelo Ping Pong Bi Bi con
inhibicién por sustrato B. arej_ [A][B]Vin
(Zhang et al.,2013; Itabaiana et dt  \ [ANBI+IANK o ot [B1K o 2 (14
al.,2013; Duan et al.,2010) L4][B]+[A]Kmp + 5] mA( Kis)
Modelo Ping Pong Bi Bi con
inhibicion por ambos sustratos. afej_ [Al[B]Vm

dt [B]

Kip

[A]

)

[AIB1+ (51K a1+ )+ ALK (144

Modelo complejo ternario.
(Bhandari et al.,2013.)

aQ]_ [A][B]Vm

dt

([A][B]+[B]KmA+[A]KmB+KAKmB

)

Modelo Ping Pong Bi Bi inhibicion
por producto Q (Prazeres et al.,
1993)

[A]Vin

d[Q]z(
dat [Al+Km (1+Ki1[Q]+Ki2[Q]?)

)
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Finalmente, el modelo cinético con el mayor grado de ajuste se evalu6 en las
condiciones 6ptimas de reaccion y el resultado obtenido a las 96 horas de reaccion

se comparo con el resultado obtenido del modelo estadistico.
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2. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

2.1 CARGA ENZIMATICA

Los cambios del rendimiento del éster (respecto a la concentracion inicial de acido)
en el tiempo se muestran en la figura 5. Donde se observa que el rendimiento
maximo alcanzado a 96 horas para las cargas enzimaticas del 62, 31, 20 y 11%
(p/p) fueron respectivamente del 67, 65, 46 y 26%. Los rendimientos obtenidos en
este trabajo para las cargas enzimaticas del 62 y 31% (p/p) son cercanos a los
rendimientos reportadas por Garcia, (2015) y Yang et al., (2012) a 60°C; los cuales
fueron respectivamente 67 y 70% en periodos de reaccion de 96 y 120 horas con

cargas enzimaticas del 62 y 31% (p/p) respectivamente.

La carga enzimatica seleccionada fue la de 31% del peso total de los sustratos
debido a que con este valor el rendimiento alcanzado fue muy cercano al alcanzado
con la carga del 62% (p/p); en el mismo tiempo de reaccion. Lo cual se traduce en
una reduccion del costo asociado al catalizador sin pérdidas importantes de

rendimiento.

Bajo las condiciones de reaccion establecidas para la figura 5, y una carga
enzimatica del 31% (p/p) a un tiempo de esterificacion de 192 horas el rendimiento
maximo alcanzada fue del 74%, es decir que hubo solamente un incremento de 9
unidades de rendimiento para el doble del tiempo de reaccion. Este resultado indica
que el tiempo de reaccidn de 96 horas es suficiente para que el medio de reaccién

alcance un rendimiento razonable sin generar gastos energéticos innecesarios.
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Figura 5. Cambio del rendimiento del éster en el tiempo con diferente carga
enzimatica (11, 20, 31, 62%).
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2.2 CALCULO DE LA VELOCIDAD INICIAL

La estimacion de la velocidad inicial incluyéo el ajuste matematico del
comportamiento cinético de la aparicién del dihidrocafeato de dodecilo y el calculo

de la derivada de la funcion ajustada, evaluada en el tiempo cero (Leskovac, 2003).

En la figura 6 se ejemplifica el calculo empleando un sistema reaccionante con una
carga enzimatica del 31% (p/p); se aprecia que los valores experimentales siguen
un comportamiento exponencial, el cual fue ajustado a una ecuacion matematica en
funcion del tiempo (ver ecuacion 2) empleando el software CurveExpert Professional

2.3.0 (version de prueba).

CONCENTRACION DE ESTER = 29.3215 * (1 — e~ 0027108ty (D)
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Figura 6. Cambio de la concentracién del éster en el tiempo para una carga
enzimatica del 31%.
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Adicionalmente se realizé el calculo mediante la aproximacién de diferencias finitas;
la comparacion de los resultados obtenidos por ambos métodos muestra que el error

absoluto en el calculo de la velocidad inicial no fue superior al 3% (Tabla 3).

Tabla 3. Célculo de velocidad inicial de reaccion.

Vo calculada por
Vo calculada ) .
_ . aproximacion de
Experimento analiticamente ) ] o % Error
diferencias finitas
[mM/h]
[mM/h]
Carga enzimatica 31% 0,7948 0,775 2,49%

2.3 EFECTO DE LA AGITACION SOBRE LA VELOCIDAD INICIAL
El efecto de la agitacién sobre la velocidad inicial se muestra en la figura 7, en donde

se identifica un valor maximo de velocidad inicial Vo cuando el sistema de reaccion

es agitado a 450 rpm, luego de este valor la velocidad inicial decae. Este tipo de
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comportamiento ha sido observado previamente por Sun et al. (2010) y se debe a
la disminucidn en el contacto entre el medio reaccionante y el catalizador.

En efecto, para altas velocidades de agitacion las particulas soélidas, es decir el
tamiz y el catalizador, estan distribuidas preferencialmente en las paredes del
reactor lo que limita su contacto con la fase fluida, limitandose asi el contacto entre
los reactivos y el catalizador lo que da como resultado una disminucion en la

velocidad inicial de reaccion.

Otras posibles causas de la disminucién de la velocidad inicial son la destruccién
del catalizador por la accion de cizalla que ejerce el tamiz molecular (Villeneuve,
2007) y la inactivacion del catalizador causada por la formacién de espuma en el

medio de reaccion (Raita et al., 2008).

Figura 7. Efecto de la velocidad de agitacion sobre la velocidad inicial.
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2.4 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE REACCION

La figura 8 muestra el diagrama de Pareto obtenido para la variable de respuesta:

rendimiento de éster.
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Figura 8. Diagrama de Pareto para el rendimiento de éster.
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En el diagrama de Pareto se presentan los resultados del anélisis ANOVA que
permite analizar el efecto de los factores individuales y de sus interacciones. En el
eje X se encuentran los valores del estadistico t para cada uno de los factores.
Valores mayores a 2 indican que el regresor tiene efecto sobre la variable de
respuesta. De acuerdo a esto, se observa que la relacion molar es la variable que
posee mayor efecto; y las interacciones entre AA y BB también muestran alto efecto
lo cual indica que hay un punto de inflexién para cada variable como se muestra en

la figura 9.

Figura 9. Diagrama de efectos principales para el rendimiento de éster.
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De acuerdo a lo anterior las condiciones mas favorables para maximizar el

rendimiento de éster estan dadas a valores de temperatura intermedios y a valores

de relacién molar entre la mitad y el limite superior. Este resultado grafico fue
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corroborado optimizando la ecuacion 3 que describe el comportamiento del
rendimiento de éster como funcion de los factores y sus interacciones. Los valores

Optimos de cada variable son mostrados en la tabla 4.

% RENDIMIENTO ESTER = —222,789 + 8,13102 * T + 34,6822 * RM
—0,0714306 * T? — 0,0930333 * T * RM — 3,6504 * RM?

Donde T hace referencia a latemperaturay RM a la relaciéon molar dodecanol: acido.

Tabla 4. Condiciones Gptimas de operacién de la reaccién de esterificacion.

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura (°C) 33,79 76,21 54,27
Relacion molar
(Dodecanol:acido) 0.17 5,83 4,06
Respuesta Optimo
Rendimiento de éster 68,24%

Los valores 6ptimos obtenidos son similares a los calculados por Yang et al., (2012)
en la optimizacion de las condiciones de reaccibn del acido 3,4-
dihidroxihidrocindmico con octanol; las cuales fueron: temperatura de 60°C y
relacion molar octanol:acido de 3,6. Es evidente que en ambos casos se logra
maximizar el rendimiento de éster bajo un exceso de alcohol, el cual tiene la
caracteristica de ser graso; por lo tanto se pueden presentar dificultades al momento

de separar el éster producido del medio de reaccidén en un proceso de mayor escala.

2.5 AJUSTE DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Para todos los experimentos del disefio de superficie de respuesta se ajustaron los

parametros cinéticos con cada uno de los modelos propuestos y se calcularon los
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criterios de seleccibn mencionados anteriormente con el fin de comparar y

determinar el mejor ajuste. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Coeficiente de determinacion (R?) y porcentaje de error medio absoluto

(PEMA) para cada uno de los modelos evaluados.

. Modelo Ping Modelo |.3|n.g Modelp R|ng Modelo Ping
Modelo Ping S Pong Bi Bi | Pong Bi Bi con Modelo L
.. .| Pong Bi Bi con S . Pong Bi Bi
) Pong BiBisin | . 7.~ con inhibicion por complejo |. . .7,
Experimento L inhibicion por |. . . . inhibicion por
inhibicion inhibicién por ambos ternario
sustrato A producto Q
sustrato B sustratos
R® | PEMA | R? | PEMA | R® |PEMA| R* | PEMA | R* |PEMA| R’ | PEMA
34°C-RM3:1 | 0,656 | 157 [0669| 150 |0,659| 153 |0671| 146 |0,722| 140 |0,998| 172
40°C-RM1:1 | 0,834 | 21,4 |0816]| 222 |0834| 214 |0,849| 20,8 |0860| 19,0 |0,999| 2,6
40°C-RM5:1 | 0,707 | 136 |0,730] 128 |0,729| 12,6 |0,739| 123 |0,730| 125 |0999| 0/4
55°C-RM0,17:1 | 0,882 | 144 |0,888| 144 |0,888| 144 |0888| 144 |0,894| 142 |0962| 6,5
55°C-RM3:1 | 0,828 | 716 |0813| 681 |0837| 61,4 |0,797| 709 |0879| 536 |0975| 20,2
55°C-RM5,82:1 | 0,833 | 206 |0,833| 206 |0,833| 206 |0833] 206 [0890| 16,1 |0975| 43
70°C-RM1:1 | 0,789 | 34,7 |0,794| 346 |0,792| 352 |0,807| 322 |0,767| 33,1 |0,986| 6,8
70°C-RM5:1 | 0,776 | 47,3 |0692| 66,2 |0,751| 504 |0,757| 50,9 |0,788| 53,0 |0943| 237
76°C-RM3:1 | 0,706 | 50,3 |0,693| 51,7 |0,691| 515 |0,707| 50,6 |0,770| 445 |0,898| 30,1
Promedio 0,779 | 322 |[0,770] 339 |[0,779] 314 |0,783| 319 |0,811| 289 [0971]| 106

De acuerdo con la tabla anterior se evidencia que el modelo de inhibicion por
producto describe de forma adecuada la reacciéon de esterificacion con un R?
promedio de 0,971 y un valor PAME promedio de 10,6 en comparacion con los
demas modelos sugeridos por la literatura. Los pardmetros ajustados para el

modelo escogido se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Pardmetros ajustados del modelo de inhibicion por producto.

Temperatura Relacién molar Vm Km Ki1 Ki2
(°C) (Dodecanol:acido) | (mM/h) (mM) (mM1) | (mM~?)
70 1 0,317 0,203 2,586 0,508
70 5 1,143 0,013 0,068 3,810
40 1 0,304 0,677 2,810 0,311
40 5 0,362 1,238 0,209 0,013
34 3 0,172 0,285 1,695 0,413
76 3 0,868 0,014 0,020 7,922
55 0,17 0,077 2,675 2,037 0,132
55 3 0,768 0,205 2,527 0,141
55 5,8 0,935 0,293 0,672 0,159
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La figura 10 representa la superficie de ajuste del modelo de inhibicion por producto.
Dicha inhibicion se puede presentar debido a que la reaccion de esterificacion es
reversible y hay posibilidad de que algunas moléculas de producto se unan al sitio
activo de la enzima y bloqueen el mecanismo de produccién del mismo (Kriti et al.,
2013).

Figura 10. Superficie de ajuste del modelo de inhibicién por éster a 40°C y relacién
molar dodecanol:4cido 5:1

Velocidad de reaccién

2.5.1. Evaluacion del modelo cinético. Se realiz6é un ajuste para cada parametro
a un modelo no lineal mediante el software CurveExpert Professional 2.3.0 (version
de prueba) con el fin de obtener una funcién que permita predecir su valor en todas
las regiones de temperatura y relacion molar estudiadas. (Las funciones de ajuste y
el porcentaje de error de cada una se muestran en el Anexo D). Con el fin de evaluar
el modelo escogido se calcularon los parametros cinéticos en las condiciones
optimas de temperatura de 54 °C y relaciéon molar dodecanol:acido de 4:1 los cuales

se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Parametros del modelo cinético de inhibicién por producto en condiciones

optimas.
Temperatura| Relacién Molar Vm Km Ki1 Ki2
(°C) (Dodecanol:acido) | (mM/h) (mM) (mM~1) (mM~2)
54 4 0,668 0,186 1,491 0,325

Para evaluar el modelo de inhibicién por éster en las condiciones éptimas (ecuacion
4) se integro obteniendo la ecuacion 5. Conociendo los valores del &cido consumido
en el tiempo y los pardmetros cinéticos (Km, Ki1, Kiz, Vm) en condiciones 6ptimas, se
calculo el cambio de la concentracidn del éster en el tiempo y el rendimiento maximo

alcanzada a 96 horas de reaccion.

afel_ [AlVin
dat ([A]+Km<1+Kil[Q]+Kiz[Q]Z)) (4)

2 3
[AI[Q1+Kom ([Q] + Ky &=+ Ki 0)=[AlVt  (5)
Se realizaron ajustes del acido a cada tiempo (0, 8, 16, 24, 36, 48 y 96 horas) como
funcion de temperatura y relacién molar (Anexo E). A partir de las funciones de

ajuste se obtuvieron los valores del cambio de la concentracion del acido en el

tiempo y de la ecuacion 5 los valores de la concentracion del éster (tabla 8).

Tabla 8. Rendimiento del éster en condiciones 6ptimas de reaccion.

Tiempo (horas) Acido (mM) Ester (mM) % Rendimiento Ester

0 47,24 0 0

8 26,60 16,97 35,93
16 18,57 19,21 40,67
24 16,54 21,38 45,25
36 15,66 24,29 51,42
48 14,92 26,49 56,07
96 14,17 33,31 70,52
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La concentracion maxima alcanzada a un tiempo de reaccioén de 96 horas calculada
por la integracion del modelo fue de 70,52% y la obtenida por el disefio de superficie
de respuesta fue de 68,24%. Lo cual muestra que el error generado por el modelo
fue 3,3% indicando que el modelo de inhibicion por éster se ajusta adecuadamente

a los datos experimentales en las condiciones éptimas de reaccion.
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3. CONCLUSIONES

La reaccidn de esterificacion catalizada con carga enzimatica de 31% permitio
obtener un rendimiento del 65% en un periodo de reaccion de 96 horas, sin
evidenciarse aumento significativo en el rendimiento al duplicar la carga del
catalizador en un periodo igual de reaccion. Al duplicar el tiempo de reaccion no
se generd cambios significativamente altos en el rendimiento del producto e

implica gastos energéticos innecesarios.

La maxima velocidad inicial de reaccién fue obtenida a una agitacion de 450 rpm,
indicando que en este punto las limitaciones de transferencia de masa externas

tienen menor efecto.

La temperatura y la relacion molar son variables que presentan gran influencia
en la reaccion de esterificacion. Las condiciones Optimas de reaccion obtenidas
mediante el disefio experimental de superficie de respuesta fueron temperatura
de 54°C y relacién molar dodecanol:acido de 4:1 para lograr un rendimiento

tedrico maximo de 68%.

Se ajustdé por primera vez el comportamiento cinético de la reaccion de
esterificacion del acido 3,4-dihidroxihidrocindmico y dodecanol, a un modelo de
inhibicion por producto con un PEMA y R? promedio de 10,6 y 0,971
respectivamente. Este modelo fue evaluado para las condiciones éptimas con

un error del 3,3%.
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4. RECOMENDACIONES

Se aconseja realizar el estudio cinético con otros alcoholes grasos con el fin de
encontrar un modelo de ajuste general para esterificacion del acido 3,4-
dihidroxihidrocinamico, e identificar la influencia de la longitud de la cadena
alifatica sobre las constantes cinéticas de afinidad e inhibicion del modelo que

presente el mejor ajuste.

Se recomienda plantear una metodologia para la recuperacion y adecuacién del
catalizador y el tamiz molecular; e identificar la cantidad de veces que se pueden

reutilizar con el fin de disminuir los costos en el proceso.

Realizar mayor nimero de experimentos en la region de temperatura y relacion
molar para obtener tendencias competas del comportamiento de las constantes
cinéticas con el fin de mejorar las ecuaciones de ajuste de los parametros

cinéticos y reducir el error generado por las funciones de ajuste.
Plantear y optimizar un proceso de separacion para el dihidrocafeato de

dodecilo, con el fin de obtener un producto de alta pureza y asegurar la

reutilizacion de solventes en el proceso.
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ANEXOS

ANEXO A. CROMATOGRAMAS Y CURVAS DE CALIBRACION

La cuantificacion del 1-Dodecanol se realizo por Cromatografia de gases (GC) como
lo muestra la figura E1 a un tiempo de retencion de 10,8 minutos. La cuantificacion
del &cido 3,4-dihidroxihidrocinamico y del dihidrocafeato de dodecilo (ESTER) se
realizé por cromatografia liquida de alta eficciencia(HPLC) como lo muestra la figura

E2 a un tiempo de retencion de 3,28 y 5,48 minutos respectivamente.

Figura Al. Cromatograma del 1-Dodecanol realizado por cromatografia de gases
(GC).
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Figura A2. Cromatograma del 1-Dodecanol realizado por cromatografia liquida
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CURVAS DE CALIBRACION

Figura A3. Curva de calibracién 1-Dodecanol.
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Figura A4. Curva de calibracion Acido 3,4-dihidroxihidrocinamico
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Figura A5. Curva de calibracién dihidrocafeato de dodecilo (Ester)
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ANEXO B. PESOS DE LA VARIABLE DEPENDIENTE Y DESCRIPTORES DE
ERROR

El valor de peso para la variable dependiente est4 dado por:
1/c?

Wi = #1/0-2

i=1 i

La varianza de la variable dependiente en los datos experimentales esta dada por:

o Z?:l(yi,EXP - lli)2
l n—1

El valor promedio de la variable dependiente en los datos experimentales estd dado
por:

Yi=1YiExp
n
Donde y; gxp corresponde al valor experimental de cada variable y n el namero de

U =

experimentos.

El coeficiente de determinacion (R?) y el valor del porcentaje de error medio absoluto

(PEMA) se calcularon usando las siguientes expresiones:

n 2

Z <3’z JEXP yEXP)
ylP

i=1

Yiexp — YVip

100%
PEMA = — Z

. YiExp
i=1

Donde y;zxp €s el valor experimental, yzxp €s el promedio de los valores
experimentales, y; p es el valor predicho, ¥, es el promedio de los valores predichos

y n el nUmero de datos ajustados.
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ANEXO C. DESARROLLO MATEMATICO DEL MODELO DE PING PONG BI Bl
SIN INHIBICION

Diagrama del mecanismo cinético de Ping Pong Bi Bi sin inhibicién propuesto por
Cleland (1963). Donde A hace referencia al Acido 3,4-dihidroxihidrocinamico, B al
Dodecanol, P al Agua, Q al éster formado; E, EA, F, y FB hacen referencia a la

enzima y a los complejos enzimaticos respectivamente.

A P B @)

K1 K_] KZ K—Z K3 K_3 K4. K_4_

Las ecuaciones cinéticas que describen el modelo Ping Pong Bi-Bi sin inhibicién

son:

K
E+A——EA (1)
K—1
K,
EA«——F+P (2)
K->
K3
F+B<——FB (3)
K—3
K 4
FB e E+Q (4)
4

Donde las respectivas velocidades de reaccion para los compuestos involucrados

en la esterificacion se presentan a continuacion:
a[A]

ar K_4[EA]-K;4[E][A] (5)
a[p] _

—= = K,[EA] = K_,[P][F] ®)
% = K,[EA] — K_,[P][F] — K3[BI[F] + K_3[FB] @)

50



aiB] _

1 = K,[FB] ~ Ky [B][F] ®)
L9 = K,[FB] - K_4[Q][E] ©)
S = Ky [E)[4] - Ko [EA] — K,[EA] + K_,[P][F]  (10)
) = KaBIIF) — K_o[FB] ~ K,[FB] + KL,[QI[E] (1)
L = K_AEA) - Ki[ETA] + K,[FB] - K_,[QIIE]  (12)

Asumiendo hipétesis de estado estable para los intermedios de reacciéon en las
ecuaciones (7), (10), (11).

0= K,[EA] — K_,[P][F] — K3[BI[F]1 + K_3s[FB] ~ (13)
0= Ky [E][A] — K_,[EA] — K,[EA] + K_,[P][F] ~ (14)

=
|
%

w
=

=
|

K.[FB] + K_4[Q][E] (15)

Despejando de la ecuacion (15) [FB] se obtiene:

K3[BI[F1+K_4[Q][E]

FB|=
[FB] (Kat+K_3)

(16)

Aplicando el mismo procedimiento para las ecuaciones (14)

K1 [E][A]+K_;[P][F]

EA|=
EA] (K2+K-1)

(17)

Tomando las ecuaciones (16) y (17) y reemplazandolas en la ecuacion (13) se
obtiene:

[F]= (([A]K1K2(K—3+K4)+[Q](K—1+K2)K—3K—4)[E]
[BI(K-1+K2)K3K4+[P]K_1K_5(K_3+K4)

) as)

Reemplazando (18) en las ecuaciones (16) y (17) se logra:

([AI([B]1K3K4+[P1K_2(K-3+K4))K1+[P1[Q]K_2K_3K_4)[E]
[BI(K_1+K3)K3K4+[P]K_1K_5(K_3+K,)

[EA}=( ) @9)
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([Al[B]K1K;K3+([B](K_1+K3)K3+[P]K_1K_3)[Q]K_4)[E]
[BI(K_1+K2)K3K4s+[P]K_1K_5(K_3+K4)

178)= ) @0)

Se expresa la enzima inicial en funcion de la enzima final y los complejos
enzimaticos:
[Eo] = [E] + [EA] + [F] + [FB]  (21)

Reemplazando [EA], [F], [FB] en la ecuacion anterior y despejando [E] se logra llegar

a.

([BI(K-1+K2)K3K4+[P]K_1K_5(K_3+K4))[EO]
[B](Ky+K4)K3+
\ (AN (ot 1ty K HIBIIQIK 4 +Ky)

Ui et

[E]= (22)

(K-1+K2)K3 +[P](

Reemplazando las expresiones de las concentraciones de los complejos enzima
sustrato y de la enzima dentro de las velocidades de reaccion para los productos de
interés se llega a:

d[Q
L9 = k,[FB] - K_4[QIIE)
d[Q] — ([A][BIK1 K2 K3K4—[P][Q]K_1K_3K_3K_4)[E0]
dt [A](([P][Ifff,; ’)(g,)(’_(zi K4))K1+[B]([Q]K—4+K4)

[QI(K_1+K_3)K_4

(K_1+K2)K3+[P]< +K_1(K_3+Ky)

)K—2+[Q](K—1+K2)K—3K—4

Reorganizando el denominador obtiene:
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ale] _ ([Al[B]K1K2K3K4—[P][Q]K—1K_2K_3K_4)[E0]
dt [A][B](K2+K4)K3 K1 +[A][P]K_2 K1 (K_3+K4)+[A]K2 K1 (K_3+K4)+
[BI[QIK3K_4(K_1+K3)+[B]K3K4(K_1+K3)+[P][Q]K_2K_4(K_1+K_3)

+[P]K_1K_3(K_3+K4)++[Q](K_1+K2)K_3K_4

Relacionando todos los coeficientes de las ecuaciones cinéticas para transformalos
en las contantes de Michaelis para la formacion del producto de interés Q y
asumiendo que las concentraciones iniciales de [P] y [Q] son cero, se llega a:

d[Q] — [Eo][A][B]K1K;K3K, )

dt ([A] [B](K2+K4)K3K1+[A]K; K1 (K_3+Ky)+[B]K3K4(K_1+K3)

alel _ [Al[BIV1 )

dt ([A][B]+[A]KmB+[B]KmA

Finalmente, se obtiene los parametros cinéticos del modelo:

:K1K2K3K4[E0]:K2K4[E0] Maxima velocidad de reaccion de
(K3+K4)K3Ky  (Ky+Ky)

velocidad hacia delante

_KaK1(K_3+Ky) _Kp(K—3+K,4) Constante de Michaelis para el
BT (KK )KsKy (K2 +Ky)Ks sustrato B

_K3K4(K_1+K3) K4(K-1+K3) Constante de Michaelis para el
AT (KK )KsKy  (Kp+K Ky sustrato A
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ANEXO D. ECUACIONES DE AJUSTE DE LOS PARAMETROS CINETICOS EN
FUNCION DE LA TEMPERATURA Y RELACION MOLAR

Los parametros cinéticos obtenidos del modelo de ajuste de inhibicion por éster
propuesto por Prazeres et al., (1993) para todos los puntos experimentales del
disefio de superficie de respuesta fueron ajustados mediante regresion no lineal con
el software CurveExpert Professional 2.3.0 (version de prueba) el cual implementa
el método de Levenberg-Marquardt. Se utilizé el criterio de informacion de Akaike
(AIC) para comparar los modelos y elegir el que presente menor pérdida de
informacién y que no genere sobreajuste. A continuacion, se presentan las

funciones de ajuste para cada parametro.

Funcion de Ajuste del parametro cinético Vm:

V,, = A x (Temperatura)® * (Relacion Molar)®

Constantes de ajuste
A 0,000615729
B 1,518335
C 0,673072
Coeficiente de Determinacion R? 0,92
Criterio de informacion de Akaike -34,6

Funcion de Ajuste del parametro cinético Km:

k,, = A = (Temperatura)® = (Relacién Molar)®

Constantes de Ajuste
A 157,646987
B -1,396189
C -0,843744
Coeficiente de Determinacion R? 0,80
Criterio de informacion de Akaike -12,2

Funcion de Ajuste del parametro cinético Kiu:
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ki =A+Bx*Temp+ C*RM + D x Temp? + E x RM?> + F x Temp>® + G * RM?3

Constantes de ajuste

15,974394
-1,017463
2,42528
0,022423
-1,033026
-0,000156
0,101026

QmMMmo0|m| >

Coeficiente de Determinacion R? 0,98
Criterio de informacion de Akaike 20,1

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Funcién de Ajuste del parametro cinético Kiz:
ki, =Ax((B+«Tem+ C)>+ (D * RM + E)?)

Constantes de ajuste

0,687856
1,01E-01
-4,756188
0,000006
-0,000024

mo0n|w| >

Coeficiente de Determinacion R? 0,73
Criterio de informacion de Akaike 22,8

Donde Temp es la temperatura y RM la relacion molar.
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ANEXO E. ECUACIONES DE AJUSTE DEL ACIDO EN FUNCION DE LA
TEMPERATURA Y RELACION MOLAR

Ecuacion de ajuste de la concentracion del acido a 0 horas en funcién de la
temperatura y relacion molar.
Acido = (A+ B » eT™P + C x eRM)

Constantes de ajuste
A 47,167
B -1,27E-34
C 0,001352
Coeficiente de Determinacion R? 0,34
Criterio de informacion de Akaike -21,3659

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuacion de ajuste de la concentracion del acido a 8 horas en funcion de la
temperatura y relacion molar.

Acido = (A + (Temp®) + (RM?))

Constantes de ajuste
A 19,984852
B 0,440612
C -1,553414
Coeficiente de Determinacion R? 0,92
Criterio de informacion de Akaike 11,33

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuacién de ajuste de la concentracion del acido a 16 horas en funcién de la
temperatura y relacion molar.

) 1
Acido = ( )
4 =\4 + B« LN(Temp) + C * LN(RM)
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Constantes de ajuste

A 0,00142095

B 0,01034072

C 0,008072
Coeficiente de Determinacion R? 0,92
Criterio de informacién de Akaike 12,88

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuacion de ajuste de la concentracion del acido a 24 horas en funcion de la

temperatura y relacion molar.

. 1
Acido = (A + B+ LN(Temp) + C + LN(RM))

Constantes de ajuste

A -0,01192391

B 0,0152749

C 0,00826667
Coeficiente de Determinacion R? 0,92
Criterio de informacién de Akaike 9,34

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuaciéon de ajuste de la concentracion del acido a 36 horas en funciéon de la
temperatura y relacion molar.
Acido = (A * (Temp®) x (RM©))

Constantes de ajuste
A 46,632324
B -2,30E-01
C -0,126421
Coeficiente de Determinacion R? 0,86
Criterio de informacion de Akaike 7,13
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Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuacion de ajuste de la concentracion del acido a 48 horas en funcion de la

temperatura y relacion molar.

) 1
Acido = ( )
40 =\A ¥ B+ LN(Temp) + C * LN(RM)

Constantes de ajuste

A 0,024089

B 0,008394

C 0,006807
Coeficiente de Determinacion R? 0,80
Criterio de informacion de Akaike 8,08

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.

Ecuacion de ajuste de la concentracion del acido a 96 horas en funcion de la

temperatura y relacion molar.

) 1
Acido = ( )
A0 =\A ¥ B+ LN(Temp) + C * LN(RM)

Constantes de ajuste

A 0,049117

B 0,002751

C 0,007564
Coeficiente de Determinacion R? 0,77
Criterio de informacion de Akaike 9,68

Donde Temp es la temperatura y RM la relacién molar.
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