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RESUMEN

TITULO:

ESTUDIO TEORICO DE LA VIABILIDAD DE IMPLEMENTAR UN PROCESO DE HIDROLISIS Y
ESTERIFICACION USANDO UNA LIPASA COMO CATALIZADOR EN LA PRODUCCION DE
ALCOHOLES GRASOS PARA LABORATORIOS INDUSTRIALES Y AMBIENTALES S.A*

AUTORES:
GUTIERREZ NOVA, Natalia Andrea, SOSA TRIANA, Jennifer **

PALABRAS CLAVES:
Hidrdlisis, esterificacion, acido graso, alcohol graso, éster de cera

DESCRIPCION:

El presente estudio, plantea una alternativa para la produccion de un alcohol graso el cual sera
incorporado como agente tensoactivo en la formulacién de detergentes industriales. Luego de
una detallada revisién bibliografica acerca de los procesos industriales actualmente aplicados
para la produccién de alcoholes grasos, se tomé como modelo la tecnologia LURGI de ésteres
de cadena larga (ceras). Dentro de las etapas de hidrdlisis y esterificacion de este proceso, se
propone usar catalizadores enzimaticos, con el fin de mitigar los efectos negativos, causados por
los catalizadores quimicos y asi implementar una tecnologia amigable con el medio ambiente

Para el desarrollo de este estudio, se planteo una metodologia que contempla: la eleccion del
aceite de coco como materia prima; la seleccién de la lipasa Candida rugosa como catalizador; la
consecucién y evaluacion de la cinética para las reacciones de hidrdlisis y esterificacion; y la
comparacioén de las condiciones de operacion del proceso propuesto con el proceso industrial
seleccionado.

Finalmente se concluye, que la implementacion de etapas de hidrdlisis y esterificacion, catalizadas
por la lipasa Candida rugosa, es una buena alternativa ya que, utilizar catalizadores quimicos
requiere condiciones de operacién drasticas que pueden degradar el producto y afectar la pureza
del mismo, ademas puede obtener una conversidon de ftriglicéridos de hasta el 99% con una
cantidad de catalizador hasta del 4%.

* Proyecto de Grado ** Universidad Industrial de Santander. Facultad de Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica.
Director: D. Luis Javier Lopez
Codirector: Ing. Paola Ximena Garcia
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ABSTRACT

TITLE:
Theoretical study of the feasibility of implementing a process of hydrolysis and esterification as

Lipase using a catalyst in the production of fatty alcohols, industrial and environmental laboratory
S.A.

AUTHORS:
NOVA GUTIERREZ, NATALIA ANDREA, SOSA TRIANA, JENNIFER **

KEYWORDS:
Hydrolysis, esterification, fatty acid, fatty alcohol, wax ester

DESCRIPTION:

This study raises an alternative for the production of a fatty alcohol which will be incorporated as a
surfactant in the formulation of industrial detergents. After a detailed review about the industrial
processes currently used for the production of fatty alcohols, are modeled LURGI technology of
long-chain esters (waxes). Within the hydrolysis and esterification stages of this process, we
propose to use enzyme catalysts in order to mitigate the negative effects caused by chemical
catalysts and implement a technology and environment-friendly surfactant.

For the development of this study, we propose a methodology which includes: the choice of coconut
oil as a raw material, the selection of Candida rugosa lipase as catalyst for developing and
evaluating the kinetics for the hydrolysis and esterification reactions, and comparison of the
operating conditions of the proposed process with the manufacturing process selected.

Finally we conclude that the implementation stages of hydrolysis and esterification catalyzed by
Candida rugosa lipase is a good option, the use chemical catalysts requires drastic operating
conditions and can degrade the product and affect the purity of it. It can also be used for a
conversion of triglycerides up to 99% with an amount of catalyst to 4%.

*Project of Degree. ** Faculty of Physicochemical Engineerings. School Chemical Engineering
Director: PhD. Luis Javier Lopez
Joint manager: Ing. Paola Ximena Garcia
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INTRODUCCION

La industria de los detergentes ha sufrido en las ultimas décadas cambios radicales en lo
que concierne a la concepcidon de nuevos productos que cumplan con las
reglamentaciones ambientales vigentes. En el afan de cumplir con las reglamentaciones
actuales, la industria de los detergentes, ha encaminado sus esfuerzos a la formulacion
de nuevos productos a base de tensoactivos de origen natural. El uso de este tipo de
tensoactivos se fundamenta en el hecho que estos ultimos tienen un alto grado de
biodegradabilidad, lo que facilita los procesos de autolimpiado de las cuencas hidricas.

Entre los tensoactivos de origen natural, sobresalen los alcoholes grasos gracias a sus
excelentes propiedades de lavado y biodegradabilidad.

Para su obtencion por via oleoquimica, se conocen diferentes procesos, entre los cuales
se destaca el implementado por Lurgi a partir de ésteres de cadena larga (ceras). A
pesar que el proceso es econdmicamente rentable, este presenta multiples desventajas

entre las que se encuentran las siguientes:

e Emplea catalizadores quimicos haciéndose necesarias etapas de tratamiento
antes de su disposicion final.

e Las condiciones de temperatura y presion empleadas durante las etapas de
hidrélisis y esterificacién causan la degradacion de una fraccion de los productos
obtenidos.

Una posible solucién a estos inconvenientes, podria ser el empleo de catalizadores
enzimaticos, que reemplacen a los catalizadores actualmente empleados. Por tanto, el
objetivo de este estudio es determinar la posibilidad de usar la lipasa candida rugosa
como catalizador en las etapas de hidrdlisis y esterificacion, durante el proceso de
produccion de alcoholes grasos.



1. MARCO TEORICO
1.1. DETERGENTES

Un detergente es una sustancia que limpia la superficie de un material sucio. Para que
sea efectivo, éste debe realizar dos funciones: desprender la suciedad de la superficie a
limpiar y dispersar o disolver la suciedad en el liquido de lavado, de tal modo que el
sustrato limpio pueda separase del liquido de lavado sin que la suciedad se deposite en
él. Esta accion se logra gracias a que el detergente:

v Reduce la tensién superficial del agua, de manera que las moléculas de agua no
se sienten atraidas mutuamente y pueden penetrar mejor en la superficie a
limpiar.

v Poseen un polo lipdfilo, que se combina bien con las grasas; y un polo hidrdfilo,
que se combina bien con el agua. Estas propiedades hacen que la suciedad
adherida a tejidos sea desprendida de los mismos, de forma que el agua
arrastra todo el conjunto.

La formulacién quimica de un detergente involucra diferentes compuestos que pueden
ser clasificados esencialmente en tres categorias [1]: tensoactivos, coadyuvantes, y
complementarios.

La presencia de estos compuestos en los detergentes sintéticos producen una situacion
amenazadora ya que las sustancias activas utilizadas no se degradan biolégicamente
con la suficiente rapidez. La acumulacion de estos compuestos, afecta gravemente los
procesos de auto limpieza del agua y es por esto que muchos paises tomaron
decisiones de tipo legal en lo que concierne la produccion y comercializacion de
detergentes.

1.1.1. Detergentes Biodegradables

Los componentes de este tipo de detergentes son facilmente transformados por la
naturaleza, su férmula no contiene fosfatos que producen un desequilibrio en el
ecosistema. Por lo tanto son mucho mas "saludables" para el planeta.



Un compuesto biodegradable, es aquel que al entrar en contacto con el suelo o el agua,
es utilizado por los organismos como sustrato o fuente de energia. Lo transforman,
mineralizandolo en el mejor de los casos como CO, o agua siendo estos dos productos
inocuos para la naturaleza.

Segun la legislacién colombiana vigente (resolucion 1974 del 2008, Ministerio de la
Proteccion Social), en un paquete de detergente se puede poner la palabra
"biodegradable”, si el tensoactivo deja de tener un 90% de su propiedad de disminuir la
tension superficial del agua 28 dias después de ser vertido a la fuentes hidricas. Por otro
lado, la ley no dice nada del resto de ingredientes, que pueden llegar a significar un 80%
del detergente [2].

1.2. TENSOACTIVOS

Los tensoactivos, son también llamados surfactantes o agentes de superficie activa. Su
principal caracteristica es que disminuyen la tensién superficial del medio donde se
encuentran inmersos gracias a que poseen una estructura molecular dual. Esta
estructura, estd compuesta por una parte hidrofila que se caracteriza por mostrar
atraccion hacia disolventes polares, sobretodo agua; y una parte lipdfila que presenta una
afinidad por disolventes organicos apolares. Frecuentemente la parte lipdfila esta
constituida por una cadena hidrocarbonada de tipo alquilo o alquil-benceno, mientras que
la parte hidrdfila, puede estar formada por atomos de oxigeno, azufre, fosfato o
nitrdgeno; incluyendo grupos funcionales como alcoholes, ésteres, éteres, acidos,
sulfatos, sulfonatos, fosfatos, aminas, amidas, etc.[3]

Gracias a su naturaleza dual tienden a estar en la superficie, sumergiendo la parte polar
en el agua y la apolar fuera de ella. Al colocarse en la superficie, el tensoactivo rompe
los puentes de hidrogeno del agua, disminuyendo la tension superficial de la misma. No
todas las moléculas duales tienen caracter tensoactivo, para ello se debe cumplir:

1. Que la cadena lipdfila tenga al menos 8 atomos de carbono (cuanto mas larga
mayor caracter lipéfilo). La presencia de dobles enlaces o ciclos disminuye la
afinidad apolar.



2. Que exista una polaridad minima. Es decir, una relacién entre el caracter lipéfilo e
hidrdfilo, entre mas polaridad mejor.

3. Que pueda formar agregados micelares. Las micelas son estructuras ordenadas
con diferentes geometrias y con capacidad de secuestrar a los agentes de
suciedad (clave de la limpieza).

1.2.1. Propiedad HLB de los tensoactivos

Para cuantificar la naturaleza dual de los tensoactivos, Grinffin (1949) [4], propuso una
escala arbitraria de valores conocida como balanza hidrdéfila, lipéfila (HLB de sus siglas
en inglés Hidrophilic, Lipophilic Balance). En esta escala, cuanto mas alto es el valor,
mayor es el caracter hidrofilico del tensoactivo. En la tabla 1, se muestran algunas
aplicaciones de los tensoactivos segun su valor de HLB.

Tabla 1. Aplicabilidad de los tensoactivos en funcién del parametro HLB

HLB UsosS

1-3 Antiespumantes

3-8 Emulsiones (agua en aceite)
7-9 Agentes Humectantes
8-16 Emulsiones (aceite en agua)
13-16 Detergentes
15-20 Solubilizantes

1.2.2. Biodegradabilidad de los tensoactivos

Los tensoactivos pueden tener una estructura ramificada o lineal; los tensoactivos
ramificados no son biodegradables y por lo tanto pueden generar riesgos para el medio
ambiente. Los tensoactivos alquilbencenosulfatos de cadena ramificada (ABS) son
biolégicamente duros y mas téxicos que los tensoactivos alquilbencenosulfonatos de
cadena lineal (LAS).

Aunque las bases quimicas de la biodegradacion de los agentes tensoactivos continua
siendo estudiada, dentro de los ultimos avances se han determinado las siguientes
caracteristicas generales:



e La estructura quimica del grupo lipdfilo, es el factor principal del control de la
biodegradabilidad; un alto grado de ramificacién, en especial un grupo alquilo
terminal, inhibe la biodegradacion.

e La naturaleza del grupo hidrofilo tiene un efecto menor sobre la
biodegradabilidad.

e Cuanto mayor sea la distancia entre los grupos hidrofilo y lipdfilo, mayor es la tasa
de degradacion primaria

Debido a la baja biodegradabilidad de los tensoactivos ramificados, las autoridades
sanitarias presionaron a las empresas para que desarrollaran nuevos procesos en miras
a obtener tensoactivos de cadenas lineales.

Actualmente, la demanda de tensoactivos esta cubierta por menos de diez tipos, siendo
los alquilbencenos sulfonados de cadena lineal (LAS), sulfatos de alcoholes grasos
(FAS), los ésteres sulfatados de alcoholes grasos (FAES), alcoholes grasos etoxilados
(FAEOQ), alcoholes grasos de origen natural y los jabones los que ocupan las primeras
posiciones [5].

1.3. ALCOHOLES GRASOS

En el caso especifico de los alcoholes grasos, estos ultimos han adquirido creciente
importancia en el mercado de detergentes debido a sus excelentes propiedades de
lavado y a su mayor biodegradabilidad. Hoy en dia, los alcoholes grasos derivados de
recursos renovables son de gran importancia ya que pueden ser utilizados directamente
0 como base para la produccion de otros tensoactivos; tales como sulfatos de alcohol,
éter-sulfatos, alcoholes etoxilados y alquilpoliglucosidos [6]. Por este motivo los alcoholes
grasos han sido un objeto de estudio en lo que concierne a su produccion.

Los alcoholes grasos tienen dos vias para su produccion, la oleoquimica y la
petroquimica. Cuando se derivan de aceites naturales, se obtienen por hidrogenacion
catalitica de ésteres metilicos o acidos grasos. Por la via petroquimica los alcoholes
grasos sintéticos, se obtienen a partir de materias primas como el etileno, oleofinas y
parafinas.



Los alcoholes naturales presentan algunas ventajas cuando se comparan con respecto
a los alcoholes sintéticos. Asi por ejemplo, se ha demostrado que bajo las mismas
condiciones, diferentes clases de tensoactivos de origen natural a base de acido laurico y
miristico, tienen una biodegradabilidad del 99%, mientras que su contraparte sintética
alcanza valores que fluctuan entre 84 y 93% [7].

2. ANTECEDENTES PARA LA PRODUCCION DE ALCOHOLES GRASOS

Los alcoholes grasos provenientes de fuentes naturales pueden ser obtenidos en forma
general de aceites vegetales, a partir de: transesterificacion del aceite para formar
ésteres metilicos, o por hidrdlisis del aceite para obtener los correspondientes acidos
grasos libres; los cuales, en ambos casos, son sometidos a un proceso de hidrogenacion
[8]. Otra alternativa es la reduccion directa del aceite con sodio metalico, pero este
método hoy en dia no es aplicado debido al riesgo que implica el manejo de este ultimo.

Las tecnologias actuales para la produccién de alcoholes grasos naturales estan
basadas principalmente en la hidrogenacion catalitica, bien sea acidos grasos libres,
ésteres metilicos o ésteres grasos de cadena larga [9]. Aunque es posible la
hidrogenacion directa de los triglicéridos, los subproductos obtenidos no representan una
opcion atractiva desde el punto de vista comercial. Ademas los requerimientos de
hidrogeno y el gasto de catalizador aumentan, por lo tanto, la hidrogenacion directa de
triglicéridos no se usa industrialmente [10].

2.1. METODOS DE HIDROGENACION

Existen basicamente 3 métodos industriales para la realizacion del proceso de
hidrogenacion, y su seleccion depende principalmente de las condiciones de la materia
prima a procesar [9].

2.1.1. Hidrogenacidén en fase gaseosa

Este proceso es usado preferiblemente para ésteres metilicos con una longitud de
cadena de 12-14 atomos de C. Requieren relaciones molares hidrogeno-éster
aproximadamente de 600. Normalmente se usan catalizadores de cobre/zinc (Cu/Zn) o
cobre/cromo (Cu/Cr) mezclados en forma de 6xido y soportados sobre un lecho fijo [10].



Las condiciones de operacion son de aproximadamente 10 MPa y 230 a 250 °C, con
una velocidad espacio liquido (LHSV) de alrededor de 0,3 I/I*"h. Los rendimientos de
alcohol alcanzados son > 99% y la cantidad de catalizador es de aproximadamente
0,3% en peso de la corriente de alimentacion [10]. El producto es separado en una fase
gaseosa y una fase liquida. La fase gaseosa hidrogeno H, es reciclado y la fase liquida
es separada por destilacion a fin de obtener corrientes individuales de alcohol graso y
metanol [9].

2.1.2. Hidrogenacion en fase liquida

En este proceso, los productos que se reduciran se utilizan en su forma liquida, por tanto
es conveniente para sustratos no vaporizables tales como ésteres de cera y acidos
grasos. Las relaciones molares Hy/Ester son de alrededor de 100. La reaccion se lleva
a cabo entre 20 y 30 MPa y temperaturas cercanas a 250 °C, con una velocidad de
espacio liquido (LHSV) de aproximadamente 0,2 I/I*h. Los catalizadores son a base
de cobre, de cobre/zinc en forma éxidos mixtos y en general soportados sobre silice. La
cantidad de catalizador es de un 0,3% en peso de la corriente de la alimentacion. El
tratamiento posterior del producto es idéntico al de la fase gaseosa [10].

2.1.3. Hidrogenacién en fase suspendida

Este proceso es aplicable tanto a ésteres metilicos como a acidos grasos, en éste el
catalizador se alimenta en forma de polvo, en la corriente de hidrégeno. Utiliza relaciones
molares Hy/Ester de aproximadamente 50. La reacciéon se lleva a cabo
aproximadamente a 25 MPa y 250 a 300 °C en presencia de un catalizador por lo
general de Cu-Cr. La LHSV es de aproximadamente 1 I/I*h. En cuanto a lo que
concierne a la separacion, esta ultima es igual a la descrita anteriormente. El
rendimiento del proceso es del 99%, debido a que el catalizador inactivado es mezclado
continuamente con catalizador activado, manteniéndose de esta manera la actividad del
catalizador en un valor constante [10].



2.2. TECNOLOGIAS UTILIZADAS INDUSTRIALMENTE PARA LA PRODUCCION DE
ALCOHOLES GRASOS.

Para realizar una propuesta del proceso de produccion de alcoholes grasos, es
necesario conocer las tecnologias de punta que son competitivas y atractivas
econdmicamente. En la industria oleoquimica internacional, existen varias empresas que
han desarrollado sus propias tecnologias para la produccion de alcoholes grasos. Entre
los grandes fabricantes figuran Davy Process Techology, Lurgi, Kao Corp, Procter and
Gamble, Cognis (Henkel). En la tabla 2, se resume cada una de las tecnologias

empleadas industrialmente, identificando la materia prima usada, el tipo de catalizador y

las condiciones de operacion en las que se lleva a cabo el proceso.

Tabla 2. Tecnologias para produccién de alcoholes grasos [9-12].

) Relacién de Condiciones de
. Sistema de N N R . Vel. (LHSV) .
Compaiia . CAT Materia prima| alimentacién Operacion
catalisis
mol H2/mol éster 1/1*h P (Bar) |T(°C)
DAVY Esteres
PROCES Lecho Fijo Cu/Zn metilicos de 600 0,3 40 220
TECNOLOGY acidos grasos
LURGI "Slurry" Cu/Cr acidos grasos 50 1 300 280
Esteres
LURGI Lecho Fijo Cu/Cr metilicos de 100 0,4 250 210
acidos grasos
LURGI Lecho Fijo Cu/Cr Esteres grasos 100 0,4 250 250
Esteres
KAO CORP "Slurry" Cu/Cr metilicos de 100 0,75 245 285
acidos grasos
Esteres
KAO CORP "Slurry" Cu/Fe-Al metilicos de 200 0,75 250 275
acidos grasos
(P & G) Esteres
Procter & "Slurry" Cu/Cr metilicos de 50 10 300 250
Gamble acidos grasos
Esteres
COGNIS Lecho Fijo Cu/Cr metilicos de 100 1,5 250 228
acidos grasos
HENKEL Lecho Fijo | Cu-Cr+Ba+| Trigliceridos 200 1 100 200
HENKEL Lecho Fijo Cu/Zn Trigliceridos 200 - 200-280 [ 200-230
Esteres
HENKEL Lecho Fijo Cu/Zn metilicos de 100 1,5 250 240
acidos grasos
.. Cu+Cr+Mn Es,t'eres
HENKEL Lecho Fijo +Ba metilicos de 100 1,5 250 240
acidos grasos




2.3. TECNOLOGIA PROPUESTA PARA OBTENER ALCOHOLES GRASOS

Para Laboratorios Industriales y Ambientales S.A., es de gran importancia la innovacion
continua de sus productos, y dentro de sus expectativas esta lograr que éstos tengan
caracteristicas que no perjudiquen el medio ambiente. La idea basica es la de
incorporar en la formulacién de sus detergentes agentes tensoactivos de alta
biodegradabilidad. Adicionalmente la empresa desea autoabastecerse o producir sus
propios alcoholes a partir de recursos renovables. Para ello, se propone implementar
procesos de produccion econdmicamente viables y altamente amigables con el medio
ambiente.

Queda claro entonces, que la consecucion de estos objetivos esta intimamente ligada
con el analisis de los procesos existentes con miras a optimizarlos.

2.3.1. Analisis de tecnologia propuesta

Como se describié anteriormente, para la produccion de alcoholes grasos existen
diversas tecnologias aplicadas industrialmente, cuya principal diferencia es la materia
prima de partida. Lurgi es una compania alemana, que durante los ultimos afios ha
desarrollado 3 rutas para la obtencién de alcoholes grasos. El método de ésteres de
cadena larga es la ultima de las tecnologias desarrolladas por la compania, en el cual se
combinan las ventajas de procesos precedentes. Con este ultimo desarrollo se logra una
reduccion en inversion, costos de operacion y mantenimiento, lo que hace a este
esquema tecnologico altamente rentable. Ademas, existe la opcion de poder
comercializar acidos grasos sin requerir procesos adicionales para la recuperaciéon de
metanol y purificacion del producto [12].

En este proceso el aceite vegetal se somete a una etapa de lipdlisis alcalina para asi
obtener una mezcla de acidos grasos libres y glicerina. Esta mezcla de acidos grasos es
separada por fraccionamiento, donde algunas de las fracciones como las de C16/C18
pueden ser comercializadas y las otras seran usadas para la produccién del alcohol
graso de interés especifico. En este proceso, solo la fraccién de acido graso deseado
como alcohol graso, se somete a una reaccion de esterificacion con el alcohol graso



reciclado para asi obtener la cera; a continuacion el agua de reaccion se evacua de la
planta y el éster se conduce al reactor de hidrogenacién de lecho fijo. [11]

Pese a la alta rentabilidad del esquema tecnoldgico, éste presenta dos desventajas:

v' La primera es que es necesario implementar una planta de tratamiento para
mitigar los efectos toxicos del catalizador antes de su disposicion final.

v' La segunda, es que a las condiciones de operacion actuales (250°C), los acidos
grasos insaturados tienden a oxidarse lo que repercutira en la produccion final de
estos ultimos.

Una posible solucion a estos inconvenientes podria ser el empleo de catalizadores
enzimaticos, que reemplacen a los catalizadores actualmente empleados en las etapas
de hidrdlisis y esterificacion.

3. METODOLOGIA

Con el fin de estudiar la posibilidad de usar un biocatalizador durante el proceso de
produccién de alcoholes grasos, se plantearon las siguientes etapas figura 1:

Evaluacion de Comparacion
los perfiles de p con el proceso
concentracion Industrial

Eleccion de la
materia prima

Eleccion del\ } Consecucioén h

biocatalizador la cinética

Figura 1. Esquema metodoldgico del estudio
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3.1. ELECCION DE LA MATERIA PRIMA

Se ha demostrado que los tensoactivos provenientes de cadenas saturadas de 12-14
atomos de carbono son mas biodegradables, siendo preferible el empleo de cadenas de
12 atomos de carbono como las presentes en el acido laurico.

Los niveles mas altos de este tipo de acido, se encuentran en el aceite de coco, el cual
contiene cerca del 90% de acidos saturados, de los cuales el 50% corresponde al acido
laurico. Por esta razon se propone el aceite de coco como materia prima. La cantidad de
acidos grasos presentes y las propiedades fisicoquimicas del aceite de coco se pueden
observar en las tablas 1y 2 del ANEXO A.

3.2. ELECCION DEL BIOCATALIZADOR

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas
siempre que sean termodinamicamente posibles, por lo que se les denominan
biocatalizadores.

En los ultimos anos, su empleo ha aumentado considerablemente gracias a las ventajas
que ellas ofrecen cuando se les compara con procesos quimicos convencionales. Entre
las principales ventajas se pueden citar: su alta selectividad y especificidad, pueden ser
empleadas en condiciones de reaccién suaves (temperatura y presion ambiental o
cercana a ellas en la mayoria de los casos, pH de facil regulacion), evitan la formacién de
productos secundarios tipicos de procesos quimicos. La recuperacion del biocatalizador
es facil y genera menos residuos. Por todos estos motivos actualmente las enzimas son
usadas comercialmente en un sin fin de aplicaciones.

En funcion a su accién catalitica especifica, las enzimas se clasifican como se muestra
en la tabla 3. De la que se puede concluir, que el biocatalizador apropiado para efectuar
el tipo de reacciones de interés son las hidrolasas, de las cuales se destacan las lipasas
gracias a su alta versatilidad, como sera expuesto a continuacion.

11



Tabla 3. Clasificacion de las enzimas segun su accion catalitica

FUNCIONES Y CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS
SUBCLASES
CLASE FUNCION MAS
IMPORTANTES
Catalizan reacciones de oxidoreduccion. Tras la Deshidrogenasas,
Oxido—reductasas ac_cién_ f:atalitica quedan modificados en su grado de Aminoo.xidasas,
oxidacion por lo que deben ser transformados antes Deaminasas,
de volver a actuar de nuevo. Catalasas
Transfieren grupos activos (obtenidos de la ruptura Transaldolasas
Transferasas de ciertas moléculas) a otras sustanacias Transcetolasas
receptoras. Transaminasas
Glucosidasas
Lipasas
Hidrolasas Catalizan reacciones de hidrodlisis. Peptidasas
Estereasas
Fosfatasas
Isomerasas de
Actuan sobre determinadas moléculas obteniendo azucar,
Isomerasas . . s X
de ellas sus isbmeros de funcién o de posicion. Epimerasas,
Mutasas
Realizan la degradacion o sintesis de los enlaces
Liasas denominados fuertes sin ir acoplados a sustancias Aldolas.as
- Decarboxilasas
de alto valor energético.
Realizan la degradacion o sintesis de enlaces .
Ligasas fuertes mediante el acoplamiento a sustancias ricas Cailrbo>_<|lasas
en energia como los nucleosidos del ATP Peptidosintetasas

3.2.1. Lipasas

Pertenecen a un grupo de enzimas hidroliticas cuya funcion biolégica es catalizar la
hidrdlisis de triglicéridos para obtener como productos finales acidos grasos y glicerol

e
CHOCR CHOH
'ﬁ‘ hpasas Eﬁl
CHOCE + 3H.O CH OH ~r I RC—OH
g L
CH;D(L_L, E HOH

Figura 2. Reaccidn de hidrdlisis catalizada por lipasas

Adicional a su funcion bioldgica (hidrdlisis), las lipasas son también capaces de catalizar
la reaccion inversa, es decir esterificacion en ambientes microacuosos. El equilibrio entre
la reaccion directa (hidrdlisis) y la inversa (sintesis) esta determinado por la actividad del
agua en el medio de reaccion.
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3.2.1.1. Especificidad de la lipasa

La capacidad de las lipasas para actuar de forma selectiva sobre diferentes sustratos,
viene determinada por las propiedades de la enzima a nivel molecular, la estructura del
sustrato y por los factores que afectan la unién enzima — sustrato.

En general se distinguen los siguientes tipos de especificidad:

» REGIOESPECIFICIDAD: Se define como la capacidad de la lipasa para
discriminar entre las posiciones externas (1 y 3) y la posicion interna (2) del
esqueleto de los triglicéridos. Asi se puede hablar de lipasas especificas sn-1,3 0
especificas sn-2, aunque también existen algunas lipasas no especificas.

» TIPOESPECIFICIDAD: La mayoria de lipasas son selectivas respecto de un
acido, o mas bien, una clase de acidos, con longitudes de cadena y grados de
insaturacion definidos. Esta especificidad viene determinada por la adecuada
acomodacién de la cadena carbonada del acido graso en el centro activo de la
enzima.

» ESTEREOESPECIFICIDAD: Las lipasas son capaces de diferenciar entre
moléculas de sustrato enantidmeras, cuando se trata de sustratos quirales, e
incluso diferenciar entre las posiciones sn-1 y sn-3 en sustratos proquirales.
Practicamente la totalidad de las lipasas ensayadas sobre triglicéridos proquirales
presentan esta propiedad en mayor o menor medida.

Para realizar la seleccion de la lipasa que va a ser usada como catalizador en los
procesos de hidrolisis y esterificacion, se debe tener en cuenta, que ella no sea
regioespecifica y adicionalmente tener afinidad por longitudes de cadena entre 12-16
atomos de carbono. En las tablas 4 y 5 se puede apreciar una clasificacion de las lipasas
de acuerdo con su especificidad y actividad catalitica.
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Tabla 4. Clasificacion de lipasas segun su especificidad

TIPO DE ESPECIFICIDAD LIPASAS

Regioespecificidad sn-1,3 Rhizopus Arrhizus

Aspergillus Niger
Lanuginosus
Mucor Miehei

Rhizopus Oryzae
Rhizopus delemar
Thermomyces

Regioespecificidad sn-2 Geotrichum Candidum

No regioespecificas

Candida Rugosa
Crhomobacterium Viscosum
Pseudomonas Glumae
Humicula Lanuginosa

Tipoespecificidad (acidos
grasos de cadena corta)

Mucor Miehei

Tipoespecificidad (acidos
grasos de media-larga)

Rhizopus delemar

Esteroespecificidad Sn-1 Mucor Miehei

Esteroespecificidad Sn-3 Cutinasa de Fusafium Solani

Esteroespecificidad Sn-3
dependiendo del sustrato

Candida Antarctica B.

Tabla 5. Lipasas comerciales y sus aplicaciones industriales

FUENTE

ACTIVIDAD

Mucor Miehei

Actividad esterasica principalmente, hidroliza trigliceridos y
produce niveles altos de acidos grasos de cadena corta,
minimizando la produccién de acidos grasos de cadena larga

A. Niger

La enzima hidrolisa grasa y aceites que generalmente
ocupan las posiciones 1-3. Es una preparaciéon en polvo
comunmente usada como fuente de lipasa para
suplementos dieteticos cuando no se desea una lipasa de
origen animal

Rhizopus Oryzae

Esta enzima produce grandes cantidades de acidos grasos de
cadena corta, pero no tantos de cadena larga como la lipasa
derivada del A. niger o la lipasa pancreatica. Es una buena
opcidn para producir crema modificada enzimaticamente

Candida Rugosa

Es una lipasa agresiva que puede hidrolizar mas del 90% de
los triglicéridos a acidos grasos. Es mas efectiva si las
temperaturas de trabajo no exceden los 35 2C. Esta
preparacion no es de uso comun en sistemas alimenticios
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De acuerdo a las tablas mostradas y segun referencias que se tienen registradas en
estudios realizados previamente, la lipasa apropiada para las reacciones de hidrdlisis y
esterificacion es la Candida rugosa.

Esta lipasa tiene una actividad de hidrdlisis mayor al 90%, ademas no es especifica y
ataca cualquier posicion, debido a estas caracteristicas se ha convertido en una de las
enzimas mas utilizadas industrialmente; gracias a su gran versatilidad puede ser
empleada en reacciones de sintesis. De lo expuesto, se puede inferir que puede ser
utilizada como catalizador en los dos tipos de reacciones que se realizaran (hidrdlisis y
esterificacion) [13].

3.3. CONSECUCION DE LA CINETICA

El objeto principal del analisis cinético, es el de anticipar los perfiles de conversién que se
presentarian si las reacciones fueran catalizadas con la lipasa. Es de anotar, que las
condiciones de reaccion (cantidad de catalizador y relacion volumétrica de sustratos)
fueron exactamente las mismas a las empleadas en los procesos convencionales que
actualmente se encuentran trabajando para la produccién de alcoholes grasos. Una vez
conocidos los perfiles, se procedera a hacer un analisis de la conveniencia de emplear
una sintesis biocatalitica sobre una catalisis convencional.

3.3.1. Hidrdlisis aceite de coco

En la revision bibliografica realizada, no se encontraron estudios cinéticos del aceite de
coco especificamente. Sin embargo, se encontré un estudio realizado por Al-Zuhair et al.
(2002)[14], sobre la cinética de hidrdlisis enzimatica de aceite de palma catalizada con la
lipasa de Candida rugosa. Segun lo expuesto por el autor, el modelo cinético, puede ser
aplicado a cualquier reaccion de hidrolisis catalizada con lipasas. La unica limitante es
que las constantes propias del modelo sean conocidas o evaluadas para el
biocatalizador y sustrato empleados.

Al hacer un analisis comparativo del medio de reaccion estudiados por Al-Zhuair et al y el
de este estudio, se pueden observar las siguientes similitudes:

v" En ambos casos el biocatalizador empleado es la lipasa Candida rugosa
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v El sustrato empleado por Al-Zhuair et al. es aceite de palma, el cual se caracteriza
por tener basicamente acidos grasos saturados en su estructura triglicérica; de los
cuales el mas representativo es el acido palmitico (16 atomos de carbono). En
nuestro caso, aceite de coco, ocurre la misma situacion con la diferencia que el
acido mas representativo en la estructura triglicérica es el laurico (12 dtomos de
carbono) ver ANEXO B.

En consecuencia, se puede concluir que ambos medios de reaccion (Al-Zhuair et al. y el
nuestro) son similares desde el punto de vista estructural de los sustratos a hidrolizar, ya
que en ambos casos los acidos grasos representativos de la estructura triglicérica son
acidos grasos saturados de cadena larga.

Debido a lo anteriormente expuesto, se puede hacer la siguiente hipotesis de trabajo: “los
valores de las constantes cinéticas obtenidas por Al-Zhuair et al. para el aceite de palma
y registradas en la tabla 6, son extrapolables al caso concreto de la hidrdlisis del aceite
de coco’.

Tabla 6. Constantes cinéticas y area interfacial para la reaccion de hidrolisis [15]

Parametros k¥ .t k. kd/kp e

Valores 0,0018 (1/min) | 5,65 (mol/m3 | 7,7exp7 (1/m2) | 0,024w"0,6 TA1,7 ® / (1+3D )

El modelo cinético obtenido se basa en el siguiente mecanismo de reaccion:

o El primer paso, es la adsorcion reversible de la enzima en la interface para producir
un producto intermedio de la enzima E *.

Kp
P

E+a— E* Ecuaciéon 1
Kq
e En el segundo paso, el sustrato libre, S, se une a la enzima adsorbida para
producir un complejo sustrato-enzima, E* S.

kq
E*+Si E*S Ecuacion 2

k_q
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e En el tercer paso, este complejo genera el producto, P*, al tiempo que libera la
enzima en su forma E*.

kcat

E*+S — E*+ P* Ecuacion 3

e Finalmente el producto, P *, se desorbe dando lugar al producto, P.
Con el fin de desarrollar las ecuaciones del modelo, se supone que:

a) La velocidad de adsorcion (Ecuacion 1) es proporcional a la concentracion de enzima
libre (E) y al area especifica de la interface libre ().

b) La concentracion del complejo enzima-sustrato y la enzima adsorbida son
constantes,

c) La concentracién del producto en la interface (P*) se supone proporcional a la
concentracion del producto libre (P).

d) La concentracion de enzima no excede 10% en peso.

Bajo estas consideraciones, el modelo cinético que representa la velocidad de hidrdlisis
puede expresarse Como:
k* E)m S .
V= cat (Ethm Ecuacioén 4

ka
kp atz

ke +1|+ S

Donde, k* .4, es la constante del catalizador en (min™), (E,),,, €s la concentracion masica
total de enzima en g/m®, k, es la constante de equilibrio para el paso de formacién del
complejo E*S en mol/m®, k, es la constante de desorcion en min™, k, es la constante de

adsorcién en m?min y a, es el area especifica interfacial en m™.

En la ecuacion 4, a, representa el area especifica interfacial, la cual segun varios autores
[16-17], es proporcional a la fraccién volumétrica de aceite (¢), la temperatura y la
velocidad de agitacién (Ecuacion 5).
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a4 = 0,024w%6T17 ¢
t (1+3¢)

Ecuacion 5

Donde w es la velocidad de agitacion (rpm), ® es la fraccion volumétrica de sustratoy T
la temperatura (K). Para este estudio la velocidad de agitacion se fijara en 1300 rpm. La
eleccion del valor de velocidad de agitacion no es arbitraria, ésta se fundamenta en el
hecho que Al-Zhuair et al. demostraron que bajo estas condiciones la hidrdlisis presenta
los mejores porcentajes de conversion

3.3.2. Esterificacion del acido graso

La reaccion de esterificacion especifica para este estudio, (acido laurico + alcohol

laurilico), se muestra a continuacion:-
CH3 - (CHZ)IO - COOH + n-— C11H23CH20H i CH3_(CH2)10 - COO - CHZ —-—n-— C11H23CH20H + H20
Acido laurico Alcohol laurilico Laureato de laurilo Agua

Ecuacion 6

Los estudios encontrados de esterificacion catalizada con lipasa Candida rugosa, no
hacen referencia a esta reaccion como tal; por tanto no se cuentan con las constantes
cinéticas especificas. Sin embargo, diferentes autores [18,19] han reportado valores de
constantes cinéticas para reacciones de esterificacion que involucran acidos y alcoholes
grasos. La informacion obtenida se encuentra resumida en las tablas 4 y 5 del ANEXO C.

Como resultado de la falta de informacion cinética para el estudio de la reaccion de
esterificacion, entre el acido laurico y el alcohol laurilico, se eligié el modelo que mejor se
ajustara, basado en los siguientes criterios:

e Similitud estructural; seran seleccionados los valores cinéticos correspondientes a
un acido y alcohol graso de cadena larga, con una diferencia no muy marcada en
el numero de atomos de carbono del acido laurico y el alcohol laurilico.

e Se utilizaran los resultados de trabajos que empleen la lipasa de Candida rugosa
como biocatalizador.
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De acuerdo a esto, el modelo mas apropiado para describir el comportamiento cinético
de la reaccion de esterificacion entre el acido laurico y el alcohol laurilico es el propuesto
por Zaidi et al. (2002) [18]. EI modelo cinético se basa en un mecanismo de reaccion de

dos etapas.

a. En la primera, el acido graso se une al sitio catalitico de la lipasa, para formar un
complejo intermedio acido-lipasa, el cual se isomeriza para formar un intermedio acil-

enzima.

b. En la segunda etapa, el alcohol forma un complejo con el intermedio acil-enzima, el
cual se isomeriza para producir un complejo lipasa-éster que finalmente libera el éster y

la enzima.

Vale aclarar que este modelo cinético trabaja con una lipasa inmovilizada, a diferencia
del proceso de la hidrdlisis del aceite, el cual maneja la lipasa en forma libre. Bajo estas
consideraciones, el modelo cinético que representa la velocidad de esterificacion puede
expresarse como:

Vi [R,COOH][R,0H]
Kmcoon[R:OH](1 + [R,0H]/Kion) + Kipmou[R1COOH](1 + [R{COOH]/Kicoon) + [R1COOH][R,0H]

Vv =

Ecuacion 7

Donde la Vm, es velocidad maxima de reaccion en mol/h.g; Ky coon) Y Km (oH) SON
respectivamente, las constantes de afinidad o constantes de Michael Menten para al
acido y el alcohol en mol/l; kicoon) ¥ kion) Son respectivamente, las constantes que
tienen en cuenta la inhibicion por el &cido y el alcohol.

El modelo cinético (ecuacion 7) fue simplificado, con el fin de obtener la siguiente
ecuacion de trabajo ver ANEXO D:

V., [COOH]?

V= COOH]

: [COOH]
K COOH (1 + Ki(coom
m.ccoom | ] K com

+ K COOH (1 +
) m.(0H) [ ] Ki.(COOH)

) + [COOHJT?

Ecuacion 8

Las constantes empleadas para el modelo son las siguientes:
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Tabla 7. Parametros cinéticos y termodinamicos para la esterificacion del &cido oleico con
alcohol oleico [18].

Parametros Vm Km.(COOH) Km.(OH) Ki.(COOH) Ki.(OH)

Valores | 0,22(mol/hg)| 0,71 (mol/l) 0,42 (mol/l) 0,66 (mol/I) 0,60 (mol/I1)

3.4. EVALUACION DE LOS PERFILES DE CONCENTRACION

A partir de la cinética se plantearon los balances de masa para un reactor discontinuo,
con una bese de calculo de 1 L, a fin de evaluar y encontrar los perfiles de concentracion
bajo diferentes condiciones de operacion. Los ajustes realizados a cada uno de los
modelos cinéticos empleados, se encuentran especificados en el ANEXO D.

3.5. COMPARACION DEL PROCESO INDUSTRIAL CON EL PROPUESTO

El objetivo de esta etapa, es efectuar una comparacién directa entre las condiciones de
operacion del proceso industrial y las condiciones del proceso propuesto en este estudio,
empleando la lipasa Candida rugosa como catalizador en las etapas de hidrdlisis y
esterificacion.

En la figura 3 se muestra el esquema del proceso escogido para obtencién de alcoholes
grasos, “LURGI", el cual ha demostrado ser uno de los esquemas tecnoldgicos mas
eficientes.

En la tabla 8, se muestra un paralelo entre las condiciones de operaciéon del proceso
“‘LURGI” [20], y el proceso propuesto en este estudio.
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Figura 3. Proceso de obtencion de alcohol graso, “LURGI".

Tabla 8. Comparativo del proceso LURGI y el proceso propuesto [20]

HIDROLISIS ESTERIFICACION
CONDICIONES DE
OPERACION Proceso Proceso Proceso Proceso
LURGI propuesto LURGI propuesto
Relacid | Stri
elacion volumetrica| . q, 40/60 50/50 50/50
agua/aceite
Tipo de catalizador Alcalino Enzimatico S.m Enzimatico
catalizador
% Catalizador 2% 2% - 2%
Temperatura 250-260°C 45°C 130°C 60°C
Presidn - 1 atm - 1 atm
% Conversion 99% - 98% -

4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Cabe aclarar que los resultados obtenidos en este estudio, pueden diferir de los
resultados que puedan llegar a obtenerse de forma experimental para los compuestos
especificos de aceite de coco. Lo anterior se debe a que las constantes cinéticas
utilizadas no corresponden especificamente a los compuestos producidos durante las
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reacciones de hidrdlisis y esterificacion. Sin embargo estas diferencias se esperan que
no sean significativas, ya que las consideraciones hechas durante la eleccion del modelo
y sus constantes fueron cuidadosamente sopesadas.

4.1. HIDROLISIS ENZIMATICA

Como punto de partida, para el estudio de la cinética de hidrdlisis del aceite de coco, se
consideré6 que este Ultimo estaba constituido exclusivamente por el triglicérido
homogéneo, trilaurina. Esta consideracion se sustenta en el hecho que alrededor del
54% de los triglicéridos presentes en este aceite, estan formados por unidades de acido
laurico.

Seguidamente, se evaluaron los perfiles de concentracion de la trilaurina en un bioreactor
de operacion discontinuo. Las condiciones de trabajo para la obtencion de los perfiles de
concentracion de trilaurina fueron las siguientes: (i) la relacion volumétrica trilaurina/H,O
fue de 40/60, (ii) la cantidad total de catalizador empleado fue de 2% en peso vy (i) la
temperatura de reaccién fue de 45°C.

Es de aclarar que las dos primeras condiciones fueron escogidas con el fin de reproducir
las condiciones de operacion de los procesos convencionales.

Los resultados obtenidos bajo las condiciones mencionadas se pueden apreciar en la
figura 4. De esta figura se puede inferir que son necesarios 20 min para hidrolizar toda la
trilaurina presente en el medio de reaccion. A pesar de los buenos resultados obtenidos
para la hidrdlisis, hay que tener cuidado a la hora de interpretarlos en cuanto a la
cantidad de acidos grasos libres formados. Aunque se espera que estos ultimos sean
proporcionales a la cantidad de trilaurina hidrolizada, el modelo cinético empleado no
contempla los productos de reaccion intermedios (diacilgliceroles y monoacilgliceroles)

que se puedan formar en el transcurso de la reaccion.

Este resultado es interesante desde el punto de vista de la concepcién de un proceso de
hidrdlisis biocatalitica ya que es posible la hidrélisis completa del triglicérido, en tiempos
cortos y bajo condiciones de reaccion moderadas.
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Figura 4. Concentracion de trilaurina con respecto al tiempo en la reaccion de hidrélisis

Cuando se comparan los porcentajes del proceso de hidrélisis biocatalitica, con los
obtenidos del proceso convencional (tabla 8), se constata que el porcentaje de hidrdlisis
0 grado de conversion del triglicérido restan idénticos. De esta manera queda claro que
la implementacion de una etapa de hidrdlisis enzimatica es una posibilidad que es viable
desde el punto de vista de la conversion de reactivos. Adicionalmente la implementacion
de la etapa enzimatica traera consigo una disminucién en los costos de funcionamiento,
gracias a la disminucién de las necesidades energéticas relacionadas con el manejo de
temperatura.

Hasta este punto se ha determinado la viabilidad de implementar una etapa de reaccion
biocatalitica para la hidrolisis de aceite de coco. Sin embargo, no se puede garantizar
gue las condiciones de operacion sean las mejores. Es por esto que a continuacion se
muestra la influencia de otros parametros sobre el porcentaje de hidrdlisis.

4.1.1. Influencia de la cantidad de catalizador y la concentracién de aceite en el
porcentaje de hidrolisis.

Uno de los factores que limita la aplicacion de los procesos de reaccion catalizados por
lipasas es el costo de éstas ultimas. Es por esto que es necesario determinar la cantidad
minima de biocatalizador que garantice altos grados de conversion en tiempos cortos de
reaccion.

La figura 5 (a), muestra la influencia de la cantidad de catalizador sobre el porcentaje de
hidrélisis, evaluado en un tiempo de reaccion de 10 min. De esta figura se puede
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constatar que un incremento en el biocatalizador por encima del 4%, no tiene efecto
sobre el porcentaje de hidrdlisis. Esta situacion, observada por otros autores [15], puede
atribuirse a un efecto de sobresaturacién de la lipasa en la interface aceite-agua.

A pesar que el aumento del catalizador aumenta la velocidad de hidrdlisis, se decide
escoger un valor de 2% en peso. Esta decision se basa en el hecho que un aumento de
catalizador, solamente produce una ganancia en el tiempo de reaccion de 10 min. Como
consecuencia, es probable que sea mucho mas econdmico mantener las condiciones de
reaccion durante dicho tiempo que aumentar la cantidad de catalizador en el medio.

a. b.
120 100,0 e o 2 5
2 8 Y
= & P - & = 95,0
E 100 A g ¢ ag 4 > v o \
= E 90,0
C 80 \
|
|£ / w850
\
7 = / 5 B0 \
| iy o
= o
2 w0 S 750
T
R / g 70,0 \
- b 4 \
65,0
o 60,0 : :
2 . | 6 8 10 0,2 04 0,6 08
% Lipasa Candida Rugosa Fraccién Volumétrica

Figura 5. a) Influencia de la cantidad de lipasa y b) fraccion volumétrica de sustrato en el
porcentaje de hidrdlisis.

Otro factor que tiene una incidencia directa sobre la velocidad de hidrdlisis y los costos de
produccion, es la relacién volumétrica triglicérido/agua. En la figura 5 (b), se puede
apreciar la influencia que tiene esta variable sobre el porcentaje de hidrdlisis cuando el
medio de reaccion es incubado durante 20 min y un 2% de catalizador empleado.

En esta figura se puede apreciar, que bajo las condiciones sefialadas, el porcentaje de

hidrélisis se mantiene en valores de un 100% cuando la relacion volumétrica
triglicérido/agua es inferior o igual a 0,4. Como era de esperarse, un aumento de esta
relacién genera una disminucién del porcentaje de hidrdlisis debido al hecho bien
conocido que este tipo de reacciones trabajan mejor en condiciones de exceso de agua.
Adicionalmente, de la figura se puede concluir que es posible disminuir los valores de la

relacion triglicérido/agua hasta valores de 0,1. Este resultado es interesante ya que la
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reduccion en esta relacion genera una disminucion en los costos de produccion al
disminuirse la cantidad de triglicérido empleado por cada batch.

4.2. ESTERIFICACION

El objetivo de esta fase fue el de determinar que tan factible es implementar una etapa de
esterificacion entre el acido laurico y el alcohol laurilico, empleando como biocatalizador
la lipasa de Candida rugosa. El procedimiento seguido fue similar al empleado durante la
etapa de hidrdlisis. Inicialmente se evalud el modelo cinético en un bioreactor de 1L que
opera en discontinuo, con una relacion acido/alcohol de 50/50 y 60°C.

Los resultados del perfil de concentracion para el acido laurico se pueden apreciar en la
figura 6. En esta figura se puede observar que solamente son necesarios 90 min para
conseguir una desaparicion total de los acidos grasos. De estos resultados se puede
concluir, que es posible efectuar el proceso de esterificacion catalizado por lipasa de
Candida rugosa con el mismo grado de conversion al obtenido en el proceso
convencional, tabla 8.
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Figura 6. Perfil de concentracion para el acido laurico

4.2.1. Influencia de la cantidad de catalizador y de la concentracion de alimento en
el porcentaje de esterificacion.

La figura 7, muestra la influencia de la cantidad de catalizador sobre el porcentaje de
esterificacion para un tiempo de reaccion de 60 min. Se puede observar que el mayor
porcentaje de esterificacion es el obtenido con una concentracién de lipasa de 4% en
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peso. Concentraciones de lipasa por encima de 4% en peso, no influyen sobre el
porcentaje de esterificacion. Lo anterior podria deberse a una disminucion del area
superficial destinada para la catalisis como resultado directo de fendémenos de
agregacion [21].
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Figura 7. Influencia de la cantidad de lipasa en el porcentaje de esterificacion.

Inicialmente, se pensd en evaluar el impacto que tiene la concentracion de alimento
sobre los porcentajes de esterificacion. Sin embargo, del estudio bibliografico efectuado,
se pudo concluir que la mejor relacién acido/alcohol es la equimolar. En efecto, Zaidi et
al. (2002) han demostrado que bajo condiciones equimolares (acido/alcohol) se
minimizan los efectos inhibitorios causados por los sustratos.

4.2.2. Influencia de latemperatura

Otro factor que influye en el tiempo de reaccion es la temperatura a la que se realiza la
reaccion, aunque en la literatura se encuentra reportado que este tipo de reacciones
trabaja de manera 6ptima a temperaturas entre 45-60°C [19], los parametros cinéticos
con los que se ha trabajado en este estudio fueron determinados a 25°C, por lo que se
espera que un cambio en esta variable tendra un efecto significativo sobre la velocidad
de esterificacion.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que con la implementacion de una etapa de hidrdlisis y
esterificacion, catalizada por la lipasa Candida rugosa, se puede obtener una conversion
de triglicéridos de hasta el 99%.

La conversion alcanzada por la hidrélisis enzimatica es equivalente, a la reportada en la
literatura para el proceso de LURGI, en el cual se emplea un catalizador quimico. Sin
embargo, utilizar catalizadores quimicos requiere condiciones de operacion drasticas que
pueden degradar el producto y afectar la pureza del mismo, por esta razén la
implementacion de enzimas como catalizadores es una muy buena alternativa.

Para las reacciones catalizadas con enzimas, un 4% de catalizador presente en la
reaccion reporta porcentajes de conversion hasta del 100%; un aumento de éste no
representa ganancias significativas de producto y si generaria gastos de catalizador
innecesarios.

Utilizando catalizadores enzimaticos en el proceso de hidrdlisis bajo las mismas
condiciones de operacion del proceso industrial LURGI (2% de catalizador y 40% de

sustrato), se obtienen conversiones del 99% con sélo 20 min de reaccién.

La implementacion de una etapa de esterificacion catalizada por la lipasa Candida
rugosa, demuestra que se pueden obtener altos porcentajes de conversion en periodos
de tiempo cortos y condiciones de temperatura moderadas a diferencia del proceso de
esterificacion de LURGI, en el cual no se utiliza ningun catalizador y las temperaturas

altas podrian llegar a degradar el producto.
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6. RECOMENDACIONES

Es conveniente desarrollar experimentalmente cada una de las reacciones para
determinar las constantes cinéticas especificas implicadas en la reacciéon de hidrdlisis y
esterificacion.

Adicionalmente se debe evaluar el impacto del uso de la lipasa en forma inmovilizada
sobre las velocidades de reaccion y los costos de produccion.

Finalmente, es necesario realizar un escalado de los datos que se obtengan
experimentalmente, para determinar si el proceso puede ser llevado a cabo
industrialmente.
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ANEXOS

ANEXO A: COMPOSICION Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ACEITE
DE COCO

Tabla 1. Composicién de acidos grasos en el aceite de coco

N° de % en peso de
Acidos Grasos Aceite de
Carbonos
Coco
Saturados 75-95
Caprodico C06:0 <1
Caprico C10:0 5-10
Mliristico Cc14:0 12-20
Caprilico Cc08:0 9-10
Laurico Cc12:0 40-54
Palmitico C16:0 6-10
Estedrico Cc18:0 1-4
Araquidico Cc20:0 <0,2
Monoinsaturados 4-10
Palmitoléico Ccl6:1 <2
Oleico c18:1 4-10
Poliinsaturados
Linoleico 1-2
Linolénico Cc18:3 0,1

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de aceite de coco

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ACEITE DE COCO
Color Amarillo palido a marron
Olor Tipico
Punto de Fusién 23a26°C
Punto de Ebullicidn Desconocido
Punto de Inflamacién >320°C
Presién de vapor a20°C<almbar
Densidad a 60°C 0,88 g/ml
Indice de Saponificacion 250 - 264 mg KOH/g
Indice de Yodo 9g/g
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ANEXO B: COMPOSICION ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE PALMA
El aceite de palma es saturado hasta en un 50%, su composicién en promedio es:

e 40-48% acidos grasos saturados (principalmente palmitico)
e 37-46% acidos grasos monoinstaurados (principalmente oleico)
o 10% &acidos grasos poliinsaturados.

ANEXO C: CONSTANTES CINETICAS DE McCurdy (1994) y Zaidi et al. (1995),
PARA LA REACCION DE ESTERIFICACION

Tabla 4. Pardmetros cinéticos de esterificacion de acidos y alcoholes de McCurdy
(1994) y Marty et al. (1992)

Acido Acido Oleico
Alcohol Metanol Etanol Butanol | Alcohol Oleilico
Vm (mol/h g de proteina) 0,57(0,29)| 0,009 (1,38) 0,19 0,22
Km(COOH) mol/I 0,033(0,013)|  0,17(0,45) 0,38 0,71
Km(OH) mol/! 0,034 (0,016) 0,18 (0,6) 0,19 0,42
Ki(COOH) mol/l 0,71 0,53 0,78 0,66
Ki(OH) mol/l 0,003 (0,003)[ 0,058 (0,06) 0,23 0,6

Tabla 5. Parametros cinéticos de esterificacion de &cidos y alcoholes de Zaidi et

al. (1995).
Acido Acido Oleico Alcohol Oleilico
Acid
Alcohol Acido Laurico Acido Oleico “ ? Acido Oleico
Butanoico

Vm (mol/h g de proteina) 0,57 (0,29) 0,009 (1,38) 0,19 0,22
Km(COOH) mol/l 0,033 (0,013) 0,17 (0,45) 0,38 0,71
Km(OH) mol/I 0,034 (0,016) 0,18 (0,6) 0,19 0,42
Ki(COOH) mol/I 0,71 0,53 0,78 0,66
Ki(OH) mol/! 0,003 (0,003)| 0,058 (0,06) 0,23 0,6
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ANEXO D: CALCULOS Y AJUSTES DEL MODELO CINETICO PARA LAS
REACCIONES DE HIDROLISIS Y ESTERIFICACION

e Hidrolisis
Para realizar los calculos de la cinética de reaccion, se asume que el 100% de la
composiciéon del aceite es Trilaurina.
1 Trilaurina + 3 H,0 - 3 Acido latrico + 1 Glicerol
Sustratro=40—-50% B.C.=11L

g

Ptrilaurina = 090% Pagua = 1%

peso molecular de Trilaurina = 639 g/mol
Masa Total = 960 g Catalizador = 2%

d[Trilaurina]
—Ytritaurina = dt

Los valores de las constantes para el modelo se registran en la tabla 5.

Tabla 5. Constantes registradas por Zaid et al. para la cinética de la hidrolisis

CONSTANTES

T °k 318,15
K*cat (1/min 0,0018
w (rpm) 1300]
E(t)m(g/m3) 19200|
Kd/Kp (1/m?2 77000000
Ke (mol/m3) 5,65
K 34,56

Tomando la ecuacion del modelo cinético escogido para la hidrdlisis, y realizando
algunas simplificaciones como: k*.;; (E)m = K 'y k.[(kd/kp a?) + 1] = K, se
llega a la siguiente expresion:

—d|[trilaurinal] K* .[trilaurina]

dt K, + [trilaurina]
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ftdt = fm K + [TAG] d[TAG]
o race K*.[TAG]

Para resolver el sistema anterior, se calcularon los valores de las constantes para

diferentes fracciones molares, como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Valores de constantes para diferentes fracciones de sustrato

2% lipasay 1L
[0} at (1/m) K1 sustrato (mol/m3) | V (mol/m3 min)
0,1 2449,67335 78,147464448 140,84 22,22698186
0,2 3980,71919 33,104661093 281,69 30,92557658
0,3 5028,27688 22,856827525 422,53 32,78641374
0,4 5790,13701 18,626617157 563,38 33,45393717
0,5 6369,15071 16,374476989 704,23 33,77467935
0,6 6824,09005 14,992211066 845,07 33,95756618
0,7 7190,97661 14,063242765 985,92 34,07396399

Luego de evaluar la integral para diferentes intervalos de tiempo y para una
fraccion de sustrato de 0,4; los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7

Tabla 7. Porcentaje de conversion luego de diferentes intervalos de tiempo

2% LIPASAY 1L % Conversion
t (min) S (final)
0 563,38
10 233,77 58,51%
20 1 99,82%
30 4,9E-09 100
40 4,33exp(-17) 100

e Esterificacion

Para realizar los calculos de la cinética de esterificacion, se toma como materia
prima el acido laurico y el alcohol laurilico. La reaccidn se muestra a continuacion.

CH; — (CH)19 — COOH +n — Cy1HysCH,0H — CHs_(CHy)1o — COO — CHy —n — Cy1Hys CH,0H + Hy0
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Sustratro = 50 % (Equimolar) B.C.=1L

g g
Pacido laurico = 0383% Paiconol laurilico = 08309%
peso molecular de acido laurico = 200,33 9
mol
peso molecular de alcohol laurilico = 186,33 %

Masa total = 856,95 g  Catalizador = 2%

El ajuste de la ecuacion para el modelo cinético de esterificacion, se realiza bajo el
concepto de velocidad de desaparicion del acido graso (acido laurico).

dC, dx

7t = ~Cao gf A = acido B = alcohol

Ca = Cho(1—X) Cg = Cao((Cpo/Ca0) — X)

Czo/C. 0.5 1
BO A0 — 0}5 -
CA = CB

Reemplazando las ecuaciones anteriores en el modelo de Zaid, la ecuacién
queda:

1, [COOH]?

V=
) + K, o4 [COOH] (1 +

[COOH]
Kion

[COOH]
Ki.COOH

Km.coonCOOH] (1 + >+ [COOH]]?

Remplazando V = d[COOH]/dt, y realizar las respectivas simplificaciones como:

K = Kmcoon + Kmon Y K = [(Kmcoon/Kion) + Kmou/Kicoon) + 11, se obtiene
la siguiente expresion de desaparicion del acido con respecto al tiempo.

‘ €00 K + [COOH]K
f dt = f d[COOH]
0 c

ootig  |COOHVp,

Las constantes que se utilizan para este modelo se registran en la tabla 8.
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Tabla 8. Constantes para el modelo de cinética de esterificacion

Luego de evaluar

cantidad de sustrato, se pueden apreciar los siguientes resultados, en las tablas 9

y 10

Tabla 9. Desaparicion de acido laurico para diferentes intervalos de tiempo

Acido Oleico + Alcoho Oleico
V 1L
COOH 0,5 mol/L
OH 0,5 mol/L
2% Lipasa 17,14 g
Vm (mol/h g) 3,7708
Km (COOH) 0,71 mol/L
Ki (COOH) 0,66 mol/L
Km (OH) 0,42 mol/L
Ki (OH) 0,60 mol/L

la integral para diferentes intervalos de tiempo y diferente

t (min) COOH % Conversion
0 0,5 0
10 0,3834 23,32
20 0,2831 43,38
30 0,2 60
40 0,1348 73,04
50 0,0873 82,54
60 0,0543 89,14
70 0,0329 93,42
80 0,0195 96,1
90 0,0114 97,72
100 0,0066 98,68
110 0,0038 99,24
120 0,0022 99,56
130 0,0013 99,74
140 0,000731 99,8538
150 0,000419 99,9162
180 0,0000792 99,98416
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Tabla 10. Porcentaje de hidrolisis variando la fraccion de sustrato y fijando 2% de

lipasa y t= 20 min

2% lipasa y t=20 min

(o) at(1/m) K1  |sustrato(mol/m3)] K Et(m) k 1/k  [Sustrato final| % Hidrolisis
0,1 2449,673 | 78,147 140,84 2,1927 | 19800 35,64 | 0,0281 | 0,000093 99,9999
0,2 3980,719 | 33,105 281,69 0,9383 | 19600 35,28 | 0,0283 7,74E-04 99,9997,
0,3 5028,277 | 22,857 422,53 0,6545 | 19400 34,92 | 0,0286 | 0,002421 99,9994
0,4 5790,137 | 18,627 563,38 0,5390 | 19200 34,56 | 0,0289 0,5718 99,8985
0,5 6369,151 | 16,374 704,23 0,4788 | 19000 34,2 0,0292 60,4334 91,4185
0,6 6824,090 | 14,992 845,07 0,4430 | 18800 33,84 | 0,0296 190,597 77,4460,
0,7 7190,977 | 14,063 985,92 0,4200 | 18600 33,48 | 0,0299 | 3,32E+02 66,3622
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